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RESUMO

ANTUNES JUNIOR, Osmar dos Reis. Desenvolvimento e Avaliagcdo de um Sistema
Nanoestruturado contendo Disseleneto de Difenila. 2017. 124f. Tese (Doutorado em

Quimica) — Universidade Estadual do Centro-Oeste, Guarapuava.

O disseleneto de difenila, (PhSe)2, € um organocomposto de selénio simples, conhecido
pelos seus efeitos farmacoldgicos e toxicoldgicos, porém, sua aplicacao clinica é limitada
devido a sua baixa solubilidade aquosa, que resulta em baixa biodisponibilidade,
restringindo sua eficacia. Para superar essas limitacdes, o presente trabalho desenvolveu
nanoparticulas poliméricas (Nps) contendo (PhSe). através do método de emulsificacéo-
evaporacao do solvente. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a
um detector de arranjo de diodo (DAD) foi 0 método analitico utilizado para quantificacdo
do (PhSe)2 presente nas nanoparticulas. A validagdo do método foi realizada de acordo
com as normatizagdes vigentes, a fase movel consistiu em metanol e 4gua acidificada
(90:10, v/v), fluxo de 1 mL/min, com deteccdo em 240 nm. As nanoparticulas de
poli(acido lactico) (PLA) contendo (PhSe). foram obtidas com éxito, apresentaram
formato esférico e uma eficiéncia de encapsulacdo e tamanho médio préximo a 90% e
220 nm, respectivamente. O potencial zeta da formulacdo foi de -23 mV, valor que
teoricamente garante estabilidade fisico-quimica das particulas. As analises de
infravermelho, difracdo de Raios X, calorimetria exploratéria diferencial e
termogravimetria demonstraram que 0 processo de nanoencapsulacdo promoveu
amorfizacdo do farmaco e interacdo do (PhSe)> com a matriz polimérica. O estudo de
estabilidade mostrou que as Nps em suspensao ndo apresentaram estabilidade nos 7 dias
de ensaio, enquanto que as Nps liofilizadas foram estaveis durante os 3 meses de estudo
tanto em temperatura ambiente, quanto refrigeradas e congeladas. O estudo de liberacédo
in vitro mostrou que ao final das 192 h cerca de 61% do (PhSe). encapsulado foi liberado,
e que essa liberacdo aconteceu atraves de 2 constantes, uma rapida e outra lenta, sugerindo
uma cinética de segunda ordem. Através do ensaio antioxidante foi possivel observar que
0 processo de nanoencapsulagdo ndo alterou o potencial antioxidante do (PhSe)., uma vez
que apas 48 h de ensaio as nanoparticulas apresentaram capacidade inibitéria semelhante
ao (PhSe)2 livre. No ensaio de citotoxicidade frente as hemécias, as Nps-(PhSe):
demonstraram menor toxicidade sobre os eritrocitos que o (PhSe). livre. Por fim as Nps

foram testadas frente as linhagens tumorais (B16-F10 e HEp-2), e os resultados obtidos



foram promissores, visto que as nanoparticulas de (PhSe)> mantiveram a propriedade
antitumoral do composto.Sendo assim, as nanoparticulas de PLA demonstraram ser
carreadores potenciais para o (PhSe)z, com caracteristicas fisico-quimicas adequadas,
menor citotoxicidade sobre células normais e manutencdo da atividade antioxidante e
antitumoral.

Palavras chaves: disseleneto de difenila, nanoparticulas poliméricas, antioxidante,

antitumoral, toxicidade.



ABSTRACT

ANTUNES JUNIOR, Osmar dos Reis. Development and Evaluation of a
Nanostructured System containing Diphenyl Diselenide. 2017. 124f. Tese (Doutorado

em Quimica) — Universidade Estadual do Centro-Oeste, Guarapuava.

The diphenyl diselenide, (PhSe),, is a simple selenium organocompound known for its
pharmacological and toxicological effects, however, its clinical application is limited by
its low aqueous solubility, which results in low bioavailability, restricting its efficacy. To
overcome these limitations, this study developed polymeric nanoparticles (Nps)
containing (PhSe). by the method of emulsification-solvent evaporation.The high-
performance liquid chromatography (HPLC) coupled to a photodiode detector (PDA) was
analytical method used for quantification of (PhSe). present in the nanoparticles. The
method was validated according to current norms, mobile phase consisted of methanol
and acidified water (90:10, v/v), flow 1 mL/min with detection at 240 nm. Nanoparticles
of poly (lactic acid) (PLA) containing (PhSe)> were successfully obtained, showed
spherical shape and an encapsulation efficiency and mean size close to 90%, and 220 nm,
respectively. The zeta potential of the formulation was -23 mV, a value that theoretically
ensures physicochemical stability of the particles. The infrared analysis, X-ray
diffraction, differential scanning calorimetry and thermogravimetric showed that the
nanoencapsulation process promoted drug amorphation and interaction of (PhSe). with
the polymeric matrix. The stability study shows that Nps in suspension did not show
stability in the 7 days test, whereas the lyophilized Nps were stable over the 3month study
both at room temperature, the chilled and frozen. The in vitro release study showed that
the end of the 192 h about 61% of (PhSe).encapsulated was released and that this release
occurred by two constants, a fast and other slowly, suggesting a second order Kinetics.
Through the antioxidant assay was possible to observe that the process of
nanoencapsulation did not alter the antioxidant potential of (PhSe)., since after 48 hours
the nanoparticles showed inhibitory capacity similar to (PhSe) free.In the erythrocyte
cytotoxicity assay, Nps-(PhSe). showed lower toxicity on erythrocyte than free (PhSe)..
Finally the NPs were tested against the tumor lines (B16-F10 and HEp-2), and the results
obtained were promising, since the nanoparticles of (PhSe). maintained the antitumor

property of the compound. Thus, the PLA nanoparticles demonstrated to be potential



carriers for (PhSe)2, with adequate physicochemical characteristics, lower cytotoxicity on

normal cells and maintenance of antioxidant and antitumor activity.

Key words: diphenyl diselenide, polymeric nanoparticles, antioxidant, antitumor,
toxicity.
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1. INTRODUCAO

O selénio € um elemento que possui diversas fungdes no organismo humano e
seus baixos niveis podem levar ao desenvolvimento de algumas patologias, tais como
cancer, artrite, esclerose, doenca cardiovascular, doencas virais, cirrose e diabetes
(NAVARRO-ALARCON e LOPEZ-MARTINEZ, 2000). Entretanto, elevadas doses de
selénio podem ser citotoxicas, uma vez que possuem a habilidade de oxidar grupos — SH
e gerar radicais livres (BARBOSA et al., 2008; NOGUEIRA, ZENI e ROCHA et al., 2004).

O selénio possui atividade redox e um papel fundamental no organismo por fazer
parte do sitio ativo de diversas enzimas, portanto niveis intermediarios de selénio sdo
essenciais para diversas funcbes celulares. Moléculas contendo selénio, como por
exemplo, o disseleneto de difenila (PhSe)., podem atuar melhor como nucleéfilos e,
portanto, antioxidantes mais efetivos, do que os proprios antioxidantes classicos
(ARTEEL e SIES, 2001). Por isso, compostos de selénio estdo sendo apontados como
possiveis estratégias terapéuticas para uma grande variedade de doencas (PARNHAM e
GRAF, 1991; ZENG e COMBS, 2008; SANMARTIN et al., 2011; KHULLAR et al., 2010).

O (PhSe)2 é um organocomposto de selénio simples, estavel e amplamente
utilizado como intermediario em sinteses organicas (NOGUEIRA, ZENI e ROCHA et al.,
2004). Diversos estudos tém focado nos efeitos farmacoldgicos e toxicoldgicos do
(PhSe), em diferentes modelos, destacando sua atividade antinociceptiva
(SAVEGNAGO et al., 2007), ansiolitica (SAVEGNAGO et al., 2008), antioxidante
(MEOTTI et al., 2004; NOGUEIRA, ZENI e ROCHA et al., 2004; PRIGOL et al., 2009
a), antitlcera (SAVEGNAGDO, et al., 2006), neuroprotetora (GHISLENI et al., 2008) e
hipoglicemiante (KADE et al., 2009; BARBOSA et al., 2006). Porém, o (PhSe), é um
composto altamente lipofilico, e essa lipofilicidade resulta em wuma baixa
biodisponibilidade (PRIGOL et al., 2010), e consequentemente, em uma eficacia
reduzida. Entretanto, apesar dos variados efeitos farmacoldgicos, 0 composto mostrou-se
toxico quando administrado em doses elevadas (DE BEM et al., 2006).

A nanotecnologia possui o objetivo de desenvolver novos sistemas funcionais em
escala nanométrica (inferiores a 1 pum), melhorando ou criando novas caracteristicas
fisico-quimicas ou bioldgicas (SAFARI e ZARNEGAR, 2014). As pesquisas incluindo a
nanotecnologia estdo envolvidas no avanco de areas como engenharia, quimica, fisica,

robdtica, biologia, medicina e entre outras, sendo que a maior area de concentragao (68%)
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esta relacionada aos medicamentos (SAFARI e ZARNEGAR, 2014; MARTINS et al.,
2014).

A nanotecnologia farmacéutica é uma interessante estratégia para aumentar a
biodisponibilidade de moléculas lipofilicas, uma vez que as caracteristicas fisico-
quimicas das nanoparticulas afetam a biodistribuicéo e biodisponibilidade do farmaco. A
utilizacdo desses sistemas nanoestruturados permite ainda um controle muito maior da
velocidade com que o ativo é liberado, fazendo com que as concentragdes ndo atinjam
limites toxicos (SOPPIMATH et al., 2001; HEURTAULT et al., 2003).De maneira geral,
a nanoencapsulagédo busca uma liberacéo controlada, um direcionamento do farmaco para
determinados grupos de células, e o carreamento de quantidades adequadas de farmaco
para o local desejado, reduzindo os efeitos colaterais e toxicos sobre outros tecidos, o que
auxilia na adesao do tratamento pelos pacientes (ARAKI, 2007; SAFARI e ZARNEGAR,
2014).

Os dispositivos nanométricos utilizados para vetorizar farmacos podem ser:
nanoemulsdes, nanoparticulas poliméricas, lipossomas, complexos lipidicos, dentre
outros (JAIN, HIRST e O’SOLLIVAN, 2012). As nanoparticulas polimeéricas destacam-
se dos demais devido aos seus potenciais terapéuticos e por sua maior estabilidade, tanto
em fluidos biologicos quanto durante o armazenamento (BARRAT, 2000; BARRAT,
2003; GUTERRES, ALVES e POHLMANN, 2007). Podem ser definidas como sistemas
carreadores de farmacos compostas de polimeros e copolimeros biodegradaveis ou
bioestaveis, que apresentam um tamanho inferior a 1000 nm (DILNAWAZ, 2010). Os
polimeros empregados para obtencdo dessas nanoparticulas, podem ser naturais
(KAYSER, LEMKE e HERNANDEZ-TREJO, 2005; NAHAR et al., 2008), ou sintéticos
como o PLA (&cido polilatico) e o PLGA (&cido poli lactico-co glicélico), que sdo
aprovados peloFood and Drug Administration (FDA) para uso humano (JAIN, 2000;
THOMAS e BURG, 2004; KUMARI, YADAYV e YADAV, 2010).

Os métodos utilizados para a preparacao das nanoparticulas poliméricas podem
ser divididos em duas classes principais: métodos baseados na polimerizacéo in situ de
mondmeros dispersos ou na precipitacdo de polimeros pré-formados (LEGRAND et al.,
1999). A polimerizacéo in situ tem como desvantagem, apresentar moléculas residuais
que possam causar toxicidade, sendo entdo preferivel os métodos que utilizam os
polimeros pré-formados (REIS, NEUFELD e VEIGA, 2006), como por exemplo a

emulsificacdo/evaporagdo do solvente. Esta técnica foi a primeira a ser descrita e ainda é
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a mais utilizada (VANDERHOFF, EL ASSER e UGELSTAD, 1979), pois possui a vantagem
de realizar a encapsulacédo tanto de farmacos hidrofilicos, pela emulsdo dupla dgua-em-
6leo-em-agua (A/O/A), quanto de farmacos hidrofébicos, por meio da emulsdo simples
6leo-em-agua (O/A) (HANS e LOWMAN, 2002; MORA-HUERTAS, FESSI e
ELAISSARI, 2010).

A obtencdo de nanoparticulas requer uma extensa caracterizacao fisico-quimica e
determinacdo do teor do composto dentro das nanoparticulas. Este segundo parametro
deve ser devidamente verificado porque a droga deve ser encapsulada de maneira
eficiente, a fim de atingir seu objetivo terapéutico. Para isso, € necessario um método de
quantificacdo validado e adequado para as nanoparticulas em quest&o.

Diante dessas consideragcdes, o0 presente estudo propde o desenvolvimento
tecnoldgico e a caracterizacdo fisico-quimica de nanoparticulas poliméricas contendo
(PhSe)., visando a manutencdo das suas propriedades farmacoldgicas, bem como a

reducdo da sua toxicidade.
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2. REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO
2.1. Selénio

O selénio (Se) foi descoberto em 1817 pelo quimico sueco Jons Jakob Berzelius.
Esse elemento quimico € pertencente a familia dos calcogénios, grupo 16 da tabela
periddica, podendo apresentar-se sob quatro estados de oxidacéo: selenato (Se*®), selenito
(Se*), selénio elementar (Se°) e seleneto (Se?). Elementos como oxigénio (O), Telurio
(Te) e o Pol6nio (Po) completam essa familia (RAMADAN et al., 1989). O Se
compartilha propriedades fisicas e quimicas com o elemento enxofre (S) em sistemas
bioldgicos. Porém, as diferencas nas propriedades fisico-quimicas entre Se e S constituem
a base de seus papéis bioldgicos especificos (STADTMAN, 1980).

Por apresentar atividade redox, o selénio é capaz de reduzir peréxidos de
hidrogénio, hidroperdxidos de lipideos e fosfolipideos, através da glutationa peroxidase
dependente de selénio. Sendo assim, esta funcdo auxilia na integridade da membrana,
protege a producdo de prostaciclina e reduz a probabilidade de propagacdo do dano
oxidativo das biomoléculas como lipideos, lipoproteinas e DNA que estdo associados ao

aumento do risco de doencas como aterosclerose e cancer (RAYMAN, 2000).

2.1.1. Atividade Bioldgica

O Selénio, elemento trago essencial, teve sua importancia nutricional demonstrada
somente em 1957 (SCHWARTZ, CALVIN e FOLTZ, 1957). Antes disso, 0 Unico
interesse bioldgico pratico para o selénio era o fato de que elevados niveis deste elemento
causavam toxicidade (LEVANDER e BURK, 1994). Atualmente ainda se leva em
consideracdo esse problema, uma vez que estudos com altas doses de Se demostraram
citotoxicidade, devido & habilidade desse elemento de oxidar grupos—SH e gerar radicais
livres (BARBOSA et al, 2008, NOGUEIRA, ZENI e ROCHA et al., 2004).

Por outro lado, estudos tém revelado que baixos niveis de Se podem levar a
predisposicdo para o desenvolvimento de algumas doencas, tais como cancer, artrite,
esclerose, doenca cardiovascular, cirrose e diabetes (NAVARRO-ALARCON e LOPEZ-
MARTINEZ, 2000). Portanto, a suplementagédo com Se, tanto para animais quanto para
humanos, tem sido aceita pela comunidade cientifica. Para humanos, a junta de
alimentacéo e nutricdo da academia de ciéncias dos Estados Unidos propde uma ingestéo

diaria de 50-200 pg, a qual é considerada segura e saudavel para adultos. A
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suplementacdo com Se demonstrou ser capaz de proteger células endoteliais da injuria
oxidativa (THOMAS et al., 1993), além disso, sabe-se que existe uma correlacdo inversa
entre o risco de doengas cardiovasculares e 0 Se (HUTTUNEN, 1997). Dados da literatura
sugerem que o Se pode ser um potente modulador da sintese de prostaciclinas e do
metabolismo das lipoproteinas, sugerindo seu potencial antiaterogénico (MEYDANI,
1992; QU et al., 2000; HUANG et al., 2002). Dhingra e Bansal (2006) mostraram ainda
que a suplementacdo diminuiu os niveis séricos de colesterol total e da apolipoproteina
B-100 em ratos. O Se pode ser encontrado em diversos alimentos, tais como: castanha-
do-pard, alho, cebola, brocolis, cogumelos, cereais, pescados, ovos e carnes (DUMONT,
VANHAECKE e CORNELIS, 2006).

O Se apresenta um grande numero de func@es bioldgicas, sendo mais importante
como antioxidante. Sabe-se que o selénio esta presente como residuo de selenocisteina
no sitio ativo das enzimas glutationa peroxidase (WINGLER e BRIGELIUS-FLOHE,
1999), tioredoxina redutase (HOLMGREN, 1985), 5’-deiodinase (BEHNE e
KYRIAKOPOULOQS, 1990) e selenoproteina P (URSINI et al., 1999), sendo que a
atividade redox do Se tem importancia fundamental para o sitio catalitico enzimatico.
Além disso, varios relatos demonstram que 0s compostos de Se mimetizam a atividade
dessa enzima (WINGLER e BRIGELIUS-FLOHE, 1999).

2.1.2. Absorcéo e excrecao

O selénio nos mamiferos é rapidamente absorvido no duodeno seguido pelo jejuno
e ileo, além disso, pode ser absorvido também por tecidos cutaneos e inalacao,
principalmente em casos de intoxicacdo (WHANGER et al., 1976). Apds a absorcao, 0s
maiores niveis de selénio estdo localizados nos eritrdcitos, baco, coragdo, unha e esmalte
dos dentes (MARTIN e GERLACK, 1972). Na intoxicagdo crénica em animais, o selénio
deposita-se principalmente nos rins e figado, seguido pelo pancreas, baco e pulmdes
(WILBER, 1980).

A excrecdo pode ocorrer por trés vias: urina, fezes e ar expirado (SUZUKI,
SOMEKAWA e SUZUKI, 2006). A excrecdo urinaria do Se pode auxiliar em casos de
intoxicagGes ou de exposicdo a altos niveis deste elemento (VALENTINE, KANG e
SPIVEY, 1978). Suzuki e colaboradores (2006) demonstraram que dentro dos niveis

normais de selénio, ou seja, ndo toxicos, a principal forma encontrada na urina € como
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seleno-agucar, ja nos caso de doses toxicas de selénio, o marcador bioldgico encontrado

na urina é o trimetilselendnio.

2.1.3. Disseleneto de Difenila (PhSe):

Os compostos organicos que possuem um elemento calcogénio em sua estrutura
sdo chamados de organocalcogénios. Tais compostos sdo amplamente utilizados na
indUstria quimica, tanto como reagentes, como intermediarios de reacdo em processos de
sintese organica (PAULMIER, 1986). Desde a década de 30, os organocalcogénios vém
sendo estudados em funcédo da descoberta de suas aplicac@es sintéticas (COMASSETO,
1983) e de suas propriedades farmacoldgicas, bem como suas propriedades toxicologicas
(KANDA, ENGMAN e COTGREAVE, 1999; PARNHAM e GRAF, 1991; NOGUEIRA,
ZENI e ROCHA et al., 2004).

A descoberta de que moléculas contendo selénio apresentam um grande nimero
de funcBes bioldgicas além de poderem ser melhores nucledfilos, e portanto, melhores
antioxidante do que os antioxidantes classicos, aumentou o interesse na sintese de novos
organocompostos de selénio (OS)que possuam atividade biologica e aplicacdes
farmacoldgicas com o minimo de toxicidade e efeitos adversos (ARTEEL e SIES, 2001).
Compostos de Se estdo sendo apontados como possiveis estratégias terapéuticas para uma
grande variedade de patologias como doengas virais, artrite, hipertenséo, dislipidemias,
dentre outras (PARNHAM e GRAF, 1991; YOSHIZUMI et al., 2002, 2004;
NOGUEIRA, ZENI e ROCHA, 2004; XU et al., 2010). O fato deque os compostos
organicos de selénio sdo menos toxicos em comparacdo com as espécies de selénio
inorganicas (NOGUEIRA, ZENI e ROCHA et al., 2004) faz com que compostos como 0
disseleneto de difenila (PhSe), torne-se alvo dessas pesquisas.

O (PhSe)., cuja estrutura esta representada na Figura 1, € um OS simples, estavel
e amplamente utilizado como intermediario em sinteses organicas, conhecido também
por mimetizar acdo da glutationa peroxidase em sistemas biologicos (WIRTH, 2000;
NOGUEIRA e ROCHA, 2010). O (PhSe)> demonstrou ser mais ativo como mimetico da
glutationa peroxidase e menos toxico em roedores que o ebselen, um outro
organocomposto do selénio (NOGUEIRA et al., 2003; MEOTTI et al., 2004). Por este

composto ser um bom candidato em propostas terapéuticas, muitos estudos tém focado



25

nos efeitos toxicologicos e farmacoldgicos do (PhSe). em diferentes modelos biologicos
(ROSA et al., 2007).

Figura 1. Estrutura quimica do (PhSe),.

Se

Fonte: (ROSA et al., 2010).

De fato, estudos em animais de laboratério demonstraram que esse composto
apresenta propriedades antitlcera (SAVEGNAGO, et al, 2006), anti-inflamatoria,
antinociceptiva (SAVEGNAGO et al, 2007), antidepressiva (SAVEGNAGO et al, 2008)
e ansiolitica (SAVEGNAGO et al, 2008). O (PhSe)2 pode ainda reduzir os niveis de
glicose sanguinea em ratos tratados com estreptozotocina quando comparado com ratos
diabéticos ndo tratados (KADE et al., 2009; BARBOSA et al., 2006), pode retardar o
desenvolvimento de cancer (BARBOSA et al., 2008) e apresentar atividade complexante
em animais expostos ao cadmio (SANTOS et al., 2005; SANTOS et al., 2004; BORGES
et al., 2008; LUCHESE, PINTON e NOGUEIRA, 2009). A literatura sugere ainda, que
pelo fato do (PhSe). possuir atividade semelhante a da glutationa peroxidase, este
composto pode ser util na terapia antioxidante contra o estresse oxidativo (MEOTTI et
al., 2004; NOGUEIRA, ZENI e ROCHA et al., 2004; PRIGOL et al., 2009a). Além disso,
apresentam atividade antiaterogénica, (DE BEM et al., 2008; DE BEM et al., 2009),
antigenotdxica, antimutagénica (ROSA et al., 2007) e antisecretora (SAVEGNAGO, et
al., 2006; INEU et al., 2008). Propriedades hepatoprotetora e neuroprotetora também
foram demostradas por este composto (BORGES et al., 2005; BORGES et al., 2006;
BORGES et al., 2008; NOGUEIRA, BORGES e SOUZA, 2009; GHISLENI et al, 2003;
GHISLENI et al, 2008).

Apesar de (PhSe). desempenhar uma variedade de efeitos farmacoldgicos, altas
doses tém demonstrado danos ao sistema nervoso central de camundongos, causando
diminuicdo da transmissdo glutamatérgica, bem como toxicidade hepatica e renal
(MEOTTI et al., 2004; PRIGOL et al.,, 2008), com efeitos mais toxicos quando
administrado por via intraperitoneal do que subcutanea (MEOTTI et al., 2004). O
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mecanismo proposto para explicar a toxicidade de compostos de selénio, envolve a
oxidacdo de grupos — SH de moléculas biologicamente ativas (NOGUEIRA, ZENI e
ROCHA et al., 2004).

A farmacocinética do (PhSe). foi estudada por Prigol e colaboradores (2009 b),
demonstrando que o pico plasmatico apds a administragdo oral (500 mg.kg™) foi de 30
minutos e a concentragio plasmatica maxima foi de 13,13 pg.ml™? para ratos e 10,11
ug.ml™? para camundongos, decaindo continuamente e permanecendo detectavel por até
8 horas ap6s sua administracao. Prigol estudou modelos cinéticos in vitro e constatou que
0 principio ativo em guestdo apresenta baixa solubilidade aquosa (0,98 uM) e que o
logaritmo do coeficiente de particdo octanol/agua (capaz de predizer a habilidade do
composto em transpor membranas) € bastante elevado (3,14) indicando que o composto
apresenta rapida absorcdo pelo trato intestinal e € capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica, devido a essa alta lipofilicidade (PRIGOL et al., 2010). O alto grau de
lipofilicidade pode ainda explicar a rapida disponibilidade na corrente sanguinea, além
da répida queda nos niveis do (PhSe).. Por isso as concentra¢bes do (PhSe). encontradas
na circulacdo sdo muito mais baixas quando comparadas a dose administrada, logo sua
eficacia também é prejudicada (PRIGOL et al., 2010).

Por esta razdo, a utilizacdo da nanotecnologia é uma excelente opcdo para
aumentar a biodisponibilidade de moléculas lipofilicas, uma vez que as caracteristicas
fisico-quimicas das nanoparticulas influenciam a farmacocinética da droga, e afetam a
sua biodistribuicdo e biodisponibilidade. A utilizacdo desses sistemas nanoestruturados
permite ainda um controle muito maior da velocidade com que o ativo € liberado, fazendo
com que as concentracdes dos ativos ndo atinjam limites toéxicos (SOPPIMATH et al.,
2001; HEURTAULT et al., 2003).

2.2. Nanotecnologia Farmacéutica

A nanotecnologia € um dos campos mais promissores e inovadores na area
cientifica, que tem por objetivo manipular a matéria em nanémetros (nm) (unidade de
medida que corresponde & bilionésima (10°°) parte do metro), para criar estruturas com
uma organizagdo molecular diferenciada. O principio dessa ciéncia é que os componentes

em escala manométrica (inferiores a 1um) podem apresentar propriedades quimicas,
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fisico-quimicas e comportamentais diferenciadas daquelas conhecidas em escalas
maiores (PINA et al., 2006, SOPPIMATH et al., 2001).

O conceito de nanotecnologia foi introduzido em 1960, por Richard Feynman e a
partir disso comecou a ganhar destaque em diversas areas. Quando aplicada a area da
medicina e farméacia, é possivel destacar algumas das diversas aplicacbes da
nanoteconologia, como: biossensores para uso diagnostico (JAIN, 2005), vacinas (PEEK,
MIDDAUGH e BERKLAND, 2008), material genético (PARVEEN, MISRA e SAHOO,
2012), proteinas (JAHANSHAHI e BABAEI, 2008), cosméticos (MIHRANYAN,
FERRAZ e STROMME, 2012), implantes, proteses (LIU e WEBSTER, 2007) e
veiculagdo de farmacos (BARRAT, 2000; KUMARI, YADAV e YADAYV, 2010;
PARVEEN, et al., 2011).

A veiculacdo de farmacos a partir de nanocarreadores vem sendo implantada na
tentativa de eliminar os inconvenientes encontrados pela terapia convencional que, em
muitos casos, limitam o alcance significativo do farmaco ao seu sitio de acdo. De uma
maneira geral a nanoencapsulacdo busca a criagdo de estratégias que proporcionem
direcionamento do ativo para as células alvo, um maior controle da liberacdo de farmacos,
e menor toxicidade para os demais tecidos, a fim de melhorar seu indice terapéutico
(SCHAFFAZICK et al., 2003; NAIR et al., 2010).

Em relacdo as formulacBes convencionais, os sistemas de nanocarreadores

apresentam inGimeras vantagens, tais como:

o Maior eficécia terapéutica,

o Diminuicdo significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia na
circulagéo,

o Direcionamento a alvos especificos,

o Liberacdo progressiva e controlada do farmaco,

o Incorporagdo de substancias hidrofilicas e lipofilicas, aumentando

consequentemente a biodisponibilidade de substancias fracamente sollveis
(BAMRUNGSAP et al., 2012),

o Minimizacdo dos efeitos colaterais, limitagdes e as inconveniéncias do tratamento
do céncer, visto que a técnica aumenta consideravelmente a concentracdo do
farmaco encapsulado nos tumores sélidos (FERRARI, 2005; LIECHTY e
PEPPAS, 2012).
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Dentre as principais estratégias vetoriais, incluem-se as nanoemulsoes,
nanoesferas, nanocapsulas, lipossomas, complexos lipidicos dentre outros
(MAINARDES, GREMIAO e EVANGELISTA, 2006). A escolha do dispositivo a ser
usado no carreamento do farmaco depende da acdo desejada e da compatibilidade fisico-
quimica.

As nanoemulsdes sdo sistemas transparentes ou translicidos semelhantes as
nanocépsulas, porém sem a presenca do polimero em sua formulacdo (TADROS et al.,
2004). Estes compostos apresentam como vantagem maior capacidade de solubilizagéo,
rapido inicio de acdo, seguranca toxicologica e a possibilidade de producdo em larga
escala (PARVENN et al., 2011).

Os lipossomas, representados na Figura 2, sdo constituidos de uma ou mais
bicamadas fosfolipidicas que circundam o nucleo aquoso interno usado para o
encapsulamento de drogas, podem ser classificados em lipossomas unilamelares ou
multilamelares. Estes compostos sdo biodegradaveis e biocompativeis, dada a sua
estrutura existe a possibilidade de incorporarem tanto farmacos lipossollveis, quanto
hidrossoluveis, ficando os primeiros inseridos ou adsorvidos a membrana e 0s segundos
no compartimento aquoso. Nao apresentam toxicidade e ndo sdo invasivos (BARRAT,
2003; CUKIERMAN e KHAN, 2010).

Figura 2. Representacdo esquematica de um lipossoma.
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Fonte: (Adaptado de CUKIERMAN e KHAN, 2010).
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Os lipossomas apresentam vantagens em relacdo aos sistemas convencionais por
aumentarem a eficacia dos farmacos e reduzirem seus efeitos toxicos. Atualmente, ja
existem formulagdes sendo comercializadas contendo lipossomas para o tratamento de
cancer e infecces fungicas sisttmicas (BATISTA, CARVALHO e MAGALHAES,
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2007). Estudos mostram que lipossomas de aproximadamente 100 nm de didmetro podem
ser 6timos para entrega de quimioterdpicos para tumores (CUKIERMAN e KHAN,
2010).

Tanto as nanoparticulas lipidicas solidas como os vetores lipidicos
nanoestruturados sdo sistemas de veiculacdo baseados em matrizes lipidicas e sélidas a
temperatura corporal, de tamanhos inferiores a 500 nm (MADER e MEHNERT, 2001).
Os lipideos mais utilizados para essas formula¢des sdo 0s que apresentam forma cilindrica
como, por exemplo, fosfatidilcolinas, fosfatidileserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina
que tendem a formar uma bicamada mais estavel em solugédo aquosa. Existem, no entanto,
limitacdes naturais a estes sistemas. Estes s6 sdo capazes de apresentar uma boa eficacia
de encapsulacdo para compostos ou farmacos lipofilicos, sollveis na matriz lipidica
(BATISTA, CARVALHO e MAGALHAES, 2007).

As nanoparticulas poliméricas (nanocapsulas ou nanoesferas) por sua vez
apresentam vantagens em relacdo aos demais carreadores principalmente devido a sua
maior estabilidade em fluidos biol6dgicos e também durante o armazenamento (BARRAT,
2000; BARRAT, 2003). Por ser um dos dispositivos nanométricos mais explorados,

focaremos o estudo nesta classe.

2.2.1 Nanoparticulas Poliméricas (Nps)

A utilizacdo de polimeros para a encapsulacdo dos ativos é uma opcao para
mascarar as propriedades fisico-quimicas da substancia, e melhorar sua interacdo com
membranas, bem como o transporte através delas. Ja que, apos a associacao, a distribuicao
biolégica da nanoparticula passa a depender das caracteristicas fisico-quimicas do
carreador e ndo mais das propriedades do farmaco (COUVREUR et al, 2002).

Dependendo do método de preparacdo podem obter-se nanocépsulas ou
nanoesferas, estas diferem entre si na composi¢édo e organizacdo estrutural, que pode ser
observado na Figura 3. As nanocapsulas constituem sistemas do tipo reservatorio onde é
possivel identificar um invélucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso sendo
qgue o ativo pode estar dissolvido neste nucleo ou adsorvido ao polimero. Ja as
nanoesferas, estas ndo possuem Oleo em sua composi¢do, portanto, ndo é possivel

identificar um nucleo diferenciado. Nela, o farmaco encontra-se homogeneamente
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disperso ou solubilizado no interior da matriz polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003;
MORA-HUERTAS, FESSI e ELAISSARI, 2010).

Figura 3. Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas: a) farmaco dissolvido no ndcleo
oleoso das nanocapsulas; b) farmaco adsorvido a parede polimérica das nanocapsulas; c¢) farmaco retido na
matriz polimérica das nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica
das nanoesferas.

Nanocapsulas Nanoesferas
Matriz
barede polimérica
polimérica
MNucleo
oleoso
Farmaco

d) Farmaco

Fonte: (SCHAFFAZICK et al., 2003).

As Nps apresentam vantagens adicionais comparados aos outros sistemas
nanométricos, pois possibilitam o carreamento de grande quantidade de farmaco,
possuem grande estabilidade, proporcionam maior controle sobre a cinética de liberacdo
do farmaco, permitem facilmente as modificacdes superficiais, podem ser obtidas por
inimeros métodos e ainda, propiciam seguranca adicional, uma vez que polimeros
apresentam uma longa histéria de segura utilizagdo in vivo (SOPPIMATH et al., 2001;
OLIVIER, 2005; PATEL et al., 2012; KAYSER, LEMKE e HERNANDEZ-TREJO,
2005).

Esses sistemas nanométricos apresentam elevada area superficial possibilitando
uma liberacdo homogénea e, na maioria das vezes, controlada do farmaco. Esta
caracteristica somada ao fato de usarem-se materiais biodegradaveis durante a preparacao
faz com que a liberacdo sustentada do ativo no local possa durar dias ou até mesmo
semanas (SOPPIMATH et al., 2001; BARRAT, 2000; BARRAT, 2003). Em razéo de
uma possivel vetorizacdo para 6rgéos, tecidos ou células especificas também apresentam
como vantagem uma diminuicdo de efeitos adversos (SCHAFFAZICK et al., 2003;
GUTERRES, ALVES e POHLMANN, 2007).

Devido ao pequeno diametro, as Nps apresentam uma versatilidade quanto a
forma de administracdo, quando comparada com as microparticulas. As microparticulas
poliméricas com didmetro maior que 1 pum ndo podem ser administradas por uma rota

geral e devem ser implantadas proximas ao sitio de acdo pretendido. Por outro lado,
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particulas nanométricas sdo capazes de serem administradas pela via parenteral sendo

capazes de liberar o ativo no local de acgdo distante do ponto da administragdo
(SOPPIMATH et al., 2001; SINGH e LILLARD, 2009).

Quanto aos polimeros utilizados para obtencdo das Nps, estes em geral sdo

constituidos, por mais de 50 mondmeros, e ao se agregarem em um padrdo regular,

formam um reservatorio ou matriz onde o farmaco estara inserido. Os polimeros que séo

utilizados na nanotecnologia farmacéutica a fim de carrear farmacos devem apresentar

algumas caracteristicas em especiais, tanto quimicas, quanto mecénicas e bioldgicas,
como apresentado no Quadro 1 (ANGELOVA e HUNKELER, 1999; SAFARI e

ZARNEGAR, 2014).

Quadro 1. Caracteristicas dos polimeros usados em nanotecnologia farmacéutica.

Quimica

Auséncia de incompatibilidade entre
polimero e farmaco;
Solubilidade em varios solventes;

Vida util economicamente aceitavel;

Bioldgica

Ser biodegradavel (via enzimatica,
quimica ou microbiana);

Proteger o farmaco in vivo contra
possiveis degradacdes;

Levar a substancia contida em seu interior
até o alvo desejado;

Facilitar a penetracdo celular do farmaco;

Liberar o farmaco de maneira controlada,

prolongando sua acéo;

Mecanica

Versatilidade estrutural de aplicacéo;
Apresentar capacidade de ser moldado
e/ou deformado;

Resisténcia mecénica para atender as

necessidades de aplicacoes;

Fonte: (ANGELOVA e HUNKELER, 1999; SAFARI e ZARNEGAR, 2014).



32

A biodegradabilidade de um polimero € uma caracteristica muito importante, pois
previne a toxicidade cronica apds a administracdo, principalmente endovenosa. Esses
materiais devem ser degradados em cadeias de baixa massa molecular e apos a liberagédo
do farmaco, devem ser metabolizados e eliminados ou absorvidos pelo organismo (NAIR
et al., 2010). A biocompatibilidade com os tecidos do organismo é considerada também
uma caracteristica importante, pois, quando um nanomaterial interage com o organismo
ndo pode induzir resposta toxica, imunogénica, trombogénica e/ou carcinogénica
(NAAHIDI et al., 2013).

As nanoparticulas poliméricas podem ser preparadas a partir de polimeros naturais
tais como colageno, gelatina, albumina sérica bovina e albumina sérica humana ou a partir
de polimeros sintéticos os quais se destacam o acido (poli-lactico) (PLA), acido poli
(lactico-co-glicolico) (PLGA), poli (e-caprolactona) (PCL), seguido por outros menos
utilizadoscomo etil celulose (EC), poli (B-hidroxibutirato) (PHB) e acetato de
celulose(SOPPIMATH et al., 2001). Os polimeros naturais tém sido muito estudados,
mas devido a sua baixa pureza, dificuldade de reproducdo de lotes e alto custo, seu uso
tem sido limitado (JAIN, HIRST e O'SULLIVAN, 2012), e tém se preferido utilizar
polimeros sintéticos que apresentam boa degradabilidade e compatibilidade, além de
pureza superior.

A escolha do tipo de polimero a ser utilizado deve ser feita de maneira criteriosa
e especifica, uma vez que este influenciara na cinética de liberacdo, estabilidade do
farmaco bem como biocompatibilidade (ANDERSON e SHIVE, 1997). O PLA ou PLGA
sdo poliésteres alifaticos aprovados pelo FDA para uso humano (JAIN, 2000; THOMAS
e BURG, 2004), devido excelente biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa
toxicidade, possuem ainda étima capacidade de encapsulacéo de farmacos hidrofébicos
(ESSA, RABANEL e HILDGEN, 2010).

Na Figura 4 esta representada a estrutura quimica do PLA, que € o polimero de
escolha para aplicac@o na area médica e farmacéutica, devido suas boas caracteristicas e
menor custo quando comparado a outros polimeros sintéticos. E obtido por meio da
polimerizagdo do &cido lactico e apresenta dois isdmeros opticamente ativos, o dextrogiro
e levogiro (D e L) ou uma mistura racémica dos mesmos. Seu produto de degradacao é
0 acido lactico gerado a partir do rompimento da por¢éo terminal da cadeia polimérica.
Dessa forma, nas celulas o acido lactico é convertido em piruvato pela lactato

desidrogenase presente no coragdo, musculos e figado, sendo eliminado via ciclo de
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Krebs, principalmente pelos pulmdes e rins, na forma de didxido de carbono e agua
(BRANNON-PEPPAS, 1995; JAIN, 2000).

Nanoparticulas de PLA tém sido principalmente elaboradas por métodos da
emulsificacdo-evaporacdo do solvente, nanoprecipitacdo, salting out e difusdo do
solvente (NECKEL e LEMOS, 2005; KUMARI YADAV & YADAYV, 2010).

Figura 4. Estrutura quimica do poli (acido latico) (PLA).
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Fonte: (ESSA, RABANEL E HILDGEN, 2010).

2.2.2. Métodos de Obtencéo das Nps

Os métodos descritos na literatura para preparacdo das nanoparticulas poliméricas
podem ser divididos em duas classes principais: métodos baseados na polimerizagdo in
situ de mondmeros dispersos (cianoacrilato de alquila), no qual os polimeros sdo
formados simultaneamente as nanoparticulas ou métodos baseados na precipitacdo de
polimeros pré-formados (PLA, PLGA) (LEGRAND et al., 1999). A polimerizagéo in situ
tem como desvantagem, apresentar moléculas residuais (monémeros, oligdmeros) que
possam causar toxicidade. Portanto, métodos que obtém Nps a partir dos polimeros pre-
formados sdo os mais comumente utilizados (REIS, NEUFELD e VEIGA, 2006).

Caracteristicas como tamanho, indice de polidispersdo das nanoparticulas e
eficiéncia de encapsulacdo sdo advindas do método de preparagdo escolhido (FREITAS,
MERKLE e GANDER, 2005). Em regra, a escolha de um método de preparacdo é
determinada principalmente pelas caracteristicas de solubilidade do principio ativo
(VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009; SILVA et al.,, 2010). A técnica ideal para a
preparagao de Nps deve atender critérios basicos como: a estabilidade quimica e atividade
bioldgica do farmaco deve ser mantidas durante o processo; e eficiéncia de encapsulagao
e o rendimento deve ser altos o suficiente para produgdo em massa; o tamanho médio das
particulas deve ser compativel com a via de administracdo desejada; o perfil de liberacao
deve ser reprodutivel e ainda a formulagcdo precisa apresentar um baixo indice de

polidispersdo e ser ressuspensa facilmente em agua (PARK, YE e PARK, 2005).
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Um dos métodos que utiliza polimeros pré-formados é a emulsificacdo-
evaporacdo do solvente. Esta foi & primeira técnica descrita para obtencdo de
nanoparticulas e ainda é amplamente utilizada (VANDERHOFF, EL ASSER e
UGELSTAD, 1979) devido apresentar uma grande vantagem, que € a capacidade de
encapsular tanto farmacos hidrofilicos, pela emulsdo dupla agua-em-6leo-em-agua
(A/O/A), quanto farmacos hidrofobicos, por meio da emulsdo simples 6leo-em-agua
(O/A) (HANS e LOWMAN, 2002; MORA-HUERTAS, FESSI e ELAISSARI, 2010).

2.2.2.1. Emulsificacdo-Evaporacdo do Solvente

A Figura 5 demonstra 0 método denominado emulsificacdo-evaporacdo do
solvente (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998).

Figura 5. Imagem ilustrativa do método de emulsificacdo-evaporagdo do solvente.
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Fonte: O autor (2017).

Primeiramente, prepara-se uma fase organica, constituida por um solvente
organico apolar no qual € dissolvido o polimero e incluido o principio ativo. Prepara-se
também uma fase aquosa, que contém um tensoativo do tipo O/A, como, por exemplo, 0
alcool polivinilico (PVA) (SILVA et al., 2010). A fase orgénica é entdo vertida na fase

aquosa e aplica-se uma alta energia para homogeneizagéo de modo formar a emulséo. A
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agitacdo da emulsdo é a etapa determinante para a obtencdo das nanoesferas e deve ser
realizada antes da precipitacdo do polimero, de modo a serem obtidas goticulas de fase
interna de dimensdes coloidais. Em seguida, promove-se a remoc¢ao do solvente organico,
através da evaporacdo com elevacdo da temperatura sob pressdes reduzidas ou agitacéo,
levando a formacdo das nanoesferas sélidas devido a diminuicdo da solubilidade do
polimero no solvente organico e sua consequente precipitacdo. Logo apos, as
nanoparticulas sdo separadas por ultracentrifugacdo, lavadas com agua deionizada e, por
fim, liofilizadas (DESGOUILLES et al., 2003).

Para que o transporte de um carreador contendo farmaco seja eficiente atraves da
circulacdo sanguinea, aconselha-se que essas estruturas ndo ultrapassem 300 nm de
didmetro (GUPTA e KOMPELLA, 2006). Dessa maneira, € imprescindivel levar em
consideracdo os inumeros fatores que podem alterar o tamanho dessas nanoparticulas,
quando utiliza-se 0 método da emulsificacdo-evaporacao do solvente:

- Concentracdo de polimero: A viscosidade da fase organica e proporcional a
concentracdo do polimero, portanto, concentracdes elevadas do polimero, resultam em
nanoparticulas com maiores tamanhos, devido a maior dificuldade de dispersédo da fase
interna na fase externa (ARAUJO et al., 2009).

- Natureza e concentracdo de tensoativo: em relacdo ao PVA, o tamanho das
particulas tende a diminuir com aumento da concentracdo de PVA até sua concentracdo
micelar critica (CMC) (GANEA et al., 2008);

- Taxa de agitacdo: é necessario submeter a emulsdo a uma tensdo de
cisalhamento elevada para se obter goticulas com dimensdes inferiores a 1 um
(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998);

- Tipo e quantidade dos solventes: Para uma distribuicdo homogénea e
particulas com tamanho reduzido, deve se utilizar preferencialmente um pequeno volume
de solvente organico apolar, que possa se difundir facilmente através da fase aquosa,
permitindo a precipitacdo do polimero e consequentemente a formacdo das Nps
(KANAKUBO, ITO e MURAKAMI, 2010; XU et al., 2010).

A literatura apresenta inimeros trabalhos avaliando atividades farmacolégicas e
toxicologicas do (PhSe)2, entretanto, até 0 momento somente Giordani e colaboradores,
estudaram a associacdo do (PhSe)> com a nanotecnologia, obtendo nesse caso,
nanocapsulas com diferentes tipos de 0leos. Sendo assim, a nanoencapsulacdo do(PhSe).

com o polimero PLA apesar de nunca explorada, parece ser muito promissora, tornando-
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se uma alternativa para melhorar os efeitos terapéuticos, reduzir os efeitos citotdxicos, e

consequentemente, diminuir seus efeitos colaterais.

2.3. Caracterizacdo Fisico-Quimica

As nanoparticulas sdo obtidas como suspensdes coloidais aquosas, entretanto,
durante o tempo de armazenamento pode ocorrer & formacdo de agregados no meio,
gerando precipitados, aliado a isso, pode existir problemas de estabilidade quimica do
polimero ou das demais matérias-primas, incluindo o farmaco. A estabilidade limitada
em funcdo do tempo torna-se um obstaculo para a aplicabilidade industrial destas
suspensdes, dessa forma, a compreensdo do comportamento fisico-quimico das
nanoparticulas poliméricas pode fornecer importantes informagdes em relacdo a
estabilidade destes compostos (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A partir das informacGes obtidas pela caracterizacdo fisico-quimica podem-se
propor modelos que descrevam a organizacdo das nanoparticulas em nivel molecular,
sendo dependente da composic¢édo quali-quantitativa das formulagdes (SCHAFFAZICK
et al.,, 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003). A avaliacdo morfoldgica, distribui¢do de
tamanho de particula, determinacdo do potencial zeta, analise das interacdes moleculares
entre o farmaco e o carreador, distin¢do entre sistemas/materiais cristalinos e/ou amorfos

séo exemplos desta caracterizagéo.

2.3.1 Avaliacdo Morfologica

Para a avaliacdo morfologica, tém sido empregadas as microscopias eletrdnicas de
varredura (MEV) ou de transmissdo (MET), que fornecem informacdes relativas a forma
e ao tamanho das nanoparticulas. O MET permite ainda a diferenciacdo entre
nanocapsulas e nanoesferas, e a determinacdo da espessura da parede no caso de
nanocapsulas (SCHAFFAZICK et al., 2003; ROLLOT et al.,1986; MOSQUEIRA et al.,
2000), a criofratura também tem auxiliado nessa diferenciagéo (FRESTA et al., 1995).
Outra técnica empregada é a microscopia de forca atdbmica que fornece informagdes com
alta resolucéo em trés dimensdes, sendo capaz de fornecer detalhes de superficie em nivel

atébmico.
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2.3.2. Tamanho das Particulas

O tamanho das particulas é um fator importante a ser avaliado, ja que influencia
diversos parametros como: perfil de liberacdo; estabilidade das formulagdes; distribuigédo
in vivo como depuracao, pois particulas maiores que 200 nm estdo mais suscetiveis a
eliminacdo pelo baco enquanto que particulas menores séo eliminadas através do sistema
de filtracdo pelo rim; e captacdo celular, j& que as particulas menores que 500 nm séo
normalmente internalizadas por endocitose e acredita-se que particulas maiores que 500
nm sdo captadas por fagocitose (YOO, DOSHI e MITRAGOTRI, 2011; SINGH e
LILLARD, 2009)

Normalmente as nanoparticulas poliméricas apresentam didmetros médios em torno
de 100 a 300 nm, no entanto particulas com tamanhos ainda menores podem ser obtidas
(GOVENDER et al., 2000). Sao diversos os fatores que podem afetar o diametro das
nanoparticulas, tais como natureza e concentracdo do polimero, polaridade do solvente,
método de preparacdo, a natureza e a relacdo entre as fases interna e externa, além da
natureza e concentracdo do surfactante (MORA-HUERTAS, FESSI e ELAISSARI,
2010).

O tamanho das nanoparticulas pode ser determinado por microscopias, ou também
por um equipamento que emprega a técnica de espalhamento dinamico de luz. Nesta
técnica, um raio luminoso atravessa uma dispersao coloidal e atinge as nanoparticulas que
estdo em movimento browniano, ocorrendo o espalhamento da luz em todas as diregdes,
sem perda ou ganho de energia. Quanto maiores sdo as particulas, mais lentamente se
movem, sendo também menor a velocidade das flutuacdes da luz dispersada, o
equipamento relaciona entdo a quantidade de luz espalhada com o tamanho das particulas
(XU, 2008).

2.3.3. Potencial Zeta

A determinacdo do potencial zeta € utilizada para caracterizar as propriedades de
superficie das nanoparticulas (SINGH e LILLARD, 2009; SOPPIMATH et al., 2001),
pois ele reflete o potencial das cargas superficiais das particulas e é influenciado pelas
mudangas na interface com o meio dispersante. Isso ocorre em razdo da dissociagéo de
grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcéo de espécies idnicas presentes
no meio aquoso de dispersdo (SCHAFFAZICK et al, 2003; SINGH e LILLARD, 2009).
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Dessa forma, o valor do potencial zeta ird depender principalmente da natureza
quimica do polimero e do agente estabilizante. Por exemplo, quando nanocépsulas séo
preparadas com polimeros de poliéster ou derivados de metacrilato usando estabilizante
ndo iénico, o valor desta determinacdo serd negativo devido a presenca de grupos
carboxilicos terminais do polimero. Do mesmo modo, valores positivos serdo obtidos
quando polimeros cationicos forem usados (MORA-HUERTAS, FESSI e ELAISSARI,
2010).

A carga superficial pode influenciar significativamente a estabilidade de uma
particula em suspensdo. De modo geral, valores de potencial zeta proximos a £ 30 mV
predizem boa estabilidade coloidal, pois grandes forgas repulsivas tendem a evitar a
agregacdo em funcdo das colisbes entre nanoparticulas adjacentes (SCHAFFAZICK et
al., 2003; ANDRADE et. al., 2008; MORA-HUERTAS, FESSI e ELAISSARI, 2010).

O potencial zeta ndo pode ser medido diretamente, por isso é calculado através do
rastreamento do movimento de particulas carregadas em um campo de tensdo, chamada
mobilidade eletroforética. Na prética, a suspensédo coloidal diluida é introduzida em uma
cubeta com dois eletrodos e é aplicado um potencial elétrico. As particulas com carga
elétrica liquida irdo se mover na dire¢cdo do eletrodo de carga contraria, tdo mais

rapidamente quanto maior a sua carga elétrica e maior o campo elétrico aplicado.

2.3.4.Difratometria de Raios X (DRX)

Os raios X sdo gerados quando um elétron gerado no catodo de um tubo catddico,
colide com um alvo metalico (anodo). A difracdo de raios X é uma técnica ndo-destrutiva,
que revela informacdes sobre a estrutura cristalografica de materiais naturais e sintéticos,
sendo que materiais cristalinos sdo capazes de difratar os raios X de maneira
caracteristica, dependendo de seu arranjo cristalino (DONG e BOYD, 2011).

As substancias cristalinas sdo moléculas que possuem uma disposi¢do de ordem
definida, dependente de energia para desarranjar sua estrutura, sendo que quanto mais
fortes forem as forcas de atracdo de uma estrutura cristalina, maior serd seu ponto de
fusdo. Ja os sdlidos amorfos ndo apresentam essa caracteristica de organizagéo, e também
ndo apresentam as mesmas caracteristicas do ponto fusdo, uma vez que sua organizagdo
ndo necessita da mesma energia que os cristais para desarranjar sua estrutura (VLACK,
1970).
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A conformacéo na qual uma substancia solida se encontra é um aspecto importante
e implica nas demais caracteristicas, como por exemplo na solubilidade e velocidade de
dissolucdo (DHIRENDRA et al., 2009). A DRX é uma técnica indispensavel para
caracterizar nanoparticulas, uma vez que é capaz de distinguir o material entre cristalino
e amorfo, sendo que as substancias cristalinas apresentam picos bem definidos, enquanto
que os compostos amorfos apresentam-se de forma contraria, sem os picos definidos
(DHIRENDRA et al., 2009).

2.3.5. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e Termogravimetria (TG)

As técnicas de analise térmica sdo extremamente utilizadas para caracterizar
substancias farmacéuticas solidas. A termogravimetria (TG) é muito usada na andlise de
processos de dessolvatacdo, decomposicdo de substancias e também em estudos de
estabilidade. Ela mede a variagdo de massa em funcdo da temperatura aplicada sendo
restrita as transi¢cfes que envolvem tanto ganho quanto perda de massa (BRITTAIN,
1999).

A DSC é aplicada para investigacdes de mudancas termodinamicas que ocorram
durante o aquecimento da substancia (BARKAI et al., 1990). A técnica mede a diferenga
de energia fornecida a substancia de interesse e uma substancia referéncia, termicamente
inerte em funcdo da temperatura (IONASHIRO e GIOLITO, 1980; GIOLITO e
IONASHIRO, 1988). As medidas fornecem dados gualitativos e quantitativos em relacéo
a mudangas fisicas e quimicas que envolvem processos exotérmicos e endotérmicos ou
mudancas de massa (MOTHE e AZEVEDO, 2002).

Dessa forma as técnica de analise térmica estdo inseridas na lista de ensaios
realizados para verificar as caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas, sendo
empregada para auxiliar em analises que demonstrem as possiveis interagdes
intermoleculares e também amorfizacdo do farmaco, causada pela nanoencapsulacéo do
ativo em questdo. As observagdes para tal fim sdo realizadas por meio de analises de
deslocamentos, reducgéo significativa ou desaparecimento de pico na curva de DSC,
guando comparados aos perfis dos compostos individualmente (FORD e MANN, 2012;
CALVO etal., 1996).
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2.3.6. Espectroscopia da Regido do Infravermelho (V)

A radiacgdo infravermelha estd compreendida no espectro eletromagnético entre as
regides do visivel e das micro-ondas, sendo que a por¢do mais Util para analise de grupos
funcionais de estruturas organicas, esta situada entre 4000 e 400 cm™. A espectroscopia
de absorc¢éo na regido do IV permite a identificacdo dos grupos funcionais de compostos,
a técnica faz com que atomos e grupos de atomos destes compostos, tais como -CH, -NH
e - OH vibrem com amplitude aumentada ao redor das ligagdes covalente que os ligam.
Os espectros de infravermelho séo representados de modo que a porcentagem de
transmitancia aparece como uma funcdo do ndmero de onda, que é o inverso do
comprimento de onda (GULLORY, 1999; REICH, 2005).

Para nanoparticulas a metodologia do IV permite realizar a caracterizacdo de
polimeros e farmaco, através da deteccdo dos grupos funcionais, e ainda auxilia na
identificacdo de possiveis interacGes moleculares entre farmaco e polimero, pela
comparacdo de deslocamentos, variacOes de intensidade, alargamento ou aparecimento
de novas bandas no espectro caracteristico da amostra (LOPES e FASCIO, 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O trabalho teve como objetivo o desenvolvimento das nanoparticulas de PLA

contendo (PhSe)2, além da caracterizagdo e a avaliagdo da atividade antioxidante e

citotoxica.

3.2. Objetivos Especificos

Desenvolvimento e validacdo de uma metodologia analitica por CLAE/PDApara
andlise quantitativa do (PhSe). em nanoparticulas de PLA, assim como no meio

de dissolucao utilizado no ensaio de liberacéo in vitro;

Desenvolvimento das nanoparticulas poliméricas contendo (PhSe)2, utilizando o

método de simples emulsificacdo-evaporacao do solvente;

Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo do (PhSe)2 nas nanoparticulas, por
meio do método de CLAE/PDA desenvolvido;

Caracterizacdo dos sistemas obtidos quanto aos seus aspectos fisico-quimicos:
diametro médio, indice de polidispersédo, potencial zeta, interacdo entre farmaco e
polimero (Espectroscopia na Regido do Infravermelho, Difracdo de Raios X,
Calorimetria Exploratéria Diferencial, Termogravimetria) e morfologia das

particulas (Microscopia Eletronica de Varredura);

Anélise da estabilidade das nanoparticulas liofilizadas e em suspensdo, frente a

diferentes temperaturas de armazenamento;

Determinacdo do perfil de liberacdo in vitroe da cinética de liberacdo do (PhSe)

a partir das nanoparticulas de PLA,;

Estudo da atividade antioxidante in vitro oriundo do farmaco nanoencapsulado,

pelo métodode inativacéo do HOCI;

Avaliacdo da atividade citotoxica in vitro das nanoparticulas de PLA contendo
(PhSe). sobre hemécias;

Avaliacdo da atividade citotoxica in vitro das nanoparticulas de PLA contendo
(PhSe). sobre células tumorais B16-F10 e HEp-2.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Substancias e Reagentes

4.1.1. Farmaco

Disseleneto de Difenila (> 90%, Sigma - Aldrich Chemistry);

4.1.2. Validacdo do método analitico

Agua ultrapura (sistema Milli-Q Gradiente Millipore®, resistividade de 18,2
MQ/cm);
Acido acético 99,9% (Vetec- Quimica fina) (J.T. Baker);

Metanol grau HPLC (J.T. Baker);

4.1.3. Producdo das nanoparticulas

Poli (alcool vinilico) — PVA (Sigma Aldrich USA);
Diclorometano (Fmaia);
Poli (L-&cido lactico) - PLA (Sigma Aldrich USA) (85,000 — 160,000 Da);

D(+) Sacarose P.A. (Vetec Quimica Fina);

4.1.4. Avaliacdo da atividade antioxidante

3,3',5,5'-tetrametilbenzidina — TMB (Sigma Aldrich USA);
Dimetilformamida 99,8% (Dindmica —Quimica Contemporanea);
lodeto de potassio (Vetec- Quimica fina);

Acido acético 99,9% (Vetec- Quimica fina);

NaOH (Biotec®);

NaOCI (comercial);

4.1.5. Avaliagdo da citotoxicidade das nanoparticulas

Alcool isopropilico (Fmaia, Brasil);

Azul de Trypan (Sigma-Aldrich);
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Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazéliodrich);
Estreptomicina (Sigma-Aldrich);

Etanol 95% (Fmaia);

Glicose (Sigma-Aldrich);

Meio de cultura Iscov’s modificado de Dulbecco (Sigma-Aldrich);
Penicilina (Sigma-Aldrich);

Soro fetal bovino (Gibco);

Tripsina (Gibco, EUA);

4.1.6. Outros reagentes e solventes

Fosfato de s6dio monobasico anidro P.A. (Vetec®);
Fosfato de potassio dibasico P.A. (Biotec®);

Tween 80 (CRQ- Cromato produtos quimicos);

4.2. Equipamentos e Acessorios

Aparelho para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) — Waters® Alliance
acoplado a um detector de Arranjo de Fotodiodo (PDA) e coluna fase reversa C18
(125mm X 4mm) de tamanho de particula 5 pm — Xterra Waters®;

Aparelho de Infravermelho Nicolet IR200 FT-IR (Thermo Scientific, EUA);
Autoclave vertical AV Plus — Phoenix;

Balanca analitica M214A — Tecnal®;

Bomba a vacuo — Tecnal - Mod. TE 058;

Calorimetro - TA Instruments® - Mod. SDT Q600;

Capela de fluxo laminar vertical — Veco;

Capela para exaustdo de gases — Lucadema;

Desruptor de células ultrasdnico — Unique;

Difratdmetro de Raios X Bruker — Mod. D2 PHASER;

Equipamento para medida do espalhamento dinamico da luz (Light Scattering) -
Brookhaven 90 Plus;

Equipamento para analise do potencial zeta — ZetaSizer ZS, Malvern;

Estufa de CO2- Quimis®;
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e Evaporador rotatério Tecnal® — Mod. TE 120;

e Incubadora de Bancada com Agitagdo Orbital Quimis — Q816M22;

e Leitor de microplacas Spectra Max 190 — Molecular Devices;

e Liofilizador — Terroni;

e Membranas filtrantes (acetato de celulose 0,22 um e PTFE 0,45 um) — Millipore;

e Microscopio de varredura eletrénico com emissdo de campo (MEV-FEG) -
MIRAS3 LM, Tescan Orsay Holding, Czech Republic;

e Microscopio invertido - Bel Photonics;

e Osmose reversa laboratorial — Vexer Industria e Comércio de Equipamentos
LTDA;

e Pipetas monocanal — Labmate;

e Sistema de ultrapurificacdo de dgua — MilliQ Gradiente Millipore®;

e Ultra centrifuga refrigerada Hermle - Z36HKI,

4.3. Metodologia
4.3.1. Desenho experimental

O projeto teve inicio pelo desenvolvimento de um método analitico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detector de arranjo de diodo (DAD),
com o intuito de se obter uma ferramenta confiavel e reprodutivel para o processo de
caracterizacdo das nanoparticulas. Linearidade, precisdo, exatiddo, seletividade,
robustez,limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram avaliados.

As Nps de PLA contendo (PhSe). foram obtidas pela técnica de emulsificacdo
evaporacao do solvente e posteriormente caracterizadas por estudos de didmetro médio e
indice de polidispersdo, eficiéncia de encapsulacdo, espectroscopia de infravermelho,
difracdo de Raios X, potencial zeta, analise térmica e microscopica eletrbnica de
varredura.

Em seguida a estabilidade do sistema obtido foi avaliada, bem como o perfil de
liberacdo do (PhSe)2. O potencial farmacoldgico das Nps foi analisado in vitro por meio
da atividade antioxidante (HOCI), atividade hemolitica e citotoxicidade sobre as células
B16-F10 e HEp-2.
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4.3.2. Desenvolvimento e validacdo do método analitico para a quantificacdo do (PhSe)2

presente nas nanopartl’culas

Com o objetivo de padronizar um método de quantificacdo do (PhSe)2 presente no
sobrenadante obtido através da ultracentrifugacdo da dispersdo de nanoparticulas e no
meio receptor utilizado no ensaio de liberacéo in vitro, foi desenvolvida uma metodologia
analitica pela técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) — Waters®
Alliance acoplado a um detector de arranjo de diodo(DAD) e coluna de fase reversa C18
(125 mm X 4mm) de tamanho de particula 5 um — Lichrospher®.

Primeiramente, foram definidos o0s pardmetros cromatograficos como:
composicdo e fluxo da fase mével, comprimento de onda e o tipo de elui¢do. Os padrdes
utilizados foram preparados em metanol a partir de uma solucdo padréo de (PhSe). na
concentracdo de 1 mg.mL*. O método foi validado em termos de linearidade, preciséo,
exatidao, seletividade, robustez, limite de quantificacdo (LQ) e limite de detec¢cdo (LD)
segundo as normas da International Conference on Harmonization(ICH, 2005) e da
resolucdo R.E. 899, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003).

O LD e LQ foram estabelecidos utilizando os valores da inclinac¢do da curva (b) e
0 desvio-padrdo do intercepto com eixo y(s), de acordo com as seguintes equacoes,
conforme recomenda o ICH e a ANVISA (ANVISA, 2003; ICH, 2005):

LD=0/bx 3,3 Equacédo 1
LQ=0/bx 10 Equacdo 2

Onde: ¢ = desvio padrao médio do intercepto y e b = inclina¢do da curva analitica.

4.3.2.1. Adequacdo do sistema cromatografico desenvolvido

A adequabilidade do sistema foi avaliada por analise de seis replicatas dos padrdes
(50 pug.mL1). Os pardmetros de adequacio do sistema foram estudados para verificar o
desempenho do mesmao. Fatores tais como 0 nimero de pratos tedricos e o fator de cauda

foram levados em consideracao.
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4.3.3. Obtencdo das Nanoparticulas

A técnica utilizada para a obtencdo das nanoparticulas de PLA contendo
(PhSe)2(NP’s-(PhSe)2) foi a emulsificacdo-evaporacdo do solvente, pelo método de
emulsdo simples 6leo em agua (O/A) (VANDERHOFF, EL ASSER e UGELSTAD,
1979; REIS, NEUFELD e VEIGA, 2006).

A fase organica foi composta por 50 mg de PLA solubilizados em 1 mL de
diclorometano, e 10 mg de (PhSe), também solubilizados em 1 mL de DCM, constituindo
a fase organica da emulséo, que foi vertida em fase aquosa composta por 10 mL de PVA
1% sob sonicacdo a temperatura ambiente durante 5 minutos a 50 Hz, obtendo-se uma
emulsdo O/A. O solvente organico foi removido com o auxilio do evaporador rotatorio,
acoplado a bomba a vacuo, a pressao negativa, por 15 min a 37°C. As particulas foram
entdo recuperadas por 2 processos de ultracentrifugacdo (14000 rpm, 30 min e 20 min,
4°C) e lavadas com agua para remover o0 tensoativo. As nanoparticulas vazias (sem
(PhSe)2) foram produzidas da mesma forma, com excec¢éo da adi¢éo de (PhSe).

O sobrenadante obtido foi reservado para posterior analise por CLAE, e as
nanoparticulas foram dispersas no crioprotetor sacarose a 5 % (m/v, aproximadamente
200 pL). A nanosuspensdo resultante foi subsequentemente resfriada até -18°C e
liofilizada para posteriormente realizar 0s ensaios. Somente as nanoparticulas utilizadas

para estudo de estabilidade permaneceram em suspensdo aquosa.

4.3.4. Caracterizacdo Fisico-Quimica das Nanoparticulas
4.3.4.1. Determinacdo do Diametro Médio e Indice de Polidisperséo

A espectroscopia de correlagdo de fétons ou também conhecida como
Espalhamento de Luz Dindmico foi a técnica utilizada para a determinacdo do diametro
médio e do indice de polidispersdo (IP) das Nps. Foram preparadas diluicGes das
suspensdes das nanoparticulas em agua purificada (1:100) e acondicionadas em uma
cubeta com tampa. As andlises foram realizadas com angulo de espalhamento de 90°, a
temperatura ambiente e comprimento de onda do laser de 660 nm. Todos os lotes foram
analisados em triplicata. Os resultados do didmetro médio e do indice de polidispersédo

foram expressos como média e desvio padrdo, com n = 10 amostras.



47
4.3.4.2. Determinacdo da Eficiéncia de Encapsulacao

A determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi realizada pelo método
indireto, o qual quantifica quanto de (PhSe). ficou livre no sobrenadante resultante do
processo de ultracentrifugacdo/lavagem, pelo método validado por CLAE. Uma aliquota
do sobrenadante contendo o farmaco livre, foi diluida em metanol (1:10), filtrada em
membrana de poro 0,22 um e injetada no sistema cromatografico. As andlises foram
realizadas em triplicata. Através deste método quantificou-se a concentracdo de (PhSe).
ndo incorporada as nanoparticulas. Na sequéncia, a EE% foi determinada através da

equacéo 3:

EE% = (PhSe)zinicial — (PhSe) 2quantificado /(PhS€)2iniciax 100 Equacao 3

Os resultados da EE% foram expressos como média e desvio padréo,

considerando n = 10 amostras.

4.3.4.3. Potencial Zeta

Uma aliquota da suspensao das nanoparticulas foi diluida em KCI 1mM (1:100) e
acondicionada em célula eletroforética, sendo entdo o potencial zeta determinado por
meio do aparelho ZetaSizer. As anélises foram realizadas a 25 °C em &ngulo de 90°, onde
se estabeleceu um potencial de £150 mV. Os valores determinados de potencial zeta

foram expressos como média e desvio padrdo. A analise foi realizada em triplicata.

4.3.4.4. Espectroscopia na Regido do Infravermelho com transformada de Fourier (1V)

Para esta caracterizacdo espectroscopica, as amostras foram compactadas com
brometo de potassio (KBr), e por meio da compressao em prensa hidraulica foram obtidas
pastilhas, as quais foram submetidas a analise no espectrofotdmetro no intervalo de 4000
a 400 cm™. Os espectros de nanoparticulas de PLA contendo (PhSe), foram analisados e
comparados frente aos espectros obtidos do polimero, do farmaco e das nanoparticulas

vazias (sem o (PhSe)>).
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4.3.4.5. Difracdo de Raios X (DRX)

Informacgdes sobre a cristalinidade das amostras foram adquiridas através de um
difratdmetro de Raios X, que utiliza radiacdo de Ka do Cu, A = 1,5418 A, com corrente
de 10 mA e tensdo de 30 kV a temperatura ambiente. As amostras foram acondicionadas
em um suporte de vidro e digitalizadas a partir de 5 a 60° em um angulo de 20. Foram
realizadas analises de amostra do (PhSe)2 livre, do polimero PLA e da nanoparticula com

e sem o (PhSe)..

4.3.4.6. Anélise Térmica

Para analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e termogravimetria
(TG) foram preparadas amostras do (PhSe). livre e das nanoparticulas com e sem o
(PhSe).. As amostras foram pesadas em cadinho de aluminio (10 mg), seladas e
submetidas a aquecimento sob atmosfera de nitrogénio, com variagao de 30 a 450 °C, em
uma razdo de aquecimento de 10 °C.min! e vaz&o de gas de arraste de 100 mL.min%. A
célula de DSC foi previamente calibrada no eixo de temperatura utilizando padrdes de

zinco, oxalato de calcio e safira.

4.3.4.7. Microscopia de Varredura Eletrénica com emissdo de Campo (MEV-FEG)

A caracterizacdo morfoldgica das nanoparticulas de PLA contendo (PhSe): foi
realizada por meio da microscopia eletronica de varredura com emissdo de campo
utilizando uma tensdo de aceleracdo de 15,0 kV. Para analise, uma aliquota das
nanoparticulas contendo (PhSe). foi depositada sobre o porta amostra (stubs) e levada a
estufa para secagem completa. Os filmes obtidos foram recobertos com uma fina camada
de ouro por meio de um metalizador (10 mA, 2 min). As micrografias foram obtidas com
aumento de 30.000 vezes.

4.3.5. Estudo de Estabilidade
4.3.5.1. Avaliacdo da Estabilidade do (PhSe). frente ao Tampéo Fosfato pH 7,4

Para detectar qualquer tipo de degradacao, ou perda da estabilidade da droga, é
necessario que seja feito o teste de estabilidade. A fim de analisar o comportamento do

(PhSe), frente ao tampédo fosfato pH 7,4, meio utilizado para futuros ensaios, foi
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preparado uma solucéo de (PhSe), (50 pg. mL*) em tampéo fosfato pH 7,4, a qual foi
mantida em agitacao constante (150 rpm) e temperatura de 37 £ 1 °C. Ap6s 0, 1,2, 4, 8¢
24 h, as aliquotas foram retiradas, diluidas em metanol (1:5) e analisadas em CLAE pelo

método desenvolvido. Os tratamentos foram realizados em triplicata.

4.3.5.2. Avaliagdo da Estabilidade das Nanoparticulas-(PhSe)2 em suspenséao

A avaliacdo da estabilidade fisica das nanoparticulas poliméricas sob diferentes
temperaturas de armazenamento, € muito importante. Para este ensaio as Nps foram
ressuspensas em agua purificada, imediatamente apds o Gltimo ciclo de centrifugacéo, e
em seguida aliquotadas e armazenadas a temperatura ambiente (25 °C), refrigeradas a 8
°C e congeladas a -12 °C.

As amostras foram caracterizadas ap0s o preparo e em intervalos predeterminados
durante 7 dias. Nesses tempos, retirou-se uma aliquota da suspenséo e foram realizadas
analises macroscopicas da formulacdo, além de didametro médio, indice de polidispersdo
e potencial zeta. O estudo foi realizado em triplicata. As comparacgdes estatisticas foram
realizadas pela ANOVA, com pés teste de Tukey para comparacdo maltipla de médias.
Diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05 (Software
STATISTICA 7.0).

4.3.5.3. Avaliacdo da Estabilidade das Nanoparticulas-(PhSe): liofilizadas

As nanoparticulas de (PhSe), foram primeiramente congeladas a -18 °C por um
periodo de 24 horas e liofilizadas a -40 °C sob pressdo de 2 Pa por um periodo de 24
horas, o crioprotetor usado foi sacarose 5%. O equipamento utilizado na liofilizacdo
forneceu boa estabilidade de temperatura no condensador e pressao baixa, cujos requisitos
sdo importantes durante o processo (HATLEY e FRANKS, 1991). Ap6s o procedimento
de liofilizagdo, as nanoparticulas foram acondicionadas em dessecador a temperatura
ambiente (25 °C), refrigeradas a 8 °C e congeladas a -12 °C. Nos tempos predeterminados
(1, 2, 3, 4,7 30, 60 e 90 dias) uma aliquota das nanoparticulas foi ressuspensa em agua
ultrapurificada e examinada quanto ao tamanho médio, indice de polidisperséo e potencial
zeta, a fim de garantir que esses pardmetros ndo sofreram alteragbes durante o

procedimento. As analises foram realizadas em triplicata e as comparacdes estatisticas
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foram realizadas pela ANOVA, com pos teste de Tukey de comparacdo mdltipla de

médias. Diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05.

4.3.6. Estudo de liberacao in vitro
4.3.6.1. Estudo da Solubilidade

Afim de garantir que ndo ocorra saturacdo do meio receptor durante o estudo de
liberagéo, o ensaio deve ser conduzido em condigdes sink. Para isso, a solubilidade do
(PhSe). nos possiveis receptores foi previamente avaliada.

Os experimentos para determinar a solubilidade de farmacos segundo o Sistema
de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) devem ser conduzidos utilizando-se excesso
defarmaco em diversos tampdes. Portanto, foram preparadas solugcdes saturadas de
(PhSe).em um volume definido (10 mL) de: (a) PBS TWEEN 80 1% pH 7,4; (b) PBS
TWEEN 80 5% pH 7,4; (C) PBS TWEEN 80 10% pH 7,4. Essas suspensdes foram
mantidas sob agitacdo (150 rpm) a temperatura de 37 + 1 °C, durante um periodo
prolongado (48 h) para que o equilibrio pudesse ser atingido. Apds esse periodo, as
suspensdes foram centrifugadas (15500 rpm, 30 min), filtradas (0,45 um) e diluidas em
metanol (STAVCHANSKY e PADE 1998; LARA, 2008). A concentracdo do (PhSe).
soltvel no liquido receptor foi determinada por CLAE. Este procedimento foi realizado

em triplicata.

4.3.6.2. Perfil de Liberacao in vitro

O perfil de liberacdo do (PhSe). a partir das Nps foi determinado através do
método de agitacdo em shaker, com posterior ultracentrifugacdo (CASA et al., 2015).
Amostras contendo 480 pg de (PhSe). encapsulado foram diluidas em 12 mL de solucédo
tampdo PBS 50mM, pH=7,4 com tween 80 a 5%. As dispersdes de nanoparticulas foram
incubadas em agitador do tipo shaker a 37 °C, sob agitagéo constante de 150 rpm. Nos
tempos predeterminados (2, 4, 8, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 e 192 h) as dispersoes
foram ultracentrifugadas durante 15 min a 15500 rpm, 4 °C. O precipitado foi novamente
ressuspenso em tampé&o e retornado a agitacdo, enquanto que os sobrenadantes foram
coletados e analisados por CLAE. Com os resultados obtidos, foi possivel obter a curva

do percentual cumulativo de farmaco liberado em funcéo do tempo.
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A fim de ganhar a introspec¢do no mecanismo de liberacdo das nanoparticulas de
(PhSe)2, os dados da liberagéo foram analisados de acordo com os modelos de ordem
zero, primeira ordem, segunda ordem, Higuchi, e também o expoente n de liberacdo
segundo o0 modelo Peppas (RITGER e PEPPAS, 1987), por meio do software MicroMath
Scientist®.

4.3.7. Aplicabilidade das Nanoparticulas in vitro

4.3.7.1. Avaliacdo da Atividade Antioxidante das Nanoparticulas de (PhSe), frente ao
acido hipocloroso (HOCI)

O potencial antioxidante do sistema nanoestruturado foi analisado por meio do
estudo de inibicdo do HOCI, que foi preparado a partir de uma solugéo de hipoclorito de
sodio em agua pH 12, imediatamente antes da utilizacdo. A concentracao de hipoclorito
foi determinada espectrofotometricamente a 292 nm antes de sua utilizacao (¢292nm =
350 Mt cm™) (MORRIS, 1996). O revelador, TMB (3,3°,5,5° - tetrametilbenzidina), foi
solubilizado em dimetilformamida (0,014 mol.L?), seguido da adigdo de iodeto de
potassio (0,01 mol.L ™) e &cido acético (0,8 mol.L%).

Amostras do (PhSe)2 livre ou nanoencapsulado e nanoparticulas vazias em
diferentes concentragdes (5, 10, 15, 20 pg.mL™1), foram adicionadas aotampéo fosfato (50
mM pH 7,4) e por fim HOCI (50 uM) obtendo um volume final de 200 pL. Ap6s 15 min
de incubacdo a 37 °C e 150 rpm foi adicionado a reacdo 20 pl da solugdo reveladora
(DYPBUKT et al., 2005). Ap6s 5 minutos, a absorbancia foi medida a 650 nm em um
leitor de microplacas. Uma solucdo tampédo na presenca do HOCI foi utilizado como
controle, e o flavonoide quercetina foi utilizado como antioxidante padrdo (ANTONIO,
KHALIL e MAINARDES, 2016).

Todas as leituras foram realizadas em triplicata e a atividade antioxidante foi

calculada como porcentagem de inibicdo do HOCI /OCI", de acordo com a equacéo 4.

% de inibicdo = (Abs controle- Abs teste) / Abs controle x 100 Equacédo 4

Este mesmo procedimento foi realizado ap6s 0, 24, 48 e 72 h de incubacédo das

diluicdes a 37 °C e 150 rpm. Os dados foram analisados com teste t, e diferencas foram
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consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05 (Software STATISTICA
7.0).

4.3.7.2. Avaliacdo da Citotoxicidade das Nanoparticulas de (PhSe). sobre as hemacias

Para avaliacdo de citotoxicidade frente as hemacias humanas, desenvolveu-se um
protocolo experimental que foi aprovado pelo Comité de Etica Humana da Universidade
Estadual do Centro-Oeste, sob registro n® 1.174.406/2015 (Anexo A).

Primeiramente, 10 mL de sangue foram coletados de trés individuos voluntarios
saudaveis adultos, o sangue coletado foi adicionado em tubo contendo 10 puL de heparina
sodica e centrifugado por 10 min a 2500 rpm, o plasma e a camada de leucdcitos foram
entdo descartados. As hemacias foram lavadas, por trés vezes, com solucdo de tampéo
PBS 10 mM, pH 7,4. Ao final da terceira lavagem foram ressuspensas em PBS 10 mM,
pH 7,4 acrescidos de glicose (1,08 mg.mL™) e os antibidticos penicilina (0,3 mg.mL™?) e
estreptomicina (0,5 mg.mL™), afim de acertar o volume globular para 2% (CRUZ SILVA
et al., 2000).

Para o estudo, foram utilizadas diferentes concentracfes do (PhSe). livre e
nanoencapsulado (25, 50 e 100 mg.mL™) incubadas com a suspens&o de hemacias a 2%,
por 4, 8, 24, 48 e 72 h, a temperatura de 37 °C, sob constante homogeneizac¢do. Foram
realizados controles com agua destilada, PBS 10 mM (pH 7,4), etanol e nanoparticulas
de PLA vazias. Apds os tempos predeterminados, as solucdes foram centrifugadas a 2500
rpm a 4 °C por 5 minutos.

A citotoxicidade foi avaliada pela quantidade de hemoglobina liberada, que foi
quantificada no sobrenadante por meio da medida da absorbancia em 540 nm, no leitor
de microplacas (CRUZ SILVA et al., 2001). A analise foi efetuada em triplicata e 0s
dados foram exibidos em percentual de hemdlise, o qual foi calculado de acordo com a

equacéo 5:

% Hemolise = (Abs amostra/ Abscontrole positivo) x 100 Equacdo 5

Onde, o controle positivo no estudo correspondeu a amostra incubada com agua destilada,

0 qual apresentou 100% de hemdlise.
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Comparac0es estatisticas foram realizadas pela ANOVA de um fator, com teste
Tukey de comparagdo multipla de médias, com 95% de confianca. Diferencas foram
consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05 (Software STATISTICA
7.0).

4.3.7.3. Avaliagdo da citotoxicidade das nanoparticulas de PLA contendo (PhSe)2 sobre
linhagem tumoral B16-F10 e HEp-2

A toxicidade celular foi avaliada pelo método de MTT, descrito por Denizot e
Lang (1986) com algumas modificacbes. Para os ensaios foram utilizadas células da
linhagem B16-F10 e HEp-2, melanoma murinho e carcinoma laringeo humano,
respectivamente. Essas células foram mantidas em garrafas de poliestireno em meio de
cultura Dulbecco modificado por Iscove’s, suplementado com 10% de soro fetal bovino,
100 U.mL? de penicilina e 10 pg.mL™* de estreptomicina, a 37 °C em atmosfera imida,
contendo 5% de CO.. Repiques semanais foram realizados até atingir a densidade de
confluéncia, sempre mantendo-se uma concentragdo de 2 x 10° células.mL™.

A viabilidade celular foi analisada pelo método de exclusdo do Azul de Tripan
0,4% (HARRISON e RAE, 1997), com contagem em camara de Newbauer. O azul de
tripan € um corante que € incorporado seletivamente pelas células com integridade de
membrana danificada, ou seja as células mortas. A porcentagem de viabilidade celular
foi calculada através da equacao 6:

% Viabilidade = (n° células ndo coradas / n° total de células) x 100 Equacéo 6

Para 0 ensaio citotoxico, foram semeadas 1 x 10* células.mL em placas de 96
pocos, e incubadas por 24 h a 37 °C, com 5% de CO,, para adesdo celular. Apds esse
periodo, 0 meio de cultura foi retirado e adicionado um novo meio contendo as diluigdes
seriadas da solucdo do farmaco livre e das dispersdes de nanoparticulas. As concentragdes
finais utilizadas de (PhSe). livre e nanoencapsulado foram de 2,5; 5; 15; 30; 60 pg.mL"
paralinhagem B16-F10 e 30; 45; 60; 75; 90 pg.mL para linhagem HEp-2. Os controles
utilizados foram: meio Iscove’s, metanol e nanoparticulas de PLA vazias. Os tempos de
analise foram24, 48 e 72 h. Apos os tempos de incubacdo, o meio foi retirado e adicionado
50 pL de MTT (Img.mL1) (brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolio),

e incubado por mais 3 h. A técnica empregada do MTT baseia-se na sua reducdo, sendo
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que o MTT € um corante amarelo que ao ser reduzido por células com integridade
mitocondrial se transforma em um composto azul, a formazana, a qual pode ser
determinada espectroscopicamente ap06s solubilizagcdo em etanol absoluto (DENIZOT e
LANG, 1986). Passado as trés horas de incubacao, o MTT foi retirado e adicionado 50 pl
de etanol, para diluicdo dos cristais e 150 pl de uma mistura de PBS pH 7,4 com alcool
isopropilico na proporcédo 1:2. A absorbéancia proveniente foi lida em leitor de placas nos
comprimentos de onda de 570 nm e 630 nm.

A leitura dos pocos foi realizada em dois comprimentos de onda, para posterior
subtracéo para obtencao do valor real, visto que a formazana possui absor¢do em 570 nm
e as células viaveis presentes nos pogos causam uma turvacao observada em 630 nm. A
viabilidade celular foi obtida usando a equagdo 7 (MENEZES et al., 2007):

Viabilidade (%): (Absamostra / Abscontrole) x 100 Equacédo 7

Comparacdes estatisticas foram realizadas pela ANOVA de um fator, com 95%
de confianca, com teste de Tukey de comparacdo multipla de médias.Diferencas foram
consideradas estatisticamente significantes quando p< 0,05 (Software STATISTICA
7.0).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Validacao do método analitico para quantificacdo do (PhSe)2nas nanoparticulas
5.1.1. Desenvolvimento do método cromatografico

Testes iniciais foram realizados utilizando-se como fase movel misturas de
metanol e agua, ambos acidificados com 0,5% de &cido acético, com base no método
existente para a quantificacdo de (PhSe)2 (PRIGOL et al., 2012). Vérias proporcdes foram
testadas, porém apresentaram deformacdes no perfil cromatogréafico como picos largos e
irregulares. Isso ocorre devido a menor interacdo do analito com a fase estacionaria
devido sua forma estrutural. Assim, quando mantida somente a agua acidificada 0,5% e
adicionado metanol puro na fase movel favorece que o analito fique retido na fase
estacionaria, observou-se melhora na apresentacdo dos picos. Inicialmente a deteccdo foi
realizada em quatro comprimentos de onda, 230, 240, 243 e 245nm, porém foi observado
que no comprimento de onda de 240 nm os picos obtidos eram mais simétricos e mais
intensos, portanto este foi escolhido para prosseguir com as posteriores analises.

Dentre as diversas varia¢fes tanto nas propor¢des e na vazdo de fase movel
quanto no volume de injecéo, o melhor pico, em termos de largura e simetria, foi obtido

nas seguintes condigdes (Tabela 1):

Tabela 1. CondigBes cromatograficas utilizadas para validagdo do método analitico em CLAE.

Parametros

Fase movel Metanol: agua acidificada 0,5% (90:10, v/v)

Vazao da fase movel 1,0 mL.min?

Tipo de eluicdo Isocratica

Detector DAD

Coluna Fase reversa C18 (125mm x 4mm) tamanho de
particula Sum — Xterra Waters.

Temperatura da Coluna 25°C

Comprimento de onda 240 nm

Volume de injecao 40 pL

Tempo de retencdo 3,7 minutos
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A fase movel estipulada mostrou-se eficaz na quantificacdo de (PhSe),, uma vez
que resultou em picos simétricos e praticamente sem ruidos de base, conforme demonstra
a Figura 6, além de apresentar um tempo de corrida cromatografica reduzido (5 min), o
que permite a analise de um grande nimero de amostras hum curto periodo de tempo,

bem como reduzir os custos de solvente e de danos para o ambiente.

Figura 6. Cromatograma representativo (absorbancia (AU) em funcdo do tempo (min)) do (PhSe), em
metanol. Fase mdvel metanol: 4gua acidificada (90:10), fluxo de 1mL.min; deteccdo no comprimento de
onda de 240 nm, temperatura da coluna de 25 °C, volume de inje¢@o de 40 pL.
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5.1.2. Adequabilidade do sistema (System suitability)

A adequacdo do sistema foi avaliada através da analise da simetria do pico e do
namero de pratos tedricos da coluna durante a analise da solucdo de (PhSe). em seis
repeticdes. O método validado produziu um nimero de pratos tedricos superior a 2000, e
um fator de cauda inferior a 2. Os resultados de adequacao do sistema estdo resumidos na
Tabela 2, e demonstram que 0s parametros analisados estdo de acordo com os critérios de
aceitacdo recomendados na literatura (SUTARIYA, WEHRUNG e GELDENHUYS,
2012; HUSSEN, SHENOQOY, KRISHNA, 2013).
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Tabela 2. Sistema de adequagdo do método de CLAE.

Parametros Cromatograficos Resultados* Critério Aceitagao

Fator de cauda (T) 1,02 £ 0,051 T<2

NUmeros de pratos tedricos (N) 2216,72 + 60,05 N > 2000

*Apresentado valor como média + desvio padrédo (n = 6)

5.1.3. Validacdo do método
5.1.3.1. Seletividade

Alguns constituintes da formulacdo, ou de outros ensaios que necessitem
posterior quantificagcdo do (PhSe)., podem ser interferentes no momento da leitura, uma
vez que podem surgir picos indesejaveis no mesmo tempo de retengdo do (PhSe).. Para
eliminar qualquer davida sobre possiveis interferéncias, foi realizada uma analise da
seletividade do método analitico desenvolvido.

Um provavel interferente na quantificacdo indireta de (PhSe), a partir das
nanoparticulas é o tensoativo PVA, uma vez que este permanece no sobrenadante apos a
etapa de centrifugacdo no desenvolvimento das particulas. Para avaliar esse efeito,
nanoparticulas vazias (nanoparticulas ndo carregadas com o (PhSe), foram preparadas
como descrito na secdo 4.3.3 e 0 sobrenadante obtido apds centrifugacédo foi diluido em
metanol, e analisado pelo método de CLAE descrito.

Na Figura 7(A) o cromatograma do sobrenadante das nanoparticulas contendo
(PhSe)2, mostrou o pico referente ao (PhSe). em aproximadamente 3,7 min, o que esta
de acordo com o obtido para o padrdo (Figura 6). Na Figura 7(B) ndo foram encontrados
picos neste mesmo tempo de retencdo no cromatograma do sobrenadante obtido a partir
das nanoparticulas vazias, o que indica que nao houve interferéncia na quantificacdo do
(PhSe): a partir dos constituintes da formulag&o.

Outro possivel interferente na quantificacdo do (PhSe)2, é o tampdo fosfato de
sodio (PBS, 50 mM, pH 7,4) tween 80 a 5%, utilizado nos ensaios de liberacdo in vitro.
Na tentativa de avaliar essa possivel interferéncia, uma amostra contendo apenas o PBS
com tween 80 foi analisada, afim de visualizar o cromatograma referente ao tampéo de
forma isolada. E em seguida foi realizada a leitura do tampéo contendo (PhSe)a.

No cromatograma resultante do tampéo contendo (PhSe)., Figura 8 (A), pode-se
observar o pico referente ao (PhSe). em aproximadamente 3,7 min. Enquanto que no
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cromatograma do tampdo sem (PhSe)2, nenhum pico pode ser observado na Figura 8 (B).

Dessa maneira pode-se afirmar que ambos os testes garantiram a seletividade do método.

Figura 7.Comparacdo dos cromatogramas: em A observa-se amostras do (PhSe), proveniente do
sobrenadante de nanoparticulas. Em B, analise do cromatograma do sobrenadante obtido a partir das
nanoparticulas vazias. Fase mdvel: Metanol:agua acidificada (90:10, v/v), 240 nm.
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Figura 8. Comparacdo dos cromatogramas de amostras de (PhSe) frente ao potencial interferente PBS-
5% tween 80, meio receptor no teste de liberagdo in vitro. Em (A) analise do cromatograma do tampé&o
contendo (PhSe), diluido em metanol. Em (B), observa-se 0 cromatograma de uma amostra de tampéo
fosfato de sodio 50 mM, pH=7,4, contendo 5% de tween 80, diluida em metanol. Fase mével: Metanol:4gua
acidificada (90:10, v/v), 240 nm.
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5.1.3.2. Linearidade

A linearidade foi avaliada em sete niveis de concentracdo (10 a 100 pug.mL™?)

como pode ser observado na Figura 9, por meio da técnica de regresséo linear e do calculo
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do coeficiente de correlacdo. Esta analise gerou um coeficiente de correlacédo (r) de 0,999

e a equacdo dada por:

Y =1,53x10°C + 2,37x10° Equagio 8

Onde Y ¢ a 4rea do pico e C ¢ a concentragdo da solu¢io padrio em pg.mL™.

O valor de r préximo a 1 esta de acordo com a ANVISA (2003), que determina
que o valor de r seja superior a 0,99, e indica linearidade no intervalo proposto e baixa
dispersdo entre os pontos. A validade do teste foi confirmada por uma analise de
variancia, que mostrou que a regressdo linear foi significativa e o desvio da linearidade
ndo foi significativo (p < 0,01). Dessa maneira a linearidade da curva garante a qualidade
do método para analise do (PhSe) assegurando uma confianga no uso da equagéo da reta
obtida.

Figura 9. Curva analitica do (PhSe),, fase mével metanol:agua acidificada (90:10, v/v) em 240 nm. O slope
da curva (b), o desvio padréo do intercepto emy (o) e o coeficiente de correlagéo (r) sdo relatados (n = 3).
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5.1.3.3. Preciséo

A precisdo € uma medida do erro relativo do método, expressa como Desvio
Padrdo Relativo (DPR), em termos de repetibilidade e precisdo intermediaria. Trés

solucdes padrdes (10, 50 e 100 pg.mL™t) foram preparadas e analisadas em um dia ou trés
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dias diferentes, com a finalidade de avaliar a variagdo intra-dia e inter-dia,
respectivamente. Os desvios padrdo das respostas foram calculados em cada caso, e estdo
mostrados na Tabela 3, os quais confirmaram que a preciséo foi obtida, uma vez que o
valor maximo de DPR foi de 3,52%. E preconizado que o DPR para uma boa precisio do
método seja, inferior a 5% (ICH, 2005). Dessa forma, as analises puderam comprovar que
0 método analitico para o (PhSe). foi preciso, tanto na precisao intra-corridas como na

precisdo inter-corridas.

Tabela 3. Ensaio de precisdo para a analise do (PhSe)..

Solucédo Padréo (ug.mL) Concentragdo Quantificada £ DP DPR (%)
(Mg.mL™)

Repetibilidade (n=5)

10 9,86 £ 0,28 2,81

50 49,91 +1,75 3,52

100 101,40 £ 1,55 3,50

Solucéo Padréo (ug.mL) Concentragdo Quantificada = DP DPR (%)
(Hg.mL™)

Precisdo Intermediaria (n=3)

Dial

10 10,38 + 0,02 0,22

50 53,47 + 0,60 1,12

100 101,60 £ 0,56 0,56

Dia 2

10 10,35+ 0,16 1,54

50 51,60+ 1,05 2,04

100 102,90 + 1,49 1,45

Dia 3

10 9,80+0,28 1,24

50 50,42 + 0,79 1,57

100 98,86 + 0,24 2,89

5.1.3.4. Exatidao

A exatiddo foi verificada como porcentagem de recuperacdo e DPR da

concentra¢do média do analito em trés diferentes concentracées. Solugdes de 10, 50 e 100
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ug mL* foram preparadas e analisadas como descreve o método proposto. Os resultados
detalhados estdo apresentados na Tabela 4, e mostram que o método desenvolvido foi
exato, uma vez que a porcentagem de recuperagéo ficou entre 98,86 e 100,85% e o desvio
padrdo relativo maximo foi de 0,79%. Esses dados demonstram a concordancia entre 0s

valores experimentais e os teoricos (ICH, 2005).

Tabela 4. Porcentagem de recuperacéo e DPR obtido a partir da analise de exatid&o.

Solucéo Padréo (pug.mL™) Recuperacéo (%) DPR (%)
10 (n=3) 98,92 0,29
50 (n=3) 100,85 0,79
100 (n=3) 98,86 0,24

5.1.3.5. Limite de detecgdo (LD) e limite de quantificagdo (LQ)

O LQ representa a menor quantidade de analito presente em uma amostra que
pode ser quantificada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢des experimentais
estabelecidas, ja o LD é a menor quantidade de analito presente em uma amostra que pode
ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada (ICH, 2005; ANVISA, 2003).
Para determinar o LD e o LQ, foram empregadas as equacbes 1 e 2 (item 4.3.2.),
respectivamente, onde foram realizadas utilizando o desvio padrdo médio e a inclinacdo
de coeficiente angular (slope), obtido a partir da curva de calibracdo especifica, abaixo
do intervalo utilizado para avaliar a linearidade, demonstrado na Figura 10 (0,5-10 pg.mL"
1). O método foi linear neste intervalo, pois o valor de r foi 0,998. Os valores de LD e LQ
obtidos foram 0,219 e 0,666 pg.mL™, respectivamente. Estes valores demonstram a
sensibilidade do método e confiabilidade para analises de concentracdes baixas de analito,
como é o caso da quantificacdo de (PhSe)2 no sobrenadante das nanoparticulas e deteccao

em ensaios de liberacéo prolongada.
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Figura 10. Curva analitica para o LD e LQ (area do pico versus concentracdo de (PhSe),. O slope da curva

(b), o desvio padrdo do intercepto em y (o) e o coeficiente de correlacdo (r) séo relatados (n = 3).
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5.1.3.6. Robustez

A robustez é uma medida da influéncia de pequenas alteracBes nos

processos/parametros de andlise sobre a resposta. Algumas alteracdes no método

cromatografico foram aplicadas para testar a capacidade em resistir a pequenas variacoes

dos pardmetros analiticos. As variagdes foram: alteracdes de proporcdes da fase movel

(91:09 e 89:11) e alteragao no fluxo de vazdo do aparelho (0,9 e 1,1 mL.min). A robustez

foi avaliada com base na taxa de recuperacdo e nos valores de Desvio Padrdo Relativo

(DPR). Na Tabela 5, pode-se observar que 0 método mostrou-se robusto no que diz

respeito a estas alteracdes nos parametros cromatograficos, ja que o0 DPR maximo obtido

foi de 1,98%.
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Tabela 5. Taxa de recuperacdo e DPR obtido nas analises de robustez ap6s modificacdes na fase movel e
fluxo, n=3.

Porcentagens de recuperacdo + DPR

ModificacGes no

método original

10 pg.mL? 50 pg.mL* 100 pg.mL*

FM (89-11) 97,37 + 1,88 102,20 + 1,54 97,23 +1,98
FM (91-09) 102,62 + 1,81 101,72+ 1,16 100,92 + 1,16
Fluxo 0,9 102,51+ 1,74 102,33 £ 1,59 101,50 £ 1,03
Fluxo 1,1 102,73+ 1,89 99,49 + 0,43 99,82 + 0,13

5.2. Obtencdo de nanoparticulas contendo (PhSe):

A técnica de emulsificacdo/evaporacao do solvente, pelo método de emulsao
simples 6leo em &gua (O/A) a partir de polimeros pré-formados, foi utilizada para
obtencdo das nanoparticulas contendo o (PhSe)., uma vez que o método é capaz de
encapsular tanto farmacos lipofilicos quanto hidrofilicos. Além disso, a relativa
simplicidade de reproducdo do método, a indicacdo para producdo de nanoparticulas a
partir de polimeros biodegradaveis, facil transposicdo em larga escala, bem como a
possibilidade de controlar alguns parametros envolvidos na preparacdo (velocidade de
homogeneizacao, intensidade da sonicacdo, volume das fases aquosas ou organicas, etc)
(RAO e GECKELER, 2011; COUVREUR et al., 2002), fez com que esse método fosse
eleito como ideal para o presente trabalho.

O método demonstrou ser eficaz para obtencdo de nanoparticulas de PLA
contendo (PhSe),, pois a porcentagem de encapsulacdo, assim como o diametro médio
foram excelentes. As nanoparticulas, quando armazenadas em agua, apresentaram
aspecto leitoso de cor amarelada, e quando liofilizadas apresentaram aspecto

macroscopico pulverulento de coloragdo amarela.
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5.3. Caracterizacao Fisico-Quimica das nanoparticulas
5.3.1. Determinacédo do didmetro médio e indice de polidispersdo

O tamanho e o indice de polidispersdo estdo entre as principais formas de
caracterizacdo das nanoparticulas, além de ser Uteis também nos estudos de estabilidade.
A técnica de correlagdo de fotons, também conhecida como Dynamic Light Scattering é
amplamente utilizada para essas determinagdes, por se tratar de uma técnica ndo invasiva
(WU, ZHANG e WATANABE, 2011).

A determinacédo do didmetro medio e IP foram realizados conforme descrito no
item 4.3.4.1.0 diametro médio obtido foi de 210,4 = 9,1 nm e o indice de polidispersao
foi de 0,106 + 0,020. De maneira geral todos os lotes produzidos apresentaram um perfil
monomodal, com um intervalo de distribuicdo de didmetro médio reduzido. As
nanoparticulas de PLA contendo (PhSe)> mesmo apos liofilizadas apresentaram tamanho
médio de 219,3 + 6,4 nm, e o indice de polidispersdo de 0,140 + 0,025, indicando que o
procedimento n&o alterou esses parametros.

Na Figura 11 as estd apresentado o gréfico de uma amostra representativa das
nanoparticulas de (PhSe)., a qual apresentou um diametro médio de 219,1 nm e um indice
de polidispersao de 0,095. Essa amostra apresentou um perfil monomodal, onde 100% da
distribuicdo dos didmetros medios das nanoparticulas ficaram no intervalo de 214,6 a
221,7 nm. As nanoparticulas vazias apresentaram tamanhos médios e indices de polidispersao
de 212,70 + 8,57 e 0,110 + 0,03 respectivamente. Analisando-se estatisticamente, essa variagdo

ndo foi significativa (Teste t, p > 0,05) quando comparados aos valores encontrados para as

nanoparticulas carregadas.
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Figura 11. Distribuicdo do tamanho de uma amostra representativa das nanoparticulas de (PhSe),.
Diametro médio de 219,1 nm e indice de polidispersdo de 0,10, perfil monomodal.

100 - — 4 100

a0 80

B0 — - &0

Frequéncia (%)

40 — — 40

20 20
o T & I_l T 1 o
200 210 220 230 240 250
Tamanho (nm)

Alguns autores citam que as nanoparticulas produzidas com a finalidade de
carreamento de farmacos devem possuir diametros inferiores a 300 nm e apresentar uma
distribuicio monomodal e um baixo indice de polidispersdo (GUPTA, KOMPELLA,
2006; SCHAFFAZICK et al., 2003). Os valores de IP podem variar entre 0 a 1, sendo
que, valores proximos a 0 indicam homogeneidade da dispersdo e valores maiores ou
préximos a 0,5 indicam uma alta heterogeneidade nos diametro das particulas (AVADI
et al., 2010). Nesse contexto, as nanoparticulas de (PhSe). foram obtidas com sucesso,
pois o diametro médio das formulacGes ficou em aproximadamente 210 nm, com uma
distribuicdo monomodal e um baixo indice de polidispersdo. Outros trabalhos utilizando
0 mesmo método de emulsdo simples e 0 mesmo polimero (PLA) também encontraram
didmetros médios proximos a 200 nm (KARAM, 2015 e LINDNER, 2014).

5.3.2. Determinacdo da eficiéncia de encapsulacéo

A porcentagem de eficiéncia de encapsulagdo do (PhSe). nas nanoparticulas foi
determinada de maneira indireta pela leitura do sobrenadante obtido apds
ultracentrifugacéo das nanoparticulas, valor este que foi subtraido da quantidade de droga
inicialmente utilizada na formulacao (10 mg). A formulagéo teve uma média de EE% de
91,6 £ 3,2%.

Esse elevado indice de eficiéncia de encapsulacdo estd em concordancia com as

caracteristicas do (PhSe)., pois este composto apresenta alta lipofilicidade, tendo portanto

Frequéncia Cumulativa (%)
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elevada afinidade pela fase organica, que por sua vez constitui a fase interna da emulséo.
Esse excelente resultado comprova que o método desenvolvido foi eficiente para associar
o farmaco a estrutura polimérica. O resultado obtido foi semelhante a um estudo em que
foram produzidas nanocépsulas de PCL contendo (PhSe),, onde a porcentagem de
encapsulacao obtida foi de 99,97+0,0% (GIORDANI et al., 2014).

5.3.3. Potencial Zeta

O potencial zeta é a medida da carga superficial.As particulas de uma suspensao
coloidal podem conter grupamentos quimicos ou adsorver ions capazes de conferir uma
carga de superficie a particula. A medida dessa carga é fundamental porque permite
inferir propriedades diretamente relacionadas com a resposta bioldgica da substancia
associada, aléem de controlar a estabilidade das nanoparticulas em suspensoes, predizendo
estados de dispersdo e agregacdo (SCHAFFAZICK et al., 2003; KLANG e BENITA,
1998; HEURTAULT et al., 2003).

As cargas de potencial zeta podem ser atribuidas aos possiveis compostos
adsorvidos as nanoparticulas, os tensoativos e polimeros utilizados. De uma forma geral,
as particulas podem ser consideradas estaveis quando o valor do potencial zeta é préximo
de 30 mV, em modulo, pois nessa situacao a repulsao eletrostatica tende a evitar possiveis
agregac0es da fase interna, enquanto que potenciais proximos a 0 e 5 mV podem produzir
o fendmeno de floculagdo com maior facilidade (NEVES et al., 2013; KLANG e
BENITA, 1998).

Tabela 6. Potencial zeta das nanoparticulas de PLA na auséncia e presenca de (PhSe), e nanoparticulas
contendo (PhSe); apos liofilizagdo n=3, expressos em média + DP.

Formulacdes Potencial Zeta (mV)
Nanoparticula vazia -27,24 + 2192
Nanoparticula contendo (PhSe). -24,68 +1,892
Nanoparticula contendo (PhSe)2 ap0s liofilizacdo -23,92 + 1,05%

Média das triplicatas + desvio padrdo analitico por coluna.Letras iguais significam igualdade estatistica e
letras diferentes desigualdade estatistica (ANOVA com p6s teste Tukey, a = 0,05)
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Como demonstrado na Tabela 6e nas Figuras 12, 13 e 14, as andlises de potencial
zeta indicaram a obtencdo de particulas de carga negativa, fato esse que pode ser
explicado pela presenca do PLA, um polimero ani6nico que tende a fornecer potencial
negativo a interface, devido a presenca de grupamentos carboxilicos nas extremidades da
cadeia polimérica (ALLEN, 1994; SCHAFFAZICK et al., 2003). Todas as amostras
apresentaram uma média elevada de potencial negativo (média de -25,28 mV),
independentemente da incorporagdo de (PhSe)2, sugerindo que nem o farmaco e nem o
processo de liofilizacdo alteraram de forma significativa o potencial zeta das

nanoparticulas poliméricas.

Figura 12. Potencial zeta das Nps-PLA vazias (-26,8% 4,3).
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Figura 13. Potencial zeta das Nps-PLA-(PhSe), (-24,4+ 2,1).
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Figura 14. Potencial zeta das Nps-PLA-(PhSe),apds liofilizacdo (-23,6+ 3,64).
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Apesar do potencial zeta ter se mostrado bastante negativo, uma possivel
explicacdo para este estar um pouco abaixo do valor considerado o ideal, |30mV|, é que
apesar das lavagens realizadas para a retirada do PVA da formulacdo (tensoativo),
residuos do mesmo podem ser encontrados, os quais tornam-se adsorvidos sobre a
superficie das nanoparticulas, ocasionando modificacbes das propriedades fisico-
quimicas (ESSA et al., 2010). De acordo com Schaffazick e colaboradores (2003),
tensoativos comoo poloxamer e 0 PVA tendem a reduzir os valores absolutos de potencial

zeta.

5.3.4. Espectroscopia de Absorcéo na Regido Do Infravermelho

A espectroscopia de absorcdo na regido do IV é uma técnica de identificacdo de
grupos funcionais em substancias organicas ou minerais, auxiliando na identificacdo dos
mesmos. A técnica é baseada na mensuracdo da energia absorvida pela vibracao de cada
uma das ligacGes quimicas presentes na substancia em questdo (GULLORY, 1999).

Para nanoparticulas a metodologia é capaz de confirmar os principais
grupamentos quimicos dos compostos nas nanoformulacdes e averiguar a integridade do
farmaco e dos outros componentes apos sua encapsulacdo. O IV permite realizar a
caracterizacdo por meio da identificacdo de interacfes moleculares, pela comparagéo de
deslocamentos, variacfes de intensidade, alargamento ou aparecimento de novas bandas
(LOPES e FASCIO, 2004). Na Figura 15 estdo apresentados os espectros obtidos para as

amostras na regido do infravermelho na faixa de 4000 a 400 cm™ do polimero PLA (a),
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do (PhSe). (b), das nanoparticulas de PLA vazias (c) e das nanoparticulas de PLA
contendo (PhSe): (d).

Na Figura 15 (a) o poliéster PLA apresentou bandas caracteristicas. Em 3456
cm? a banda referente aos grupos hidroxilas, em 2993 cm™ relacionado aos
hidrocarbonetos, em 1765 cm™* a banda referente ao estiramento da ligagdo C=0, de éster.
A banda devido ao estiramento assimétrico do C-O em 1182 cm™ e, em cerca de 1085
cm! a banda proveniente do estiramento simétrico C-O-C (BARWAL et al, 2013).

No espectro de absorcdo na regido do IV do (PhSe): (Figura 15 (b)) foram
evidenciadas bandas que referem-se ao grupamento fenila, 1631, 1568, 1443 cm™ (C=C)
aromatico, em 1026 cm™* referente ao estiramento C-H aromatico no plano, em 991 e 734
cm* C-H aromatico fora do plano e, em 675 cm™ a banda proveniente de C=C aromatico
fora do plano. Esses resultados foram condizentes com os encontrados por Vicenti (2007).

Para as nanoparticulas de PLA vazias (Figura 15 (c)), as absor¢des caracteristicas
observadas (3433, 3000, 1755, 1195 e 1084 cm™) sdo as mesmas da molécula de PLA
isolada. Ao analisar a Figura 15 (d), referente ao espectro das nanoparticulas contendo
(PhSe)., observa-se uma sobreposi¢cdo ou se deduz que as bandas caracteristicas do
(PhSe), foram sobrepostos pelo espectro do PLA. Em 3429 cm™ a banda é referente a
deformacdo axial O-H do grupamento alcool e grupo carboxilico do polimero, em 2986
cmt é referente aos hidrocarbonetos presentes na estrutura do PLA, a absorgdo em 1765
cm, é atribuida a ligagdo C=0 presente no PLA. Além disso, os picos caracteristicos do
(PhSe), foram sobrepostos pelas bandas em 1181 e 1086 cm™ atribuidas ao estiramento
assimétrico do C-O, e ao estiramento simétrico C-O-C do PLA, respectivamente
(SILVERSTEIN, BASSLER e MORRILL, 2006).

Portanto, os resultados indicam que ndo ocorreram interacfes quimicas que
alterassem a estrutura do farmaco ou dos componentes da particula, durante o processo
de producdo, devido ao fato de ndo serem observadas mudancas significativas nem o

desaparecimento ou o aparecimento de novas bandas.
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Figura 15. Espectros na regido do infravermelho: a) PLA, b) (PhSe)., ¢) Nanoparticulas de PLA vazias, d)
Nanoparticulas de PLA contendo (PhSe)..
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5.3.5. Difracdo de Raios X (DRX)

Uma substéncia solida pode se apresentar na forma cristalina e/ou amorfa, a

andlise dessa conformacao é de suma importéncia, pois afeta significativamente as demais
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caracteristicas, como a saturacao da solubilidade e a velocidade de dissolucao no processo
de entrega (DHIRENDRA et al., 2009).

As substancias cristalinas sdo moléculas que possuem uma disposigdo de ordem
definida, dependente de energia para desarranjar sua estrutura, sendo que quanto mais
fortes forem suas forcas de atracao, maior sera seu ponto de fusdo. Ja os sélidos amorfos
ndo apresentam essa caracteristica de organizacéo, e também néo apresentam ponto fuséo,
uma vez que sua organizagdo ndo necessita da mesma energia que 0s cristais para
desarranjar sua estrutura, portanto de maneira geral, solidos amorfos sdo mais soltveis
do que as formas cristalinas devido a energia livre (VLACK, 1970; BRITTAIN, 1999).

A DRX identifica em materiais sélidos as fases cristalinas e amorfas, sendo que
as substancias cristalinas apresentam picos bem definidos, enquanto que 0s compostos
amorfos apresentam-se de forma contraria, sem os picos definidos (DHIRENDRA et al.,
2009; BEYERLEIN et al., 2010).

Farmacos cristalinos, como é o caso do (PhSe);, possuem baixa solubilidade
aquosa e portanto baixa biodisponibilidade em meio fisiolégico (SENNA e
NAKAYAMA, 2009). Em vista disso, diversos estudos tém se preocupado em encontrar
mecanismos capazes de aperfeicoar essas caracteristicas. Kirti e colaboradores (2011)
comprovaram que o processo de nanoencapsulacdo melhora o perfil de dissolucao e
biodisponibilidade do farmaco devido ao aumento da area de superficie e amorfizacao do
farmaco.

Os padrdes de DRX do PLA, do (PhSe)2 e das nanoparticulas com ou sem (PhSe)
estdo apresentados na Figura 16. De acordo com o difratograma obtido para o PLA
(Figura 16 (a)), foi possivel observar que o polimero utilizado na producdo das Nps
apresenta estrutura amorfa quanto ao estado de ordenacdo das moléculas, representada
por um halo largo entre aproximadamente 0 e 25°.Na Figura 16 (b), o perfil do
difratograma do (PhSe). mostra uma substéncia cristalina, com picos bem definidos e
intensos em aproximadamente 11°, 20°, 21,8° e 32° Este difratograma é bastante
semelhante ao encontrado na literatura (ANDRADE, 2014).

Os difratogramas referentes as nanoparticulas vazias e carregadas, representados
pela Figura 16 (c) e Figura 16 (d) apresentaram grandes semelhangas entre si, e uma
mudancga significativa quando comparado a cristalinidade do (PhSe)..O desaparecimento
dos picos cristalinos intensos caracteristicos do (PhSe)», indica que a formulacao obtida

encontra-se na forma amorfa. Tal amorfizagdo vem sendo muito relatada (KURT] et al.,
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2011; SEJU, KUMAR e SAWANT, 2011; PAPADIMITRIOU, 2008) e pode ser
resultante do processo de complexacdo do farmaco com o polimero.

A obtencdo de nanoparticulas no estado amorfo foi importante, uma vez que suas
moléculas estdo dispostas de forma aleatdria, o que resulta em um menor consumo de
energia, apresentando uma dissolugdo mais rapida, diferentemente dos cristais. Outra
vantagem de se obter uma substancia em estado amorfo é o fato que pode ocorrer o
aumento da atividade bioldgica, porém nesse estado podem acontecer mudangas na
estabilidade da substancia (RIEKES et al., 2011).

Figura 16. Difratogramas obtidos por DRX: a) PLA, b) (PhSe),, ¢) Nanoparticulas PLA vazias, d)
Nanoparticulas PLA contendo (PhSe)..
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5.3.6. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG)

A técnica de DSC permite medir a alteracdo de energia em fungdo da mudanca
de temperatura, sendo possivel realizar anélises estruturais, térmico-comportamentais e
de variacdes fisicas (BARKAI et al., 1990). Nas nanoparticulas, a técnica vem sendo
empregada a fim de se obter informacgdes sobre as propriedades fisicas como natureza
cristalina ou amorfa e investigar possiveis interacdes e incompatibilidades que possam
ocorrer entre os polimeros e a droga nas formulagcées (NARANG; DELMARRE e GAO,
2007). As curvas DTG e DSC das nanoparticulas sdo comparadas aos perfis dos
compostos em separado e as observacdes sdo realizadas por meio de andlises de
deslocamentos, reducdo significativa ou desaparecimento de pico (FORD e MANN,
2012; CALVO et al, 1996).

Na Figura 17 (a) é possivel observar dois picos na curva DSC, ambos
endotérmicos, sendo que o primeiro ocorre em 60,85°C (100,8 J.g™%) e é referente a fusdo
da droga, confirmando a natureza cristalina do farmaco. O outro pico que se inicia
préximo aos 200°C com perda maxima de massa em 255°C (167,6 J.g%) é referente ao
processo de decomposicdo térmica, que é confirmada pela derivada da curva

termogravimétrica (DTG).

Figura 17. Curvas de DSC e DTG: a) (PhSe),, b) Nanoparticula PLA vazias, ¢) Nanoparticulas PLA
contendo (PhSe)..
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De acordo com a literatura (MAINARDES, 2007) o polimero PLA exibe

pico de relaxamento endotérmico relacionado a transicdo vitrea do polimero em

um

aproximadamente 53°C. Ponto de fusdo ndo é observado, ja que o polimero se apresenta

na forma amorfa. A decomposicao é caracterizada por um efeito endotérmico entre 250 e

350°C aproximadamente.

Na Figura 17 (b) esta representado as curvas DTG e DSC das nanoparticulas de

PLA vazias. Neste Figura observa-se um pico referente ao relaxamento endotérmico

relacionado a transigéo vitrea do PLA iniciando-se em cerca de 56°C. Entre 150 e 250°C
trés picos de baixa intensidade sdo observados (171,11; 185,13 e 227,80°C), sucedidos

por um pico intenso em 296,76 °C (333,9 J.g%), que correspondem & decomposicio

térmica do polimero em questdo. Através da curva derivada da TG, pode-se observar uma
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perda de 14,79% de massa antes de atingir 250 °C, e em 340 °C uma perda de massa
proxima aos 75%.

A curva DSC das nanoparticulas de PLA contendo (PhSe)., Figura 17 (c),
apresentou um primeiro evento endotérmico por volta dos 50°C relacionada a transicédo
vitrea do polimero. Os picos endotérmicos seguintes foram em 163,87; 187,50 e
233,59°C. Nesse Ultimo pico iniciou-se a decomposicao térmica do composto, que se
acentuou ao atingir 363,86°C, com um pico endotérmico intenso e uma perda de 64,04%
da massa. O pico endotérmico relativo a fusdo do (PhSe)2 ndo foi observado.

A auséncia de picos na curva da nanoparticula contendo (PhSe). diferentes dos
apresentados na nanoparticula vazia, e o ndo aparecimento do pico endotérmico
relacionado a fusdo cristalina do (PhSe)., indica que houve uma interacéo entre o farmaco
e 0 PLA de forma que o farmaco no seu estado amorfo encontra-se disperso
molecularmente na matriz polimérica. Esses dados corroboram com o que foiobservado
através do DRX e IV.

5.3.7. Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura com emissdo de campo (MEV-FEG) foi
mais uma das técnicas utilizadas para a caracterizacao do sistema nanoestruturado obtido
no trabalho. Essa técnica forneceu informac6es a respeito da morfologia, diametro das
particulas, bem como a presenca ou ndo de diferentes populacBes das nanoparticulas de
PLA contendo (PhSe)..

A Figura 18 fornece uma imagem com uma ampliacdo de 30.000 vezes das
nanoparticulas, a partir desta foi possivel observar que as particulas preparadas pelo
método emulsificagdo-evaporacdo do solvente apresentaram formato arredondado,
relativa homogeneidade de tamanho e didmetro médio semelhante aos valores obtidos
pelo Espalhamento de Luz Dinamico, na faixa de 220 nm, indicando que o método
utilizado para a preparacao das mesmas foi adequado. Além disso, ndo foram observados

indicios de agregacdo nas Nps.
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Figura 18. Microscopia eletronica de Varredura das nanoparticulas de PLA contendo (PhSe),, aumento de
30000 vezes.
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5.4. Estudo de Estabilidade
5.4.1. Avaliagdo da Estabilidade do (PhSe). frente ao Tampéo Fosfato pH 7,4

Estudos de estabilidade sdo realizados com o objetivo de garantir a integridade
quimica, fisica, microbiol6gica, terapéutica e toxicoldgica do farmaco e das formulagdes
obtidas dentro dos limites especificados, sob a influéncia de alguns fatores em funcéo do
tempo (SILVA et al., 2009). Os resultados decorrentes da exposicdo do padrao de (PhSe).
(50 pg.mL?, n = 3) em tampdo fosfato, pH 7,4 em funcdo do tempo estdo demonstrados

na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados do teste de estabilidade para os padr@es de (PhSe), em tampé&o fosfato pH 7,4.

Tempo (h) 0 1 2 4 8 24

Porcentagem

de recuperacdo | 87,0+2,5% 43,5+1,9% 24,5+3,2% 10,6+2,7% - -
+ DPR?

DPR = Desvio Padrdo Relativo (n = 3)

Como pode ser observado na Tabela 7, logo ap6s o (PhSe), ser colocado em
contato com tampéo fosfato ocorreu uma diminui¢do na sua porcentagem de recuperacao.

Com o passar do tempo essa recuperacdo diminui ainda mais, tanto que em 8 e 24 horas
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os valores obtidos ficam abaixo do limite de quantificacdo estipulado pelo método. Essa
queda de taxas de recuperacdo pode também ser observada na Figura 19, onde é nitida a
diminuicdo na intensidade dos picos com o passar do tempo, porém o pico continua a
aparecer no mesmo tempo de retencdo e nenhum outro pico interferente pode ser

observado.

Figura 19. Cromatogramas que mostram os resultados no teste de estabilidade para o padrdo de (PhSe).
em tampao fosfato pH 7,4, em funcdo do tempo.
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Essa diminuicdo na resposta do (PhSe). provavelmente € devido ao farmaco estar
sofrendo algum tipo de degradacgdo neste meio, precipitacdo ou ainda pode ser justificada
pela lipofilicidade do (PhSe).. J& que quando o (PhSe), foi misturado no solvente
hidrofilico com auxilio de um dispersor ultrassénico, inicialmente formou-se uma
solucdo, porém com o passar do tempo o farmaco formou agregados e se separou da fase
aquosa novamente. As nanoparticulas sdo, portanto, uma estratégia para evitar a
degradacédo prematura do farmaco e também para melhorar a solubilidade do farmaco em
questdo (SOPPIMATH et al., 2001; PUISIEUX et al., 1994; BENOIT et al., 1986). Para
obtencdo das nanoparticulas sdo utilizados tensoativos uma vez que estes possuem
capacidade de solubilizagdo de substancias e tém sido usadas para aumentar a
estabilidade, a solubilidade e a biodisponibilidade de farmacos (CONSTANTINIDES et
al., 1994; CONSTANTINIDES et al., 1996; WARGAFTIG, 2001; ACTIS, VOLPES e
RIZZETTO, 1999).

5.4.2. Avaliacdo da estabilidade das nanoparticulas - (PhSe). em suspensédo

A avaliacdo da estabilidade fisica das suspensdes de nanoparticulas poliméricas
sob diferentes condicOes de armazenamento é de fundamental importanciaem aplicagoes

farmacéuticas, por fornecerem indicagdes sobre o comportamento do produto em
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determinado intervalo de tempo, frente a diversas condic¢des. Varios fatores sdo capazes
de influenciar a estabilidade das suspensdes coloidais como, por exemplo, a adsorcao de
moléculas ativas a superficie das nanoparticulas e a presenca de tensoativos adsorvidos.
Apesar de muito importante, poucos estudos referentes a estabilidade de nanoparticulas
contendo diferentes farmacos sdo encontrados na literatura (SCHAFFAZICK et al., 2002;
LACOULONCHE et al., 1999; POHLMANN et al.,2002).

Considerando a importancia desse estudo, as suspensdes de nanoparticulas de
(PhSe),, foram armazenadas a temperatura ambiente (25 °C), refrigeradas a 8 °C e
congeladas a -12°C sendo avaliados em tempos pré-determinados (1, 2, 3, 4 e 7 dias), 0s
parametros de avaliagdo macroscépica, tamanho de particula, indice de polidispersao e
potencial zeta.

Todas as formulacbes estudadas foram obtidas como suspensdes coloidais e
apresentaram um aspecto leitoso caracteristico. Tanto nas nanoparticulas mantidas a
temperatura ambiente, quanto nas mantidas refrigeradas nenhuma alteragdo macroscépica
foi observada durante os primeiros quatro dias, tais como cremagem, sedimentacao ou
floculacdo. Entretanto, ao 7° dia observou-se separacdo de fases, com precipitado
amarelo e sobrenadante incolor para as nanoparticulas refrigeradas, e agregados nas
formulacbes mantidas a temperatura ambiente. Para as nanoparticulas mantidas
congeladas (- 12 °C), logo no primeiro dia houve separacdo de fases, com precipitado
amarelo e sobrenadante incolor.

Na Figura 20 avaliacdo do diametro médio, demonstrou que em relacdo ao
tamanho inicial das nanoparticulas, as amostras armazenadas sob temperatura ambiente e
refrigeradas (8 °C) ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes até o 4° dia.
Porém no 7° dia, ambas as condi¢cGes apresentaram tamanhos com diferencgas
significativas (p < 0,05), quando comparados aos inicias. Ja as congeladas (-12 °C)

apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) desde o primeiro dia de incubacéo.
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Figura 20. Diametro médio das nanoparticulas de (PhSe), (suspensdo) em funcdo do tempo, em diferentes
temperaturas de armazenamento, n=3.
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As alteracGes do didmetro provavelmente ocorreram devido a degradacdo do
polimero. O processo de degradacdo diminui o efeito estabilizador da cobertura
polimérica, facilitando assim 0s processos de agregacdo e coalescéncia que
consequentemente aumentam o tamanho médio das particulas (SARTORI, 2007).
Através da avaliagdo macroscépica das formulacdes, foi possivel observar que ambas as
formulacGes apresentaram alteracdes como aglomerados e precipitados, 0 que certamente
contribuiu para o aumento do tamanho médio das particulas. O aumento dréstico de
tamanho das nanoparticulas que foram armazenadas congeladas pode ser somado também
ao fato de ndo ter sido utilizado nenhum tipo de crioprotetor, uma vez que a presenca
deste é fundamental nesses casos, para manutencdo das caracteristicas iniciais
(MOLPECERES et al., 1997; SAEZ et al., 2000; KONAN et al., 2002; QUINTANAR-
GUERREROet al., 1998).

Em relacdo ao indice de polidispersdo, Figura 21, as nanoparticulas armazenadas
a temperatura ambiente mantiveram valores proximos aos iniciais durante todos os
tempos, ndo apresentando diferencas estatisticas quando comparadas ao inicial, enquanto
que para as nanoparticulas armazenadas sob refrigeracéo, no 7° dia o indice encontrado
foi muito superior as médias dos dias anteriores (p < 0,05). Ja para as nanoparticulas
congeladas uma diferenca significativa (p < 0,05) pode ser observada no primeiro dia de
estudo. Um valor aumentado para o indice de polidispersédo ao longo do experimento
indica a presenca de diferentes populacdes de particulas dentro da mesma formulacéo, o

que ndo é o ideal.
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Figura 21. indice de polidispersdo das nanoparticulas de (PhSe), (suspensdo) em fungdo do tempo, em
diferentes temperaturas de armazenamento, n=3.
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O ultimo parametro avaliado neste estudo de estabilidade foi o potencial zeta,
que representa um indicativo da estabilidade fisica, devido a repulsdo eletrostatica
causada na superficie das nanoparticulas (FAZIL et al.,2012; RIDOLFI et al., 2012). E
possivel observar que o potencial zeta mensurado logo ap6s a preparacdo das
nanoparticulas foi de -24,05 £+ 1,13 mV, e ao final dos 7 dias os potenciais encontrados
para 0 armazenamento em temperatura ambiente, 8 °C e -12 °C foram respectivamente de
-20,17 +1,47,-1485+1,10 e -8,12 £ 2,03 mV (p < 0,05). Analisando-se a Figura 22,
observa-se claramente uma diminuicao nos valores em médulo do potencial zeta para as
trés condi¢des, porém mais intensificado para as nanoparticulas armazenadas refrigeradas
e congeladas. Essa diminuicdo nas cargas superficiais das particulas talvez também se
deva ao fato do polimero estar sofrendo degradacdo. Como o PLA trata-se de um polimero
aniébnico que tende a fornecer potencial negativo a interface (ALLEN, 1994;
SCHAFFAZICK et al., 2003), conforme este vai se degradando a cobertura polimérica

vai sendo prejudicada, e os valores das cargas tendem a ficar menos negativos.
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Figura 22. Potencial zeta das nanoparticulas de (PhSe), (suspensdo) em funcdo do tempo, em diferentes
temperaturas de armazenamento, n=3.
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Apesar de inicialmente, a formulacdo apresentar um valor de potencial zeta
bastante elevado que pressupde um longo periodo de estabilidade, durante o estudo
verifica-se que esse valor é modificado com o passar dos dias, e a diminui¢do do potencial
zeta faz com que consequentemente, diminuam as forcas repulsivas entre as particulas
favorecendo a coalescéncia.

Estudar a estabilidade de cada formulacdo especifica € uma etapa fundamental,
pois dessa forma é possivel prever guanto tempo as mesmas podem ser mantidas
armazenadas, assim como quais condi¢cdes sao as melhores para esse armazenamento.
Para este estudo em particular, 0 armazenamento das nanoparticulas em suspensédo ndo se
mostrou uma boa opcao, devido aos pouquissimos dias de estabilidade. A consequéncia
de uma estabilidade fisico-quimica limitada, em funcao do tempo, constitui um obstaculo
para a aplicabilidade industrial das suspensfes aquosas de nanoparticulas. Além disso, é
importante enfatizar que formas farmacéuticas liquidas sdo propensas a proliferacao
microbiana, havendo necessidade de adicdo de conservantes (LE HIR, 1997).

Tendo em vista que esses problemas fisico-quimicos e microbiolégicos possam
ser retardados ou evitados através de uma operacdo de secagem (FRANKS, 1998), vem
crescendo o interesse pelo desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas de
nanoparticulas, ampliando as perspectivas para utilizagdo clinica desses sistemas
carreadores de farmacos (SCHMIDT e BODMEIER, 1999; MULLER et al., 2001;
MURAKAMI, et al., 2000). A desidratacdo das suspensdes de nanoparticulas tem sido
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realizada através das operacdes de sublimacdo (liofilizadas) (SAEZ et al., 2000) ou
asperséo (spray-drying ou nebulizacdo) (MULLER, et al., 2000; MULLER et al., 2001).

5.4.3. Avaliacdo da estabilidade das nanoparticulas - (PhSe): liofilizadas

A liofilizacdo consiste na remocao da agua através de sublimacdo (ADAMS,
1991) e tem sido empregada para a secagem de suspensdes de nanoparticulas
(MOLPECERES et al., 1997; SAEZ et al., 2000; QUINTANAR-GUERREROet al.,
1998). A liofilizacdo das nanoparticulas geralmente é feita com a presenca de um
crioprotetor, fundamental para a desidratacdo de suspensdes. Os crioprotetores mais
comuns, citados na literatura s@o os carboidratos (glicose, sacarose, manitol, frutose),
sendo 0s mono e dissacarideos os mais efetivos na manutencao das caracteristicas iniciais
de tamanho das particulas. Este efeito crioprotetor ou lioprotetor dos agucares € atribuido
a formacdo de uma matriz amorfa ao redor das nanoparticulas, promovendo um
espacamento entre as mesmas, evitando, assim, a agregacdo durante o congelamento,
tornando-as ressuspendiveis (MOLPECERES et al., 1997; SAEZ et al., 2000; KONAN
etal., 2002; QUINTANAR-GUERREROet al., 1998).

A liofilizacdo foi o método empregado para a secagem das suspensdes de
nanoparticulas de PLA contendo (PhSe)2, e o crioprotetor de escolha foi a sacarose em
uma concentracdo de 5%. ApOs as nanoparticulas serem liofilizadas, estas foram
armazenadas em um dessecador e estocadas em temperatura ambiente (25 °C),
refrigeradas (8 °C) e congeladas (-12 °C). Aliquotas dos produtos liofilizados foram
reidratadas para analisar o diametro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta
durante um periodo de 3 meses (1, 2, 3, 4, 7, 30, 60, 90 dias), afim de certificar se as
caracteristicas iniciais se mantiveram ap0s o0 processo de secagem.

A Figura 23Figura 23 apresenta a avaliacdo do diametro médio das nanoparticulas
apos a liofilizacdo. A partir da Figura é possivel observar que no periodo de 3 meses, 0
diametro médio das nanoparticulas - (PhSe). permaneceu praticamente inalterado, sem
diferenca estatistica significativa (p > 0,05) em todas as condigdes estudadas.
Assegurando dessa forma, que o método de secagem em questdo, além de garantir a
preservacdo do diametro médio apds o processo, contribuiu evitando a agregacdo das

particulas durante a estocagem. Sabe-se que a estabilidade do tamanho € um requisito
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importante para a administracdo segura e para a liberacdo controlada e uniforme do

farmaco encapsulado.

Figura 23. Diametro médio das nanoparticulas de (PhSe); liofilizadas em fungdo do tempo, em diferentes
temperaturas de armazenamento, n=3.
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Os indices de polidispersdo em funcdo do tempo estdo demonstrados na Figura
24. Assim como o diametro médio, ndo houve alteracdo no indice de polidispersdo
durante os 3 meses de estudo em todas as condi¢des (p > 0,05). Estes baixos indices de
polidisperséo (< 0,15) fornecem informacdes sobre a homogeneidade da distribuicdo dos
tamanhos, indicando a manutencdo de sistemasmonodispersos. Nesse caso, as
nanoparticulas (PhSe). foram congeladas na presenca de criopotetor sacarose 5% antes
da liofilizacdo, que conferiu protecdo para as nanoparticulas durante o congelamento,
uma vez que as baixas temperaturas podem danificar ou alterar as propriedade fisico-
quimicas das particulas (SAEZ et al., 2000; KONAN et al., 2002).

Na Figura 25 pode-se observar as varia¢fes do potencial zeta ao longo do tempo.
Durante os 3 meses de analise, pequenas altera¢fes nas cargas superficiais das particulas
podem ser notadas, porém quando aplicado analise estatistica, estes valores nao
apresentaram diferenca significativa quando comparado ao valor inicial (p > 0,05). A
manutengdo do potencial zeta por volta dos -24 mV, é influenciado nesse caso pelo
polimero PLA, o qual fornece um potencial negativo a interface. Esse resultado é
importante garantindo uma boa estabilidade fisico-quimica, pois as forgas repulsivas

tendem a evitar a agregacao em funcgéo das colisdes ocasionais de nanoparticulas.
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Figura 24. indice de polidispersdo das nanoparticulas de (PhSe), liofilizadas em funcéo do tempo, em
diferentes temperaturas de armazenamento, n=3.

—o— Ambiente
0.200 Geladeira
2 —— Congelador
£ 0,150 |
o 4 z 3 T
) —
2 0,100 ié % —~ 4l
(@]
o
S
o 0,050
L2
o
c
‘= 0,000
0 . 60 90
Tempo (Dias)

Figura 25. Potencial zeta das nanoparticulas de (PhSe), liofilizadas em fungdo do tempo, em diferentes
temperaturas de armazenamento, n=3.
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O desenvolvimento de formulacBes de nanoparticulas do (PhSe). mais estavel
foi um desafio. Inicialmente as nanoparticulas apresentaram problemas de baixa
estabilidade fisica quando mantidas em suspensdo aquosa, tanto em temperatura ambiente
quanto refrigerada e congelada. Esse inconveniente foi contornado através da liofilizacao.
Esse metodo com auxilio de um crioprotetor que auxiliou na desidratagdo de suspensdes,
demonstrou boa estabilidade. Os resultados comprovaram o desenvolvimento de uma
forma farmacéutica solida estavel, ampliando as perspectivas para utilizacdo clinica

destes sistemas nanoestruturados como carreadores de farmacos.
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5.5. Estudo de Liberagéo in vitro
5.5.1. Estudo da solubilidade

Para um estudo de liberacdo é preciso garantir que as condi¢des sink sejam
mantidas, ou seja, a concentracdo do soluto ndo deve alcancar mais do que 10-15% da
sua solubilidade maxima (ABDOU, 1989), a fim de evitar que a velocidade de dissolucéao
seja influenciada, artificialmente, pela aproximacéo da saturacdo durante a realizacéo do
ensaio (MARQUES, BROWN, 2002). Esta condicdo € fundamental para a realizacdo de
analises matematicas da liberacdo, uma vez que as equacgdes de difusdo tornam-se de
dificil resolucdo em condicdes de acumulo do ativo no meio de dissolugdo (COLOME,
2006).

Nos testes de solubilidade do (PhSe). em meios utilizados para os ensaios de
liberacdo, observou-se melhor solubilidade da droga em questdo no tampao PBS 50 mM
pH 7,4 com tween 80 a 5% (400 pg.mL™?), e por isso foi selecionado este meio para dar

continuidade aos estudos de liberagéo in vitro.

5.5.2. Determinacdo do perfil de liberacéo in vitro

A obtencdo de sistemas nanoparticulados contendo farmaco possibilita modificar
a biodisponibilidade deste sem alterar a sua estrutura quimica, assegurando uma
distribuicdo em concentracGes adequadas no organismo e prote¢do contra a degradacéo.O
perfil de liberacdo in vitro de um farmaco associado a nanoparticulas depende de uma
infinidade de fatores, como condi¢6es do ensaio de liberacdo (pH do meio, temperatura,
tempo de contato, entre outros); natureza, biodegradabilidade, peso molecular e
concentracdo do polimero; concentracdo e caracteristicas fisico-quimicas do farmaco;
tamanho das particulas, dentre outros.

Neste contexto, 0 ensaio para determinacdo do perfil de liberacdo in vitro das
nanoparticulas de PLA contendo (PhSe). foi realizado por meio de ultracentrifugacao
conforme descrito no item 4.3.6.2, o qual utilizou como meio receptor de (PhSe). o
tampé&o PBS 50 mM, pH 7,4 com tween 80 a 5%. Na Figura 26, o perfil de liberacéao foi

determinado pela relagdo do percentual de liberagdo cumulativa em funcdo do tempo.
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Figura 26. Porcentagem de liberacdo cumulativa in vitro de nanoparticulas do (PhSe), em solucdo de PBS
tween 80 a 5% (50 mM, pH=7,4 & 37 °C).
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Na Figura 26 (A), foi possivel verificar que em 8 h a porcentagem de liberacéo do
(PhSe) foi de aproximadamente 23%, e atingiu cerca de 30% durante as primeiras 24 h.
Apbs esse periodo, como mostra a Figura 26 (B) a liberacdo continuou de forma constante
e lenta, e ao final das 192 horas, houve uma liberacdo cumulativa de 61,02 = 1,74%. O
tempo necessario para que a formulacdo liberasse 50% do farmaco encapsulado (t50%)
foi de aproximadamente 120 horas. A liberacdo do farmaco a partir das nanoparticulas
ocorreu em duas fases: uma liberagdo rapida inicial, denominada efeito “burst”
ocasionado provavelmente pelo farmaco adsorvido na parede das nanoparticulas, seguida
por um perfil de liberacdo mais lenta, demonstrando um efeito de liberac&o prolongado e
sustentado mantendo a concentracao efetiva do (PhSe). durante um longo periodo.

A definicdo da cinética de liberacdo do farmaco é de fundamental importancia,
pois dessa forma é possivel elucidar mecanismos que possam influenciar nos efeitos

bioldgicos, relacionados ao comportamento do farmaco quando nanoencapsulado. Porém
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sabe-se que a liberacdo de farmacos a partir de formulac6es poliméricas pode ser guiada
por diversos mecanismos:

o Dessorcédo do farmaco da superficie das nanoparticulas;

o Difusdo do farmaco a partir da matriz;

o Erosdo da matriz polimérica;

o Combinagéo dos processos de difusdo e erosdo (SCHAFFAZICK et al.,
2003).

O uso de modelos cinéticos € frequentemente Gtil na elucidacdo dos mecanismos
de liberacdo. Para definir qual € o modelo matemético mais adequado ao perfil de
liberagdo do (PhSe)., foram observados os maiores coeficientes de correlacdo e valores
de critério de selecdo do modelo (CSM) dados pelo software. Os dados obtidos estéo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Andlise da cinética de liberacdo do (PhSe) a partir das nanoparticulas de PLA em tamp&o PBS-
tween 80 a 5% (50 mM, pH=7,4).

Modelo R CsSM K (h)
Ordem Zero 0,9529 0,3977 0,388
Primeira Ordem 0,9771 0,9638 0,006
Segunda Ordem 0,9998 7,4318 a=0,0035/ f=0,291
Higuchi 0,9529 0,3977 0,235

r=coeficiente de correlacdo, CSM = critério de selecdo de modelo, k= constante de liberacdo

A modelagem matematica dos dados de liberacdo mostrou que, de acordo com
os coeficientes de determinacdo e critérios de selecdo de modelo, os dados de liberacédo
in vitro foram a favor da cinética de segunda ordem para a formulacdo, uma vez que o
mesmo apresentou valores de r e CSM maiores que 0os demais modelos. As formulac6es
que seguem este perfil sdo orientadas por duas constantes de libera¢do, a o ou constante
cinética da etapa rapida de liberacdo e a 3, constante verificada na etapa lenta de liberagao
(PEREIRA et al., 2006) e estas duas fases sdo facilmente percebidas quando observa-se
a Figura 26.

Tambeém aplicou-se 0 modelo de Korsmeyer-Peppas a fim de verificar qual/quais
mecanismos de libera¢do do farmaco predominaram durante o experimento. Geralmente
esse modelo é usado para analisar a liberagdo de formas farmacéuticas poliméricas

quando o mecanismo de liberagdo ndo é bem conhecido, como neste caso. O modelo
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descreve a liberacdo do farmaco a partir de um sistema polimérico e pode ser utilizado
para analisar os primeiros 60% de farmaco liberados (SIEPMANN e PEPPAS, 2001;
GRASSI e GRASSI, 2005).

O valor de n obtido neste modelo é indicativo do mecanismo de liberacdo do
farmaco a partir das nanoesferas. Se o n € igual ou menor a 0,45, 0 mecanismo de
liberacéo segue a difuséo fickiana; valores entre 0,45 e 0,89 indicam transporte andmalo
do ativo, ou seja, a liberagdo é controlada por uma combinagdo de difusdo e de
relaxamento do polimero. Quando n atinge um valor igual ou superior a 0,89, o
mecanismo de liberacao do farmaco é considerado como o transporte caso Il, que envolve
o0 relaxamento e a desestruturacdo da cadeia do polimero (SIEPMANN e PEPPAS, 2001).
Por meio dessa avaliacdo é possivel predizer que o (PhSe)2 € liberado das nanoparticulas
de PLA por meio de difusdo, uma vez que o n obtido foi de 0,366. Num sistema de difusédo
a agua ou solvente difunde-se para a membrana ou para a matriz polimérica, o farmaco
dissolve-se e finalmente difunde-se para fora do polimero (MANADAS, PINA, VEIGA,
2002).

Uma liberacdo controlada do farmaco, assim como a demonstrada pelas
nanoparticulas de PLA contendo (PhSe) seria capaz de proporcionar uma reducdo dos
efeitos adversos e tdxicos, prolongamento da meia vida bioldgica in vivo do farmaco,
diminuicdo do nimero de doses, e consequentemente maior facilidade da adesdo do
paciente ao tratamento mantendo o efeito terapéutico desejado, um resultado fundamental
na area da nanotecnologia (LANGNER, UGORSKI, 2000).
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5.6. Aplicabilidade das Nanoparticulas
5.6.1 Estudo do potencial antioxidante das nanoparticulas de (PhSe)2 frente ao HOCI

Uma substancia que em baixas concentragdes, em comparagéo as concentragoes
de um substrato oxidavel, inibe ou minimiza de maneira significativa sua oxidacao,
propiciando assim, a diminuicdo da producéo de espécies reativas ou as suas acdes, pode
ser definida como uma substancia antioxidante (APAK et al., 2007; DEVASAGAYAM
et al., 2004). A importancia dessas substancias esta ligada principalmente ao fato de que,
0 excesso de radicais livres podem causar efeitos deletérios sobre as células, causando ou
agravando doencas cardiovasculares, o envelhecimento celular, altera¢cbes mutagénicas,
neuroldgicas e o crescimento de tumores (APAK et al., 2007).

Em sistemas bioldgicos, o acido hipocloroso HOCI é o agente oxidante mais
toxico e abundante. Produzido por neutréfilos nos sitios das inflamacGes, ele também
pode atacar moléculas importantes e gerar outras espécies reativas de oxigénio altamente
prejudiciais. Esta espécie reativa é formada como subproduto da atividade da
mieloperoxidade (enzima que constitui 5% das proteinas totais do neutro6filo), que utiliza
0 peroxido de hidrogénio (H202) para oxidar ions cloretos a HOCI (CHANTEPIE et al.,
2009, JERLICH et al., 2000). Acredita-se que a producdo de HOCI por este sistema
constitui um importante mecanismo de defesa contra microrganismos, entretanto, sua
producdo excessiva pode levar danos nos tecidos, contribuindo para o desenvolvimento
de doencas como aterosclerose e cancer (CHANTEPIE et al., 2009).

Sabe-se que moléculas contendo selénio podem ser melhores antioxidantes do
que os antioxidantes classicos ja conhecidos. O (PhSe). sendo um organocomposto de
selénio tem desempenhado um importante papel protetor em uma variedade de modelos
experimentais associados a exacerbada producdo de espécies reativas (ROSSATO et al.,
2002; MEOTTI et al., 2004; GHISLENI et al., 2003; BURGER et al., 2004; BORGES et
al., 2006). Baseando-se nessas informacdes, a atividade antioxidante do (PhSe): foi
avaliada frente ao HOCI, e além disso verificou-se também se o processo de
nanoencapsulacdo tem influéncia na capacidade antioxidante do (PhSe)>.

Os resultados da atividade antioxidante do (PhSe): livre e em nanoparticulas pela
inibicdo do acido hipocloroso a partir das concentracdes de 5, 10, 15 e 20 pg.mL™ estdo

representados naTabela 9.
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Tabela 9. Porcentagem de Inibicdo do Acido Hipocloroso pelo (PhSe); (livre e nanoencapsulado) em
tampao fosfato (50 mM, pH 7.4) (A =650 nm).

Concentracéo (ug.mL™?) (PhSe)2 (%) Nps-PLA- (PhSe)2 (%)

0 horas

5 53,26 + 4,482 42,93 +3,26°

10 61,57 + 4,31° 55,31 + 6,40?

15 80,78 + 7,36° 57,44 + 4,34

20 92,21 + 2,022 64,46 + 6,33"
24 horas

5 18,59 + 6,04? 15,08+ 2,032

10 38,65 * 4,39? 25,25 + 6,42°

15 49,39 + 5,892 51,19 + 2,09?

20 52,65 + 4,172 62, 65 + 4,522
48 horas

5 19,83 £ 6,157 17,72 £+ 4,86%

10 23,97 £ 3,75° 26,25 + 4,852

15 39,69 + 5,01° 31,08 + 6,467

20 44,61 + 1,272 50,05 + 3,922
72 horas

5 18,57 + 3,157 27,74 + 471°

10 27,61 + 3,232 28,24 + 4,712

15 30,72 £ 0,912 38,36 + 2,74°

20 41,71 + 2,842 48,63 + 4,702

abmédia de triplicata + desvio padrdo analisados por linha. Letras iguais significam igualdade estatistica e
letras diferentes desigualdade estatistica (Teste t, o 0.05)

Os resultados mostram um perfil de inibicdo concentracdo-dependente e

decrescente em funcéo do tempo tanto para o (PhSe)2 livre quanto nanoencapsulado. No

tempo zero, observa-se uma superioridade do (PhSe)2 em inibir o acido hipocloroso em

relacdo as nanoparticulas em todas as concentracBes, exceto na concentracdo de

10pug.mLY, onde estatisticamente ndo houve diferenca significativa (p > 0,05). Apos 24

horas houve um decaimento na capacidade de inibicdo para ambas as amostras, porém



91

mais acentuado para a droga livre, que em sua concentragio maxima (20 pg.mL™) passou
a inibir cerca de 52%, enquanto que essa mesma concentracdo do farmaco encapsulado
inibiu aproximadamente 62% dos agentes oxidantes, de acordo com o estudo estatistico
esses valores ndo apresentam diferenca significativa (p > 0,05).

Nos tempos de 48 e 72 horas, um perfil muito semelhante é observado, as
nanoparticulas contendo (PhSe). demonstraram atividade semelhante ao (PhSe)2 livre em
todas as concentracGes testadas e em 72 horas especialmente, as nanoparticulas (5 e 15
ng.mL1) mostraram uma atividade superior do que o proprio (PhSe): livre (p < 0,05).
Analisando-se o experimento como um todo, observa-se um decréscimo muito acentuado
na atividade antioxidante do (PhSe),, apesar de inicialmente este apresentar valores de
inibicdo muito elevados, ao final das 72 horas essa inibicdo ndo ultrapassa 50%, esse fato
provavelmente se deve a diminuicdo de resposta apresentada pelo (PhSe). quando em
tampdo pH neutro conforme foi demonstrado no item 5.4.1. Para as nanoparticulas esse
decréscimo também ocorre, mas de maneira menos intensa, pois as nanoparticulas tem a
capacidade de protegerem o farmaco e também de o liberarem de maneira lenta e
progressiva para efetuar sua acdo. As nanoparticulas sem o farmaco apresentaram um
efeito antioxidante insignificante e nenhuma das amostras demonstrou ser mais efetiva
do que o padrdo utilizado como controle (quercetina), com marcante atividade
antioxidante.

Através desse ensaio pode-se confirmar o poder antioxidante deste composto,
além de comprovar também que o método de emulsificacdo evaporagdo do solvente ndo
tem influéncia sobre o potencial antioxidante do (PhSe).. O efeito cumulativo promovido
pela liberacdo continua da droga a partir das nanoparticulas, associada com as vantagens
farmacocinéticas das nanoparticulas, faz com que a nanoencapsulacao possa expandir 0s
efeitos bioldgicos, que sdo dependentes da propriedade antioxidante. As nanoparticulas
de (PhSe)2 podem ser exploradas para impedir 0 ataque sobre os lipideos, amino&cidos,

proteinas, bases do DNA, evitando a formacao de lesdes e perda da integridade celular.

5.6.2. Atividade Hemolitica das nanoparticulas de (PhSe)2 sobre as hemacias.

Os estudos sobre o potencial terapéutico e toxico do composto (PhSe)2 apresentam
dupla caracteristica, sendo que seu comportamento é dependente da dose utilizada. Em

baixas doses possui efeitos benéficos e em altas doses pode ser potencialmente toxico
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(NOGUEIRA e ROCHA, 2010). Em relacdo ao mecanismo de toxicidade molecular do
(PhSe)., este pode estar associado com a oxidacao catalitica de importantes grupos tiois
da GSH ou de diferentes proteinas ou enzimas enddgenas sulfidrilicas. A inibi¢do da
atividade destas enzimas pela oxidacao de grupos tidis pelo composto de (PhSe). podem
contribuir para sua toxicidade celular (KADE et al., 2009, NOGUEIRA e ROCHA,
2010).

Uma das alternativas para reduzir os danos causado por farmacos com elevada
toxicidade é através de sistemas carreadores nanométricos, tais como as nanoparticulas
poliméricas, que sdo capazes de fornecer uma liberacdo lenta e controlada do farmaco,
corroborando pra que este ndo atinja seus limites todxicos (CASA et al., 2015; LASA-
SARACIBAR et al., 2014). Nesses casos é de extrema valia, a verificacio do potencial
hemolitico das nanoparticulas, pois uma vez sendo administradas de maneira endovenosa,
entrariam em contato primeiramente com os eritrocitos, que estdo em maior proporcao na
corrente sanguinea (NAAHIDI et al., 2013). Dessa forma, o estudo de citotoxicidade
sobre hemacias foi realizado a fim de verificar o efeito tdxicodo (PhSe). e das
nanoparticulas de PLA contendo (PhSe).sobre esse modelo. Na Figura 27 estdo os
resultados obtidos apos 4, 8, 24, 48 e 72 h de estudo. Na Figura 27 o potencial hemalitico
do (PhSe) livre e encapsulado mostrou-se concentracdo-dependente e tempo-
dependente, j& a capacidade hemolitica do tampdo, etanol e das Nps vazias foi inferior a
5% durante todos os tempos, enquanto que o controle positivo (dgua destilada) apresentou
100% de hemdlise em todos os intervalos estudados. Analisando-se a maior concentracao
testada (100 pg.mL™) é possivel observar que em 4 h de incubagdo, o (PhSe). livre
hemolisou 10% dos eritrécitos e as nanoparticulas de (PhSe)> hemolisaram em torno de
1,6% (p < 0,05). ApGs 24 horas de exposicdo das células com as nanoparticulas de PLA
contendo (PhSe)2 a hemdlise maxima (100 pg.mL™) foi cerca de 14%, ja o (PhSe); livre
mostrou atividade hemolitica superior (p < 0,05), préxima dos 41% para a mesma
concentracdo. Com o passar do tempo o potencial hemolitico tanto do (PhSe)2 livre
quanto do encapsulado aumentou, porém esse aumento foi mais intenso para o (PhSe):
livre. Por fim, em 72 h, a concentragdo intermedidria testada (50 pg.mL™) e a maxima
(100 pg.mL™Y) apresentaram lise de 94 e 100% dos eritrécitos. Em contrapartida as
mesmas concentragdes analisadas para nanoparticulas, hemolisaram 18 e 40% das células
(p < 0,05).
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Figura 27. Porcentagem de hemolise produzida pelo controle positivo (CP), tampdo, etanol, nanoparticulas
de PLA (Np-PLA), Disseleneto de Difenila (PhSe), (25, 50 e 100 pg.mL™?) e nanoparticulas de PLA
contendo Disseleneto de Difenila (Np-PLA-(PhSe),) (25, 50 e e 100 pg.mL*) em a) 4 horas; b) 8 horas; c)

24 horas; d) 48 horas; €) 72 horas.
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Na Figura 28, a diferenca entre a capacidade hemolitica do (PhSe): livre e

nanoencapsulado pode ser claramente observada através da tonalidade dos sobrenadantes

apos centrifugacdo. Pode-se perceber também que os sobrenadantes oriundos do tampao,
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do etanol e das Nps PLA néo apresentaram coloracdo vermelha nos sobrenadantes, o que
ressalta o fato de que o padrdo hemolitico esta associado unicamente ao farmaco e néo
aos solventes utilizados. Além disso, o fato das Nps PLA nédo apresentarem capacidade
hemolitica confirma a biocompatibilidade do polimero em questéo e sua baixa toxicidade
(ESSA et al., 2010).

Figura 28. Atividade hemolitica pela diferenca de coloracdo do sobrenadante ap6s a centrifugacéo.

(PhSe), Np-PLA-(PhSe), < - g
(ng.mL1) (ng.mL1) 2y % 5
CP 25 50 100 25 50 100 S

O efeito toxico do (PhSe). relatado por pesquisadores como (NOGUEIRA e
ROCHA, 2010, KADE et al.,, 2009) foi comprovado com esse estudo, porém as

nanoparticulas de (PhSe). mostraram uma capacidade de protecdo dos eritrocitos, o que

sugere que as nanoparticulas podem reduzir a interagdo do farmaco com as células
sanguineas, possivelmente devido ao fato das nanoparticulas poliméricas oferecerem
como vantagem a liberacdo prolongada, que corrobora para que o farmaco encapsulado
ndo atinja seus limites toxicos. Dessa forma, este sistema nanoparticulado representa uma
alternativa viavel para reduzir os danos causados pelo (PhSe): livre (SCHAFFAZICK et
al., 2003, NAIR et al., 2010, BAMRUNGSAP et al., 2012).

5.6.3. Avaliacdo da citotoxicidade das nanoparticulas de PLA contendo (PhSe)2 sobre
linhagem tumoral B16-F10 e HEp-2

Os compostos organoselenados sdo agentes quimiopreventivos altamente eficazes

com beneficios na reducgéo das taxas totais de incidéncia e mortalidade por varios tipos
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de cancer (NAITHANI, 2008; JACKSON e COMBS, 2008; KIM et al., 2010; LEE et al.,
2009; BHATTACHARYA et al., 2009). Estudos tém demonstrado que (PhSe)> em
concentragOes adequadas pode apresentar efeitos antimutagénico e antitumoral, Rosa e
colaboradores (2007) demonstraram atraves de sua pesquisa que o (PhSe), em baixas
concentracgdes, apresenta propriedades antimutagénicas, prevenindo os danos no DNA de
células V79, induzidos por peréxido de hidrogénio (H202), metilmetano sulfonato e
radiacdo UV. Barbosa e colaboradores (2008), também mostraram que a suplementagao
com (PhSe)2 na dieta de ratos Wistar do sexo feminino foi capaz de diminuir a extensao
de carcinoma mamario induzido por N-nitroso-N-metilureia.

Sabendo-se dessa importante propriedade, houve o interesse em avaliar a acdo do
(PhSe). sobre 0 melanoma cutaneo maligno, visto que este € um dos mais perigosos
canceres de pele, além das incidéncias estarem aumentando mais que qualquer outro tipo
de cancer. O tratamento quimioterapico apresenta resposta favoravel em apenas uma
minoria dos pacientes e além disso, sua capacidade de metéstase faz com que poucas
opcodes de tratamento sejam eficazes (HUNCHAREK et al., 2001; LOTZE et al., 2001;
WACK et al., 2001). Em consonancia, avaliou-se o potencial do (PhSe). sobre o
carcinoma laringeo humano, tumor que ocorre predominante em homens e tem tratamento
dificultado, uma vez que o mesmo desenvolve resisténcia a acdo de varias substancias
antitumorais, entre elas, vincristina, cisplatina e 5-fluorouracil (YIN, et al., 2013; INCA,
2013). Os resultados obtidos nos estudos estdo expressos em porcentagem de viabilidade
celular na Figura 29 e 30, e mostram que tanto o farmaco livre quanto as nanoparticulas
de PLA contendo (PhSe). exibiram um efeito citotoxico concentragdo-dependente ou
seja, a citotoxicidade é maior na medida que se aumenta as concentracdes de (PhSe)2.

Em todos os tempos analisados e em ambas linhagens as Nps brancas e o solvente
(metanol) demonstraram uma viabilidade celular proxima a 100%, indicando que estes
ndo interferiam nos resultados obtidos.

A Figura 29 representa os resultados obtidos frente a linhagem B16-F10. Na
Figura 29 (a), a qual representa as primeiras 24 h, as duas maiores concentra¢fes de
(PhSe); livre (60 e 30 pug.mL™) apresentaram viabilidade celular semelhante, préximo a
10%. Enquanto isso as nanoparticulas de (PhSe). nas mesmas concentracdes
apresentaram viabilidade proxima a 30 e 40% respectivamente. Todas as concentragoes
avaliadas nesse tempo tiveram diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo a Nps-
(PhSe). e 0 (PhSe): livre.



96

Figura 29. Porcentagem de viabilidade celular das concentracfes de (PhSe), encapsulado e néo
encapsulado sobre a linhagem B16-F10, em a) 24 h, b) 48 h e ¢)72 h.
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abedets | etras iguais significam igualdade estatistica e letras diferentes desigualdade estatistica (ANOVA
com pos-teste de Tukey e o < 0,05)

Ap0s 48 h de incubacdo (Figura 29 (b)), as trés maiores concentracdes de (PhSe):
(60, 30 e 15 pg. mL™1) apresentaram viabilidade celular inferior a 15%, mostrando-se mais
citotoxicas em relacdo aos sistemas nanoestruturados, que apresentaram viabilidade
proxima a 20, 30 e 60% respectivamente (p < 0,05). Nas demais concentracfes de
nanoparticulas, as células apresentaram viabilidade de cerca de 80%.

No tempo de 72 h (Figura 29 (c)), é possivel observar que as células incubadas
apresentaram uma taxa de viabilidade celular menor em relacdo aos demais tempos. As
trés maiores concentragdes de (PhSe)z (60; 30; 15 pg.mL™?) demonstraram viabilidade

celular estatisticamente iguais, proxima a 5%, engquanto que as nanoparticulas
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apresentaram viabilidade de 15, 25 e 60%. Nas demais concentracdes testadas de Nps-
(PhSe), os valores das viabilidades celulares foram em torno de 70 %.

Em relacdo a linhagem HEp-2, pode-se observar na Figura 30 (a), a qual
representa as primeiras 24h, que as duas maiores concentracdes de (PhSe)2 livre (90, 75
ug.mL?1) apresentaram viabilidade celular, proximo a 20%, enquanto que as
nanoparticulas de (PhSe)2 nas mesmas concentragfes apresentaram viabilidade proxima
a 45%. Para a menor concentragdo testada (30 pug.mL™) a viabilidade celular foi proximo
a 70% e as nanoparticulas contendo (PhSe). foi em torno de 85%. De maneira geral, em
todas as concentrages testadas o (PhSe). mostrou capacidadecitotoxica superior as Nps-
(PhSe)2

A partir de 48 h (Figura 30 (b)), é possivel observar que as células incubadas na
presenca das Nps-(PhSe). apresentaram uma taxa de viabilidade celular estatisticamente
igual (p > 0,05) aquelas incubadas com o (PhSe). livre. Em 72 h (Figura 30 (c)) a
viabilidade celular para a maior e menor concentragio (90 e 30 ug.mL) de farmaco livre
foi de 15 e 37%, enquanto que nessas mesmas concentracfes, as Nps-(PhSe)2
demonstraram um menor efeito citotoxico (p < 0,05), com 32 e 54% de células viaveis.
Porém na concentracdes intermediarias (75, 60 e 45 pug.mL™), a porcentagem de
viabilidade celular das nanoparticulas foi semelhante estatisticamente (p>0,05), ao do
(PhSe)., mostrando dessa maneira que as nanoparticulas foram téo eficientes quanto o
farmaco livre nas mesmas concentracdes.

De um modo geral, as Nps-(PhSe). apresentaram um menor percentual citotdxico
em relacdo ao (PhSe)livre, com excecgdo de 48 e 72 h na linhagem HEp-2. Esse fato pode
ser explicado levando-se em consideracao os resultados do ensaio de liberagéo in vitro, o
qual demonstrou que somente cerca de 40% do (PhSe)2 foi liberado ap6s 72 h de estudo.
Sendo assim, enquanto o (PhSe): livre estava totalmente disponivel desde o primeiro
momento para interagir com as células e promover o seu efeito citotdxico, o (PhSe).

nanoencapsulado foi sendo liberado de maneira controlada e prolongada.
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Figura 30. Porcentagem de viabilidade celular das concentracbes de (PhSe), encapsulado e nédo

encapsulado sobre a linhagem HEp-2, ema) 24 h, b) 48 he c)72 h
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Apesar das Nps liberarem lentamente o (PhSe) e, consequentemente, influenciar

na potencialidade das atividades in vitro, a estrutura nanométrica torna-se interessante ao

pensarmos nas suas inimeras vantagensin vivo, tais como prote¢do do fa&rmaco contra

degradacéo, aumento da biodisponibilidade, aléem do direcionamento passivo. Nos casos

de tumores, as nanoparticulas com diametros na faixa de 200 nm, como as obtidas neste

trabalho, podem possuir facilidade de um direcionamento passivo devido principalmente

ao aumento da permeabilidade e retencdo (EPR) do tecido tumoral. Enquanto o endotélio
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vascular normal possui fenestracGes entre 5 e 10 nm, os neovasos dos tumores solidos
tém fenestracGes bem maiores, entre 100 e 780 nm (HOBBS et al., 1998), portanto as
nanoparticulas sdao mais permedveis as células tumorais, ocorrendo um maior acimulo
das nanoparticulas no tumor e pouca ou nenhuma nanoparticula nos tecidos normais
(PODDUTURI et al., 2013). De acordo com Oliveira e colaboradores (2012), a
nanoencapsulagdo pode ocasionar o aumento da concentragdo do farmaco encapsulado
nos tumores solidos cerca de 70 vezes.

A liberacdo prolongada e controlada do (PhSe). a partir das nanoparticulas
permite também a administracdo do farmaco em doses menores para produzir 0 mesmo
efeito terapéutico que na forma farmacéutica convencional, o que pode por sua vez
reduzir as oscilacGes do farmaco na corrente sanguinea, evitando as concentragdes toxicas
e sub-terapéuticas (MEI et al., 2013)

Desse modo, os resultados obtidos sdo promissores, visto que o sistema
nanomeétrico foi capaz de manter a propriedade antitumoral do (PhSe)2, demonstrando ser
uma forma interessante de carrear e liberar o farmaco, minimizando as inconveniéncias
do tratamento do cancer, reduzindo os efeitos colaterais, e podendo ainda aumentar a

adesdo do paciente ao tratamento.
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6. CONCLUSAO

Foi desenvolvido e validado um método analitico por CLAE com detecgdo DAD
com caracteristicas de especificidade, linearidade, precisao, exatidao e robustez Gtil para
quantificacdo de (PhSe)2, de acordo com as normatizagfes vigentes.

As nanoparticulas de PLA contendo (PhSe). foram obtidas com éxito a partir da
técnica de emulsificacdo/evaporacdo do solvente, obtendo-se uma elevada eficiéncia de
encapsulagdo, tamanho médio reduzido, potencial zeta distante da neutralidade e
negativo, o que teoricamente garante estabilidade fisico-quimica. Além disso, as anélises
de infravermelho, difracdo de Raios X, calorimetria exploratéria diferencial e
termogravimetria garantiram que o processo de nanoencapsulacdo promoveu amorfizacao
do farmaco e interacdo do (PhSe). com a matriz polimérica.

O estudo de estabilidade demonstrou gque as nanoparticulas em suspensdo nédo
apresentaram boa estabilidade, porém em contrapartida, apds o processo de liofilizacéo,
estas mostraram-se estaveis durante 3 meses tanto em temperatura ambiente, quanto
refrigeradas ou congeladas.

Além disso, no estudo de liberacdo in vitro ao final das 192 horas cerca de 61%
do (PhSe). encapsulado foi liberado, indicando que a formulacéo foi capaz de prolongar
a liberacdo do organoselenado e consequentemente podera reduzir efeitos adversos e
toxicos, além de diminuir os nimeros de doses e facilitar a adesdo do paciente ao
tratamento mantendo o efeito terapéutico desejado.

As Nps-(PhSe). foram avaliadas quanto a capacidade de inativacdo do acido
hipocloroso (HOCI) e demonstraram um perfil de inibicdo concentracdo-dependente além
de demonstrarem atividade semelhante ou superior ao (PhSe). livre em todas as
concentracdes testadas a partir de 48h de estudo.

No teste de citotoxicidade frente a eritrécitos, o efeito toxico do (PhSe). foi
comprovado, entretanto as Nps-(PhSe). mostraram-se menos toxicas em relacdo ao
farmaco na forma livre.

A avaliacdo da atividade citotoxica do (PhSe). livre e nanoencapsulado sobre
linhagem celular B16-F10 e HEp-2 demonstrou que as Nps mantiveram a acdo
antitumoral do farmaco, e frente a linhagem HEp-2 foram téo eficientes quando o (PhSe):
livre apds 48 h de incubacéo.

Em resumo, com os resultados obtidos pode-se concluir que o sistema produzido

possui caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas adequadas para carreamento do
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(PhSe)., podendo ser aplicado como potencial sistema de liberagéo prolongada, reduzindo
efeitos adversos tal como a toxicidade sobre hemécias, e mantendo o potencial

antioxidante e antitumoral.
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ANEXO A

Carta de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa com Humanos

ICOMED UNIVERSIDADE ESTADUAL DO wﬂp

et ENTRO OESTE - UNICENTRO asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVAL_IACEO DA CITOTOXICIDADE DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE ACIDO
URSOLICO E DE DISSELENETO DE DIFEMILA.

Pesquisador: Emilli Anténio Area
Tematica:

Versao: 3
CAAE: 46433715.6.0000.0106
Instituigdo Proponente:Universidade Estadual do Centro Oeste - UNICENTRO

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 1.174 406
Data da Relatoria: 04/08/2015

Apresentagio do Projeto:

Trata-se da apreciacio do projeto de pesquisa intitulado AVALIACAD DA CITOTOXICIDADE DE
NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE ACIDO URSOLICO E DE DISSELENETO DE DIFENILA., de
interesse e responsabilidade dofa) proponente Emilli Antdnio. A pesquisa pretende associar ACIDO
URSOLICO E DE DISSELENETO DE DIFENILA com as nanoparticulas e espera-se que ocorra reducio da
citotoxicidade sobre outras células ndo tumorais. Acredita -se que as nanoparticulas possam desempenhar
um atividade protetora sobre as hemacias e leucdcitos polimorfonucleares (LPMN). Avaliacio da
citotoxicidade in vitro sobre hemacias: Serdo coletados 10 mL de sangue total de trés individuos voluntarios
sadios adultos, na regido da fossa antecubital, em tubo de ensaio contende 10pL de heparina, no laboratério
de nanotecnologia. Esses individuos serdo abordados e convidados a participar do estudo no préprio
laboratoric de nanotecnologia, dias antes de realizar a coleta. Os voluntarios que aceitarem participar
assinardo o TCLE e receberdo todas as orientacBes incluindo a data que deverdo retornar para coleta do
sangue. A coleta sera realizada com materiais descartaveis, pela pesquisadora responsavel, que possui
graduacdo em farmacia.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste estudo, que faz parte de um projeto de pds-graduacdo, é desenvolver um sistema
nanoestruturado polimérico capaz de carrear o AU e (PhSe)2, com finalidade de reduzir a

Enderego: Rua Simeac Camargo Varella de Sa, 03 - Campus CEDETEG - (ao lado do Departamente de Nutrigio)
Bairro:  Vila Carli CEP: 55.040-030
UF: PR Municipio: GUARAPUAVA

Telefone: (42)3629-8177 Fax: {42)3629-3100 E-mail: comep_unicentro@yahoo.com.br
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toxicidade sobre hemacias e leucacitos polimorfonucleares (LPMN).

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

122

mo

Pagina 01 o2

Os ricos que podem ocorrer & em relagdo 4 contaminacdo de possiveis doencas transmissiveis por sangue

ao coletor, mas utilizando-se de maneira adequada as técnicas de biosseguranca, as chances de

contaminacéo serao menocres. Para o paciente, ha riscos fisicos e psicoldgicos (pela perfuracio da fossa

antecubital com agulha para a coleta de sangue) como hematomas, dor, lesdo de nervos, medo, ansiedade,

porém os riscos deste se justificam pelo beneficio esperado da pesquisa, e serdo minimizados pela

permanéncia do braco esticado, sem dobrar, assim como compressas com gelo no local da coleta, que

reduzirdo o surgimento de manchas avermelhadas e roxas. No caso da formacdo de hematomas, abcesso

cutdneo ou qualquer dano decorrente da pesquisa, o pesquisador se responsabiliza pela assisténcia integral,

imediata e gratuita.

Beneficios:

O desenvolvimento de nanoparticulas de All e de (PhSe)2 é benéfico, pois pode ser capaz de reduzir os

efeitos toxicos dos farmacos sobre as células normais

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante, uma vez que serdo investigadas a reducéo da citotoxidade dos quimioterapicos sobre

células ndo tumorais pela utilizagdo da nanotecnologia.

Apresenta como critérios de inclusdo: Pacientes sauddveis e adultos Nao

apresenta critérios de exclusio.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

(1) Folha de rosto: adequada

(2) Carta de anuéncia: adeguada

(3) TCLE: adeqguado

(4) Cronograma: anexado

Enderego: Rua Simedo Camargo Varella de 54, 03 - Campus CEDETEG - (a0 lade do Departamente de Mutricao)
Bairmmo: Vila Carli CEP: &5.040-080
UF: PR Municipio: GUARAPUAVA

Telefone: (42)3629-53177 Fax: (42)3629-3100 E-mail: comep_unicentro@yahoo.com br
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Corrdet e Dl wre Pornguina

Confinuagao do Parecer: 1.174.408
(5) Orcamento: anexado

Pagina 02 o2
(6) Projeto completo: anexado

{7} Instrumento para coleta dos dados: ndo se aplica

Recomendacgdes:

Ressalta-se que segunde a Resolucio 466/2012:

Xl — DO PESQUISADOR RESPONSAVEL - f) manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob
sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

PARECER APROVADO: a presente pesquisa esta em conformidade com a Resolucao 466/2012.

Situagao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
PROJETO APROVADO.
Em atendimento & Resolucdo 466/2012 CNS-MS, deverd ser encaminhado ao CEP o relatdrio parcial assim

gue tenha transcorrido um ano da pesquisa e final em até trinta dias apds o término da Pesquisa.

Qualquer alteracao no projeto devera ser encaminhada para analise deste comité, por meio de emenda.

Enderego: Rua Simedo Camarge Varella de Sa, 03 - Campus CEDETEG - (ao lado do Departamento de Mutricao)
Bairmmo: Vila Carli CEP: 35.040-030
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04



124

ICOMED UNIVERSIDADE ESTADUAL DO« \_Wﬂp

tonstmerme ENTRO OESTE - UNICENTRO asil

Continuagdo do Parscer: 1.174.406
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GUARAPUAVA, 06 de Agosto de 2015
Assinado por:
Tatiane Baratieri

( Coordenador )
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