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Resumo

Nas Ultimas décadas, plataformas para liberacdo de moléculas bioativas vém
sendo estudadas pela comunidade cientifica para o desenvolvimento de materiais
aplicados a biomedicina, principalmente para o tratamento do cancer. Plataformas de
nanohidrogéis sdo modificadas para ajustar as propriedades fisico-quimicas para garantir
compatibilidade com o meio biolégico de interesse para a liberacdo das moléculas
diretamente no tecido ou célula afetada por doencas. No presente projeto, a gelatina sera
modificada com anidrido maleico com o abjetivo de ancorar anéis maleimida sobre a
estrutura do biopolimero. Posteriormente, a gelatina modificada sera reticulada com
dicloridrato de cistamina, uma molécula que possui uma ligacdo dissulfeto em sua
estrutura, que confere sensibilidade ao nanohidrogel na presenca de glutationa,
biomolécula responsavel pelo microambiente redutor em células tumorais. O processo de
reticulacdo ocorrera dentro de goticulas formadas pela técnica de miniemulsdo inversa,
reduzindo o hidrogel a escala nanométrica. Esses materiais serdo avaliados por técnicas
espectroscopicas, como infravermelho, ressonancia magnética de *H e *C. O estudo de
estabilidade do nanohidrogel serd realizada através de medidas de potencial zeta e
espalhamento de luz dinamico. A incorporacao e liberacdo de paclitaxel serdo avaliadas
em nanohidrogéis com diferentes graus de reticulacdo. A liberacdo também sera avaliada
na presenca e auséncia de glutationa, avaliando o perfil e 0 mecanismo de liberacdo do

farmaco.



Introducio

Desde o inicio, os seres humanos tém lutado pela sobrevivéncia diante da
exposicao a varios tipos de doengas. Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS),
doencas cronicas como doencas cardiovasculares (ataques cardiacos e derrames), cancer,
doencas respiratdrias e diabetes sio responsaveis por 63% das mortes anuais *. Essas
doencas ndo apenas afetam negativamente o paciente antes da morte, mas também afetam
a sociedade e sua organizagdo de varias maneiras. Portanto, o desenvolvimento de novos
tratamentos para extinguir ou reduzir os danos causados por tais doencas é extremamente
importante.

Ainda de acordo com a OMS, o numero de mortes causadas por cancer foi de 9,6
milhdes de pessoas no ano de 2018 *. Além da perda de vidas, o impacto econémico do
cancer é significativo e aumenta a cada ano. Dados de 2010 indicam que o custo
econdmico anual total do cancer foi estimado em aproximadamente US $ 1,16 trilhdo 2.
Diante dessa situagdo alarmante, o desenvolvimento de novos materiais deve influenciar
significativamente a pratica da medicina moderna 3. Para alcancar resultados satisfatorio
a interdisciplinaridade entre quimica, fisica, biologia e medicina é fundamental para
garantir diagndsticos antecipados e manejar tratamentos personalizados para 0s mais
variados tipos de cancer .

A descoberta de moléculas com atividade bioldgica, incluindo aquelas para
tratamento do cancer, esta aumentando, no entanto, a maioria delas apresenta baixa
solubilidade em ambientes hidrofilicos, inviabilizando seu uso. Estima-se que 70% das
moléculas recém-descobertas com atividade bioldgica sejam pouco solliveis em agua >®.
Aproximadamente 40% do total de medicamentos disponiveis no mercado sdo pouco
solliveis no meio bioldgico 7. Além da solubilidade em &gua, é desejavel que as moléculas
bioativas mostrem permeabilidade adequada nos tecidos. Dessa forma, o Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (BCS) organiza os medicamentos de acordo com sua
velocidade e extensdo de absorc¢éo, sua dissolucdo e permeabilidade nos tecidos, como
mostra a Tabela 1. Os critérios para a elaboragdo do BCS foram estabelecidos pela Food
and Drug Administration (FDA), com base na maior dosagem de medicamento liberado.
Assim, um medicamento é considerado muito solivel quando solubilizado até 250,0 mL
de um meio aquoso, com um valor de pH compreendendo entre 1,0 e 7,5. Se 0
medicamento ndo atender a essas especificagdes, ele sera considerado pouco soltvel. O

teste de permeabilidade € baseado na absorcéo intestinal dos medicamentos, medida pela



taxa de transferéncia de massa na membrana intestinal humana ou em modelos animais.
O farmaco apresenta uma elevada permeabilidade quando atinge valores superiores a
90% &9,

Tabela 1. Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS).

Classe | Classe 11

Alta solubilidade Baixa solubilidade
Alta permeabilidade Alta permeabilidade
Classe 111 Classe IV

Alta solubilidade Baixa solubilidade
Baixa permeabilidade Baixa permeabilidade

A melhora na solubilidade dos medicamentos das classes Il e IV é muito atrativa
para a industria farmacéutica e varias abordagens foram realizadas para superar esses
problemas, como formacdo de sal, complexacdo e incorporacdo de medicamentos na
estrutura polimérica >°. Dessa maneira, os sistemas de administracdo de medicamentos
baseados em estruturas poliméricas devem transportar medicamentos até o local
desejavel, além de controlar sua liberagao.

Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos e/ou moléculas bioativas tém
varias vantagens em comparacao a administracdo convencional de farmacos: (i) esses
sistemas aumentam o tempo de permanéncia de moléculas bioativas na corrente
sanguinea; (ii) permitem o direcionamento a sitios especificos e (iii) aumentam a
efetividade do tratamento e reduzindo os efeitos colaterais %2, O uso convencional de
medicamentos baseia-se na administracdo periddica de um ingrediente ativo cuja
concentracdo plasmatica no sangue esta abaixo do nivel de acao terapéutica inicialmente,
permanece por um periodo de acdo eficaz e pode atingir um pico acima do nivel
terapéutico, causando efeitos adversos. Apds esse ciclo, 0 medicamento é metabolizado
e sua concentracdo no corpo diminui, exigindo a administragdo de novas doses para
completar o tratamento. As principais criticas a esse modelo de administragdo sdo 0s
efeitos colaterais causados pela alta dose e a interrupcdo do tratamento pelo paciente,
negligenciando os intervalos entre as doses 4 O principal objetivo para o uso de
sistemas de liberagcdo controlada é que uma dose Unica seja administrada ao paciente e

que a concentracdo do ingrediente ativo seja mantida por um longo tempo dentro dos



limites da acdo terapéutica, sendo entregue diretamente ao local de acdo ou 0 mais
proximo possivel dele, conforme ilustrado na Figura 1.

O conceito de sistemas de administracdo de medicamentos responsivos a
estimulos vem da simula¢do homeostética fisioldgica. Isto significa que, em condicdes
saudaveis, nenhum medicamento € liberado. No entanto, quando o equilibrio
homeostatico é alterado devido a qualquer doenca, a plataforma responsiva a estimulos
libera medicamentos para restaurar condi¢bes homeostaticas saudaveis °. Em outras
palavras, sistemas responsivos tentam imitar caracteristicas naturais descobertas em
sistemas vivos como inspiragdo para 0 desenvolvimento de novos produtos
biotecnoldgicos °. De acordo com a definicdo do sistema responsivo a estimulos,
estimulos enddgenos e/ou exdgenos devem levar a alteragcBes na composicdo da matriz
ou na conformagcéo responsaveis por desencadear a liberacéo de biomoléculas ativas *.
Exemplos das principais alteracdes fisico-quimicas observadas estdo relacionadas a
decomposicéo, clivagem, morfologia, agregacéo, isomerizacdo e mudancas de fase da
matriz. O estimulo exdgeno corresponde a fonte externa de desencadeamento da droga,
como campo magnético, campo elétrico, luz, pressdo, ultrassom e temperatura.
Contrariamente, estimulos enddgenos sdo aqueles que impulsionam a liberacdo de
farmacos no microambiente de células e tecidos como resultado de condicdes patoldgicas,
como alterac¢Ges no pH, concentracéo idnica, temperatura ou diferenca no potencial redox
17.

Uma infinidade de sistemas de administracdo foi obtida de polimeros, incluindo
micelas 12, lipossomas 2?2, nanoparticulas poliméricas 22 e hidrogéis 2°>-2’. Embora
cada sistema apresente caracteristicas particulares, a escolha do material precursor pode
tornar esses sistemas ainda mais atraentes a partir de uma série de fenémenos fisico-
quimicos. Por exemplo, os hidrogéis sdo estruturas tridimensionais feitas de polimeros
hidrofilicos com capacidade absorver quantidades substanciais de agua ou fluidos
bioldgicos em seu estado intumescido 2"-2°. Além disso, os hidrogéis podem ser obtidos
a partir de uma ampla variedade de materiais, de fontes naturais a sintéticos, sendo

aplicados em alimentos, agronomia e biomedicina 3.
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Figura 1. Sistemas convencionais e controlados de administracdo de

medicamentos. Adaptado de 3,

No inicio do século XXI, artigos cientificos focaram na caracterizacdo fisico-
quimica de plataformas de liberacdo controlada por estimulo e no ajuste das propriedades
cinéticas de liberacdo das mesmas, principalmente devido a difusdo da
nanotecnologia'®®>%, As questdes relacionadas as interagdes do ambiente bioldgico
foram pouco discutidas. Com o passar dos anos, testes in vivo e in vitro tornaram-se mais
frequentes nas publicagdes, bem como a combinagdo de dois ou mais estimulos em uma
plataforma multifuncional®—® e a utilizacdo de sistemas combinados para liberagdo de
mais de uma molécula bioativa®"—=°. Do nosso ponto de vista, pesquisas futuras sobre
sistemas de liberacdo controlada por estimulo estdo alinhadas com terapias
personalizadas, ainda que baseadas nos mesmos materiais pesquisados no inicio do
século.

O corpo humano possui uma fascinante capacidade de responder a estimulos
ambientais, seja em nivel macroscopico ou molecular. Assim, os sistemas de
administracdo de farmacos sensiveis a estimulos tém sido estudados para melhor controle
da liberacdo de moléculas bioativas. Geralmente, quando um sistema de liberacéo
controlada é exposto a um estimulo, como uma varia¢do no pH, temperatura, forca iénica,
campo magnético ou / e luz, o sistema de administracdo de medicamentos responde a
variacdes em suas propriedades fisico-quimicas, seja pela alteragdo de conformacao,
mudanca de superficie, solubilidade, entre outros, conforme resumido na Figura 2 44042,
Essas plataformas permanecem promissoras e muitos desafios ainda precisam ser
superados para garantir a transferéncia de tecnologia das bancadas de laboratério para o

mercado medico. A principal motivacdo deste trabalho é o desenvolvimento de



conhecimentos sobre novos materiais com potencial aplicagdo na medicina, impactando
tanto na melhoria da qualidade de vida da populagdo quanto nos impactos

socioecondmicos.
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Figura 2. Esquema de liberacdo controlada de farmacos em funcéo de estimulos.
Adaptado de *.

Um dos fatores mais importantes que influenciam a homeostase é o equilibrio das
espeécies oxidativas e redutoras, que é capaz de sinalizar e diferenciar danos celulares ou
mesmo morte. As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo radicais derivados do O, com
importancia no processo celular. Os ROS mais encontrados em processos biol6gicos séo
o oxigénio singlete (00>), peroxido de hidrogénio (H20>), radical hidroxila (eOH),
superoxido (80, dxido nitrico (NOe) e peroxinitrito (ONOO)* . A atividade das ROS
é benéfica até uma certa concentracdo, o que induz a proliferacdo de células saudaveis e
cancerigenas. Perto de 10 pmol L%, a presenca de ROS pode causar diferenciagdo celular,
enquanto em concentrages de 10 a 30 pmol L, faz com que DNA, RNA e proteinas
sofram mutacdo. Nesse sentido, as ROS desencadeariam estresse oxidativo nas células,
aumentando a apoptose e os efeitos de toxicidade nas células normais e cancerigenas. No
entanto, foi observada viabilidade inesperada em células cancerigenas durante alto
estresse oxidativo, que se tornaram resistentes a Vvarios medicamentos e,
consequentemente, a apoptose *4. A hemostasia celular pode ser restaurada através da
expressao redutiva da molécula para manter uma via metabdlica regular. A glutationa
(GHS) é uma molécula tripeptidica (Gl-glutamil-I-cisteinil-l-glicina) que é sintetizada
pelas células e armazenada principalmente no citosol, embora também seja encontrada no
reticulo endoplasmatico, nas mitocondrias e no nicleo em um nivel inferior. contetdo *°.

GSH tem propriedades antioxidantes e atua como eliminador de ROS e modula o



equilibrio redox nas células. A concentracdo de espécies reduzidas de GSH é 10 a 100
vezes maior que as oxidadas em condigdes fisioldgicas®®4’,

Niveis mais elevados de ROS s&o observados no microambiente intracelular das
células cancerigenas em comparacdo com as saudaveis. O cancer é uma doenca
caracterizada por um crescimento incontrolavel de células anormais com capacidade de
se espalhar para outros tecidos do corpo “8. Portanto, no desequilibrio da homeostase, a
concentracdo de GSH é insuficiente para regular a proporcao de perdxido de oxigénio
presente nas células, desencadeando a formacéo de espécies radicais capazes de danificar
0 DNA e outras biomoléculas. O estresse oxidativo causado pelas ROS é encontrado em
todos os estagios do cancer. Como mencionado acima, a etapa inicial do desenvolvimento
do cancer corresponde a danos e mutagdes no DNA, seguida de aumento da apoptose e,
consequentemente, aumento da proliferacdo celular desordenada. No ultimo estagio, a
mutagénese continua a danificar as populacgdes celulares devido ao estresse oxidativo. As
ROS também podem ser utilizadas como uma estratégia potencial para combater
infecgBes bacterianas. Neutrofilos e macréfagos séo células envolvidas na defesa inata do
sistema imunoldgico e, primeiro, fagocitam virus ou bactérias °. A cascata de ROS é
ativada apds o reconhecimento dessas células para matar as espécies estranhas, porém, a
presenca de antioxidantes reduz a capacidade de eliminacdo bacteriana, bem como os
préprios sistemas de defesa bacterianos estabelecidos para a sobrevivéncia das col6nias
. Dadas estas circunstancias, a criacdo de dispositivos de administracio de
medicamentos baseados em ROS apresenta as caracteristicas fundamentais para combater
doengas através do controlo de mecanismos bioldgicos desencadeados pelo desequilibrio
homeostatico durante as fases iniciais da doenga.

Um potencial sistema de distribuicdo de medicamentos com resposta redox pode
ser alcancado explorando o desequilibrio de moléculas para tratar doencas. As ligacdes
dissulfeto tém sido estudadas como estratégia para desencadear moléculas bioativas de
sistemas de liberacdo de medicamentos de acordo com os niveis de GHS. Quando exposta
aum elevado nivel de GSH reduzido, a liga¢do dissulfureto pode ser quebrada em porcoes
sulfidrilo, como mostrado na Figura 3, destruindo a morfologia inicial do sistema de
distribuicéo e facilitando a libertacdo do farmaco. Os dispositivos médicos podem ser
projetados com uma matriz que possui um grupo dissulfeto, enxertando pequenas
moléculas contendo os grupos dissulfeto por meio de reacdo de reticulacdo ou fazendo

com que os grupos tiol reajam por si proprios para se ligarem®®. A ligagdo dissulfeto é



rompida, gerando duas moléculas de sulfidril, enquanto o GSH é oxidado ao GSSG, como

mostra a Figura 3.447°2,

‘il disulfide x-linked

() % L %;f%" . T —
o ;a\,“ W ,GSH GSSG .
"v‘g, E Z L 4
A\ "&t / "?\- e W
Y \ ¢/ el e
(/" : endocytosis \ / 1
147 > "‘ 74
: ,ﬁf" [ "a,ﬂ drug release = .* :

/

!
kﬁg’;/ = 8

-
_—

Figura 3. Mecanismo do esquema de acdo sensivel a variagdo do potencial redox.
Adaptado de

Diante das caracteristicas acima mencionadas, a gelatina torna-se uma matriz ideal
como carreador de farmaco. A gelatina € uma proteina proveniente da hidrélise do
colageno animal e é empregada na indUstria farmacéutica, cosmética e alimenticia. E
amplamente utilizada devido sua classificacdo como material geralmente seguro pelo
FDA, atestando sua aplicacdo segura em humanos 3. Como carreador de farmacos, a
gelatina provou ser versatil devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, pois tanto a
incorporacdo como a liberacdo de farmacos pode ser ajustada, ampliando as areas de
aplicacéo deste material ®*. Considerando as caracteristicas de cada um dos aminoécidos
que compbe a gelatina podemos considerar que 13% de sua estrutura esta carregada
positivamente devido a aminoécidos como a arginina, 12% refere-se a cargas negativas
a estrutura e 11% da cadeia apresenta natureza hidrofobica. A glicina é o principal
aminoacido presente na estrutura da gelatina, correspondendo a um terco do total de
moléculas, enquanto o restante é composto de prolina e hidroxiprolina. Como a gelatina
é proveniente da desnaturacdo do colageno, comercialmente sdo encontrados dois tipos
de gelatina, sendo a do tipo A preparada a partir da hidrolise acida e cujo ponto isoelétrico
encontra-se situado entre pH 7-9 e a do tipo B, proveniente da hidrdlise basica, com ponto
isoelétrico entre pH 4-5 %56,

Como carreador de farmaco, a gelatina apresenta caracteristicas versateis na
incorporagdo de biomoléculas carregadas eletrostaticamente. Em funcdo de seu ponto
isoelétrico, é possivel ajustar a eficiéncia de incorporagdo do farmaco de acordo com o

pH do meio no qual o material esté disperso. Da mesma forma, a cinética de liberacao
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pode ser otimizada tornando a gelatina uma versatil plataforma para engenharia de tecidos
ou na terapia de cancer. A associacdo de outros materiais a gelatina introduz no sistema
propriedades multiplas que ndo eram atingidas com o material isolado, atuando de
maneira sinérgica para melhorar propriedades mecanicas ou ainda a incorporacao e
liberagdo de moléculas bioativas **.

O diclofenaco é um farmaco classificado como NSAIDs (do inglés nonsteroidal
anti-inflammatory drugs) que apresenta propriedades analgésicas, anti-inflamatoria e
antipirética. O diclofenaco é um derivado do acido fenilacético que esta disponivel em
formulac@es orais na forma de sais de sodio ou potassio, majoritariamente. Entretanto o
tratamento com este farmaco tem apresentado efeitos adversos significativos, tais como
problemas cardiovasculares, gastrointestinais e hepaticos *’. O diclofenaco de potéssio
foi escolhido como farmaco modelo neste estudo, embora o projeto inicial previsse a
utilizacdo de paclitaxel. Ambos os farmacos estdo classificados como classe Il de acordo
com classificacdo biofarmacéutica, sendo optado o diclofenaco pela disponibilidade no
laboratério.

Os dados apresentados pela Organizacdo Mundial da Saude sobre o progresso em
casos de cancer sdo alarmantes. Sdo necessarios avancos cientificos sobre esse assunto
para reverter ou, pelo menos, diminuir a intensidade dessa doenca no Brasil e no mundo.
A hipotese do trabalho é que os nanohidrogéis de gelatina atuem na liberacdo controlada
do farmaco modelo diclofenaco. A escolha do polimero que compde essa plataforma de
liberacdo é baseada na biocompatibilidade e no controle de carga e, consequentemente,
na liberacdo do farmaco. A plataforma proposta é sensivel a glutationa, molécula expressa
em ambientes tumorais que apresenta forte reacdo com ligagdes dissulfeto, que foram
selecionadas como agente de reticulacdo para obtencdo de nanohidrogéis. Quando
exposta a glutationa é esperado que o nanohidrogel tenha uma liberacdo acentuada de

farmaco, provando ser um dispositivo para potencial uso em medicina.

Objetivos

O presente relatério de pesquisa tem como objetivo apresentar os resultados mais
relevantes para obtencdo de um sistema de liberacdo de farmaco a base de gelatina
sensivel a glutationa (GHS) para liberacdo controlada de diclofenaco de potéssio.

Os objetivos especificos incluem:

11



1. Derivatizar a gelatina para enxertar grupos de anidrido maleico em sua
estrutura;

2. Reticular a gelatina derivatizada com dicloridrato de cistamina para obtencao
de nanohidrogéis pelo sistema de miniemulsao inversa;

3. Incorporar e liberar diclofenaco de sddio como modelo de farmaco com baixa
solubilidade estudar o efeito da presenca de glutationa quanto a sensibilidade do sistema
de liberacdo de farmaco e compreender o mecanismo de liberacao;

4. Avaliar a viabilidade celular do sistema de administracdo de medicamentos

contra linhas celulares de cancer.

Material e Métodos

Reagentes utilizados

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho apresentam pureza analitica e

nenhum tratamento prévio foi realizado.

Modificagédo da gelatina com anidrido maleico

A modificacdo da gelatina tem como objetivo o enxerto de grupos funcionais
especificos que permitam a posterior reticulagdo com grupos sensiveis a estimulos
bioguimicos. Nesta etapa, a gelatina foi modificada com o anidrido maleico, no qual 1,5
g de gelatina foi dispersa em 25,0 mL de DMSO anidro na temperatura de 60,0 °C em
um baldo de fundo redondo. Ap6s completa solubilizacdo, a solucdo foi resfriada a
temperatura ambiente e 1,0 g de anidrido maleico solubilizado em 5,0 mL de DMSO
anidro foi adicionado ao baldo. O sistema foi mantido sob agitacdo magnética durante 1,0
hora. O produto desta reacdo corresponde a uma etapa intermediaria e foi denominado
G_MA _I. Uma aliquota foi dialisada em membrana com poros de 2kDa, durante dois dias

contra agua.

Modificagédo da gelatina: reestabelecendo o anidrido ciclico

Duas abordagens foram tomadas para reestabelecer a estrutura ciclica do grupo
anidrido: aquecimento convencional ou aquecimento por irradiacdo de micro-ondas. Pela
abordagem tradicional, a gelatina modificada (50 mg mL™?) foi mantida sob aquecimento

em refluxo pelo periodo de 3,0 horas a 70,0°C. O sistema foi mantido sob agitacéo
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magnética constante durante todo este periodo. Apds esta etapa, a amostra foi dialisada
em membrana com poros de 2kDa, durante dois dias contra &gua. A amostra foi
denominada G_MA. Quando a irradiacdo de micro-ondas foi utilizada, uma aliquota de
5 mL da gelatina modificada (50 mg mL™) foi transferida para um frasco de reagente e
tampado. O frasco foi submetido a irradiacéo por 4 ciclos de 15 segundos cada. Apds esta
etapa, a amostra foi dialisada em membrana com poros de 2kDa, durante dois dias contra
agua. A amostra foi denominada G_MA_MW

Reticulagdo da gelatina derivatizada em sistema de miniemulsdo inversa

A reticulacdo de nanohidrogéis de gelatina foi obtido através de sistemas de
miniemulsdo inversa. A fase continua foi obtida a partir de 10 mL de uma solu¢éo de n-
heptano com 4% de uma mistura de surfactantes (Tween80 e Span85) com distintos
valores de balanco hidrofilico e lipofilico (HLB). Foi utilizado combinacdes de Span85 e
Tween80 que resultaram em HLB de 4,4, 5,0 e 6,0. A fase dispersa foi obtida a partir de
0,8 mL de uma solucdo de gelatina modificada em agua (15% m/m). A miniemulséo foi
formada pela mistura da fase dispersa e continua em um homogeneizador tipo Turrax com
velocidade de 20000 rpm durante 2 minutos em banho de gelo - evitando a evaporagéo
do n-heptano. Na sequéncia, ultrassom de ponteira foi aplicado ao sistema por 20 minutos,
utilizando amplitude de 30%. Apos este periodo foi adicionado a cistamina como agente
reticulador, sendo aplicado mais 10 minutos de ultrassom sob o sistema. Na sequéncia, o
sistema foi mantido por 48 horas sob agitacdo magnética a temperatura ambiente,

centrifugado e lavado com hexano gelado.

Liberacdo de Diclofenaco de potéssio

O diclofenaco de potéassio foi incorporado na amostra de nanohidrogel em duas
estratégias: apos a reacdo de reticulacéo e durante a etapa de reticulagdo. Apos a amostra
de nanohidrogel ser liofilizada, uma massa de 5% de diclofenaco de potéassio em relacéo
a massa de polimero foi adicionada sobre a dispersdo do nanohidrogel, permanecendo por
12 horas sob agitacdo para absor¢do do farmaco. Apds este periodo a amostra foi
liofilizada novamente para posterior teste de liberacdo. A eficiéncia de incorporagédo de
diclofenaco de potassio pode ser considerada 100,00%. A liberacdo do diclofenaco foi
testada em diferentes meios: agua, tampao fosfato (pH 7,4) e simulado de fluido gastrico
(pH 2,0), na presenca e auséncia de GHS. As amostras foram dispersas em 20,0 mL de
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cada fluido e mantidas sob agitacdo de 200 rpm e a temperatura de 37,0 °C. Aliquotas de
1,0 mL foram removidas em funcdo do tempo e sua concentracdo determinada por
espectroscopia UV-Vis. O mesmo valor de fluido foi reposto a solucdo inicial e a
liberacdo cumulativa de diclofenaco de potassio foi calculada de acordo com a Equacéo
4, no qual o DFK corresponde a massa de diclofenaco de potéssio presente no hidrogel,
Vo é o volume total do meio de liberacdo (V0=20,0 mL), Vt é o volume de aliquotas

removida no tempo t (Vt=1,00 mL) e Cn €é a concentracdo de diclofenaco na amostra.

v, ¥r1c +v,C
Liberacio(%) = ez CitVoly x100
Mprk

Para o sistema no qual o diclofenaco foi adicionado durante a etapa de reticulacéo,
0 mesmo protocolo foi utilizado da secdo anterior, acrescido de 5% em massa de DFK
para a razdo de gelatina modificada utilizada. O mesmo protocolo de liberacdo foi

conduzido, como descrito acima.

Viabilidade celular

Queratindcitos humanos imortalizados (HaCaT) foram cultivados em meio
Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium High Glucose (DMEM, Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, EUA), suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS, Gibco, Grand
Island, NY, EUA), penicilina/estreptomicina a 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 a 37 °C. Apo6s atingir 90% de
confluéncia, as células entre as passagens 3 e 8 foram lavadas com PBS, recuperadas com
solucgéo de tripsina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e ressuspensas em meio fresco. A
viabilidade celular foi avaliada indiretamente através da emissdo de fluorescéncia pelo
ensaio de resazurina (Sigma, St. Louis, MO, EUA). As células HaCAT foram semeadas
a 8 x 103 celulas/poco diretamente em placas de poliestireno de 96 pocos para a cultura
celular em monocamada. Para o grupo controle foi adicionada a nanoparticula de gelatina
(0.4 mg/ mL), a nanoparticula de gelatina com cisteina (0.4 mg/ mL), e o DFK (0.4 mg/
mL) em cada poco correspondente. Além disso, ceélulas de HaCaT na mesma
concentracdo de amostragem foram inoculadas diretamente na placa de poliestireno para
servir como nosso controle positivo. Para 0s grupos experimentais a nanoparticula de

gelatina com cisteina e 0 DFK em trés concentrages distintas 5ug/mL, 10ug/mL,
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25ug/mL, 50ug/mL, foram adicionados em cada poco correspondente. Na sequéncia, 10%
de resazurina (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foram adicionados em cada po¢o, e mantidos
em incubadora com 5% de CO2 a 37°C, a intensidade da fluorescéncia foi medida apds
24 horas. A leitura dos resultados foi realizada com um leitor Synergy H1MultiMode
(BioTek, Winooski, VT, EUA) utilizando filtros de 520 e 620nm para excitacdo e
emissdo, respectivamente. Fluorescéncia dos valores do controle positivo (células
inoculadas diretamente na placa de poliestireno) foram considerados 100% viaveis. O

experimental foi realizado em triplicata.

Caracterizacoes

Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho foram coletados em um
espectrofotobmetro Perkin Elmer, modelo Frontier. Para coleta dos espectros foram
realizadas 128 varreduras entre o intervalo 4000 a 550 cm™, com resolucéo de 4 cm™. Os
espectros foram obtidos pela técnica de reflectancia total atenuada (ATR), utilizando

cristal de seleneto de zinco.

Ressonancia magnética nuclear de *H

Os espectros de ressonincia magnética nuclear *H das amostras de gelatina e
gelatina modificada foram obtidos em espectrometro Bruker Ascendde 600 MHz, As
amostras (10 mg) foram solubilizadas em d-DMSO. A linha de referéncia empregada na

analise foi de 2,50 ppm referente ao DMSO.

Cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC)

A distribuicdo de massa molar da gelatina e seus derivados foram determinados
em um cromatografo por exclusédo de tamanho OMNISEC, da Malvern Instruments. Foi
utilizado o detector de indice de refracdo Viscotek RImax (Malvern Instruments). As
amostras foram dispersas em uma solugdo 0,1 mol L de NaNO; e filtradas em
membranas de PTFE 0,45 um. Foram utilizadas trés colunas cromatograficas da marca
Shodex, modelo SB-806 HQ (SHOWA Denko, Téquio, Japdo), cuja temperatura foi
mantida constantemente a 40 °C. Foi utilizado fluxo de injecdo da fase movel de 0,7 mg
mL.1. A curva de calibracao foi obtida a partir de padrdes de PEG, cujas massa molares
estdo compreendidas entre 224000 e 195 g mol™ (Varian Palo Alto, CA).
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Titulacdo condutimétrica

A densidade de cargas da amostra de gelatina e gelatina modificada foi
determinada utilizando um condutivimetro da marca Logen Scientific, previamente
calibrado. A temperatura do sistema foi mantida a 25°C. As amostras foram dispersas em
agua deionizada na concentracdo de 1 mg mL. Uma aliquota de 5 mL da amostra foi
transferida para um bequer e submetida a agitagdo magnética. A agitacdo foi
interrompida, realizando a leitura da condutividade ap6s um minuto de estabilizacéo do
sistema. A titulacdo condutimeétrica segui por adi¢des sucessivas de 30 pL de solucéo de
NaOH (0,001 mol L1).

Espectroscopia UV-Visivel

Os espectros Uv-Visivel foram obtidos por espectrofotdmetro da marca Perkim
Elmer, modelo Lambda 465.

Espalhamento de luz dindmico e potencial zeta

O diametro hidrodinamico das amostras foi determinado no equipamento
Zetasizer Nano ZS, marca Malvern, pela técnica de espalhamento de luz dindmico, na
qual o detector é posicionado em um angulo de 13° ou 173° em relacdo a luz incidente
sobre a amostra, em uma temperatura de 25° C. As amostras foram dispersas em ponteira
ultrassénica com amplitude de 25% e modo pulsado (3 segundos ligado e 3 segundos
desligado). Os resultados de potencial zeta foram obtidos no mesmo equipamento, através
de medidas de mobilidade eletroforética. As amostras foram dispersas em NaCl (0,001
mol/L e o pH do meio foi alterado utilizando NaOH e HCI (ambos em 0,05 mol/L) como

titulantes.

Resultados e Discussao

Modificacéo e caracterizacdo da gelatina modificada

A modificagdo da gelatina pelo anidrido maleico tem como objetivo ancorar
grupos reativos especificos sobre a estrutura polimerica. Esta reacdo ocorre em duas
etapas, na qual a primeira consiste no ataque nucleofilico de hidroxilas e/ou aminas da
gelatina sobre um grupo carboxilico do anidrido maleico, resultando na abertura ciclica

desta molécula, seguida por uma etapa de fechamento do anel do anidrido. Esta reacdo
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foi conduzida em meio de DMSO anidro com intuito de evitar reacdes paralelas sobre a
molécula do anidrido maleico, como por exemplo a reacdo de abertura de anel pela
presenca de moléculas de &gua. A figura 4 apresenta um esquema de reacgdo da primeira
etapa, na qual é mostrada a formacdo do intermediario carboxilado. A reacdo é
caracterizada por uma rapida mudanca de coloracdo com a adicdo do anidrido maleico,

passando de amarelo claro para um tom marrom escuro.

o
NH, -1
~ _ OH

‘NH ~0

0 N
o] Q O DMSO —
—NH2+ v —_— P
— 1h, 25°C ] ~ OH
OHO NH O
HoN- o:<_>¥~
Gelatin (G) G_intermediate

Figura 4. Modificagdo da gelatina com anidrido maleico: etapa de abertura de

anel.

A segunda etapa de modificacdo consistiu no aquecimento da amostra G_MAI
para reestabelecimento do anidrido ciclico. A formacdo de anidridos ciclicos,
preferencialmente os formados por anéis de cinco e seis carbonos possuem
estereoquimica favoravel para serem obtidos a partir do aguecimento de &cidos
dicarboxilicos em um solvente inerte. Garcia-Astrain e colaboradores *® demonstraram
esta reago a partir da modificaco do polimero Jeffamine ED® com anidrido maleico, no
qual um derivado do anel maleimida foi obtido como produto apds 2,5 horas de
aquecimento & 70°C. Em um trabalho anterior, Piazza e colaboradores >° observaram que
0 aquecimento do sistema gelatina e anidrido maleico também resulta na formacéo de
grupos maleimidas ap6s 3 horas de aquecimento, utilizando DMSO como solvente da
reacdo. O uso da irradiagc@o de micro-ondas néo € recente, no entanto vem sendo cada vez
mais utilizada em reacfes organicas devido a melhor seletividade, reducéo de produtos
de degradacéo e rendimentos superiores com reduzido tempo de reagdo. Considerando
apenas que o solvente é responsavel pelo aguecimento e que a capacidade de agquecimento
do DMSO é sete vezes superior a da agua, um breve estudo comparativo entre o

aquecimento convencional e por micro-ondas foi realizado.
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Do ponto de vista macroscopico, foi observado a formacdo de goticulas de agua
na superficie de ambos os frascos nos quais as amostras foram submetidas ao
aquecimento. Este comportamento era esperado, pois 0 mecanismo de formagéo do ciclo
de maleimida é acompanhado da eliminacdo de uma molécula de agua, conforme indicado

no esquema apresentado na figura 5.

(1) DMSO

3h, 70°C /7
(2) DMSO o N@
MW 60 4 O/
O:<—/\ segundos / QN
\
m -H,0 ° i
07 / N—]| o/
o)

Figura 5. Modificacdo da gelatina com anidrido maleico: etapa de formacéo do

anel maleimida.

A gelatina é um polieletrdlito de origem animal, cuja sequéncia de aminoacidos é
variavel e complexa. Muitos grupos funcionais estdo presentes na amostra de gelatina e a
atribuicdo de cada um deles é uma tarefa ardua principalmente pela sobreposicdo de
sinais, como pode ser observado para o0s espectros na regido do infravermelho
apresentados na figura 6. O destaque deve ser dado ao estiramento de carbonila (C=0) na
amostra de anidrido maleico em 1775 cm™. Embora a gelatina também apresente este
estiramento, a banda se apresenta deslocada para regides de menor comprimento de onda,
em 1644 cm™. As amostras de gelatina modificada apresentam um ombro em 1720 cm™?,
que pode ser atribuido a modificacao da gelatina pelo anidrido maleico, no qual este sinal
€ mais proeminente na amostra intermediaria GMA I, onde um grupo carboxilico
encontra-se livre na estrutura da gelatina. Bandas relativas as tor¢cbes C=C e C-H do
anidrido maleico também s&o observadas na regido de 1200 cm™ e 900 cm, confirmando

a modificacéo da gelatina
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Figura 6. Espectros na regido do infravermelho das amostras de (A) gelatina, (B)
anidrido maleico, (C) G_MAI, (D) G_MA_MW e (E) GMA_aquecimento.

A figura 7 apresenta os espectros *H RMN das amostras de gelatina e gelatina
modificada. A complexidade de atribuicdo de sinais encontradas pelo FTIR também é
grande, no entanto alguns deslocamentos podem ser atribuidos a aminoécidos especificos
como a ressonancia do grupo metil de leucina (Leu), valina (Val) e isoleucina (lle) em
0,81 ppm. Também relacionado a ressonancia dos grupos metilicos, os deslocamentos
quimicos da treonina (Thr), alanina (Ala) e arginina (Arg) podem ser observados em 1,23
ppm, 1,51 ppm e 1,86 ppm, respectivamente. Prolina (Pro) e Fenilalanina (Phe)
correspondem aos deslocamentos em 3,44 ppm e 7,14 ppm ®°. A modificacio da gelatina
é confirmada pela presenca do deslocamento quimico referente ao anel maleimida em
6,11 ppm, presente tanto na amostra que foi submetida ao aquecimento quanto na amostra
irradiada com micro-ondas. No entanto, a conversao nao foi completa em ambos os, sendo
observado deslocamentos quimicos referente ao acido maleico em 6,87 ppm e 7,30 ppm.
A funcionalizagdo média, proposta por Marref e colaboradore ®, compara os valores da
integral dos protos referentes ao anel maleimida (Imaleimida) € do acido maleico (lac mateico)

pela seguinte equacao:
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Imaleimida
f=3x

Imaleimida +Iac maleico

Os valores calculados para a amostra aquecida e irradiada foram, respectivamente,
1,01 e 0,97. A proximidade dos valores de funcionaliza¢cdo média indicam um potencial
ganho no tempo de modificacdo da gelatina, tendo em vista que a amostra irradiada foi
submetida ao micro-ondas por apenas um minuto frente ao aquecimento de 3 horas da

outra amostra.

d-DMSO

A
maleimida
ac maleico ]M
B maleimida d-DMSO
ac maleico
c Pro
Val, Leu,
d-DMSO Thr| 1le
Arg
Ala
Ari

Phe 9

ppm
Figura 7. Espectros de *H RMN das amostras de (A) GMA_aquecimento, (B)
GMA_MW e C) Gelatina.

A modificagdo da gelatina também foi caracterizada quanto ao tamanho de cadeia
polimérica, atraves da cromatografia por exclusdo de tamanho conforme pode ser
observado na figura 8. De uma maneira geral, o perfil cromatografico foi semelhante para
todo o conjunto de amostra, sendo observado duas populacGes através do detector de
indice de refracdo. A segunda populacdo, cujo volume de eluicdo foi igual 31 mL,

apresenta massa molar na ordem de 80 g mol* e pode estar associada & variagdo da
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concentracdo do nitrato de sodio que compde a fase movel. A amostra de gelatina foi a
que apresentou maior massa molar (4,6x10* g mol™), aproximadamente 4 vezes maior
que a amostra G_MA | (1,2x10*g mol™). Esta diferenca pode estar associada a mudanca
de conformacdo da molécula proveniente da etapa de modificacdo, uma vez que o
resultado esperado era um pequeno aumento da massa molar devido ao enxerto do
anidrido maleico. Quando comparada as duas abordagens para obtencdo do anel
maleimida, a amostra submetida a aquecimento apresentou massa molar de 7,2x10° g
mol™? enquanto a amostra irradiada com micro-ondas teve sua massa molar reduzida a
3,8x10% g mol™. O ganho de tempo de modificagio utilizando a radiacdo de micro-ondas
na etapa de obtencéo do anel maleimida vem acompanhado de uma drastica redugdo do
tamanho de cadeia.

—G

— GMI

—— GMA_MW

—— GMA_Aquecimento

Indice de refragdo (u.a.)

o s

Volume de elui¢éo (mL)

Figura 8. Perfil cromatografico das amostras de gelatina e gelatina modificada.

O gréfico de condutividade versus concentracdo de hidréxido de sédio (Figura 9)
permite determinar a densidade de cargas da gelatina. Por se tratar de um polieletrolito, a
gelatina apresenta tanto grupos carboxilicos quanto grupos amino em sua estrutura. De
uma maneira geral, dois segmentos lineares sdo observados no grafico, sendo o ponto de
intersec¢do o valor correspondente a total desprotonacdo dos grupos carboxilicos grupos
presente na amostra. Apés a intersecgdo, o valor de condutividade tem um aumento
progressivo devido a adicdo de ions hidroxilas e sodio livres na solucao do polieletrdlito.

O hidréxido de sodio foi escolhido como titulante devido ao anidrido maleico estar
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envolvido na etapa de modificacdo da gelatina. Observa-se na amostra GMA_| um
deslocamento na interseccdo das retas, referente a maior disponibilidade de grupos
carboxilicos livres antes da formacdo do anel maleimida, seja por aquecimento ou
irradiacdo de micro-ondas. A tabela 2 resume os valores obtidos a partir do ponto de
interseccdo de cada amostra bem como a grau de enxerto do anidrido maleico sobre a
gelatina. O grau de enxerto foi determinado pela equacéo abaixo:

G+G
grau de enxerto = — M4 %100

MA_I

na qual G corresponde a quantidade de grupos carboxilicos na amostra de gelatina sem
modificacdo, Gma_ corresponde a amostra de gelatina modificada. O grau de substituicdo
do anel maleimida foi determinado considerando a amostra GMA _I como referéncia e as

amostras submetidas ao aquecimento ou micro-ondas:

G +G
grau substituicao = MAL MAMW %100

GM A_MW

Os resultados mostraram que o enxerto de anidrido maleico sobre a estrutura da
gelatina foi de aproximadamente 45% e que, considerado esse valor, cerca de 20% do
acido maleico é convertido em anel maleimida independente da fonte de aquecimento.
estes resultados do grau de substituicdo corroboram com os dados observados pelo RMN,
onde a fonte de aquecimento néo altera significativamente a formacédo do anel maleimida.
A Unica vantagem na utilizacdo do microondas foi na reducdo do tempo de obtencédo da
gelatina modificada, visto que o grau de enxerto nao foi excepcionalmente superior e que
houve reducéo significativa da massa molar da matriz polimérica. Diante dos resultados

obtidos, optou-se por seguir 0s experimentos utilizando o aquecimento convencional

Tabela 2. Grau de enxerto e substituicdo das amostras de gelatina modificada.

Volume NaOH Grupos Grau de enxerto /
Amostra . L
(uL) carboxilicos (mol) substituicdo
G 217 2,17E-07 -
GMA_I 394 3,94E-07 44,9%
GMA_MW 306 3,06E-07 22,3%
GMA_Aquecimento 318 3,18E-07 19,3%
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GMA_I
. = GMA_MW
GMA_aquecimento
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Figura 9. Titulagdo condutimétrica de amostras de gelatina e gelatina

modificadas.

Caracterizacao dos nanohidrogéis de gelatina

Resumidamente, um sistema em miniemulsdo consiste na mistura de uma fase
dispersa em uma fase continua estabilizada pela presenca de surfactantes com faixa
compreendida entre 50 e 500 nm. A fase Gleo consiste em uma solucdo contendo
surfactante, enquanto a fase aquosa é composta pela mistura de polimeros pré-formados
e agente de reticulagdo cruzada. A primeira etapa para obtencdo de um sistema de
miniemulsdo consiste em aplicar um forte sistema de homogeneizagdo, utilizando
agitacdo por rotor estator ou ultrassom. A homogeneizacdo resulta em um sistema
disperso na qual pequenas goticulas estdo estabilizadas pelo surfactante. Estas goticulas
contendo os polimeros e agentes de reticulagdo atuam como molde para formagédo do
hidrogéis na escala manométrica. Neste sentido, o nanohidrogel formado deve apresentar
0 mesmo didametro e distribuicdo das goticulas anteriores a reticulacdo. A introducéo de

um surfactante em um sistema imiscivel reduz a tensdo interfacial, facilitando a formagéo
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de emuls&o e aumentando assim a estabilidade coloidal 2. Os surfactantes ndo i6nicos e
zwitteridnicos sdo preferiveis para aplicacdes farmacéuticas devido a sua toxicidade
reduzida e a sua resiliéncia a mudancas no pH e na forga idnica. Para simplificar o
processo de selecdo de um surfactante para a fase dispersa de qualquer sistema
emulsionado, foi desenvolvido o indice HLB, levando em consideracao o equilibrio dos
componentes hidrofilicos e hidrofobicos do surfactante. O nanohidrogel que apresentou
em melhor estabilidade coloidal sem separacéo visual de fase foi a de HLB 4,4.
Resultados preliminares mostraram a influéncia da concentracao do surfactante na
estabilidade e no tamanho das nanoparticulas obtidas pela técnica de miniemulsio 3%,
Nesta etapa, foi avaliada a influéncia da concentragdo da cistamina como agente de
reticulacdo para obtencdo de nanohidrogéis.A figura 10 apresenta o perfil de distribuicdo
dos diametros hidrodindmicos das goticulas da miniemulséo antes da adi¢éo de cistamina
e apods a reticulacdo, onde os nanohidrogéis ja foram formados. A adicdo de 60 mg de
cistamina corresponde ao estado no qual melhor descreve um sistema em miniemulséo,
ou seja, durante a etapa de reticulacéo as goticulas da fase dispersa atuam como um molde
para obtencdo do nanohidrogel reticulado, tendo suas particulas concentradas em
diametros entre 100 e 400 nm. Esta conclusdo pode ser obtida avaliando a semelhanca
entre o perfil de distribuicdo de tamanho das goticulas da miniemuls&o (linha vermelha
cheia) e os nanohidrogéis (linha vermelha tracejada). A adi¢do de menor quantidade de
cistamina perturba o sistema em miniemulsdo, formando diferentes populaces de

nanohidrogéis distintos do molde estabelecido.
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Figura 10. Perfil da distribuicdo dos diametros hidrodinamicos das goticulas de

miniemulsdo (linha cheia) e dos nanohidrogéis (linha tracejada).

A figura 11 ilustra a etapa de reticulacdo da gelatina. Do ponto de vista reacional,
a reticulagéo ocorre via mecanismo do tipo adicdo 1,4 de Michael. A reagdo ocorre entre
um doador de Michael, tal como as aminas terminais na molécula da cistamina
(nucleofilos) e um receptor de Michael, representado no sistema pelo grupo maleimida
enxertado na estrutura da gelatina (grupo carbonila insaturado). A reticulacéo foi avaliada
espectroscopicamente por RMN (figura 12), no qual o sinal do anel da maleimidaem 6,11
ppm é consumido pela cistamina durante a reacdo. Apesar dos resultados mostrarem que
0 grupo maleimida foi consumido quanto 30 mg de cistamina foi adicionado no sistema,
os resultados de espalhamento de luz dindmico anterior mostram que a reticulacédo
cruzada ndo foi suficiente para manter a estrutura do nanohidrogel. Desta forma, foi dado

sequéncia as analises os materiais obtidos com 60 mg de cistamina.

Ultrassound Crosslinking
— —

Figura 11. Esquema do processo de reticulagdo em sistemas de miniemulséo

inversa.
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Figura 12. Espectros de *H NMR das amostras (A) GMA, (B) GMA_30Cys e (C)
GMA _60Cys.

As curvas de potencial zeta em funcdo do pH para amostra de gelatina e
nanohidrogel de gelatina (Figura 13) também corrobora com os resultados anteriormente.
O potencial zeta caracteriza as propriedades superficiais de coloides. O ponto isoelétrico
(IEP) corresponde ao pH no qual a densidade de cargas sobre superficies é nula. Assim,
a gelatina pura apresenta ponto isoelétrico igual a 5.17 devido a maior quantidade de
grupos amina na superficie da sua estrutura polimérica. Por sua vez, os nanohidrogeis de
gelatina tém o ponto isoelétrico deslocado para pH igual a 3,64, justificado pele consumo
dos grupos aminas durante a etapa de derivatizacéo e reticulacdo. O potencial zeta é um
parametro fundamental para controle da estabilidade coloidal. De acordo com a teoria
DLVO, dispersdes coloidais como os sistemas em miniemulsdo apresentam estabilidade
coloidal quando o valor de potencial zeta ¢, em modulo, superior a 30 mV. Os resultados
obtidos confirmam a estabilidade dos nanohidrogéis de gelatina quando o meio de
dispersdo apresenta valor de pH superior a 5, cobrindo ampla faixa dos fluidos
fisioldgicos em condigdes saudaveis ou mesmo em caso de doencas como infecgdes e

cancer.

26



w
o

= G_NP
e Gelatin

N
o
T

IEP=5.17

IEP=3.64 \\"*\4——.

=
o o

T

1

Zeta Potential (mV)
| I
3 )

pH
Figura 13. Curva de potencial zeta versus pH para amostra de gelatina e

nanohidrogéis de gelatina.

Liberacéo de Diclofenaco de potassio

A espectroscopia UV-Vis foi utilizada para quantificar a concentracdo de
diclofenaco de potassio no estudo de liberacdo da matriz de nanohidrogel. O espectro de
absorcdo obtido apresenta uma Gnica banda caracteristica em 276 nm. A direita da Figura
14 apresenta a curva analitica obtida a partir de concentrac6es conhecidas de diclofenaco
de potassio, resultando em uma reta cujo valor de absortividade molar obtido foi de

0,0049 L pmol cm, com coeficiente de correlag&o linear de 0,999.
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Figura 14. Espectro Uv/Vis do farmaco diclofenaco de potéssio e curva analitica

da amostra obtida em PBS .
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A figura 15 apresenta o perfil de liberagdo do diclofenaco quando incorporada a
matriz de nanohidrogel de gelatina apos a etapa de reticulacdo. Observa-se que mais de
50% do farmaco incorporado é liberado nas primeiras duas horas, fenémeno conhecido
como efeito burst, independente do meio utilizado Tal efeito esta correlacionado a alta
concentracdo de farmaco na superficie do carreador de gelatina, além da baixa interacéo
entre a matriz polimérica e o DFK. No entanto, é possivel observar a influéncia do meio
suplementado com GSH sobre as ligac6es de dissulfeto apds o efeito burst, no qual o
perfil das curvas ¢ alterado. Apos 24 horas de liberagdo 98% do farmaco € liberado do
nanohidrogel quando o meio de PBS é suplementado com GSH, enquanto em PBS puro
a liberacdo alcancada corresponde apenas a 82%. Apesar de comprovar a presenca das
ligacGes cruzadas de dissulfeto sobre o nanohidrogel, a liberacdo do farmaco foi muito
rapida utilizando esta metodologia. A estratégia utilizada para contornar a rapida

liberacéo foi incorporando o diclofenaco no momento da reticulagéo.
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Figura 15, Perfil de liberacdo de diclofenaco de potassio incorporado ao

nanohidrogel apds a reticulacéo.

A molécula de diclofenaco possui no meio da sua estrutura uma amina secundaria,
capaz de reagir com o anel maleimida da gelatina modificada através da reacéo de adicéo
de Michael. Este mecanismo de reacdo é o mesmo utilizado para reticulacdo do hidrogel
com a cistamina e € evidente que deva ocorrer uma competicao entre ambas as moléculas.

A figura 16 apresenta o perfil de liberagdo do farmaco quando o diclofenaco é adicionado
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durante a etapa de reticulacdo. Embora seja observado o efeito burst na primeira hora do
teste de liberacdo, este efeito é menor quando comparado com o protocolo de
incorporacdo apés a etapa de reticulagdo. Quando o PBS é utilizado como meio, a
liberacdo apOs 1 hora de experimento é cerca de 30%, indicando uma melhora
significativo para obtencdo de uma plataforma com liberacdo controlada. Porém, apos
quatro horas o perfil de liberacéo atinge um platd, com aproximadamente 40% do farmaco
liberado. Nota-se que o meio suplementado com GSH apresenta um perfil de liberacéo
superior, no entanto menos influente. A figura x também avalia a influencia do pH do
meio, no qual o PBS é comparado com simulado de fluido gastrico, cujo pH é igual a
dois. Nesta condicdo, a solubilidade do diclofenaco é reduzida e, consequentemente, a
liberacdo da matriz de nanohidrogel reduzida para cerca de 25%, independentemente de

0 meio estar suplementado com GHS.
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Figura 16: Perfil de liberacdo de diclofenaco de potassio incorporado ao

nanohidrogel durante a reticulagéo.

Com amostras do mesmo lote utilizado no teste de liberacdo foi realizado
acompanhamento do perfil do didmetro hidrodinamico em funcdo do tempo. As medidas
foram realizadas em condigdes semelhantes a liberacéo, ou seja, 37°C e agitacdo em 200
rpm. Aliquotas de 1 mL foram transferidas para cubeta e foi determinado o diametro
hidrodindmico por espalhamento de luz dindmica nos angulos de 13° e 173°. Os
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equipamentos projetados pela Malver utilizam com frequéncia o angulo de 173°, pois
permite analisar amostras concentradas indicando sempre um menor diametro
hidrodinamico. A figura 17 apresenta o perfil das amostras neste angulo, em pH distinto
e com meio suplementado com GSH. Assim como no teste de liberacdo o efeito do pH é
mais notdrio do que a influéncia do GSH. Quando o simulado gastrico (pH 2,0) foi
utilizado como meio, observou uma pequena diminui¢do do didmetro hidrodindmico das
amostras na primeira hora de analise, tendo uma reducdo de 20 nm e mantendo-se
contante durante o periodo analisado em torno de 100 nm. Comportamento semelhante
foi observado para amostra em PBS (pH 7,4), mantendo-se estavel em torno de 50 nm,
exceto para a amostra suplementada em GHS, cujo aumento do didmetro hidrodinamico

ocorreu a partir de 7 horas de liberag&o.
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Figura 18. Curva de diametro hidrodindmico em fun¢édo do tempo considerando

as mesmas condicdes de liberacdo do diclofenaco para mediges realizadas a 173°.

Para nanoparticulas esféricas ou moléculas anisotropicas como o tolueno, é
esperado que o didmetro hidrodinamico seja mantido constante durante a analise em
diferentes angulos. Desta forma, 0 mesmo experimento foi acompanhado no angulo de
13°. A figura 19 apresenta os graficos individualizados da liberacdo para cada meio
utilizado. E possivel observar que ouve variacdo significativa nos diametros
hidrodinamicos em 13°. Considerando apenas o PBS como meio, que o didmetro

hidrodinamico em 13° apresentou maior desvio para o sistema suplementado com GSH,
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principalmente a partir de 6 horas de analise. Embora nenhum fenémeno tenha sido
observado neste tempo para curva de liberagdo do diclofenaco, é possivel que a ruptura
total do nanohidrogel de gelatina tenha ocorrido neste periodo. Para as amostras dispersas
em fluido simulado gastrico, foi observado a presenca de agregados maiores e este fato
pode estar associado a proximidade do ponto isoelétrico, dificultando a interpretacdo dos
resultados.

De acordo com a teoria de espalhamento de luz, é possivel determinar o fator de
forma de polimeros atraves do espalhamento de luz estatico. Embora o equipamento da
Malvern forneca os dados no modo dinamico, € possivel avaliar a média do espalhamento
de luz e aplicar os conceitos de acordo com a lei de Rayleigh para extrair parametros
como o fator de forma. Para os polimeros, o fator de forma pode passar de novelos rigidos,
como o nanohidrogel, para modelos com conformacao aleatdria, correspondente a cadeias
de polimeros expandidas e livres. Até o presente momento nao foi possivel converter os
dados obtidos pelo espalhamento de luz dindmico em diferentes angulos em um gréfico
de fator de forma em func¢do do tempo de liberacdo, no entanto os graficos do perfil do
diametro hidrodinamico permitem uma conclusdo prévia de que ha alteracdo do fator de

forma durante a liberacdo do diclofenaco.
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Figura 19. Curva de didmetro hidrodindmico em fungéo do tempo considerando
as mesmas condicdes de liberacdo do diclofenaco para medicdes realizadas a13° e 173°.

Viabilidade celular

Os resultados apresentados na figura 20 demonstram a correlacdo entre a
viabilidade celular em fungdo dos nanohidrogéis de gelatina vazios e carregados com
diclofenaco em concentracGes distintas obtidos por teste colorimétrico com Alamar blue.
A coluna C+ corresponde ao controle positivo de cultura celular, no qual ndo séo
contabilizadas células mortas. A figura mostra que a absorbancia para os grupos de
nanohidrogéis carregados com diclofenaco ndo apresenta diferenca estatistica (teste
ANOVA) com o grupo controle. Este resultado mostra que o uso de nanohidrogéis de
gelatinas carregados com diclofenaco nas concentracdes de 5 a 50ug/mL séo seguros para
aplicacdo em nivel celular, ndo ocasionando nenhum efeito que levasse a morte das
células estudadas. Diferente do resultado obtido quando o diclofenaco livre foi avaliado,
no qual é possivel observar diminuicdo da intensidade da absorbancia, ocasionado pela

falta de atividade celular.
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Figura 20. Viabilidade celular das amostras controle positivo (C+), nanohidrogel
de gelatina (NP), nanohidrogel de gelatina carregada com diclofenaco (NPC), diclofenaco
livre (DCK), nanohidrogel de gelatina carregadas com diclofenaco nas concentragdes
5ug/mL (S5), 10ug/mL (S10), 25ug/mL (S25) e 50ug/mL (S50).
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Conclusoes

O estudo destaca a necessidade critica de dispositivos médicos inovadores para
combater o cancer, tal como sublinhado pela Organizagdo Mundial de Saude. O
desenvolvimento de nanohidrogéis a base de gelatina, modificados com grupos
maleimida e reticulados com dicloridrato de cistamina e, demonstra potencial promissor
para administracdo direcionada de medicamentos. A caracterizagdo detalhada utilizando
técnicas analiticas avancadas confirmou a eficécia da reticulagdo e do encapsulamento do
medicamento, resultando em perfis de liberacao controlada influenciados pela glutationa.
Ainda é necessario compreensdo mais detalhada sobre o mecanismo de liberagédo e
comportamento de nanohidrogel de gelatina em solugdo, porém as avaliacdes de
viabilidade celular confirmam a biocompatibilidade destes nanohidrogéis, sugerindo o
seu potencial como plataformas seguras e eficazes para futuros métodos de tratamento.

O estagio de pos-doutorado foi uma etapa importante para a formacdo e
desenvolvimento pessoal e cientifico do bolsista. No periodo foram publicados 21 artigos
entre trabalhos desenvolvidos dentro do grupo de pesquisa e em colaboracdo, participagéo
em congressos e desenvolvimento de material didatico através da gravacdo de aulas
experimentais durante as restricbes sanitarias da Covid-19. A pesquisa permitiu o
aprofundamento na compreensao e interpretacdo dos resultados, principalmente das
técnicas de potencial zeta e espalhamento de luz. Neste periodo foi notério o
amadurecimento cientifico, avaliado pelo aumento das colabora¢Ges com outros grupos
de pesquisa de areas correlatas, como a odontologia através da sintese e caracterizacdo de

materiais poliméricos aplicados.

33



Orientacoes

O bolsista co-supervisionou o0s académicos Bianca Alves Veleda, Vitor M.
Visona, Gleiceane Costa, Raphaella Lourenco e Vitor Hugo Cavalcanti Juliana T.
Yokoyama nas atividades de iniciacéo cientifica. A co-supervisdo ocorreu pelo auxilio na
conceitualizacdo dos projetos de iniciacdo cientifica, pelo treinamento para aquisicao de
dados nos equipamentos disponiveis no laboratério de Materiais Magnéticos e Coloides
e discussdo dos resultados obtidos. Destaca-se ainda que neste periodo os discentes
Raphaella Lourenco e Vitor M. Visona foram premiados como melhor poster na fase local
do Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNESP nos anos de 2022 e 2023,
respectivamente. O trabalho de concluséo de curso em Engenharia Quimica do discente
Paulo Henrique Beltrami foi co-orientado pelo bolsista.
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Disciplinas ministradas

O bolsista atuou nas disciplinas de Fisico Quimica Experimental | para o curso de
Bacharelado em Quimica e Bacharelado em Quimica Tecnoldgica, Fisico Quimica
Experimental 11 para o curso de Bacharelado em Quimica e Fisico Quimica Experimental
| para o curso de Engenharia Quimica. O bolsista atuou na gravacdo de video aulas
contendo todos os experimentos do curso de bacharelado, visto que a disciplina
experimental ocorreu de maneira remota. Os videos estdo disponiveis no youtube através

do link (https://www.youtube.com/@rodrigofernandocostamarque1952/videos) e alguns

chegaram a marca de 2,5 mil visualizagdes, tendo alcance além dos discentes envolvidos
na disciplina. Além das gravacgdes o bolsista participou ativamente das aulas virtuais, na

correcéo dos relatorios e prova.

1. Fisico-Quimica Experimental. (Carga Horaria 40h)
Curso: Engenharia Quimica
Periodo: 05/2022 — 08/2022

2. Fisico-Quimica Experimental 1. (Carga Horaria 40h)
Curso: Bacharelado em Quimica e Bacharelado em Quimica Tecnoldgica
Periodo: 04/2021 - 08/2021

3. Fisico-Quimica Experimental Il. (Carga Horaria 40h)

Curso: Bacharelado em Quimica
Periodo: 09/2020 — 03/2021
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Atividades de extensao

O inicio deste estadgio de pds-doutorado foi concomitante com as restricGes
sanitarias impostas pela pandemia de Covid-19. No inicio da pandemia foi recorrente a
auséncia de alcool em gel no mercado nacional, além do aumento no preco do insumo
polimérico para obtencéo. Diante deste cenario, o IQ-UNESP promoveu uma forca tarefa
para producdo e distribuicdo de &lcool em gel para instituicGes publicas (hospitais,
delegacias e escolas) e instituigdes de caridade (asilos, orfanatos) na cidade de Araraquara
e regido. O 1Q-UNESP recebeu doacGes de alcool das inddstrias sucroalcooleiras da
regido, além de insumos a base de celulose modificada utilizados como agente gelificante.
O bolsista atuou neste projeto de extenséo no estabelecimento do protocolo para obtengéo
do alcool em gel a partir de celulose modificada, na producéo, envase e entrega dos

produtos. A duracdo média desta forca tarefa foi de 6 meses.
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Bancas avaliadoras

O bDolsista participou como avaliador de todos 0s congressos de iniciacdo
cientifica da UNESP no periodo. No que se refere a atuagdo como banca avaliadora, o

bolsista participou das seguintes defesas:

Bancas de graduacdo/Trabalho de conclusdo de Curso
1. MARQUES, R.F.C.; PIAZZA, R.D.; VILLULLAS, H. L. M. Participacdo em banca de Leticia

Grizone Bernussi. Revisédo sobre composicdo de revestimentos intumescentes, 2023 (Bacharelado em

Quimica) Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho.

Exames de Qualificacdo
1. GODOI, D. R. M.; DOURADO, A. H. B.; PIAZZA, R.D.. Participacdo em banca de Débora

Kyra dos Santos Oliveira. Desenvolvimento de suportes de catalisadores a base de bagago de cana de agucar

para a eletrocatalise de espécies do ciclo do nitrogénio. 2024. Exame de qualificacdo (Mestrando em
Quimica) - Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho

2. MONTEIRO, M. F.; SOUZA, J. G. S.;PIAZZA, R.D.; BARAO, V. A. R.. Participacdo em
banca de Caroline Dini. Uso de hidrogéis antimicrobianos para o tratamento e prevencéo de infeccdes
associadas a implantes dentarios. 2024. Exame de qualificagdo (Doutorando em Clinica Odontoldgica) -
Universidade Estadual de Campinas.

3. GUASTALDI, A. C.; CARVALHO, J.; PIAZZA, R.D. Participacdo em banca de Alessandro
de Oliveira (Mestrado). Projeto e construcao de uma impressora 3d obtenc¢do de scaffolds por meio da
tecnologia FDM, 2022. (ENGENHARIA DE BIOMATERIAIS E BIOPROCESSOS) Universidade

Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.

Bancas de Pds-Graduacdo
1.GUASTALDI, A. C,; SILVA, M. M.; PIAZZA, R.D. Participacdo em banca de Alessandro de

Oliveira. Projeto e constru¢do de uma impressora 3D para obten¢do de scaffolds por meio da

tecnologia FDM. 2023. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Biomateriais e Bioprocessos) -
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.

2. DA SILVA NUNES, ELOIZA; PIAZZA, R.D.; PEREIRA, P. S. Participacdo em banca de
LORENA LEMES DE FREITAS. Extratos de folhas de sangra d’agua (croton urucurana baill.):
obtencdo, caracterizacdo fitoquimica, nanoencapsulamento e avaliacdo da atividade antiflingica,

2020. Dissertacdo (Agroquimica) - Instituto Federal Goiano
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QOutras atividades relevantes

Durante o periodo do estagio de pds-doutorado o bolsista atuou na colaboragédo

cientifica em diversos projetos. Alguns dos resultados ja foram publicados (ver lista anexa

com as publicacdes do periodo e outros resultados ainda estdo sendo finalizados para

publicacéo.

Dra Erica D. de Avila vinculada ao departamento de materiais odontoldgicos e
prétese, Faculdade de Odontologia Unesp Araraquara (FOAR). Duas frentes de
pesquisa foram alvos da colaboragdo: 1) Desenvolvimento de hidrogéis
termossensitivos de polivinilcaprolactma (PNVCL) para liberacdo de tetraciclina
para aplicacGes odontoldgicas; 2) Desenvolvimentos de filmes poliméricos de
acido meta-acrilico copolimerizado com polietilenoglicol (poli(MAA-co-
PEGMA)) para revestimentos de implantes odontol6gico a base de titanio. A
carga de superficie dos filmes foi ajustada para maior adesdo celular e os materiais
caracterizados em funcdo da molhabilidade e potencial zeta de superficie. Um artigo
de revisdo foi submetido sobre o emprego de filmes poliméricos em materiais

aplicados a odontologia, assim como pedido de patente do material biomédico.

Prof. Dr. Jonas Contiero, IPBEN Unesp/Rio Claro. 1) Caracterizacdo estrutural e
estabilidade coloidal de rhaminolipideos aplicados a industria farmacéutica. 2)
Caracterizagdo fisico-quimica de poli(hidroxibutirato) (PHA/PHB) obtidos a partir de

fontes renovaveis.

Prof. Dr Antonio Carlos Guastaldi. IQ/UNESP. 1) Incorporacdo de fosfatos de célcio
em membranas de latex natural para regeneracao 6ssea. Os resultados obtidos estéo
em fase de redacéo de artigo e submetido para apresentagédo oral no 14th International
Conference on Ceramic Materials and Components for Energy and Environmental
Systems, a ser realizado em Agosto de 2024, Budapeste, Hungria. 2) Sintese de

fosfatos de célcio para aplicacdes odontologicas.

Prof. Dr. Rondinelli D. Herculano, Departamento de Engenharia de Bioprocessos
e Biotecnologia, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas Unesp/Araraquara. 1)
Caracterizacdo de nanoparticulas de prata por espalhamento de luz e analises
termogravimétricas de filmes poliméricos. 2) Caracterizagdo de superficies

(molhabilidade e energia livre de superficies).
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Comentarios do Supervisor

O pesquisador desenvolveu o projeto proposto e alcangou resultados significativos
no avanco do tema proposto. O pesquisador esteve sempre motivado e proativo e também
contribuiu muito para a supervisdo dos demais alunos de IC e pds graduacdo do grupo.
Os resultados foram publicados em periodicos especializados. Agradeco a oportunidade
dado ao pesquisador através da bolsa. Sou de parecer totalmente favoravel a aprovagédo

do relatério
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ANEXO |

%’ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA guode
unesp ‘“JULIO DE MESQUITA FILHO" %“‘

Cémpus de Araraquara

DECLARAGAOQ

Declaro para os devidos fins, que Rodolfo Debone Piazza, RG: 42.481.019-0, pos-doutorando junto ao
Departamento de Quimica Analitica, Fisico-Quimica e Inorganica, do Instituto de Quimica do Campus

de Araraquara da Unesp, ministrou a disciplina do Curso de Quimica deste Instituto, conforme segue:

DISCIPLINA ‘1 SEMESTRE/ANO | C.H. CURSO
Fisico-Quimica Experimental | ‘ 2° sem/2020 40 BQe BQT

Araraquara, 29 de margo G 021"

A\

Pfof. Dr. Rodrigé Ferando Costa Marques
“Decente responsavel pela disciplina

Instituto de Quimica
Rua Prof. Francisco Degni, n° 55 - Bairro Quitandinha - CEP 14800-060 - Araraquara - S.P. - Brasil
Tel. (16) 3301-9500 - http://www.ig.unesp.br
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v UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA L in

Unesp\ ‘JULIO DE MESQUITA FILHO"

CAmpus de Araraquara

DECLARACAO

DECLARO, para os devidos fins, que o pds-doutorando Rodolfo Debone Plazza, RG n® 42.481.019-0, atuou em
atividades de formacho docente, no Instituto de Quimica - UNESP - CAmpus de Araraquara, nas turmas das disciplinas

abaixo relaclonadas:

e

1 FQ31245P2 -2020 Fisico-Quimica Experimental
1 FQ3124571-2020 Fisico-Quimica Experimental
-

1 FO16302T1 Fisico-Quimica Experimental It

* Dicighine £m Curse
=+ Dincipting mintstrads em regime esgecisl de recureracle (RER)

Ano letivo: 2022

Ano letivo: 2021

CH.  CMH.  N'DE
DISCIPLINA EFETIVA ALUNOS

90.0 40.0 13
90.0 20.0 3

2.0 20.0 28

Araraquara, 05 de Janeiro de 2023

/ Diiaar Lqu

Laura Maria Mauro Njvarro Modesto

Diretor Técnico de

Divisdo/DIVisdo Técnica Académica

o¢ Quimica %W‘
Amnmn,-tuwn Araraquare - S4o Pauke
Phging Oe intemet: hitp/www ig unesp.bi. Telefone 33008811 Telefone 33019812 Telefone. 3301-3813. Teletone 3301-9682 ONFy 48.031.918.0027.6).
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ANEXO 11

a y, e ..,%

u nesp “ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO"
Campus de Araraquara

DECLARACAO

Declaro, para os devidos fins, que Rodolfo Debone Piazza, RG:
42481019-0, CPF: 358731738-00, participou da banca do Trabalho de
Conclusdo de Curso (TCC) da aluna Leticia Grizone Bernussi, junto ao
Departamento de Quimica Analitica, Fisico-Quimica ¢ Inorganica do Instituto
de Quimica da UNESP/CAr., com o tema: “Revisdo sobre composigdo de

revestimentos intumescentes”, com apresentacio no dia 09/01/2023.

Araraquara, 27 de janeiro de 2023.

Assinado de forma digital
Jose Clayston Melo ;o Clayston Melo
Pereira:798806813 Pereira:79880681304
04 Dados: 2023.01.27
14:57:49 -03'00'

Prof. Dr. José Clayston Melo Pereira
Chefe do Dept® de Quimica Analitica, Fisico-Quimica e Inorgénica

lrstingo de Quissce
Rus Prof” Francisoo Degad, 55 - Baero Quundsha - CEP 148500-060 - Assraquara - S.P. - Beasi)
Td (16) 3301-9500 - g 'www a3 unesp be
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Exames de Qualificagdo

Faculdade de Odontologia de Piracicaba

@& UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS -

LNICAMP
ATESTADO

ATESTO para of devidos fins e direlfos gue os Professores abaio relaclonados
Infegraram nessa data, a Comissdo Examinadora do Exame de Qualficagie da auna de
Doulorado CAROLINE DMMI, do Programa de Pos-Graduacio em CLINICA ODONTOLOGICA,
area de concenfacdo em PROTESE DENTAL, tendo como thuo ®Uso de hidrogéls
antimicroblanos dirsclonades ao tratamento e prevengdo de Infecgles assocladas a
Implantes dentarios™.

Comizsdo Examinadora

Profa. Dra. MASELLE DE FREITAS MCNTEIRC (FORUMICAM®P) - Presldents
Praf. Or. JOAD GAERIEL SILVA SOUZA (AUTONOMO)

Prof. Dr. RODOLFO DEEONE PIAZZA (PESQUISADOR)

Memarofs) Suplente(s):
Praf. Dr. BRUNGD BUENC SILVA [FOP/UNICAMP)

Plracicaba, 08 de janelno de 2024.

V"“_;.; A )
Prof. Or. Walkentim Adeling Ricardo Bardo
Zoord. dos Cursos d2 Pos-Grad
FORUMICAMP - Maf. 30341
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n % UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA s
ATESTADO

Atestamos que o Dr. RODOLFO DEBONE PIAZZA, dola) [ Instituto de Quimica de
Araraquara - UNESP, participou em 27 de junho de 2022, como MEMBRO TITULAR da
Comissdo Examinadora do Exame de QUALIFICACAD de ALESSANDRO DE OLIVEIRA,
discente regular do Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia de Biomateriais e
Bioprocessos, Curso de Mestrado Profissional, cujo trabalho se intitula PROJETO E
CONSTRUCAD DE UMA IMPRESSORA 3D OBTENCAO DE SCAFFOLDS POR MEID DA
TECNOLOGIA FDM . A Comissdo Examinadora foi constituida pelos seguintes membros:

1. Prof. Dr. ANTONIO CARLOS GUASTALDI (Orientador - Participaciio Virtual)
Departamento de Quimica Analitica Fisico Quimica e Inorganica { Instituto de Quimica UNESP
Araraguara
2. Prof. Dr. JOMAS DE CARVALHO (Participacio Virtual)
Departamento de Engenharia Mecénica / Escola de Emgenharia de Sao Carlos - USP
3. Dr. RODOLFO DEBOME PIAZZA (Participacao Virtual)
Instituto de Quimica de Araraguara - UNESP

Araraquara, 27 de junho de 2022.

/ gy s

A

Aniele Vilella
Superviser Téenico de Secio
Secio Técnlca de Pés-Graduagdo

Facuidids S Ciinces Fammsciutcas - Chmpus de Assnger -
Firxdowia Km 1, M4B04083S, Aserigenns - Si Pack
g Dwwad fefar arenp bWl e bt 48 0091 51 808850
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UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA P

unesp’™

Campus de Araraguara

ATESTADOD

Atestamos que o Dr. RODOLFO DEBONE PIAZZA, dola) Departamento de
Quimica Analitica, Fisico-Quimica e Inorganica [ Instituto de Quimica do Campus de
Araraquara da Unesp, participou em 29 de maio de 2023, como MEMBRO TITULAR da

Comisséo Examinadora da DEFESA DE DISSERTACAC de ALESSANDRO DE OLIVEIRA,

discente regular do Programa de Poas-Graduacao em Engenharia de Biomateriais e
Bioprocessos, Curso de Mestrado Profissional, cujo trabalho se intitula Projeto e
construcao de uma impressora 3D para obtencao de scaffolds por meio da
tecnologia FDM. A Comissdo Examinadora foi constituida pelos seguintes membros:

1. Prof. Dr. ANTOMNIO CARLOS GUASTALDI (Qrientador - Participacdo Presencial)
Departamento de Quimica Analitica, Fisico-Quimica e Inorganica / Instituto de Quimica do
Campus de Araraquara da Unesp
2. Prof. Dr. MARCIO MARQUES DA SILVA (Participacio Presencial)

Departamento de Mecatrinica / Faculdade de Tecnologia e Escola SEMAI Antonio
Adolpho Lobbe - CFP 6.01
3. Dr. RODOLFO DEBONE PIAZZA (Participacdo Presencial)

Departamento de Quimica Analitica. Fisico-Quimica e Inorganica [ Instituto de Quimica
do Campus de Araraquara da Unesp

Araraquara, 28 de maio de 2023.

Assinado digitaimenie por Vicion

MD:
UNesp " S=iraiis.

" ~ Faulsts Julo de Mesquita Fiha,
TG IS AR OuiCPEd, CoBR
Fazioc Supenisor Téconioo de
Becho (Subst)
e Chincm F - Gt de A

ekt Bm 1, 14504053, Ararscguans - Slo Pauk
g v el s, DA - ek e o i P chi- i o - Bl i -t ko -pre BCMPLL 48 051 S1AMD02ED0.
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SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCACAD
SECRETARIA DE EDUCACAD PROFISSIONAL E TECNOLOGICA
INSTITUTC FEDERAL DE EDUCACAD, CIENCIA E TECNOLOGLA GOIAND

Declaragdo n? 9/2021 - NREPG-RV/CPG-RV/DPGPI-RV/CMPRV/IFGOIAND

DECLARACAOD

Declaramos, para os devidos fins e efeitos que, em 21 de dezembro de 2020, a5 13h30min,
em sessao plublica realizada por video conferéncia do IF Goiano - Campus Rio Verde, os
membros, Prof2. Dra. Eloiza da Silva Nunes Viali presidenteforientadora (IF Goiano
Campus Rio Verde), Prof. Dr. Paulo Sérgio Pereira - avaliador interno (IF Goiano - Campus
Rio Verde) e Prof. Dr. Rodolfo Debone Piazza avaliador externo (UMNESP Campus
Araraquara), participaram da banca de defesa de dissertacdo da mestranda Lorena Lemes
de Freitas intitulada EXTRATOS DE FOLHAS DE SANGRA D'AGUA ( Croton
wrucuranabBaill): OBTENCAD, CARACTERIZACAD FITOQUIMICA,
NANOENCAPSULAMENTO E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA, do Programa
de Pds-Graduacdo Stricto sensu em Agroguimica do Instituto Federal Goiano - Campus Rio
Verde.

Por ser verdade, firmamos a presente.

Rio Verde, 1B de janeiro de 2021.

Prof. Dr. Adriano Jakelaitis
Diretor do Programa de Pds-graduacao, Pesquisa e Inovacao
Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde
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