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VESICULAS LIPOSSOMAIS CONTENDO ANTIMONIO E ARSENIO!

PRODUCTION AND SAFETY ASSESSMENT OF
LIPOSOMAL VESICLES CONTAINING ANTIMONY AND ARSENIC
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RESUMO

O Arsénio (As) e o Antimonio (Sb) sdo elementos quimicos com aplicagdes biomédicas, sendo que o As, na
forma de tridéxido de arsénio ¢ padrdo ouro no tratamento de leucemia promiélocitica aguda recidiva, enquanto
o Sb, na forma de tartarato de antimonio, vem sendo utilizado ha muitos anos, no tratamento de leishmaniose.
Por serem elementos quimicos, com caracteristicas fisicas e quimicas semelhantes, produzir um lipossoma
contendo estes dois elementos foi objetivo deste trabalho. Os lipossomas foram obtidos pelo método de inje¢ao
de etanol, os quais apresentaram tamanho médio de vesicula de 135,8 £+ 0,03 nm, indice de polidispersao de
0,152 + 0,04, potencial Zeta de - 30,51 = 0,03 ¢ pH de 7,15 £ 0,18. O teor dos ativos foi determinado pela téc-
nica de espectrometria de massa com plasma, sendo 0,242 + 0,01 mg/mL e 0,254 + 0,03 mg/mL, para As e Sb,
respectivamente. A formulagdo manteve a estabilidade por até 60 dias, quando armazenada em temperatura
ambiente e em geladeira. Ensaios de seguranca da formulacdo (MTT e NO) indicaram que, na concentracao
avaliada, ndo houve viabilidade nem proliferacao celular, porém os lipossomas protegeram as células (fibro-
blastos humanos (HFF-1) quanto a processos inflamatorios.

Palavras-chave: Nanotecnologia; Nanoparticulas Labeis; Semimetal; Metal.
ABSTRACT
Arsenic (As) and Antimony (Sb) have biomedical applications, As, in the form of arsenic trioxide is the gold

standard in the treatment of relapsed acute promyelocytic leukemia, while the metal Sb, in the form of antimony
tartrate, has been used for many years in the treatment of leishmaniasis. Because they are chemical elements,

1 Trabalho de Dissertagdo de Mestrado do Programa de Pos-Graduagao em Nanociéncias - Universidade Franciscana - UFN.
2 Programa de Pos-graduagdo em Nanociéncias, Universidade Franciscana (UFN), Santa Maria, RS, Brasil. E-mail:
biomarcelinha@gmail.com

3 Programa de Pés-graduacdo em Minas, Metalurgica e Materiais, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, (UFRGS),
Porto Alegre, RS, Brasil. E-mail: claudirgabrielkaufmannjr@gmail.com. ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1063-5742
4 Programa de P6s-graduacao em Minas, Metalurgica e Materiais, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, (UFRGS),
Porto Alegre, RS, Brasil. E-mail: marianadutradarosa@gmail.com

5 Curso de Mestrado em Ciéncias da Saude e da Vida, Universidade Franciscana, UFN, Santa Maria, RS, Brasil. E-mail:
camila.davila@ufn.edu.br. ORCID: https://orcid.org/0009-0004-8136-2413

6 Curso de Mestrado em Ciéncias da Saude e da Vida, Universidade Franciscana, UFN, Santa Maria, RS, Brasil. E-mail:
f.cadona@ufn.edu.br. ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6761-9743

7 Programa de Pos-graduacdo em Nanociéncias, Universidade Franciscana (UFN), Santa Maria, RS, Brasil. E-mail:
cristianorbr@ufn.edu.br. ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6171-4224

8 Programa de Pds-graduacdo em Nanociéncias, Universidade Franciscana (UFN), Santa Maria, RS, Brasil. E-mail:
mortari@ufn.edu.br. ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1166-3980




DIS(IPLINAR A Disciplinarum Scientia. Série: Naturais e Tecnolégicas 40
u IENTl Santa Maria, v. 26, n. 2, p. 39-50, 2025

with similar physical and chemical characteristics, producing a liposome containing these two elements was
the objective of this work. The liposomes were obtained by the ethanol injection method. The liposomes
obtained had an average vesicle size of 135.8 £ 0.03 nm, polydispersity index of 0.152 + 0.04, Zeta potential
of - 30.51 = 0.03 and pH of 7.15 + 0.18. The content of the actives was determined by mass spectrometry, being
0.242 £ 0.01 mg/mL and 0.254 + 0.03 mg/mL, for As and Sb, respectively. The formulation maintained stability
for up to 60 days when stored at room temperature and in the refrigerator. Safety assays of the formulation
(MTT and NO) indicated that, at the concentration evaluated, there was no cell viability or proliferation, but
the liposomes protected the cells (human fibroblasts (HFF-1) regarding inflammatory processes.

Keywords: Nanotechnology; Labile Nanoparticles, Semimetal; Metal.
1 INTRODUCAO

A utilizagao de drogas lipossomais no tratamento de inimeras doengas vem sendo cada vez
mais atual e presente na medicina. Sintetizados por Bangham e Horne, em 1964 os lipossomas sao
estruturas esféricas, biocompativeis, biodegradaveis, nao toxicas, compostas por uma bicamada de
lipidios exterior, que rodeia um meio interno aquoso capaz de armazenar compostos hidrofilicos.
A encapsulacao de drogas em lipossomas reduz a toxicidade sistémica, sendo mais toleravel para
terapias como anticancer (Mirveis ef al., 2022, Fidan et al., 2023), antibacteriano e antiflingicas
(Large et al., 2021).

Importa ressaltar que o principal componente dos lipossomas sdo os lipidios e acidos graxos
que, devido a sua ocorréncia natural nas membranas celulares, sao considerados inerentemente bio-
compativeis e biodegradaveis. Conforme os estudos de Akbarzadeh (2013) em sua estrutura, os li-
possomas sao definidos pela automontagem de moléculas anfipaticas em uma esfera de bicamada, na
qual os grupos de cabega hidrofilicos estao voltados para o ambiente aquoso externo e as cadeias de
hidrocarbonetos se montam dentro do interior hidrofébico. Com um carater anfifilico dos lipossomas,
se tornam portadores de drogas ideais para moléculas de polaridades diferentes.

Conforme Ahn (2010) o As, na forma de triéxido de arsénio, ¢ padrdo ouro no tratamento
de leucemia promiélocitica aguda reicidiva. Ja o Sb, na forma de tartarato de antimonio, vem sendo
utilizado ha muitos anos, no tratamento de leishmaniose (Da Rosa et al., 2029; Azin et al., 2021).
Por serem elementos quimicos, com caracteristicas fisicas e quimicas semelhantes, produzir uma ve-
sicula lipossomal contendo ambos os elementos pode ser uma alternativa para diminuir a concentra-
¢do de arsénio (mais toxico) pelo antimonio (menos toxico), desde que tenhamos a mesma eficiéncia
no tratamento da leucemia.

O perfil de seguranca das formulagdes precisa ser avaliado, visando comprovar a seguranca
para aplicacdo em humanos. A primeira fase, chamada pré-clinica, envolve testes in vitro € in vivo
com animais. Nesta fase ja se detecta os potenciais problemas de seguranca causados pela formulagao.

A partir disso, neste trabalho avaliou-se a produgao, estabilidade e seguranca de lipossomas contendo
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dois ativos distintos, em uma mesma formulacdo: o Arsénio (As) € o Antimonio (Sb), visando possi-
veis aplicacdOes biomédicas.

Propde-se nesse estudo produzir uma formulagdo nanoestruturada contendo Antimoénio e
Arsénio, visando possivel aplicacdo em tratamento de enfermidades, como Leucemia Promie-
locitica Aguda e Leishmaniose, em que o padrdo ouro de tratamento sdo Arsénio € Antimodnio,
respectivamente. Foram utilizados fibroblastos humanos (HFF-1) de cultivo primario para estabelecer
o perfil de seguranca dos lipossomas contendo As e Sb.

Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma formulacdao lipossomal contendo
Antimonio (Sb,0,) e Arsénio (As,0,), na concentra¢io de 0,25 mg mL"' de cada ativo, estavel e segura

visando possiveis aplicagdes no tratamento de enfermidades.
2 MATERIAS E METODOS

Os lipossomas foram produzidos e caracterizados no laboratério de nanotecnologia da
Universidade Franciscana (UFN). Os estudos in vitro foram realizados no laboratério de nanociéncias

da Universidade Franciscana.
2.1 PREPARO DOS LIPOSSOMAS

Os ativos, tanto o trioxido de arsénio quanto o triéxido de antimonio, ndo s3o soliiveis em

agua. Com isso, foram produzidas solugdes destes ativos da seguinte forma:

2.1.1) solugdo de trioxido de arsénio 1,0 mg mL™": Pesou-se 100 mg de As O, (Sigma-Aldrich)
em um bequer de 100 mL e solubilizou-se com NaOH (Merck) 2,0 mol L em agitacdo magnética
constante. Apoés, ajustou-se o pH a neutralidade, com HCI 1,0 mol L', com auxilio de pHgametro.

Ajustado o pH, aferiu-se o volume a 100 mL com tampao PBS pH 7,2.

2.1.2) solugdo de trioxido de antimonio 1,0 mg mL™": Pesou-se 100 mg de Sb,O, (Sigma-Aldrich)
em um bequer de 100 mL e solubilizou-se com écido tartarico (C,H,O,, Merck) 2,0 mol L' em agitagio
magnética constante. Apos ajustou-se o pH a neutralidade com NaOH 1,0 mol L, com auxilio de

pHgametro. Ajustado o pH, aferiu-se o volume a 100 mL com tampao PBS pH 7,2.

Os lipossomas foram produzidos pelo método de injecao de etanol, com metodologia adaptada
de Justo e Moraes (2005), a qual consiste em solubilizar em um erlenmayer de 250 mL 400 mg fosfoli-
pidios (Lipoid S-100, Sigma-Aldrich®), 20 mg de polietilenoglicol (PEG 1500, Sigma-Aldrich®), 75 mg

de colesterol (Sigma-Aldrich®) e 10 mg de vitamina E (Dermapele), em 20 mL de alcool etilico absoluto
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(PA, Synth, 99,5%) e sonicar em ultrassom por 10 minutos (Ultrasonic Cleaner, UNIQUE®), para fa-
cilitar a solubilizagdo dos componentes (Fase Organica). Para a fase aquosa, em um bequer de 250 mL
adicionou-se 65 mg de polisorbato 80 (TWEEN 80, LABSYNTH®), 25 mL solugdo de triéxido de ar-
sénio 1,0 mg mL" e 25 mL de solugdo de triéxido de antiménio 1,0 mg mL" e 50 mL de tampao PBS

pH 7,2. A Tabela 1 apresenta os componentes e suas massas utilizadas na producao dos lipossomas.
Tabela 1 - Composi¢do da matéria prima utilizada para a obtengdo das
vesiculas lipossomais (adaptada de Justos e Moraes, 2005), para 100 mL.

Fase organica Fase aquosa
Lipoid S100 (mg) 400 Polissorbato 80 (mg) 65
Colesterol (mg) 75 Tampao pH 7,4 PBS (mL) 50
Etanol (mL) 20 As 0O, (1,0 mg mL™") (mL) 25
Vitamina E (mg) 10 Sb,0, (1,0 mg mL™) (mL) 25
PEG 1500 (mg) 20

Fonte: Construgao do Autor

Os reagentes, em separado (fase organica e fase aquosa) foram mantidos em agitagdo magné-
tica, por 10 minutos. A seguir, tanto a fase organica quanto a fase aquosa, em separado, foram aque-
cidas em banho maria, a temperatura de 37 °C, com agitagdo magnética, por 10 minutos. Apds, com
o auxilio de um funil de plastico com uma ponteira na extremidade, adicionou-se o volume da fase
organica na fase aquosa. A mistura foi mantida sob agitacdo por mais 20 minutos e entdo, colocada
em baldo de 250 mL e levado ao rotaevaporador (120 RPM, 37 °C, YAMATO - RES801) para elimi-
nagdo do solvente (etanol). Assim, esta formulagdo lipossomal contém 0,25 mg mL"' de As,0,€0,25
mg mL" de Sb,O, denominada de LipAs0,25Sb0,25 (concentragdo tedrica). As formulagdes foram
produzidas em duplicata. Apds a producdo, a formulagao foi aferida a 100 mL, em baldo volumétrico,

e encaminhada para a caracterizagao e estudos de estabilidade e viabilidade celular.
2.2 CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS
2.2.1 Determinacao do pH

Para a determinagao do valor de pH, utilizou-se um potenciometro (Marca Denver) calibrado
com solugdo tampao pH 4,0 e 7,0, diretamente na suspensao coloidal, ap6s a preparagdo. Foram rea-
lizadas medidas em triplicata.

2.2.2 Determinacio de diAmetro médio de particula, indice de polidispersao e potencial Zeta

Na determinagdo destes pardmetros utilizou-se o equipamento Zetasizer Nano ZS® (Malvern

Instruments, Reino Unido), utilizando o software Dispersion Technology v5.1, conforme recomendacdes
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do fabricante. As formula¢des foram diluidas 500 vezes em agua de alta pureza. A técnica do espa-
lhamento da luz dindmica mede a difusdo do movimento das particulas de acordo com o movimento
Browniano na solugdo. As particulas menores difundem a luz mais rapido do que as maiores, afetando
a taxa de flutuagdo da intensidade da luz espalhada. Os resultados foram expressos em nm para o
diametro médio de particula.

J& o potencial Zeta também foi realizado no equipamento Zetasizer Nano ZS® (Malvern
Instruments, Reino Unido), pela técnica da mobilidade eletroforetica: um campo elétrico foi aplicado
a solucdo em que as particulas entdo se movem a uma velocidade relacionada com o seu potencial

zeta. Os resultados de potencial Zeta foram expressos em milivolts (mV).
2.2.3 Teor dos Ativos

Para determinagdo de antiménio e arsénio nas formulagdes utilizou-se a técnica de espec-
trometria de massa com plasma indutivamente acoplada (ICP-MS), conforme recomendagdes do fa-
bricante para a determinagdo destes elementos (Perkin-Elmer, Elan 6100) e Miekeley e colaborado-
res (2002). As diluicdes, quando necessarias, foram realizadas em 4gua ultrapura momentos antes
das determinagdes. Para a calibrag¢do instrumental foi utilizada calibra¢dao externa com pontos 0,5 a

5,0 ng de antimonio e arsénio. As solugdes foram preparadas no dia da analise.
2.2.4 Estudos indicativos de estabilidade

Em duplicata, as formula¢des LipAs0,25Sb0,25 foram armazenadas sob refrigeracdo a 5°C e
em temperatura ambiente a 25 °C, com codigos LipAs0,25Sb0,25 GE e LipAs0,25Sb0,25 TA, respec-
tivamente. Os estudos de estabilidade foram realizados nos tempos, ap6s a produgao: 7, 15, 30, 60 e 90,
100 e 150 dias, para ambos os tipos de armazenamento. A cada data, foram realizadas medidas de pH,
tamanho médio de vesicula, indice de polidispersao e potencial Zeta. Ja o teor do ativo, e eficiéncia

de encapsulagdo foram determinados no tempo 1 dia ap6s a producao.
2.3 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE
2.3.1 Cultura de células

A linha celular de fibroblastos humanos (HFF-1) foi adquirida comercialmente no Banco de
Células do Rio de Janeiro e cultivada em condigdes ideais de cultivo celular, utilizando meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de
penicilina (100 U/mL) /estreptomicina (100 mg/mL), até aquisicao de nimero de células adequado e

confluéncia para a realiza¢do de todos os testes propostos.
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2.3.2 Tratamentos

Células HFF-1 foram semeadas na concentracao de 5x104 células/pogo e 2x104 células/pogo,
por 24 e 72 horas de incubacao, respectivamente. As células foram incubadas por 24 horas em uma
incubadora de CO2 a 37°C para adesdo a placa. Posteriormente, as cé€lulas foram expostas a diferentes
concentragdes de Nortriptilina, Nortriptilina mais Lipossoma contendo Arsénio ¢ Antimonio 0,25
mg/mL. Essas substancias foram diluidas em Dimetilsulféxido (DMSO). A concentragio de DMSO

foi determinada em 0,5%. Um controle usando apenas células e DMSO foi utilizado.
2.4 AVALIACAO DA SEGURANCA in vitro

Estes ensaios foram realizados com a formulagdo lipossomal contendo 0,25 mg/mL de cada

ativo, assim como com os ativos livres, na mesma concentragao de 0,25 mg/mL.
2.4.1 Ensaio MTT

A viabilidade celular (tempo de 24 horas) e a proliferacao (tempo de 72 horas) foram medidas
pelo Ensaio MTT. Neste ensaio, um dos compostos ¢ o sal tetrazolium, este sal ¢ hidrossoluvel e
possui coloragdo amarela e tem como caracteristica a facil incorporacdo em células viaveis. Dentro
da célula, a mitocondria € responsavel por reduzir o sal tetrazolium a partir da enzima succinato
desidrogenase formando um cristal de formazan que tem sua coloragdo azul e ¢ insoluvel em agua.
Este cristal de formazan fica preso no citoplasma da célula e ¢ solubilizado no meio pela adicao de
dimetil sulfoxido (DMSO), a colorag¢ao azulada no meio € proporcional ao nimero de células vidveis
na amostra (Fukui et al., 2010).

O sobrenadante dos tratamentos foi descartado e as células lavadas e ressuspensas em tampao
fosfato (PBS, 0,01 M; pH 7,4), para evitar a interferéncia dos tratamentos. Os tratamentos das amostras
foram dispostos em uma placa de 96 pocos. Apds, foi adicionado o reagente MTT (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) (1:10) (dissolvido em 5 mg/mL PBS) e incubado por 1 h, a 37 °C. Os cristais de
formazan gerados foram liberados das células através da adigdo de DMSO. A quantificacdo foi reali-
zada colorimetricamente por espectrofotometria no comprimento de onda de 560 nm, sendo o valor da

absorbancia proporcional ao nimero de células viaveis.
2.4.2 Determinacao de 6xido nitrico (NO¢)

O ensaio de 6xido nitrico (NO¢) detecta a presenga de nitrito organico na amostra (NO?*), uma

determinacgdo indireta dos niveis de 6xido nitrico (ON) sendo utilizada metodologia adaptada de
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Choi e colaboradores (2012). O nitrito ¢ detectado e analisado pela formac¢ao de uma cor rosa quando
o reagente de Griess ¢ adicionado a amostra contendo NO*. A sulfanilamida do reagente de Griess é
responsavel pela formagdo de sais de diazonio a partir da amostra NO*. Quando o N-1-naftiletileno-
diamina-dicloridrato interage com os sais de diazonio, a cor rosa aparece na amostra, que ¢ detectada

usando um comprimento de onda de 540 nm.
2.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram determinadas pelo statistical package for the social (SPSS) ver-
sd0 23.0. Para comparar os tratamentos realizou-se a analise de varidncia (ANOVA) de uma via, segui-
do do teste post hoc de Tukey. Foram considerados estatisticamente diferentes valores com P<0,05*.

Nos testes de citotoxicidade a estatistica utilizada foi por meio do teste ANOVA one-way,
seguido do teste post hoc de Dunnet, pelo programa grafico estatistico Graph Pad Prism 5.0. Os trata-
mentos foram expressos como uma porcentagem do controle (%). Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando p ¢ igual ou menor que 0,05.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas obtidos apresentaram aspecto caracteristico, ou seja, coloragdo leitosa leve-
mente azulada (devido ao efeito Thyndall, que ocorre quando ha a dispersdo da luz pelas particulas
coloidais, na escala nanométrica), sem precipitados e sem cheiro. Apos a produgdo, as formulacdes fo-
ram armazenadas em geladeira por 24 horas, para entao serem caracterizadas. As formulagdes foram
preparadas em triplicata (n=3) e caracterizados (didmetro médio, indice de polidispersdo, potencial

zeta, pH e teor). Os resultados sdo apresentados na tabela 2.
3.2 ESTUDO DE ESTABILIDADE

Os resultados das Tabelas 2 ¢ 3 nos indicam que a formulagdo apresenta valores dentro dos
necessarios para uma futura aplicagdo. Nova formulagdo foi produzida e dividida em dois grupos
com duas amostras cada (contendo 25 mL de formulacdo em cada frasco). Os frascos foram arma-
zenados em diferentes condi¢des de temperatura: Sob refrigeracdo a 5 °C (LipAs0,255b0,25 G) e em
temperatura ambiente a 25 °C (LipAs0,25Sb0,25 TA).

As caracterizacoes foram realizadas em 7, 15, 30, 60, 90, 100 e 150 dias apds a produgao da

formulacao e estao apresentados na Tabela 4 para formulagao contendo os ativos.
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Tabela 2 - Caracterizagdo fisico-quimica da formulagdo com ativos, 24 horas apds o preparo. (n=3).

Formulagao Diametro (nm) PDI Potencial Zeta (mV) pH
As0,25Sb0,25 135,8 +0,03 0,152 + 0,04 - 30,51 £0,03 7,15+0,18
LipAs0,25Sb0,25 = lipossoma contendo 0,25 mg mL"' de As203 e 0,25 mg mL"' de Sb203.

Quanto ao teor, a formulagdo apresentou valores de 96,8 + 2,4 % para Arsénio e 101,4 +
11,9 % para Antimonio, em relagdo aos 0,25 mg mL-1. Os seja, 0,242 + 0,01 mg mL' com desvio
padrao relativo de 4,13 % para arsénio e mg mL"' com desvio padrao relativo de 11,82 % para
antimonio. A tabela 3 apresenta os resultados. Estes valores se assemelham aos encontrados na
literatura, embora sendo estudos com um ativo apenas (ou arsénio ou antimonio) (MOREIRA,
2015; SALLES, 2019; VIANA, 2022).

Tabela 3 - Teor dos ativos Arsénio ¢ Antimonio na formulacao, ap6s 24 horas da produgio (n=3).

Ativo Média + Desvio (mg mL™") DPR (%) Recuperacio (%)
Arsénio 0,242 + 0,01 4,13 96,8 +2,4
Antimoénio 0,254 +0,03 11,82 101,4 + 11,9

Tabela 4 - Valores de estabilidade da formulagdo lipossomal contendo 0,25 mg mL™' de As e Sb, (n=2).

Tempo (dias) Armazenamento  Diametro (nm) PDI PZ (mV) pH

1 - 135,8+0,1 0,152 £ 0,04 -30,5+0,1 7,15+0,18
. TA 124,6 + 1,4 0,169 + 0,08 -21,8+0,5 7,10 £ 0,10
GE 144,1+22 0,136 + 0,11 -195+ 1,3 7,13 £0,10

15 TA 128,2+3,5 0,202 + 0,11 -154+1,6 7,13 +0,07
GE 130,5 £ 2,1 0,233 £ 1,03 -174+£09 7,09 £+ 0,11

TA 139,6 = 1,9 0,297 £ 0,88 -77+1,1 7,06 + 0,02

30 GE 130,0 £ 0,8 0,201 £ 0,14 10,9 £ 0,6 7,10 + 0,05
TA 136,0 £4,2 0,120 + 1,04 -145+0,1 7,10 £ 0,11

60 GE 146,6 + 0,2 0,243 +£ 0,23 -8,2+0,8 7,13+ 0,02
9 TA 157,1 £2,6 0,159 + 0,05 - 11,8+ 1,0 7,04 £ 0,33
GE 149,6 +3,2 0,257 £ 0,88 944 +2,1 7,11 £ 0,04

00 TA 142,3 £ 0,1 0,173 £ 0,31 - 11,6 £0,9 7,03 £ 0,06
GE 1553 +2.3 0,237 + 0,09 - 184+ 1,1 7,08 £0,11

TA 222,84+3,8 0,280 + 0,07 -20,7+1,8 6,91 £ 0,07

150 GE 200,5+ 1,7 0,291 £ 0,12 -133+03 6,99 £ 0,13

nao houve alteracdo de cor e odor neste periodo de avaliacao.

Os resultados estdao de acordo com dados da literatura, para um Gnico componente. Moreira
em 2015 produziu e caracterizou lipossomas contendo trioxido de arsénio pelo método de evaporagao
em fase reversa seguido de ultrassonicacdo com sonda para reduzir o tamanho e homogeneizagao do
sistema lipossomal. Os lipossomas continham 1,0 mg de As203 por mL de formulacao com 71,17 +
0,06 nm de tamanho médio e 0,29 + 0,04 de PDI, sendo estaveis por até 60 dias. Salles em 2019 de-
senvolveu e caracterizou lipossomas contendo tridoxido de antimonio, com o auxilio de energia ultras-

sonica, para reducdo de tamanho de particula e indice de polidispersao dos lipossomas. Os resultados
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obtidos apresentaram tamanho médio de 81,20 + 1,18 nm e PDI de 0,271 + 0,44. O teor de tridoxido de
antimonio nos lipossomas produzidos foi de 1,0 mg mL"' e estaveis por até 30 dias, armazenados em
temperatura ambiente quanto em geladeira.

Viana em 2022 produziu, caracterizou e avaliou a atividade biologica em linhagens tumorais
de lipossomas contendo trioxido de antiménio e lipossomas contendo trioxido de arsénio, ambos com
concentracao de ativo de 1,0 mg mL"'. As vesiculas lipossomais foram produzidas pelo método de
evaporagdo em fase reversa, seguido da utilizacao de sonda de ultrasom, com poténcia de 750W com
amplitude de 40%. Para os lipossomas contendo Sb,0O, as vesiculas apresentaram tamanho médio de
80,05 nm e PDI de 0,279. Ja os lipossomas contendo As O, apresentaram tamanho médio de vesicula
de 140,1 = 1,64 nm com PDI de 0,259 + 0,03. Segundo o autor, as formulacdes foram estaveis por até
30 dias, quando armazenadas em geladeira e em temperatura ambiente. Viana avaliou também ati-
vidade biologica, concluindo que os lipossomas (tanto de As,O, quanto Sb,0,) ndo foram capazes de
interagir e causar degradacao na exposicao direta ao DNA plasmidial. Os lipossomas com estes ativos
possuem potencial efeito bioldgico nas as células tumorais testadas (NB4, HL-60, T98G, US7MG,
HepG2, A375 e A549).

3.3 AVALIACAO DA SEGURANCA in vitro

Neste trabalho utilizou-se os ensaios de MTT e 6xido nitrico em linhagem celular de fibro-
blastos humanos (HFF-1). O MTT ¢ um método colorimétrico que avalia a atividade mitocondrial das
células, através da mudanga na intensidade de absorbancia das amostras.

A Figura 1 apresenta os resultados do ensaio de MTT, sendo a figura 1 A de viabilidade
celular em 24 h e a figura 1 B de proliferacdo celular em 72 h. Os resultados mostraram que nesta con-
centragdo (0,25 mg/mL) os lipossomas contendo As e Sb apresentaram citotoxicidade em relagdo ao
controle negativo em 24 h, assim como com os ativos livres. O mesmo foi observado na proliferagao
celular em 72 horas, ou seja, nem a formulagao, nem os ativos livres favoreceram a proliferacao celular.
Acreditamos que a concentracao avaliada foi alta (0,25 mg/mL). Nova avaliagdo serd conduzida em
concentragdes menores (10x, 100x e 1000x).

Com o ensaio de NO ¢ possivel avaliar possivel potencial anti-inflamatério, sendo avaliada
através da inibicao de NO. Possivel pois esta molécula pode estar envolvida em diversos outros meca-
nismos além da inflamacao. Os resultados deste trabalho sdo apresentados na Figura 2, avaliados em
24 e 72 horas, nas Figuras 2A e 2B, respectivamente.

Os resultados mostraram que, em relacdo ao controle, a formulagdo lipossomal contendo os
ativos ndo teve diferengas significativas em relagdo ao controle negativo, tanto em 24 h quanto em
72 horas. Ja os ativos livres, pela carga interagem diretamente com a membrana plasmatica da célu-

la liberando nitrato e nitrito no meio de cultura, sendo este um resultado de indicativo de inibicao
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celular. Além disso observa-se que o lipossoma contendo As e Sb protegeu/controlou as interagdes

dos ativos com a membrana plasmatica.

Figura 1 - Ensaio MTT com 24 h de incubagao. Resultados expressos em porcentagem do controle (100%).
Controle negativo: células em meio de cultura; Concentracdo dos lipossomas 0,25 mg/mL As e Sb;
Dados expressos em média + desvio padrdo. A) Viabilidade celular; B) Proliferacao Celular.
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Figura 2 - Ensaio de Oxido nitrico. A) incubadas por 24 horas;
B) incubadas por 72 horas. Linhagem celular HFF1.
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O objetivo principal deste trabalho foi atendido, ou seja, uma formulagao lipossomal estavel,
contendo dois elementos quimicos (As e Sb). Quanto a seguranca da formulag¢do, na concentracao
dos ativos avaliada houve reducdo da viabilidade celular, sendo necessarios mais ensaios para com-
plementar estes dados (uma curva de concentragdo, com pontos de menor concentragao). O resultado
positivo encontrado neste trabalho foi a inibi¢do na produgdo de oxido nitrico quando os ativos foram
incorporados na vesicula lipossomal.

Os lipossomas foram caracterizados, mostrando ser uma formulagdo manométrica (tama-
nho médio de vesicula de 135,8 = 0,1 nm). O tamanho estd dentro do que ¢ preconizado para que
seja denominado como uma estrutura nanométrica, pois todas as analises de tamanho médio mos-
traram tamanhos inferiores a 150 nm. Em relagdo a estabilidade, dentro do periodo de 60 dias, con-
clui-se que os lipossomas se apresentaram estaveis, quando armazenados em temperatura ambiente

e em refrigeragdo. Quanto ao teor dos ativos, ndo houve perdas no preparo da formulagdo, tendo
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uma recuperacdo proxima a 100% (As = 96,8 £ 2.4 e Sb = 101,4 + 11,9), determinadas 24 horas
apos a producdo da formulacgao.

Ja em relacdo a seguranca da formulagdo, acreditamos que a concentragao dos ativos na for-
mulagdo tenha sido muito alta, uma vez que niao houve viabilidade nem proliferagdo celular (pers-
pectiva para trabalho futuro, investigar o efeito em concentragdes menores de As & Sb). O resultado
de oxido nitrico nos leva a concluir que a nanoestrutura (lipossoma) protegeu a membrana celular,
evitando inflamagdo. J& os ativos livres provocaram inflamag¢ao, aumentando os niveis de NO, tanto

em 24 como em 72 h.
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