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APRESENTACAO

De acordo com o regulamento vigente do Programa de Pds-Graduagao em

Nanotecnologia Farmacéutica, em resolugcédo aprovada pelo Conselho de Pesquisa,

Extensao e Cultura da Universidade Federal de Goias (CEPEC N° 948), a presente

tese foi redigida no formato de compilagcdo de artigos cientificos, e encontra-se

organizada da seguinte maneira:

Resumo em Portugués e Inglés, seguidos do sumario;
Introducgao geral, incluindo a justificativa do estudo;
Objetivos gerais e especificos;

Capitulo 1, contendo revisao da literatura;

Capitulos 2 e 3, contendo os trabalhos realizados durante a tese, em formato

de artigos cientificos;

Discusséao geral dos resultados encontrados;
Conclusoes;

Referéncias bibliograficas;

Apéndice, contendo resultados da preparacao de suspensdes nao utilizadas

em experimentos posteriores;

Anexos, contendo os pareceres consubstanciados do Comité de Etica em
Pesquisa da UFRGS quanto ao uso de pele humana nos experimentos da

tese.






RESUMO

Objetivos: O objetivo principal da presente tese foi avaliar as interagdes entre a pele
e agregados de fulerenos Cgp estabilizados com polivinilpirrolidona (Ceo-PVP),
considerando sua incorporagao recente em cosmeéticos, comparando-se a absorg¢ao
dérmica in vitro entre pele suina e humana e avaliando-se o status oxidativo ex vivo
de lipidios e proteinas de pele humana, sob radiagao ultravioleta A, para verificar a
influéncia deste fator externo nos estudos. Métodos: As dispersdes de agregados
de Cgp preparadas foram caracterizadas quanto ao pH, tamanho de particula,
potencial zeta e morfologia. Os estudos de absor¢ao dérmica foram realizados com
pele suina e humana, sob uma fonte de radiacdo UVA, em equipamento
automatizado de células do tipo Franz. Estudos in vitro foram realizados com
homogenato de pele humana, na presenca ou nao de um sistema préo-oxidante,
variando-se o tempo de incubacado e a concentracdo de Cgo-PVP, avaliando-se os
niveis de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e proteina carbonila.
Utilizou-se pele humana recém excisada para estudos ex vivo de difusdo de Cgo-
PVP na presenca de radiagcdo UVA e avaliagao da peroxidacgao lipidica e oxidacao
de proteinas. Resultados: O tamanho dos agregados de Cgo obtido por analise de
rastreamento de nanoparticulas (NTA) foi 129 + 54 nm e o potencial zeta foi -4,93 +
1,72 mV. Os agregados apresentaram formato irregular e permearam através da
pele humana e suina apds 12 h de exposicédo. O Cg-PVP nao demonstrou atividade
antioxidante, mas causou oxidacgao proteica, devido ao PVP. O Cgp induziu oxidagao
de proteinas da epiderme humana ex vivo. Conclusdes: A NTA foi considerada a
técnica mais adequada para a caracterizagdo do tamanho dos agregados de Cego-
PVP, devido a dindmica de agregacado nao controlada do sistema. A pele humana
mostrou-se menos permeavel do que a pele suina e a irradiacdo UVA aumentou o
teor de Cgp até a derme. O Cgo Nnd0 demonstrou capacidade antioxidante, mas pro-

oxidante, e induziu a carbonilagdo de proteinas da epiderme humana.

Palavras-chaves: fulereno; Cg; nanomaterial; pele humana; absorcdo dérmica;

peroxidacgao lipidica; proteina carbonila.






ABSTRACT

Objectives: The main objective of the present dissertation was to evaluate the
interactions between the skin and fullerene Cesy aggregates stabilised with
poly(vinylpyrrolidone) (Cso-PVP), considering its recent incorporation into cosmetics,
by comparing in vitro dermal absorption with porcine and human skin, and
investigating the ex vivo oxidative effects to lipids and proteins of the human skin,
under UVA irradiation to verify the influence of this external factor to the studies.
Methods: Aggregate dispersions were characterised for pH, particle size, zeta
potential, and morphology. Skin absorption studies were performed using porcine or
human skin under UVA or sham irradiation, in automated Franz diffusion cells
equipment. In vitro studies were performed with human skin homogenates, with or
without a pro-oxidant system, varying the time of incubation and the Cgo-PVP
concentration, to evaluate thiobarbituric acid reactive species (TBARS) and protein
carbonyl levels. Freshly excised human skin was used for ex vivo studies of Cgo-PVP
diffusion with UVA radiation and subsequent determination of lipid peroxidation and
protein oxidation content. Results: Cgy aggregate size through nanoparticle tracking
analysis (NTA) was 129 + 54 nm and zeta potential was -4,93 + 1,72 mV. Cg
aggregates presented irregular shape and permeated through human and porcine
skin after 12 h exposure. Cgo-PVP did no demonstrate antioxidant activity, but caused
protein oxidation due to PVP. Cgy induced protein oxidation of human epidermis ex
vivo. Conclusions: NTA was considered the most suitable method for aggregate
size characterisation of Cgo-PVP, due to the non-controllable aggregation dynamics
of the system. Human skin was less permeable than porcine skin and the presence
of UVA-R increased Cgo content up to the dermis. Cgop demonstrated no antioxidant
capacity, but pro-oxidant activity, and induced protein carbonylation in human

epidermis.

Keywords: fullerene; Cgp; nanomaterial; human skin; dermal absorption; lipid

peroxidation; protein carbonyl.
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Nanomateriais sdo definidos como sendo materiais naturais, incidentais ou
manufaturados que contenham particulas, incluindo aquelas no estado de agregado
ou aglomerado, onde para 50 % ou mais das particulas, na distribuicdo de tamanho
por numero, uma ou mais dimensdes externas estejam no intervalo de tamanho
entre 1 nm e 100 nm (EUROPEAN COMMISSION, 2011). O aparecimento de
fendmenos dependentes do tamanho nanométrico dos materiais geralmente permite
novas aplicagcbes dos mesmos em diversas areas, devido a propriedades diferentes
e tecnologicamente interessantes, as quais divergem do material original de
tamanho maior (OBERDORSTER et al., 2005; CROSERA et al., 2009).

Produtos como cosmeéticos, medicamentos, tecidos, equipamentos diversos e
produtos de limpeza utilizam nanomateriais manufaturados em sua composigao e
encontram-se comercialmente disponiveis (CROSERA et al., 2009). Além disso, com
o crescimento da utilizagdo da nanotecnologia e o langamento de novos produtos
contendo nanomateriais sendo cada vez mais frequente (WOODROW WILSON
INTERNATIONAL CENTER FOR SCHOLARS, 2013), mais trabalhadores e
consumidores entrardo em contato com “nanoprodutos”. Documentos oficiais de
alguns érgéaos regulatorios tém discutido a questao acerca dos riscos potenciais que
nanomateriais podem produzir, e se 0s mesmos precisam de regulacdo especial,
uma vez que € importante que haja uma abordagem responsavel e coordenada
sobre o assunto (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2010).

A avaliacdo mais detalhada dos possiveis efeitos que nanomateriais podem
causar deve ser profundamente estudada, uma vez que a grande area superficial
especifica de nanoparticulas, devido ao seu tamanho reduzido, possibilita maior
reatividade e atividades biologicas, se comparadas com particulas maiores
(OBERDORSTER et al., 2005). Nanomateriais, ao entrarem em contato com a pele,
podem alojar-se junto a epiderme, um ambiente avascular, onde ndo sao suscetiveis
a remogao por fagocitose (CROSERA et al., 2009). Possiveis efeitos da exposicao
dérmica a nanomateriais podem levar ao cancer de pele, irritacdo e/ou
sensibilizagcdo dérmicas, ou produzir efeitos sistémicos apos absor¢cao (MONTEIRO-
RIVIERE; INMAN, 2006).

Fulerenos Ceo (Figura 1), também denominados buckminsterfullerene, sao
moléculas contendo 60 atomos de carbono, arranjadas em uma estrutura

semelhante a uma bola de futebol (KROTO et al., 1985) e devem ser considerados,
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por definicdo, nanomateriais (EUROPEAN COMMISSION, 2011). Em consequéncia
de serem praticamente insoluveis em agua, alguns métodos de dispersdo aquosa
foram descritos, os quais formam agregados nanométricos estaveis em
determinadas condi¢gdes (DEGUCHI; ALARGOVA; TSUJII, 2001; YAMAKOSHI et al.,
1994).

Figura 1. Estrutura do fulereno Ceo.

Aos fulerenos é atribuida a atividade antirradicais livres (ANDRIEVSKY et al.,
2009; TAKADA et al., 2006a), propriedade quimica responsavel por despertar o
interesse de algumas empresas fabricantes de cosméticos, que estao incluindo este
nanomaterial em seus produtos (WWICS, 2013). Entretanto, apesar da utilizagao
dos fulerenos por consumidores de produtos cosméticos, ha uma escassez de
estudos com relagao ao perfil de absorgcdo dérmica e dos possiveis efeitos que esse
nanomaterial pode causar a pele, para garantir a seguranga da aplicagao cutanea
desse nanomaterial (MONTEIRO-RIVIERE; RIVIERE, 2009).

Para fins de harmonizacao da linguagem do presente trabalho, o processo de
absorcao dérmica sera definido como sendo um termo global que descreve o
transporte de substancias através da pele (WORLD HEALTH ORGANISATION,
2006). Este processo pode ser dividido em trés passos: (a) penetragao, definida
como a entrada de uma substancia em uma camada ou estrutura particular da pele;
(b) permeacao, definida como a penetragdo de substancias através de uma camada
a outra da pele, a qual é funcionalmente e estruturalmente diferente da primeira
camada; e (c) ressorcao, definida como sendo a captagdao de uma substancia pelo
sistema vascular local da pele, em que na maioria dos casos ocorre absorgao
sistémica (WHO, 2006).

A pele € uma das principais barreiras do corpo humano contra agentes

quimicos, fisicos e microbianos, além de prevenir a perda transepidermal de agua,
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manter a homeostase interna e apresentar funcdes sensoriais e de excregao.
Entretanto, por possuir uma area de superficie relativamente grande, a pele é
considerada uma rota potencial a exposicdo ocupacional e/ou ambiental a
nanoparticulas, além de ser uma via acessivel para a administracdo voluntaria de
medicamentos ou cosméticos (MONTEIRO-RIVIERE; INMAN, 2006; GUTERRES;
ALVES; POHLMANN, 2007). O entendimento dos processos de absorgcédo cutanea,
assim como os possiveis efeitos que esses podem ocasionar, € necessario na
avaliagado dos aspectos de seguranga de xenobibdticos, como produtos quimicos e
formulacdes cosméticas (SCHAEFER et al., 2008).

Um fator que pode influenciar os efeitos e a absorcdo dérmica de
nanomateriais € a exposicdo da pele a radiagao ultravioleta, pois varios cosméticos
sao de uso diurno. Alguns estudos demonstraram que a radiacdo UVA, além de ser
responsavel por danos na derme e DNA (HERRLING; JUNG; FUCHS, 2006), pode
causar alteragbes quimicas nos lipidios estruturais do estrato cérneo e reduzir
localmente a sua compactagcdgo (MERLE; BAILLET-GUFFROY, 2009). Estas
alteragcbes podem resultar no aumento da permeacdo cutdnea de algumas
substancias, tornando indispensavel o conhecimento deste dado para a avaliacéo da
segurancga de cosméticos contendo fulerenos.

Dessa forma, considerando: (a) a incorporagao de fulerenos em produtos de
consumo que possuem contato direto com a pele e que podem ser utilizados durante
o dia; (b) a escassez de estudos relativos a absorgao e possiveis efeitos dérmicos
de nanomateriais, inclusive de fulerenos; (c) que metodologias mais préximas ao
que ocorre in vivo fornecem dados com maior exatidao; e (d) que a predicdo da
absorcao dérmica e dos possiveis efeitos de nanomateriais deve ser conduzida de
modo que a avaliagdo da seguranga dos mesmos seja fidedigna, o presente trabalho
objetiva estudar o comportamento de fulerenos quando aplicados sobre a pele suina

e humana, gerando informagdes ainda inexistentes na literatura cientifica.






OBJETIVOS
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Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar as interacdes entre a pele e dispersdes
aquosas de agregados de fulerenos, comparando-se a absor¢do dérmica in vitro
entre pele suina e humana, e avaliando-se os efeitos oxidativos a lipidios e proteinas

de pele humana, sob a influéncia da radiagao UVA.

Objetivos especificos

* Preparar dispersdes aquosas de agregados de fulerenos Cgp, estabilizados
com polivinilpirrolidona (PVP), e caracteriza-las quanto ao pH, tamanho e
distribuicdo de tamanho de particula, potencial zeta e morfologia;

e Comparar os perfis de absor¢gao dérmica de Cg-PVP em pele suina e
humana através da quantificacdo dos mesmos nas diferentes camadas da
pele (estrato corneo, epiderme viavel e derme) e no meio receptor;

* Verificar a influéncia da exposi¢cao a uma fonte de radiagdao UVA nos perfis de
absorcao dérmica de Cgo-PVP em pele suina e humana;

* Avaliar a influéncia do tempo de aplicagdo da dispersao no perfil de absorgao
dérmica de Cgo-PVP em pele suina e humana;

* Avaliar in vitro a capacidade antioxidante de Cgo-PVP em homogenato de pele
humana frente a um sistema oxidante;

* Avaliar in vitro a peroxidacao lipidica e carbonilagdo de proteinas dependente
do tempo em homogenato de pele humana com diferentes concentragcbes de
Ceo-PVP;

* Avaliar ex vivo a peroxidacao lipidica e a carbonilagdo de proteinas em pele
humana recém excisada apds aplicagdo de Cg-PVP sob a influéncia da
radiacao UVA.






CAPITULO 1: Revisao da Literatura
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O conteudo presente no Capitulo 1 desta tese de doutorado refere-se a um
artigo de revisdo ainda nao publicado, motivo pelo qual foi excluido da versao digital

disponibilizada para a Biblioteca Digital de Teses e Dissertagcdes da UFRGS.
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CAPITULO 2: Caracterizacao fisico-quimica e estudos de absor¢io dérmica de

Ceo-PVP sob a influéncia de radiagcao UVA
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2.1 Apresentacgao

As informagdes acerca da incerteza quanto a seguranga de nanomateriais,
apresentadas no capitulo anterior, assim como a ampla utilizacdo de fulerenos Cgg
em produtos cosméticos, e a escassez de conhecimento referente as suas
interacbes com a pele, motivaram nosso grupo de pesquisa a realizar o trabalho
descrito neste capitulo. Primeiramente, a dispersdo aquosa de agregados de
fulerenos estabilizados com polivinilpirrolidona (Cgo-PVP) foi preparada e
caracterizada, para se avaliar corretamente os efeitos bioldgicos que esse
nanomaterial poderia exercer na pele. Em particular, diferentes técnicas de
determinagcao da distribuicdo de tamanho de particula foram utilizadas para a
caracterizagao mais completa do sistema.

Em seguida, os processos de absor¢cao dérmica in vitro da dispersao Cgo-PVP
foram investigados, utilizando-se para isso pele suina e humana, com o propdsito de
comparar os perfis de penetracdo cutanea. Além disso, avaliou-se a capacidade de
uma fonte de radiacdo UVA em modificar o perfil de penetracdo/permeagao dos
agregados de fulerenos na pele.

O conteudo presente no Capitulo 2 desta tese de doutorado encontra-se foi
aceito para publicagao no periédico cientifico Skin Pharmacology and Physiology,
fator de impacto 2,885 (2013), Qualis A2 (Souto, G. D.; Pohimann, A. R.; Guterres,
S. S. Ultraviolet A irradiation increases the permeation of fullerenes into human and
porcine skin from Cgo-PVP aggregate dispersions), motivo pelo qual foi excluido da
versao digital disponibilizada para a Biblioteca Digital de Teses e Dissertacbes da
UFRGS.
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CAPITULO 3: Avaliagdo dos efeitos oxidativos a lipidios e proteinas de pele

humana apés aplicagao de Cg,-PVP
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3.1 Apresentacgao

ApOs avaliar a absorgao cutanea da dispersao de agregados de Cgo € verificar
que os fulerenos sao quantificados até as camadas mais inferiores da pele, decidiu-
se avaliar os efeitos que o Cgy poderia causar nos lipidios e proteinas da pele
humana. Para isto, uma série de experimentos in vitro foi realizada com
homogenatos de pele: utilizando-se um sistema pré-oxidante para verificar a
capacidade antioxidante do Cgy; avaliando-se a influéncia de diferentes
concentragcdes de Cgo € tempo de incubacao nos efeitos oxidativos; e estudando-se
o0 possivel mecanismo de oxidacdo. Os ensaios de espécies reativas ao acido
tiobarbiturico e de carbonilacdo de proteinas foram utilizados neste estudo como
indicativo de peroxidagao lipidica e oxidagao proteica, respectivamente.

Além disso, experimentos ex vivo foram realizados com pele humana recém
excisada (metabolicamente ativa) para que a avaliagao dos efeitos oxidativos do Cgg
em um modelo mais préoximo do que ocorre in vivo fosse possivel. Adicionalmente,
utilizou-se uma fonte de radiacdo UVA nestes experimentos de difusdo, pois se
verificaram possiveis alteragdes da permeacao de Cgp na pele sob essa condigao.

O conteudo presente no Capitulo 3 desta tese de doutorado refere-se a um
manuscrito que se encontra em fase de submissdo ao periddico cientifico
Toxicological Sciences, fator de impacto 4,328, Qualis A1, motivo pelo qual foi
excluido da versado digital disponibilizada para a Biblioteca Digital de Teses e
Dissertacoes da UFRGS.
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Os resultados obtidos na presente tese demonstraram as interagdes entre o
tecido cutadneo e fulerenos Cgo estabilizados com o polimero hidrofilico PVP. Os
objetivos especificos propostos foram atingidos, gerando duas publicacbes no
formato de artigos cientificos.

A caréncia de estudos avaliando os efeitos do Cgp na pele, sendo este um
nanomaterial ja comercializado em produtos cosmeéticos, motivou os pesquisadores
envolvidos neste trabalho a avaliar interagdes ainda n&o relatadas entre a pele e o
Ceo, sob a influéncia da radiacao ultravioleta A. A literatura cientifica que aborda o
assunto € concentrada em um grupo de pesquisadores japoneses da Universidade
de Osaka, em colaboragcdo com membros da empresa Vitamin Csy BioResearch
Corporation, a qual comercializa insumos contendo Cgy para incorporacdo em
formulagcbées cosméticas. Dessa forma, torna-se importante a realizagdo de estudos
de seguranca e eficacia por outros grupos de pesquisa, confirmando-se as
propriedades de nanomateriais, ainda alvos de documentos regulatorios e de muitos
estudos de seguranca.

Considerando o exposto, a primeira parte da tese abordou a revisao da
literatura sobre o tema, demonstrando a preocupag¢ado de agéncias regulatérias
quanto a inclusdo de nanomateriais inorganicos em produtos de consumo,
publicando opinides e conclusbes acerca de resultados preliminares. As
generalidades, efeitos biolégicos e aplicacbes cutdneas de agregados do fulereno
Ceo foram abordados de forma a demonstrar as discrepancias existentes quanto ao
fato de serem ou nao toxicos frente a sistemas bioldgicos. A estrutura da pele e
alteracdes ocasionadas pela radiacao ultravioleta A foram amplamente revisadas,
para que os efeitos do Cg a serem observados fossem adequadamente
interpretados. Os métodos de avaliagdo da peroxidacdo lipidica e oxidacdo de
proteinas foram brevemente revisados, pois sao bastante utilizados devido a
facilidade com que sao realizados, além de fornecerem um screening comparativo
confiavel antes do planejamento de estudos mais aprimorados.

Os capitulos subsequentes da tese abordam os procedimentos experimentais
utilizados para a execucado dos objetivos propostos. Dessa forma, a publicagao 1
contém os resultados da caracterizagcao das dispersdes de agregados de Cgo-PVP,
em que se demonstrou pela primeira vez sua distribuicdo de tamanho pela analise
do rastreamento de nanoparticulas, método demonstrado ser o mais adequado para

a caracterizacdo de sistemas com dinamica de agregagcdo nao controlada.
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Posteriormente, estudos de absor¢ao dérmica foram conduzidos para responder as
questdes de o quanto o Cgo seria capaz de penetrar na pele e se a pele suina como
modelo animal apresentaria os mesmos resultados. O Cgp foi capaz de permear in
vitro através da pele suina e humana, porém a comparacao dos perfis de permeacao
mostram diferengas marcantes quanto a penetracdo do Cgo no estrato cérneo, pois a
pele suina nao ofereceu tanta resisténcia quanto a pele humana. Além disso, os
estudos demonstraram modificagdes nos perfis de permeacao dos fulerenos pela
fonte de radiacdo UVA, os quais atingiram camadas mais inferiores da pele em
maiores quantidades. Assim, concluiu-se com esta publicagdo que a pele humana é
melhor modelo para a investigagdo da permeacao cutdnea de Cgo € levantou-se a
questao da utilizacdo de cosméticos de uso diario e diurno contendo Cg-PVP.

A publicagao 2 originou-se da questao de que, se o Cg € capaz de permear a
pele humana, quais seriam os efeitos que eles poderiam provocar neste tecido?
Dessa forma, utilizando-se de métodos de reagao colorimétrica para quantificagcao
de TBARS e grupamentos carbonilicos em proteinas, estudos in vitro foram
primeiramente conduzidos. Estes estudos resultaram na conclusdo de que, nas
condigdes utilizadas, o Cgo-PVP n&o possui capacidade antioxidante, mas provoca
oxidagao de proteinas da pele, efeito também demonstrado pelo veiculo, sugerindo-
se uma interacgao fisica do PVP com as proteinas. Por outro lado, experimentos ex
vivo em pele humana metabolicamente ativa demonstraram que o Cgo per se induziu
a carbonilagao de proteinas, efeito observado na auséncia de radiagcdo UVA. Além
disso, a radiagdo UVA nao provocou efeitos adicionais a oxidagao de proteinas na
presenca de Cgp €, dessa forma, o mecanismo de oxidacdo proteica causado pelo
Cso permanece desconhecido. Investigagdes futuras s&o necessarias para se obter

respostas quanto a real seguranca das dispersdes de agregados de Cgp-PVP.
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Os agregados de Cgp estabilizados com o polimero hidrofilico PVP sdo mais
adequadamente caracterizados quanto a distribuicdo de tamanho pelo
método Nanoparticle Tracking Analysis, devido a dinamica de agregag¢ao nao

controlada do sistema;
Os agregados de Cgp possuem carga negativa e morfologia irregular;

O Ceo na concentragao utilizada é capaz de permear através da pele suina e
humana in vitro, porém a pele humana mostrou-se menos permeavel,

principalmente devido as diferencas estruturais do estrato cérneo;

A radiagdo UVA modificou o perfil de permeagdao do Cgy, aumentando a
concentracdo do mesmo nas camadas inferiores da pele, tanto suina quanto

humana;

A quantidade de Cgo permeada ao longo do tempo permaneceu constante na
pele suina desde as primeiras horas de exposi¢ao, € a permeacao foi mais

lenta na pele humana;

O Csp nado possui atividade antioxidante frente as espécies reativas do

oxigénio induzidas por ion ferroso em homogenato de pele humana;

O Cso-PVP possui atividade pro-oxidante dependente da concentragao in vitro
frente a proteinas, nao relacionada a geragao de oxigénio singleto, e devida
ao PVP;

O Ceo causa aumento significativo dos niveis de proteina carbonilada ex vivo

na epiderme humana.

A irradiacdo da pele humana durante os estudos ex vivo nao mostrou efeitos

adicionais em decorréncia da presencga de Ceo.
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APENDICE A: Preparacdo de suspensdes aquosas de fulerenos através de

agitagao estendida e troca de solvente
Introducgao

Desde a descoberta do fulereno Ceo por Kroto et al. (1985), sua produgdo
aumentou substancialmente apds o desenvolvimento de um método para produgao
em grande escala (KRATSCHMER et al., 1990). A solubilidade aquosa menor que
10° pg/mL do fulereno em pé (HEYMANN, 1994) acarretou na proposta de
diferentes métodos de preparagcdo de suspensdes aquosas de fulerenos
(denominadas nCgy ou FWS — fullerene water suspensions).

Estes métodos comumente envolvem a dissolugdo do Cgp em um solvente,
seguida da adicdo de agua e subsequente remocgao do solvente (DEGUCHI;
ALARGOVA; TSUJII, 2001; YAMAKOSHI et al., 1994). Além disso, foi proposto que
0 nCeo pode ser a forma ambientalmente mais relevante do Cego, pois agregados
podem ser formados com a agitagao da agua (FORTNER et al., 2005).

Por este motivo, agregados nCgy foram destaque de varios estudos
toxicologicos que receberam atencdo generalizada (OBERDORSTER, 2004; SAYES
et al., 2005). Dessa forma, o inicio experimental da presente tese teve como objetivo
a preparacdao e caracterizacdo do tamanho de particula de suspensdes nCego

preparadas por diferentes métodos descritos na literatura.
Métodos

Preparagdo de Aqg/nCsp. A suspensao aquosa identificada como Ag/nCeo
seguiu o método descrito por Cheng et al. (2004) de agitacdo estendida em agua.
Dessa forma, 5 mg de fulereno Cgp foram mantidos sob agitacdo constante em 200

mL de agua ultrapura durante 30 dias, ao fim do qual a suspensao foi filtrada (0,45

Mm).

Preparagdo de THF/nCgo. A suspensao tetrahidrofurano/nCgy (THF/NCgg) foi
preparada conforme método descrito primeiramente por Deguchi et al. (2001). 5 mg
de fulereno Cgp (99.5+% de pureza, SES Research, USA) foram dissolvidos em 200

mL de THF, e esta mistura foi mantida sob agitagdo por aproximadamente 15 h em
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temperatura ambiente. A solucéo foi filtrada (0,45 um) para a remocgao de particulas
nao dissolvidas. Apds, 200 mL de agua ultrapura foram adicionados
(aproximadamente 1 L/min) a solugao de Cso em THF sob agitagao vigorosa. O THF
foi removido sob vacuo em evaporador rotatério, sob temperatura de 35 °C, com
dois ciclos de evaporagcdo e adicdo de 100 mL agua ultrapura, produzindo-se

aproximadamente 100 mL de THF/nCsgp, a qual foi posteriormente filtrada (0,45 ym).

Preparagdo de Son/nCsp. A suspensdo preparada através de sonicagao
(Son/nCegp) foi baseada no método de Andrievsky et al. (1995). Uma solugao de 1
mg/mL de fulereno Cg em tolueno (10 mL) foi adicionada a 100 mL de agua
ultrapura. Essa mistura bifasica foi sonicada durante 3 h em capela de exaustao
para que o tolueno fosse evaporado completamente. A suspensao formada foi
filtrada (0,45 um).

Preparagdo de PVP/Csp. A suspensao de fulereno Cgo estabilizado com
polivinilpirrolidona (PVP) foi preparada de acordo com o método proposto por
Yamakoshi et al. (1994). 10 mL de uma solugao a 50 mg/mL de PVP em cloroférmio
foi adicionada a 5 mL de uma solugdo a 1 mg/mL de Cgp em tolueno. A mistura foi
agitada, os solventes evaporados sob vacuo em evaporador rotatério, e o filme
remanescente foi sonicado com 10 mL de agua ultrapura. A suspensao foi filtrada
em membrana PVDF (0,45 um).

Determinacdo do tamanho de particula. O tamanho z-average de particula
(didametro hidrodinamico médio), o tamanho médio por intensidade (CONTIN) e o
indice de polidispersao (Pdl) foram determinados por espalhamento de luz dindmico
(DLS, do inglés Dynamic Light Scattering), utilizando-se o equipamento Zetasizer®
Nano ZS (Malvern Instruments, UK). As amostras foram diluidas ou ndo em agua

ultrapura filtrada (0,45 um) antes das analises, que foram realizadas a 25 °C.
Resultados e Discussao
Os valores z-average, CONTIN e Pdl, determinados por espalhamento de luz

dinamico, juntamente com os valores de taxa de contagem (kcps) encontram-se

sumarizados na Tabela A1.



117

Tabela A1. Parametros avaliados na analise por espalhamento de luz dinamico das

suspensdes aquosas de fulerenos.

Amostra Z-ave (nm) Pdi CONTIN (nm) kcps
Ag/nCsp 810+160 0,718 £0,132 144 + 39 94 + 102
THF/nCego nf’ 403 + 29 0,523 + 0,006 199+ 3 763 £ 12
THF/nCeo 223 + 28 0,519 £ 0,069 119+ 10 132 + 1
THF/nCg 1:500 353 + 21 0,515+ 0,042 1319 52 +1
Son/nCgo nf’ 350 + 20 0,635 + 0,037 98 + 1 438 £ 2
Son/nCego 125+ 8 0,359 + 0,036 82+6 172 + 14
Son/nCgo 1:500? 94 + 1 0,202 + 0,021 95+ 1 1347 £ 5
PVP/Ceo 1:500 244 + 16 0,499+0,121 13+2e130%15 149+ 9
PVP/Csgo 1:100? 160 + 3 0,323 £ 0,012 150 + 3 1719 + 18

Todas as analises foram realizadas no modo automatico do equipamento. 'nf = ndo
filtrada. 2Amostras cujo resultado atende aos critérios de qualidade da analise.

A distribuicdo de tamanho de particula por espalhamento de luz dinamico
compOe diversos parametros a serem analisados, especialmente quando o padrao
de espalhamento ndo provém de nanoparticulas esféricas com distribuicdo estreita
(BOYD; PICHAIMUTHU; CUENAT, 2011). Varios estudos objetivaram a completa
caracterizagdo de suspensdes aquosas de fulerenos preparadas por diferentes
métodos (LYON et al., 2006; DUNCAN; JINSCHEK; VIKESLAND, 2008; KIM et al.,
2010), porém os dados de distribuicdo de tamanho variam e normalmente abordam
poucos parametros. Dessa forma, além do tamanho Z-average, que é o parametro
original e mais estavel produzido pela técnica, e do Pdl, que indica a amplitude de
distribuicdo de tamanho da amostra, foram avaliados o tamanho médio por
intensidade dos picos das amostras, gerados pelo algoritmo CONTIN, e a taxa de
contagem de fétons, que € o numero de fotons detectados durante a analise, a qual
deve estar acima de determinados valores para se obter sinal suficiente para a
analise.

Pode-se observar que, apesar da selecdo da amostra em filtro 0,45 um, os
agregados preparados por agitacdo estendida em agua reagregam-se, atingindo
valores limites de Pdl para analise por DLS. As suspensdes THF/nCgy atingiram

menores valores de Z-average e Pdl, porém nota-se que conforme a amostra é
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diluida (primeiramente por filtragem e apds por adicdo de agua), a taxa de contagem
de fétons diminui, conforme o esperado, sendo que nenhuma das contagens é
suficiente para uma analise adequada de amostra, 0 que sugere a reagregacao em
particulas maiores, mesmo apoés a filtracdo. No caso das suspensdes Son/nCeyo,
observa-se redugao do Z-average, reducédo do Pdl e aumento da taxa de contagem
de fétons com a diluicdo da amostra. A diluicdo 1:500 da Son/nCey atendeu aos
critérios de qualidade de uma analise por DLS e, além disso, o tamanho Z-average e
CONTIN atingiram valores muito semelhantes, demonstrando a homogeneidade da
amostra. As dispersbes PVP/Cg foram também avaliadas e seus resultados
demonstrados nesta seg¢do para fins comparativos, por este motivo foram
denominadas diferentemente. O DLS mostrou-se adequado para a analise dessa
dispersao em diluicdo 1:100, atingindo os maiores valores de taxa de contagem de
fétons. Por outro lado, em maior diluicdo a taxa de contagem é muito reduzida e o
Pdl aumentado, demonstrando uma distribuicdo multimodal da amostra com dois
picos de intensidade distintas, indicados pelo CONTIN.

Dessa forma, os resultados apresentados nesta secdo demonstram a
natureza polidispersa das suspensoes aquosas de fulerenos Cgo. Apesar de nao ser
uma técnica adequada para a caracterizacdo desse tipo de sistema, o DLS é
amplamente utilizado para este fim, gerando resultados muito variados conforme o
grupo de pesquisa. Entretanto, é possivel obter-se algumas informagdes acerca da
dinamica do sistema, estudando-se diferentes diluicbes e condi¢cdes de analise,

assim como os diferentes parametros gerados.

Referéncias

ANDRIEVSKY, G. et al. On the production of an aqueous colloidal solution of
fullerenes. Journal of Chemical Society, v. 12, p. 1281-1282, 1995.

BOYD, R. D.; PICHAIMUTHU, S. K.; CUENAT, A. New approach to inter-technique
comparisons for nanoparticle size measurements; using atomic force microscopy,
nanoparticle tracking analysis and dynamic light scattering. Colloids and Surfaces
A: Physicochemical and Engineering Aspects, v. 387, p. 35-42, 2011.

CHENG, X.; KAN, A. T.; TOMSON, M. B. Naphthalene adsorption and desorption
from aqueous Cgo fullerene. Journal of Chemical & Engineering Data, v. 49, p.
675-683, 2004.



119

DEGUCHI, S.; ALARGOVA, R. G.; TSUJII, K. Stable dispersions of fullerenes, Ceo
and Cyo, in water. Preparation and characterization. Langmuir, v. 17, p. 6013-6017,
2001.

DUNCAN, L. K.; JINSCHEK, J. R.; VIKESLAND, P. J. C60 colloid formation in
aqueous systems: Effects of preparation method on size, structure, and surface
charge. Environmental Science & Technology, v. 42, p. 173-178, 2008.

FORTNER, J. D. et al. C60 in water: Nanocrystal formation and microbial response.
Environmental Science & Technology, v. 39, p. 4307-4316, 2005.

HEYMANN, D. Solubility of C60 and C70 in seven normal alcohols and their deduced
solubility in water. Fullerene Science and Technology, v. 4, p. 509-515, 1994.

KIM, K-T. et al. Effect of preparation methods on toxicity of fullerene water
suspensions to Japanese medaka embryos. Science of the Total Environment, v.
408, p. 5606-5612, 2010.

KRATSCHMER, W. et al. Solid C60: A new form of carbon. Nature, v. 347, p. 354-
358, 1990.

KROTO, H. W. et al. Cgp: Buckminsterfullerene. Nature, v. 318, p. 162-163, 1985.

LYON, D. Y. et al. Antibacterial activity of fullerene water suspensions: Effects of
preparation method and particle size. Environmental Science & Technology, v. 40,
p. 4360-4366, 2006.

OBERDORSTER, E. Manufactured nanomaterials (fullerenes, C60) induce oxidative
stress in the brain of juvenile largemouth bass. Environmental Health
Perspectives, v. 112, p. 1058-1062, 2004

SAYES, C. M. et al. Nano-C60 cytotoxicity is due to lipid peroxidation. Biomaterials,
v. 26, p. 7587-7595, 2005.

YAMAKOSHI, Y. N. et al. Solubilization of fullerenes into water with
polyvinylpyrrolidone applicable to biological tests. Journal of Chemical Society, p.
517-518, 1994.






121

ANEXO A: Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa sobre o
projeto intitulado “Avaliacdo da absorgao dérmica in vitro de nanomateriais” para

utilizagao de pele humana nos estudos desta tese
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA ABSORGAO DERMICA IN VITRO DE NANOMATERIAIS
Pesquisador: Silvia Staniscuaski Guterres

Area Tematica: Area 3. Farmacos, medicamentos, vacinas e testes diagnoésticos novos (fases |, Il e lll) ou
ndo registrados no pais (ainda que fase IV), ou quando a pesquisa for referente a seu uso
com modalidades, indicacdes, doses ou vias de administracdo diferentes daquelas
estabelecidas, incluindo seu emprego em combinagdes.

Versao: 2

CAAE: 12143113.4.0000.5347

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL/COMITE DE ETICA EM
Patrocinador Principal: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico ((CNPq))

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 229.750
Data da Relatoria: 21/02/2013

Apresentagao do Projeto:

O projeto de pesquisa, que constituira a tese de doutorado da farmacéutica Gabriele D. Souto,esta bem
apresentado. A introdugdo € atualizada e de facil entendimento. Os objetivos sdo claros e os procedimentos
experimentais adequados. As solicitacdes feitas no aparecer anterior foram atendidas. Portanto, recomenda-
se aprovacao.

Objetivo da Pesquisa:

O projeto de pesquisa pretende avaliar a absor¢cdo dérmica in vitro de dispersdes aquosas de agregados de
fulerenos, aplicados sobre pele humana, sob a influéncia da radiacdo UVA, para predizer seu
comportamento in vivo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Foram devidamente apresentados os riscos e beneficios da pesquisa.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa trata de tema atual e relevante para a sociedade, pois pretende demonstrar o quanto dispersodes
aquosas de agregados de fulerenos penetram pelas camadas da pele humana.

Para a realizacdo da pesquisa, serdo obtidas amostras de pele humana de 2 pacientes femininos
submetidos, por livre e espontanea vontade, a cirurgia de abdominoplastia no Hospital Nossa Senhora da
Conceicdo, localizado em Porto Alegre, RS. De acordo com o projeto de pesquisa, as
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amostras de pele serdo fornecidas pela médica cirurgia responsavel pelo procedimento de abdominoplastia,
Dra. Rosanne Platcheck (CRM RS 8877), com autorizacdo do hospital. Em atendimento a solicitacdo, essa
autorizacdo foi anexada a documentac¢do do projeto de pesquisa. Ainda, adequac¢des foram feitas no

item "Gerenciamento de residuos”.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoéria:
Em atendimento a solicitacdo, foi anexado Termo de Anuéncia do Hospital Nossa Senhora da Concei¢do.

Recomendagodes:

Recomenda-se aprova¢ao do projeto de pesquisa.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS é de parecer favoravel a realizacdo deste
projeto

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Encaminha-se.

PORTO ALEGRE, 26 de Marco de 2013

Assinador por:
José Artur Bogo Chies
(Coordenador)
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ANEXO B: Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa sobre o
adendo ao projeto intitulado “Avaliacdo da absor¢cdo dérmica in vitro de

nanomateriais”
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Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DA ABSORGCAO DERMICA IN VITRO DE NANOMATERIAIS
Pesquisador: Silvia Staniscuaski Guterres

Area Tematica: Equipamentos e dispositivos terapéuticos, novos ou néo registrados no Pais;

Versdo: 3

CAAE: 12143113.4.0000.5347

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL/COMITE DE ETICA EM
Patrocinador Principal: CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 522762
Data da Relatoria: 06/02/2014

Apresentagao do Projeto:

O projeto possui aprovacdo do CEP da UFRGS (NUmero do Parecer: 229.750). Na versdo atual do projeto
de pesquisa, os pesquisadores solicitam aprovacdo de emenda, pois os dados do projeto original obtidos
até o momento necessitam complementacdo.

Objetivo da Pesquisa:

Na emenda apresentada, os pesquisadores propdem avaliar os efeitos oxidativos in vitro de dispersdes
aquosas de agregados de fulerenos, aplicados sobre pele humana, sob a influéncia da radiacdo UVA.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Como informado no parecer anterior, os riscos e beneficios da pesquisa foram apresentados.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Como informado no parecer anterior, as por¢des de pele humana serdo obtidas de pacientes do sexo
feminino submetidos, por livre e espontanea vontade, a cirurgia de abdominoplastia. Segundo os
pesquisadores, serdo necessarias doacdées de amostras de pele de 8 pacientes.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Em atendimento as solicitacdes, os pesquisadores anexaram Termo de Anuéncia do Grupo Hospitalar
Conceicdo, referente @ emenda proposta ao projeto de pesquisa original, devidamente
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Continuagdo do Parecer: 522,762

assinada, e incluiram no TCLE a informacdo de aprovacdo da versdo atual do projeto de pesquisa pelo CEP
da UFRGS.

Recomendagdes:

Recomenda-se aprovagdo da nova versdo do projeto de pesquisa.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Como os pesquisadores atenderam as solicitacées, recomenda-se aprovacdo da nova versdo do projeto de
pesquisa.

Situagido do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Aprovado.

PORTO ALEGRE, 06 de Fevereiro de 2014

Assinador por:

MARIA DA GRAGA CORSO DA MOTTA
(Coordenador)
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