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Resumo

As terapias que existem hoje em dia para o tratamento do cancro ndo sdo totalmente
eficazes pois provocam a destruicdo das células cancerigenas e das células saudaveis, levando a
um défice no sistema imunitéario do doente o que aumenta o risco de desenvolver infe¢des virais
ou bacterioldgicas. Para além disso esta doenca acarreta elevados custos tanto para os doentes
como para as instituicbes médicas devido & sua elevada incidéncia. Por isso, é necessario
encontrar solugBes e desenvolver novas técnicas mais eficazes para combater esta doenca. Uma
dessas técnicas consiste na libertagdo controlada de farmacos utilizando nanoparticulas, sendo

este o foco deste trabalho.

Foram produzidas particulas de quitosano a partir de quatro métodos diferentes;
gelificagdo ionotrdpica, agua em 6leo, método micelar inverso e precipitacdo. Foram utilizados
diferentes tipos de polimero: quitosano com 470 kDa, 33 kDa e hidroxipropil quitosano. Para
testar a eficicia destas particulas como veiculos para libertacdo controlada de farmacos foi
utilizada a doxorrubicina (DOX), um dos farmacos mais utilizados em quimioterapia que tem
como principal consequéncia a cardiotoxicidade. O farmaco foi encapsulado nas particulas
poliméricas produzidas pelos diferentes métodos e o seu perfil de libertacdo foi avaliado a pH 7,4
e a temperatura fisiologica. Para fazer a andlise dos perfis de libertacdo procedeu-se a utilizagdo

de modelos matematicos.

As principais conclusdes deste trabalho foram que o método que permite obter particulas
de menor dimensdo € o de gelificagdo ionotropica e que as particulas obtidas com CS
despolimerizado apresentam uma maior homogeneidade de tamanhos. Observou-se que a
libertacdo de DOX é mais eficiente para as particulas obtidas por gelificagdo ionotropica.
Verificou-se ainda que os modelos que melhor definem os perfis de libertacdo sdo o de Kormeyer-
Peppas e o de Weibull e que a libertacdo de DOX deu-se maioritariamente por difusdo de Fick,

independentemente do polimero usado ou do método de producéo das particulas.

Palavras-chave: Doxorrubicina, Hidroxipropil quitosano; Modelos matematicos;

Nanoparticulas de quitosano; Sistemas de libertagdo de farmacos.
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Abstract

Current cancer treatments are not completely efficient because they cause not only
destruction of cancer cells but also of the viable cells. This causes a deficit in the immune system
increasing the risk of the patient developing viral and bacteriological infections. Furthermore, this
disease is associated with high costs not only for the patients but also for the medical institutions
due to its high incidence. That said, it is necessary to find new solutions and develop new
techniques to fight this problem. One of those techniques consists in the use of nanoparticles to

perform a controlled drug delivery, which is the focus of this work.

Chitosan particles were produced through four methods: ionic gelation; water-in-oil
emulsion, reverse micellar and precipitation. Different types of polymer were also used: 470 kDa
CS, 33 kDa CS and hydroxypropyl chitosan. Doxorubicin, one of the most used drug in
chemotherapy that causes cardiotoxicity as a side effect, was encapsulated into the particles and
in vitro drug release assays were performed at pH 7,4 and at physiological temperature.

Mathematical models were used for a better understanding of the drug release profiles.

The main conclusions of this work were that the particles obtained with ionotropic
gelation had the smaller size and the particles obtained using depolymerized chitosan had narrow
size distribution. It was possible to observe that DOX release is more efficient in particles
obtained by ionotropic gelation. The models that better fitted the drug releases profiles were
Korsmeyer-Peppas and Weibull, whereas the release mechanism was mainly dictated by Fickian

diffusion, independently of the type of chitosan or particle production method used.

Keywords: Chitosan nanoparticles; Doxorubicin; Drug delivery systems; Hydroxypropyl

chitosan; Mathematical models.

Xiii



Xiv



Indice

CAPITULO 1. INTRODUGAO.......coiitieeeeeeeeee et eeee ettt n st 1
1.1. QUITOSANO ..ttt ettt ettt ettt ettt e et ee e es e e e s bt e e s bt e e ekt e e e ke e e e bt e e s sbe e e abbe e e ambe e e anbeesnbeesnbeaennns 2
1.1.1. Derivado do quitosano: Hidroxipropil quitosano (HPCS) .........cccceiiiiiiiiiiee e, 3
1.1.2. Aplicaches de CS € eriVadsS. .........uiveiiiiiieiiiie s 3
1.2, METODOS DE PREPARAGAO DE PARTICULAS DE QUITOSANO ....vvveeiiiiieeeesirireeessineeeeesnnvnneessnnnnas 4
1.2.1. (€1=] 1y o= Tor: T To] ) o] o o3 URS SRR RPPPR PRSP 4
1.2.2. EmUISGES AgUA €M GIBO ....ccvve et 5
1.2.3. MELOAO MICEIAI INVEISO .....viivieiiciicic ettt 5
1.2.4. 1o o1 - 1o o F PSPPSR 6
1.3. LIBERTACAO DE FARMACOS DE PARTICULAS DE CS ....otiiiiiiiiiiiee ettt 6
1.4. MODELOS MATEMATICOS PARA SISTEMAS DE LIBERTAGCAO DE FARMACOS........ccvvveeiiirvieeesiinnens 9
1.5. OBUETIVOS ...ttt ettt ettt ekttt ekt ekttt b e e ket o4 ket e s h ket e b et e e b et e e be e e eab b e e anb e e e an b e e e nr e e snee e e 12
CAPITULO 2. MATERIAIS E METODOS.......ccoiiiieeeeeeee e etes s enses s sen e 13
2.1. DESPOLIMERIZAGAO DO QUITOSAND ....cceeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeesseeaabaseeeeaaaeeesaasastbbasseeeeesaesseaaansnnnes 13
2.1.1. IVIBEEITAIS ... vttt ettt e sb et e s besbe e e e saeereesbeereenbearee e 13
2.1.2. e oTo=To [0 T=T o1 (o USSR 13
2.2, VISCOSIMETRIA CAPILAR ...ccutiieiititeiitte ettt ekt ee et e e st e sab e akb e e st e e s abe e e esbe e e sbbeeebeeeanbeeeanbneensnes 13
2.2.1. IVIBEEIIAIS ...ttt ettt b et bbb sbe e b e sbesb e e b sree e 13
2.2.2. oY=l [0 T=T o1 (o USRI 13
2.3. SINTESE DE HIDROXIPROPIL QUITOSANOD ....ciiiiiiiiiiiiiiieiiieetittbiaiies s s s s s s e e e e e e s e e aaseeasssesassasbaabaaaaaes 14
2.3.1. =] T LRSS 14
2.3.2. e oY=l [0 T=T o1 (o TR PRSTRRN 14
2.4, PREPARACAO DE NANOPARTICULAS DE QUITOSANO POR GELIFICACAO IONOTROPICA .............. 14
2.4.1. IVIBEEIIAIS ... vttt ettt sttt sb et b et et bt s e sbeebeenbesre e e 14
2.4.2. PrOCEAIMENTO ...ttt ettt e e e e 14
2.5. PREPARACAO DE NANOPARTICULAS DE QUITOSANO ATRAVES DO METODO DE EMULSOES DE
AGUA EM OLEO (AVO) .ttt ettt b et bbbt bbbt et nb e sb e be e b nbeere 15
2.5.1. IVIBEEIIAES ...ttt bttt b e bt ettt e bt e b et eeb e et b e e nbe e ebeenrne e 15
2.5.2. o (o ToteTo T T=T o1 (o PSPPSR 15

2.6. PREPARACAOQ DE MICROPARTICULAS DE QUITOSANO ATRAVES DE UM SISTEMA MICELAR

INWERSO ...ttt tuteteattee ettt e ettt e e ettt e ekt e et e oo ab e a4 ok bt 24k s £ 24k b £ £ 4ok 24 4a ke £ 4k b e e 4k b e a4 b b e e em b et e eh ke e e R b e e e b be e e nbe e e enreeennees 16
2.6.1. IVIBEEIIAIS ...ttt sttt sttt b et e b sbe e sbe e s e e sbeeteenbesree e 16
2.6.2. PrOCEAIMENTO ...ttt sttt e e e be e e aeen 16

2.7. PREPARACAO DE NANOPARTICULAS DE QUITOSANO POR PRECIPITACAO ....cccevvviieeeeiireeeesinnness 16
2.7.1. IVIBEEIIAIS ...ttt sttt sttt b et e b sbe e e sbe s e e sbesbeenbesree e 16
2.7.2. e oY=l [0 T=T o1 (o TR PRRSTRRN 16

2.8. CARACTERIZACAO DO QUITOSANO, HPCS E SUAS PARTICULAS ......uviiiiieieeeeeee ettt e e e e 17

XV



2.8.1. Dispersdo Dinamica de Luz e Potencial zeta..........c.ccocevveevie i 17

2.8.2. Microscopia Eletronica de Varrimento .........ccoooiiiiiieiiiiciie e 17
2.8.3. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier ..........c.cccoovvevieeiiieiinnnns 17
2.8.4. ANALISE tErMOGraVIMEBLIICA. .. ..vveveeiieeie e e e e ee e e s 18
2.9. AVALIACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO ....vvviiieiiiiiieeesiiiieeeessitneeesssnnnssessssnnneesssnnnns 18
2.9.1. IVIBEEIIAES ...ttt b e bbbt sb e bbb e bt e bbb e bt e nbne e 18
2.9.2. e oTo=To [0 T=T o1 (o USSR 18
2.10. ENSAIOS DE LIBERTAGAO DE DOX ...ttt e e e e eaaaees 20
2.10.1. IVIBEEIIAIS ...ttt sttt ettt sttt e st et esb et et e sbe e esbe et e e sbeereenbesree e 20
2.10.2. e oTo=To [0 T=T o1 (o USSR 20
2.11. MODELOS MATEMATICOS DOS PERFIS DE LIBERTACAOD .......ccuutiiiieieeeeeeeaaeeiiiiiinnneeeeeeeesesssnsnnnnnns 20
CAPITULO 3. RESULTADOS E DISCUSSAO.......ccceoiiiiiiieieieieiieieissiessssssie s 23
3.1 CARACTERIZAGCAO DOS POLIMEROS UTILIZADOS ....vvviieiiirieeeeiiirreeeesisiieeesssnnesesssnsnseesssnsneseesnnes 23
3.1.1. ViSCOSIMELITA CAPIIAN ......eiieiiiie e 23
3.1.1. ANALISE 08 FTIR .ot 25
3.1.2. ANALISE 08 TGA ..ttt te et ste st et ene b re e 27
3.2. CARACTERIZACAO DAS MICRO/NANOPARTICULAS POLIMERICAS .....cvvveeeiiiieeeeeiireeeesenreeeesinns 28
3.2.1. ANALISE 08 FTIR .o 28
3.2.2. ANALISE 08 TGA L.ttt e e b e e et e s be s e et reesbe e ee e 30
3.2.3. Tamanho hidrodin@mico e potencial ZEta............cccveveiiiiiiiii i 32
3.2.4. ANALISE PO SEM ...t 36
3.3. EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO DA DOX . .oiiiiiiiiiie ettt 38
3.4. ESTUDOS DE LIBERTAGAO DA DOX ...iiiiiiiiieii ettt ettt e et e et e e e 39
3.5. MODELOS MATEMATICOS PARA ESTUDOS DOS PERFIS DE LIBERTAGAO. .....ccveieeieiieirierieseeinens 41
CAPITULO 4. CONCLUSOES E TRABALHO FUTURO .......cccvoieieeeieeeieeeeieeesesenesenee s 45

XVi



Lista de Figuras

FIGURA 1.1 - ESTRUTURA MOLECULAR DO QUITOSANO (DD — GRAU DE DESACETILAGAO; 1-DD — GRAU DE

o3 1 T17-Yo: o ) R PPV S PP UP PR PPTPOS 2
FIGURA 1.2 - ESTRUTURA QUIMICA DO HPCS (ADAPTADO DE [21]). .eeiveeiieiiieiiieeiee sttt 3
FIGURA 1.3 - MECANISMOS DE LIBERTAGAO DO FARMACO (ADAPTADO DE [29]). ..cvvevieiieeiie e, 7
FIGURA 2.1 - PELLET RESULTANTE DE UM ENSAIO DE ENCAPSULAMENTO. ...ccivviieeiiiiiireesiineeeessinneeessnneas 19
FIGURA 2.2 - PARTICULAS CARREGADAS COM DOX NO INTERIOR DA MEMBRANA DE DIALISE.............c.u.... 20

FIGURA 3.1 - RELACAO ENTRE A VISCOSIDADE REDUZIDA E INERENTE COM A CONCENTRACAO DA SOLUGCAO

DE QUITOSANO CUJO LIMITE PERMITE DETERMINAR A VISCOSIDADE INTRINSECA [N]. «vvvvvevevieiiieins 25
FIGURA 3.2 - ESPECTRO DE FTIR DE CS 470 KDA, CS33 KDAE HPCS. ...t 26
FIGURA 3.3 — AMPLIACAO DO ESPECTRODE FTIRDOHPCS ... 26
FIGURA 3.4 - GRAFICO TGAEDTADE CS 33KDA, CS470 KDAE HPCS. ...t 27
FIGURA 3.5 - ESPECTRO DE FTIR DE NP’S OBTIDAS POR GELIFICACAO IONOTROPICA USANDO CS 470 KDA

(A) EHPCS (B). «.eveiveeiiite ettt sttt sttt ettt s te et e st e e sa e s b e ta e st e s ta et e sba e besteeseesbeeteesaenaeeseens 28
FIGURA 3.6 - ESPECTRO DE FTIR DE NP’S OBTIDAS PELO METODO DE EMULSAO A/O USANDO CS 470 KDA

LN =0 1o O X (= ) TSP 29
FIGURA 3.7 - ESPECTRO DE FTIR DAS PARTICULAS OBTIDAS PELO METODO MICELAR INVERSO USANDO CS

DE 47O KDA. ..ttt h e b e a bt ekt b b e b et e et e e et b e bae e nbe e e nnees 29
FIGURA 3.8 - ESPECTRO DE FTIR DAS PARTICULAS OBTIDAS PELO METODO DE PRECIPITACAO, USANDO CS

DE 470 KDA (A) EHPCS (B)...etiiiiitiitie ettt nb e nn et ne 30
FIGURA 3.9 - GRAFICO TGA E DTA DE PARTICULAS DE CS 470 KDA. .....oiiiiiiiiiiiie it 30

FIGURA 3.10 - AMPLIACAO DO GRAFICO DAS MEDIDAS TERMOGRAVIMETRICAS DA AMOSTRA DE
PARTICULAS DE CS 470 KDA OBTIDAS POR PRECIPITAGAD. ...cciiiiveiieeiiiiiee s eiiree e e ssivee e s s stveaaesniiaeae s 32
FIGURA 3.11 - CURVAS DE AUTOCORRELACAO PARA PARTICULAS DE CS 470 KDA, CS 33 KDA E HPCS
OBTIDAS POR GELIFICACAO IONOTROPICA. ....ciiutiiieeeiiiiee e s iittee e e s eitteee e s settae e e e stbaeee s sanareeaessstraeeesannees 34
FIGURA 3.12 - POTENCIAL ZETA DAS PARTICULAS OBTIDAS POR GELIFICAGAO IONOTROPICA A) CS 470
KDA. B) CS 33 KDA. C) HPCS.... .ottt et e be e te e e e snbe e baenne s 34
FIGURA 3.13 - CURVAS DE AUTOCORRELAGCAO PARA AS PARTICULAS OBTIDAS POR GELIFICAGCAO
IONOTROPICA, AGUA EM OLEO, METODO MICELAR INVERSO E PRECIPITACAOQ. ...ccvvvviiieieeeeeeeeeeeiienns 35

FIGURA 3.14 - IMAGEM DE SEM DE PARTICULAS OBTIDAS POR GELIFICAGAO IONOTROPICA; A) CS 470 KDA

B) CS33KDA C)HPCS. ...ttt et be e be et e bt sbesre e 36
FIGURA 3.15 - IMAGEM DE SEM DE PARTICULAS OBTIDAS PELO METODO DE EMULSAO AGUA EM OLEO COM
CS ATO KDA. ...ttt h ettt h e a et e b e R bt e Rt e bt e eR e Rt b e bt b n e nn e nne e 37
FIGURA 3.16 - IMAGEM DE SEM DE PARTICULAS OBTIDAS PELO METODO MICELAR INVERSO COM Cs 470
(U O O P TP PP PR PP PR PTRON 37
FIGURA 3.17 - IMAGEM DE SEM DE PARTICULAS OBTIDAS POR PRECIPITAGAO A) CS DE 470 KDA B) CS DE
B3KDA C)YHPCS ..ottt ettt b e et et nn 38

XVii



FIGURA 3.18 - (A) PERCENTAGEM DE LIBERTAGAO DE DOX PARA NANOPARTICULAS OBTIDAS POR
GELIFICAGAO IONOTROPICA. (B) AMPLIAGAO DA PERCENTAGEM DE LIBERTAGCAO DE DOX PARA AS
PRIMEIRAS L0 H. 1etiiiitiiie e ittt sttt ettt e sttt e e sttt e ettt e e s skt e e e e s bbb e e e e s bbb e e e e e bbb e e e e s nnbb e e e e atbbeeee s 40

FIGURA 3.19 - (A) LIBERTAGAO DE DOX PARA NANOPARTICULAS OBTIDAS POR PRECIPITAGAO. (B)
AMPLIACAO DA PERCENTAGEM DE LIBERTACAO DE DOX PARA ASPRIMEIRAS 10 H. ....ccevvvivveeeiinnen, 40

FIGURA 3.20 - (A) COMPARACAO ENTRE A LIBERTAGAO DE DOX POR PARTE DE PARTICULAS DE CS 470
KDA OBTIDAS POR GELIFICAGAO IONOTROPICA E POR PRECIPITAGAO A PH 7,4. (B) AMPLIAGCAO DA
PERCENTAGEM DE LIBERTACAO DE DOX PARA ASPRIMEIRAS 10 H. ....ovvviiiiiiiiieeeeeieicciiiieeee e, 41

FIGURA 3.21 - EXEMPLO DO MODELO DE WEIBULL, COM VALORES PREVISTOS E OBSERVADOS PARA
LIBERTACAO DE DOX A PARTIR DE NANOPARTICULAS OBTIDAS POR GELIFICACAO IONOTROPICA COM
CSATOKDA. ...ttt et s e et e e be e be e et b e e a b e e be e bt e shbeesbe e beeabeeehbe e beesbeeeteeenreenteenreeares 42

xviii



Lista de Tabelas

TABELA 2.1 - QUANTIDADE DE DOX ADICIONADA EM CADA METODO. ..ueeevvieeirresieeesnereesineasssneesssneesnnees 18
TABELA 3.1 — TEMPERATURA E RESPETIVAS PERDAS DE MASSA OBTIDAS NA ANALISE
TERMOGRAVIMETRICA DAS AMOSTRAS POLIMERICAS: CS 470 KDA, CS 33 KDAEHPCS. ................ 27
TABELA 3.2 - TEMPERATURA E RESPETIVAS PERDAS DE MASSA OBTIDAS NA ANALISE TERMOGRAVIMETRICA
DAS NPs DE CS 470 KDA OBTIDAS POR GELIFICAGAO IONOTROPICA, EMULSAO A/O, METODO
MICELAR INVERSO E PRECIPITAGAOD. ..ututiiiiiieeeeeiieiitttteeeeeeaeeaassssssssssssssseeasaeasssasasssssssssseeesessesansnssnes 31
TABELA 3.3 - TAMANHO HIDRODINAMICO, INDICE DE POLIDISPERSAO E POTENCIAL ZETA DE PARTICULAS
OBTIDAS POR GELIFICACAO IONOTROPICA COM DIFERENTES TIPOSDE CS......cvvvveiiiiiiiee et 32
TABELA 3.4 - TAMANHO HIDRODINAMICO, INDICE DE POLIDISPERSAO DAS PARTICULAS OBTIDAS POR
GELIFICAGCAO IONOTROPICA, AGUA EM OLEO, METODO MICELAR INVERSO E PRECIPITAGAO
UTILIZANDO CS 470 KDA. ...ttt ettt e e e e e e s a e e e et b e e e e s nrba e e e e e nntaeeee s 35
TABELA 3.5 - EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO (%) DE DOX NAS MICRO/NANOPARTICULAS DE CS 470
KDA, CS 33 KDA E HPCS PREPARADAS PELOS 4 METODOS DE SINTESE. .....cceiiieiivivririeeeeeeeeeeeeeennnnns 38
TABELA 3.6 - MODELOS MATEMATICOS PARA AS PARTICULAS OBTIDAS POR GELIFICACAO IONOTROPICA..44

TABELA 3.7 - MODELOS MATEMATICOS PARA AS PARTICULAS OBTIDAS POR PRECIPITAGAO........cccovuvveenn. 44

XiX



XX



Abreviaturas

A/O
AOT
CS
CSNP’s
DA
DD
DLS
DOX
DTA
EE
HCI
HPCS
NaNO;
NaOH
PBS

Pl
SEM
TGA

TPP

Agua em 6leo

Dioctil sulfosuccionato de sddio
Quitosano

Nanoparticulas de quitosano
Grau de acetilacdo

Grau de desacetilacédo

Disperséo dinamica de luz
Doxorrubicina

Derivada termogravimétrica
Eficiéncia de encapsulamento
Acido cloridrico

Hidroxipropil quitosano

Nitrito de sodio

Hidroxido de sodio

Solucdo tampdo de fosfato salino
indice de polidispersdo
Microscopia Eletronica de Varrimento
Anadlise termogravimétrica

Tripolifosfato de sodio

XXi



XXii



Capitulo 1. Introducao

O cancro € uma doenca que tem colocado desafios crescentes aos sistemas de saude, pois
afeta todas as pessoas, independentemente da sua idade e género, sendo que os individuos com
idades entre 0s 55 e 0s 60 anos s&o 0s que apresentam uma maior probabilidade de desenvolver a
doenca. Prevé-se que em Portugal até 2030 o nimero de pessoas com cancro seja superior a 50
000 [1]. As terapéuticas que existem atualmente para o tratamento do cancro ndo séo as ideais,
pois apesar de destruirem as células cancerigenas também destroem as células saudaveis,
provocando um défice no sistema imunitario do doente o que aumenta o risco de desenvolver

infecBes virais ou bacteriolégicas [2].

Os farmacos utilizados em quimioterapia podem ser divididos em varios grupos tendo em
conta varios fatores como a sua composi¢do quimica e a fun¢do. Neste trabalho o farmaco que
vai ser utilizado € a doxorrubicina (DOX) que pertence a familia das antraciclinas. Este farmaco
possui um grande potencial no tratamento do cancro e é um dos mais utilizados em quimioterapia,
devido a sua capacidade de a¢do contra um grande nimero de tumores. No entanto a sua eficiéncia
no tratamento do cancro é limitada, pois apresenta baixa solubilidade sanguinea, ma
farmacocinética, ndo distingue entre células saudaveis e células cancerigenas, causa

cardiotoxicidade e para além disso o tumor pode tornar-se resistente 8 DOX [3].

Nos ultimos anos tém sido realizados estudos para melhorar a eficiéncia da DOX
utilizando transportadores, nomeadamente lipossomas, transportadores poliméricos néo
covalentes ou conjugados poliméricos [4]. Ninomiya et al. [5] estudaram a utilizacdo de
lipossomas como transportadores de DOX juntamente com irradiacdo por ultrassons, mostrando
bons resultados na libertacdo da doxorrubicina. Também tém sido feitos varios estudos utilizando
particulas para a libertacdo da DOX. Por exemplo, Mastria et al. [6] utilizaram um conjugado de
DOX com polipéptido mostrando inibicdo no desenvolvimento de metastases e aumento da
sobrevivéncia, pois foi possivel evitar a disseminacdo de células tumorais a partir do tumor
primario. Existem também estudos em que utilizam sistemas poliméricos, como por exemplo o
quitosano. No estudo realizado por Shi et al. [7] em que utilizaram nanoparticulas de carboximetil
quitosano carregadas com DOX, concluiram que as particulas mostraram potencial de

encapsulamento e libertacéo do farmaco.

Neste trabalho serdo utilizadas micro/nanoparticulas & base de quitosano para libertacdo
da DOX nédo s6 devido a eficiéncia demonstrada na libertacdo do farmaco, mas também por estas

serem biocompativeis, biodegradaveis e por reduzirem os efeitos colaterais do farmaco [7].



1.1. Quitosano

O quitosano (Figura 1.1) é o polissacérido natural mais utilizado a seguir a celulose [8] e
tem sido muito investigado para aplicagbes biomédicas nos dltimos anos. A utilizacdo de
quitosano possui varias vantagens devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa
toxicidade, bioadesividade e a sua capacidade de se ligar as membranas celulares, atraves da
abertura de juncgdes de células epiteliais [9]. O quitosano é um heteropolissacarido composto de
ligagBes de glucosamina 3-1,4 com varios graus de acetilagdo nos residuos de glucosamina [10,
11].

OH

HO
NH,

n

Figura 1.1 - Estrutura molecular do quitosano (DD — Grau de desacetilagdo; 1-DD — Grau de acetilagdo).

O quitosano é um biopolimero produzido a partir da quitina, sendo que a quitina é um
elemento estrutural do exosqueleto dos crustaceos e encontra-se também na parede celular de
certos fungos. Para produzir o quitosano é necessario retirar 0 exosqueleto a estes animais e
transforméa-lo em po, para que posteriormente seja processado e se obtenha quitosano [12]. A
producdo de quitosano envolve 2 passos, isolamento e desacetilagdo da quitina. O isolamento da
quitina envolve descoloracdo, desproteinizagdo com hidréxido de sédio (NaOH) diluido e
desmineralizacdo com remocgdo do carbonato de célcio (CaCOs3) do exosqueleto dos crustaceos
usando &cido cloridrico diluido [13]. No segundo passo, a quitina é desacetilada usando NaOH a
40-50% a temperatura de 110-115°C por varias horas sem oxigénio. A quitina passa a quitosano
quando o grau de desacetilagdo (DD) excede os 50% [14]. Outra maneira de produzir € através de

N-desacetilaces usando enzimas em condigdes relativamente suaves [15].

As propriedades fisicas e quimicas do quitosano sdo fortemente dependentes do grau de
desacetilagdo e do seu peso molecular. Um peso molecular elevado limita o uso do quitosano
devido a sua elevada viscosidade e baixa solubilidade em solug¢6es aquosas neutras, enquanto para
pesos moleculares baixos as suas propriedades sdo 6timas para preparacdo de nanoparticulas para
libertacdo controlada de farmacos [16]. Segundo Yang et al. [17] a eficiéncia de encapsulamento

do quitosano aumenta com a diminui¢do do peso molecular.



Uma das propriedades mais importantes do quitosano é que € sollvel na maioria das
solugdes acidas com pH inferior a 6,5 devido a protonagdo dos grupos amina livres, podendo
facilmente formar nanoparticulas através de reticulagdo com agentes tais como glutaraldeido,
tripolifosfato de sédio e sodio de &cido poliaspartico. Portanto o quitosano é o sistema de

libertacdo ideal para farmacos hidrofilicos como 5-fluorouracil e leucovorina [18].

1.1.1. Derivado do quitosano: Hidroxipropil quitosano (HPCS)

Apesar do quitosano ser solivel em solugdes aquosas com pH inferior a 6,5, € insoltvel
em agua e na maioria dos solventes organicos. Por isso tem-se prestado especial atengdo a
modificacBes quimicas que possam ser feitas para obter derivados soliveis em dgua a um pH mais
amplo [19].

Existem varios derivados do quitosano obtidos através da substituicdo/alteracdo de dois
grupos especificos, 0s grupos amina (-NH.) e os grupos hidroxilo (-OH). Alguns exemplos séo a
acetilacdo, tosilagdo, N-ftaloilagdo, sulfatacdo, alquilacdo, formagdo de sais quaternarios,

carboxialquilagdo, entre outros [20].

Neste trabalho o foco esta na preparagéo de hidroxipropil quitosano (HPCS), que é obtido
através da alcalinizacéo e eterificacdo do quitosano. Peng et al. [19] produziram hidroxipropil
quitosano solivel em agua com diferentes graus de substituicdo em que a substituicdo ocorreu
nos grupos 6-OH, 3-OH e NH», como indicado na Figura 1.2. O derivado obtido mostrou-se
eficiente contra alguns fungos, no entanto ndo tem qualquer efeito inibitério contra a bactéria

Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
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Figura 1.2 - Estrutura quimica do HPCS (Adaptado de [21]).

1.1.2.  Aplicaces de CS e derivados

O quitosano possui diversas aplicacBes, nomeadamente na industria alimentar, em

cosmética, agricultura, tratamento de aguas e para aplicacGes biomédicas e farmacéuticas [22].

No caso das aplicacGes biomédicas este pode ser utilizado em tratamento de feridas,
devido as suas propriedades de agente anti-infecioso, biocompativel e biodegradavel, o CS ajuda

no tratamento das feridas em todas as etapas do tratamento, desde a formacdo de barreira



antimicrobiana até a fase final de fechamento da ferida [23].0 quitosano e os seus derivados

também podem ser utilizados em engenharia de tecidos, em particular na regeneragdo 6ssea [24].

O CS também pode ser utilizado como revestimento de particulas magnéticas, como por
exemplo em particulas de 6xido de ferro melhorando assim a biocompatibilidade das particulas
[25].

A utilizacdo de sistemas de libertagdo de farmacos baseados em nanoparticulas ndo so
melhora a eficiéncia de muitos farmacos in vivo, como também permite a libertacdo especifica a
nivel nasal, oral, gastrointestinal, vaginal, transdérmico, peridontal e do c6lon. Estes sistemas
podem ser utilizados na forma de micro e nanoparticulas, filmes e géis [26]. Por exemplo, Khdair
et al. [27] estudaram nanoparticulas de quitosano como portadoras de doxorrubicina utilizando
um método de sintese de dupla emulsdo com evaporacdo de solvente. Estes autores obtiveram
nanoparticulas com um tamanho inferior a 100 nm, com capacidade para eficientemente
encapsular e libertar o farmaco em estudo. Outro exemplo é de Jain et al.[28] que estudaram
nanoparticulas de quitosano com docetaxel incorporado utilizando o método de gelificacdo
ionotropica para produzir nanoparticulas com um tamanho entre 159 nm a 220 nm. Os resultados
mostraram uma eficiéncia de encapsulamento de 78% a 92%, sendo este um método promissor

no tratamento do cancro de mama.

1.2. Métodos de preparacéo de particulas de quitosano

Existem diversos métodos de preparacao de particulas de quitosano, tais como emulsées
agua em o6leo (A/O), coacervacdo/precipitacdo, spray-drying, gelificacdo ionotropica, método

micelar inverso e peneiragao [29].

1.2.1. Gelificacao ionotropica

Esta técnica baseia-se na interagdo ionica entre o CS e o tripolifosfato de sodio (TPP),
mais concretamente entre os grupos amina do CS, que possuem carga positiva e os grupos fosfato
do TPP, que possuem carga negativa. Estes grupos ao interagirem permitem a reticulacéo, o que
leva a formacdo de particulas esféricas [30]. Calvo et al [31] foram os pioneiros na utilizacdo
desta técnica: para obter as particulas utilizaram duas fases aquosas, a primeira composta por CS,
oxido de etileno e 6xido propileno e a segunda fase contendo TPP. Obtiveram particulas
nanométricas em condicOes suaves num curto espaco de tempo. Fan et al. [30] analisaram a
importancia do racio de TPP e CS no tamanho das particulas adicionando diferentes volumes de
TPP auma solugdo de 10 mL de CS. Estes autores verificaram que para os racios de 4:1 até 2,9:1
as particulas diminuem gradualmente de tamanho de 172 nm para 133 nm, fora desse racio o

tamanho de particulas aumenta drasticamente para 237 nm.



Silva et al. [32] prepararam nanoparticulas de quitosano através de gelificacdo
ionotropica para encapsular &cido rosmarinico. Os autores utilizaram um racio de CS e TPP de
7:1 apH 5,8 0 que originou um tamanho de particulas entre 200 e 300 nm, com um potencial zeta
entre 0os +20 mV e +30 mV. As particulas demonstraram uma baixa citotoxicidade contra os
pigmentos da retina e as células da cérnea. Estes autores concluiram gue as nanoparticulas de CS

s&o um método promissor para a libertagdo de farmacos em aplica¢fes oculares.

Este é um método simples de produzir nanoparticulas, com as vantagens de ndo utilizar
agentes reticulantes e emulsionantes que sdo geralmente tdxicos para 0 organismo como € o caso
do glutaraldeido [29]. Para além disto, as particulas preparadas por este método sdo sensiveis ao

pH, o que faz com que sejam muito utilizadas para libertacdo de farmacos [33].

1.2.2. Emulsdes &gua em Gleo

Este método consiste na juncdo de uma solucdo aquosa de quitosano a uma fase oleosa,
sendo a emulsdo estabilizada utilizando um tensioativo. A emulsio estavel junta-se um agente
reticulante de maneira a formar as particulas. A reticulacdo da-se entre o grupo amina do CS e o

grupo aldeido do agente reticulante, levando a formacao de grupos imina [34].

O tamanho das particulas estd dependente da concentracdo do tensioativo, do peso
molecular, da concentracdo de quitosano, da concentragdo de agente reticulante e da velocidade

de preparacdo da emulsdo [35].

Xu et al. [36] prepararam nanoparticulas de CS carregadas com paclitaxel através do
método dgua em 6leo utilizando como agente reticulante o glutaraldeido. Estes autores concluiram
gue o tamanho das particulas estava dependente do pH da emulsdo, sendo que para um pH de 4,4
obteve-se particulas com 563,8 nm, a medida que se aumentou o pH até 6,5, o tamanho das
particulas diminui-o até ao valor de 133,7 nm e a partir desse pH o tamanho de particulas voltou
a aumentar. Verificou-se uma eficiéncia de encapsulamento de 94,01% e uma eficiéncia de

carregamento de 8,55%.

Este método possui a vantagem de se obter particulas esféricas e com uma elevada
percentagem de encapsulamento. No entanto possui a desvantagem de se utilizar um agente

reticulante como o glutaraldeido, que é tdxico para o corpo humano [36, 37].

1.2.3. Método micelar inverso

Para preparar particulas utilizando este método é necessario seguir um conjunto de passos,
comegando por dissolver o tensioativo AOT em hexano, depois a esta solucdo junta-se o CS,
hidréxido de amonia e glutaraldeido para reticular as particulas. O sistema é deixado a agitar
durante a noite. No dia seguinte procede-se a evaporacdo do solvente e re-suspensdo da massa

seca, seguido de longos processos de lavagem e extracdo das particulas [38].



Esta técnica permite a producdo de nanoparticulas, usando uma suspensdo de micelas
inversas e usando glutaraldeido como agente reticulante, originando particulas com uma gama
muito estreita de tamanhos, mais concretamente na ordem dos 100 nm. O tamanho das particulas

estd dependente da densidade das particulas, bem como do grau de reticulacdo [38].

Mitra et al. [39] prepararam nanoparticulas de quitosano encapsuladas com um complexo
DOX-dextrano utilizando o método micelar inverso, obtendo particulas com um tamanho de 100
+ 10 nm e morfologia esférica. Os resultados na reducdo do tumor foram superiores quando se
encapsulou o farmaco na particula, o que o levou a concluir que as nanoparticulas de quitosano

tém potencial para libertacdo controlada de farmacos.

Esta técnica possui a vantagem de se conseguir obter particulas com tamanhos muito
reduzidos. No entanto possui um processo de produ¢do muito extenso, varias etapas de lavagem

e utiliza solventes orgénicos prejudiciais ao corpo humano [40].

1.2.4. Precipitacio

Este método baseia-se no facto de o quitosano ser insolivel em meio basico, ou seja,
quando entra em contacto com solugdes alcalinas o quitosano precipita [41].0 quitosano é
precipitado numa solucdo alcalina sob agitagdo a velocidade elevada; em seguida a solugdo é

deixada durante algum tempo a agitar a velocidade mais reduzida para maturar as particulas [41].

Bento et al. [41] desenvolveram nanoparticulas de CS incorporadas com um ativador de
mastocitos (C48/80) de maneira a obter uma vacina nasal, obtendo particulas monodispersas com
um diametro entre 400 nm e 500 nm e indice de polidisperséo inferior a 0,162, com uma eficiéncia
de encapsulamento de 18,65 + 2,99 %. A incorporacdo de C48/80 promoveu um aumento da

imunidade da mucosa nasal comparativamente com outros métodos testados até a data.

Mooren et al. [42] estudaram a influéncia das microparticulas de CS no transporte de um
farmaco hidrofilico, o fosfato de s6dio de prednisolona, através da barreira epitelial. As particulas
foram preparadas utilizando o método de precipitacdo, o tamanho médio das particulas obtido foi

de 0,9+ 0,2 um e obteve uma percentagem de encapsulamento de 53%.

Este método possui a vantagem de ser bastante mais rapido do que os anteriores.

1.3. Libertacdo de farmacos de particulas de CS

Uma das propriedades do quitosano que mais influéncia a libertacdo de farmacos das suas
particulas é a sua capacidade de inchamento. Esta est4 dependente de varios fatores externos,
como a temperatura, o pH e a forca idnica do meio [43]. As varia¢cBes de pH alteram o
comportamento de inchamento do quitosano. Segundo Lopez et al.[43] o didametro das particulas

é maior para pH 4 e vai diminuido acentuadamente até pH 7. A partir de pH 7 até pH 10 ndo



ocorrem varia¢des de inchamento. Ou seja, o0 didmetro e o inchamento das particulas dependem
das alteracGes de pH do meio, que sdo provocadas por variacdes de carga nas redes de CS. O pH
das zonas tumorais € acidico e o perfil de libertacdo da DOX é melhor em pH acido, devido a sua
solubilidade e degradacdo do CS neste tipo de meio. Desta forma, a incorporacdo de DOX em
particulas de CS é adequada para o tratamento de tumores [44]. Outra das condicBGes que
influéncia o inchamento € o grau de reticulacdo, pois aumentar a quantidade de agente reticulante
provoca a diminuicdo da capacidade do CS fazer ligacbes de hidrogénio com as moléculas de
agua, o que provoca uma diminuicdo na capacidade de inchamento. Para além disso, quanto maior
for o grau de reticulacdo, menor é a capacidade de inchamento dos hidrogéis de CS devido ao
tempo de relaxamento das cadeias poliméricas ser mais lento, o que resulta numa diminuicdo da

taxa de libertagdo [33].

A libertacdo de farmacos a partir de uma particula de quitosano pode ser feita a partir de
3 mecanismos (figura 1.3): libertacéo a partir da superficie, difusdo a partir da particula inchada
e libertacdo devido a erosdo do polimero [29, 45]. A libertagdo a partir da superficie consiste na
dissolucdo do farmaco instantaneamente quanto contacta com o meio de libertacéo. Este tipo de
libertagdo provoca a libertagdo imediata de grande parte do f&rmaco nos minutos iniciais [29]. A
difusdo a partir da particula inchada inicia-se com a entrada de agua no sistema (Particula de
CS+DOX), o que leva ao inchamento da matriz de quitosano, depois ocorre conversdo do
polimero “vitreo” numa matriz de “borracha” e por fim ocorre a libertagdo do farmaco a partir da
matriz inchada. Neste caso a libertacdo do farmaco é lenta inicialmente e depois torna-se rapida
[29]. A libertagdo por erosdo do polimero ocorre quando o polimero se dissolve e ocorre libertagdo
do farmaco sem transporte. Para além disso a erosao também cria poros que aumentam a taxa de
difusédo [45].
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Figura 1.3 - Mecanismos de libertacdo do farmaco (Adaptado de [29]).



Existem vérios estudos sobre a libertacdo de DOX a partir de particulas de CS e seus
derivados. Khdair et al. [27] estudaram a libertagcdo de DOX a partir de particulas de diacetato e
triacetato de quitosano em PBS a 37°C. Os seus resultados mostraram uma libertacéo lenta do
farmaco ao longo de trés semanas. Para o caso das particulas de CS triacetato ocorreu uma
libertacdo imediata de 20% do farmaco na primeira hora, depois durante as primeiras 24 horas
ocorreu uma libertagdo répida de 60% do farmaco. No entanto a quantidade restante foi libertada
lentamente durante 20 dias. Concluiram que este perfil de libertacdo é favoravel em sistemas
bioldgicos, pois a quantidade de DOX libertada inicialmente serve como uma terapéutica de agdo
rapida e a dose seguinte serve como terapéutica mais sustentada. No caso das particulas de CS
diacetato, 40% do farmaco foi libertado entre a primeira hora e as 24 horas e ao fim do segundo
dia 70% do farmaco ja tinha sido libertado. A quantidade restante foi libertada nos dezanove dias
seguintes. Desta forma as particulas de triacetato mostraram um melhor perfil de libertacéo, pois

possuem uma matriz de reticulagdo mais forte.

Pan et al. [46] estudaram a libertacdo de DOX a partir de nanocompésitos de carboximetil
quitosano funcionalizado com o6xido de grafeno em PBS a pH 7,4 e numa solugdo tampéo de
acetato a pH 5,8. Os seus resultados mostraram que a libertacdo em PBS ocorreu lentamente,
alcancando os 20% ap06s 72 h. Na solugdo a pH 5,8 ap6s 72 h foi libertado 45% do farmaco. Os
autores concluiram que o comportamento da DOX é muito similar nos dois pH’s e que a libertacdo
de DOX em pH mais &cido foi mais rapida devido a fraca interagdo entre a DOX e o grafeno a

pH mais acido.

Unsoy et al. [47] estudaram a libertacdo de DOX a partir de nanoparticulas magnéticas
revestidas com quitosano em solugdes tampéo a pH 4,2 e 5,0 a 37°C durante 30 h. O perfil de
libertacdo foi analisado tendo em conta diferentes parametros tais como o pH, o tipo de solugéo
tampado, a temperatura e o tamanho das nanoparticulas. Para pH 4,2 ao fim de 30 min houve uma
libertagdo rapida do farmaco de 20-30% e para pH 5,0 houve também uma libertacdo rapida de
15-20%. Apds 7 h foi observada uma libertagdo mais lenta do farmaco. Concluiram que a
libertagdo de DOX foi maior para pH 4,2 do que para pH 5,0. Em termos de tamanho de particulas,
observaram que houve apenas uma diferenca de 10% nos perfis de libertacdo, em que as particulas

mais pequenas libertaram uma maior quantidade de DOX.

Wang et al. [48] estudaram a libertagcdo de DOX a partir de nanoparticulas de quitosano
enriquecidas com acido boronico. A libertacdo foi feita em PBS a diferentes pH’s (pH 4,0, 5,0 ¢
7,4) a 37°C, sem a presenca de luz. A pH 7,4 apenas 5,2% do farmaco foi libertado em 240 h, a
pH 5,0 foi libertado 42% do farmaco e a pH 4,0 foi libertado 88% do farmaco. Concluiram que a
libertacdo a pH 7,4 foi lenta devido a interacdo do acido burdnico com os grupos amina da DOX.
Quando o pH diminui esta interacdo é enfraquecida devido & protonagdo dos grupos amina,

aumentando assim a percentagem de libertac&o.



Em suma, o perfil de libertagdo estd dependente de varios parametros tais como a
eficiéncia de encapsulamento, a variacdo do pH do meio, a temperatura e 0 tamanho das

particulas.

1.4. Modelos matematicos para sistemas de libertacéo de farmacos

Os modelos matematicos permitem prever os mecanismos de libertacdo do farmaco de
um determinado sistema permitindo uma melhoria na eficiéncia do sistema, com a vantagem de
reduzir tempo e custos na identificacdo dos mecanismos de libertacdo [49]. Em 1961, o criador
dos modelos matematicos para sistemas de libertacdo de farmacos, o professor Takeru Higuchi
[50], publicou uma equacdo que relaciona a velocidade de libertacdo com a raiz quadrada do
tempo. Depois desta publicacdo surgiram numerosas propostas de modelos empiricos, semi-
empiricos e realisticos. Os modelos realisticos sdo baseados em fendmenos reais tais como
difuséo, dissolugdo, inchamento, erosdo, precipitacdo e degradacéo. Este tipo de modelos permite
a determinacdo de parametros especificos, oferecendo um maior conhecimento sobre o
mecanismo de libertacdo. Permitem, por exemplo, estimar a importancia relativa dos varios
processos envolvidos [51]. Os modelos empiricos e semi-empiricos possuem um tratamento
matematico meramente descritivo, que ndo é baseado em fendmenos fisico-quimicos. Sendo
assim o poder de previsao destes modelos é baixo. Este tipo de modelos pode ser Gtil quando se
pretende comparar diferentes perfis de libertacdo de farmacos [51]. Estes modelos sdo baseados
em diferentes funcdes matematicas que descrevem o perfil de libertagcdo do farmaco, permitindo
a comparacao de diferentes perfis. Os modelos mais usados sdo: 0 modelo de ordem-zero, 0
modelo de primeira ordem, o modelo de Higuchi, o modelo de Hixson-Crowell, o modelo de
Korsmeyer-Peppas, 0 modelo de Hofenberg, o modelo de Weibull e 0 modelo de Peppas-Sahlin
[52].

O modelo de ordem zero descreve um sistema onde a taxa de libertacdo do farmaco é
independente da sua concentracdo [53], representando a dissolucdo do farmaco a partir de formas

de dosagem que ndo desagregam e libertam o farmaco lentamente[52-54]:
Qo — Qr = Kt Equacéo 1.1
Qo- Quantidade inicial de farmaco em solugé&o.
Q- Quantidade cumulativa do farmaco libertado no tempo t.
Ko- Constante de libertacdo de ordem zero.

Este modelo pode ser aplicado para descrever a libertagdo de farmacos a partir de varios
sistemas, tais como sistemas transdérmicos, matrizes com farmacos pouco sollveis em formas

farmacéuticas revestidas e sistemas osméticos [53].



O modelo de primeira ordem é utilizado para descrever a absor¢éo e eliminagdo de varios

farmacos. Neste sistema a libertacdo esta dependente da concentragdo do farmaco [52-54]:
logQ:; = logQy + Kt Equacéo 1.2
K1- Constante de libertacdo de primeira ordem.

Esta relacdo pode ser utilizada para descrever a libertacdo de farmacos sollveis em agua

através de materiais porosos [53].

O modelo de Higuchi € aplicado a sistemas porosos com diferentes geometrias e baseia-
se nas hipdteses de que a concentracao inicial de farmaco na matriz é maior do que a solubilidade
do farmaco e a difusdo do farmaco ocorre apenas numa dire¢do. Além disto, este modelo assume
que as particulas do farmaco sdo mais pequenas que a espessura do sistema e o inchamento da
matriz e a dissolucdo sdo negligenciaveis, sendo a difusdo do farmaco constante, mantendo as
condigdes de emersdo perfeitas [52]. Este modelo pode ser utilizado em sistemas transdérmicos e

matriz com farmacos solUveis em agua [52]. A equacdo que descreve o modelo é a seguinte [50]:
Q¢ = Qo + Kt/ Equacdo 1.3
Kw- Constante de libertagéo de Higuchi.

O modelo de Hixson-Crowell descreve a libertacdo de farmacos em sistemas em que
existe alteracdo na area de superficie e no diametro das particulas. Neste modelo considera-se que
a taxa de libertacdo é limitada pela taxa de dissolucéo das particulas do farmaco e ndo pela difusdo

através da matriz polimérica [53]. A equacdo que descreve o modelo é a seguinte [52-54]:

30 —3/Q0 = Kyt Equacéo 1.4
Knc- Constante de libertacdo de Hixson-Crowell.

O modelo de Hopfenberg descreve a libertacdo do farmaco a partir polimeros de
superficies erodidas, em que a area de superficie do polimero se mantém constante. A equagéo

que descreve o0 modelo é a seguinte [52-54]:

kot
Q:=1-(1- Ca n Equacdo 1.5
0

ko- Constante de libertacdo de ordem zero, descreve a degradagdo do polimero.
Co-Concentracdo uniforme inicial do farmaco no sistema.
a- Raio da esfera.

n- expoente que varia com a geometria.

10



O modelo de Korsmeyer-Peppas é utilizado para analisar sistemas de libertacdo
poliméricos com vérias geometrias, por isso as constantes utilizadas variam com a geometria.

Esta equacdo aplica-se apenas os primeiros 60% de libertacdo [55]:
Q: = Kt" Equacdo 1.6
K- Constante relacionada com a geometria e estrutura do polimero.
n- Expoente de libertagdo empirico.

De acordo com o valor de n é possivel identificar o perfil de libertac&o, isto é, para n <
0,43 ocorre difusdo de Fick, também chamada de caso |, onde a taxa de difusdo € menor que a
taxa de relaxacdo. Quando n = 0,85 estamos perante o caso Il de transporte, onde a taxa de
relaxacdo é mais lenta que a taxa de difusdo. Quando 0,43 < n < 0,85 ocorre difusdo anémala e
neste caso existe uma similaridade entre a taxa de relaxacdo e a taxa de difuséo. Quando n > 0,85

corresponde ao super caso Il [55].

O modelo de Weibull adapta-se a grande maioria dos perfis de libertagdo e é usada para
descrever 0s 60% iniciais de libertacdo. Baseia-se numa equagdo empirica descrita por Weibull

em 1951, mais tarde adaptada por Langenbucher para processos de libertacdo [53, 56]:
th )
Q; =100 x [1 — eE] Equacdo 1.7

a- Fator de escala de tempo.

b- Fator de forma, se b = 1 é uma exponencial, se b < 1 tem a forma de uma paréabola, se

b > 1 é uma sigmoide.

Em 2006, foi identificada uma relacdo entre o pardmetro b da equacdo de Weibull e o
expoente n do modelo de Korsmeyer-Peppas. De acordo com o valor de b é possivel identificar o
mecanismo de libertacdo: se b <0,75, ocorre difusdo de Fick; se 0,75 < b <1 ocorre um mecanismo

combinado de difuséo e caso Il; se b > 1 ocorre um mecanismo complexo [57].

Por altimo, o modelo descrito por Peppas e Sahlin [58] em 1989, através da seguinte

equacdo [53, 58]:
Qr = ky.t™ + k.t?™ Equacio 1.8
ki- Constante relativa & contribuicdo de Fick.
k- Constante relativa & contribui¢do de Relaxacéo, ou caso Il.

m- Esta relacionado com o expoente n do modelo de Korsmeyer-Peppas e 0 seu valor

deve semelhante.
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1.5. Objetivos

Esta dissertagdo surge na sequéncia de um trabalho anterior [59] no qual foi avaliado o
perfil de libertacdo da doxorrubicina de nanoparticulas de quitosano e de O-HTCC utilizando
como método de sintese 0 método de gelificacdo ionotrdpica. Neste trabalho pretende-se utilizar
0 mesmo modelo de libertacdo de doxorrubicina fazendo duas alteragdes principais: a primeira
estd relacionada com o método de sintese de nanoparticulas e a segunda com o derivado do

quitosano.

Assim o principal objetivo deste trabalho € avaliar a influéncia do método de preparagao
de particulas a base de quitosano na libertacdo de farmacos, utilizando a doxorrubicina como

farmaco modelo. Para atingir este objetivo foram definidos os seguintes objetivos parciais:

e Preparacdo e caracterizacdo de 3 amostras poliméricas a base de quitosano: quitosano de
elevado peso molecular (470 kDa), quitosano de baixo peso molecular (33 kDa);
hidroxipropil quitosano;

e Sintese e caracterizagdo de micro/nanoparticulas de quitosano e de hidroxipropil
quitosano através de quatro técnicas de sintese descritas na literatura: gelificacdo
ionotropica (método controlo), emulsdo agua em oOleo, método micelar inverso e
precipitacéo;

e Avaliagdo da eficiéncia de encapsulamento de doxorrubicina nas referidas
micro/nanoparticulas;

e Estudar o seu perfil de libertacdo da doxorrubicina das particulas produzidas em
condigdes fisioldgicas;

e Utilizando os modelos matematicos acima referidos que melhor se adequam ao sistema

produzido: Weibull, Korsmeyer-Peppas e Peppas-Sahlin.

No final deste trabalho espera-se poder aferir acerca da influéncia do tipo de polimero,

método de sintese e tamanho de particula no perfil de libertacdo da doxorrubicina.
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Capitulo 2. Materiais e Métodos

De maneira a estudar a agao de diferentes tipos de sintese de particulas, na libertacdo do
farmaco, foram utilizados dois tipos de quitosano com diferentes pesos moleculares e um derivado
do quitosano, o hidroxipropil quitosano. Para além disto foi estudada a influéncia da utilizacdo de

diferentes métodos de sintese de particulas, no sistema de libertacdo do farmaco.

2.1. Despolimerizacdo do quitosano

2.1.1. Materiais

Quitosano (Cognis, DA 75,5%), &cido acético (Panreac), nitrito de sédio (NaNO,, Sigma-
aldrich), hidroxido de sédio (NaOH, Eka).

2.1.2. Procedimento

O método de despolimerizagdo do quitosano foi baseado no método de Huang et al.[60].
Foram dissolvidas 5 g de quitosano em 500 mL de &cido acético a 1% (V/V) e deixados a agitar
durante a noite. Foram dissolvidos 200 mg de nitrito de s6dio em 20 mL de agua millipore, que
posteriormente foram adicionados a solugdo inicial de quitosano, sob agitacdo mecénica e foram
deixados a reagir durante 1h. O quitosano de baixo peso molecular foi precipitado com NaOH a
1 M até pH 8. O precipitado foi centrifugado (Heraeus Multifuge X1R centrifuge — Thermo
Scientific) a 10 000 rpm, durante 10 min e lavado varias vezes com agua millipore. O pellet obtido

foi seco em estufa (IPP 55-Memmert) a uma temperatura de 40°C.

2.2. Viscosimetria Capilar

2.2.1. Materiais

Capilar Ubbelohde (SCHOTT GERATE Typ 53201/0a), 4cido acético (Panreac), acetato
de sodio (Scharlau), solugdes de quitosano (20 mg/mL, 16 mg/mL, 12 mg/mL, 8mg/mL, 4
mg/mL).

2.2.2. Procedimento

O peso molecular do quitosano despolimerizado foi medido utilizando o viscosimetro
capilar num banho de dgua a uma temperatura constante de 30°C, usando um solvente constituido

por acido acético a 0,2 M e acetato de sédio a 0,1 M.
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Mediu-se o tempo de passagem do solvente e das solugdes de quitosano diluidas no

capilar Ubbelohde, em grupos de cinco e calculou-se o valor médio.

A viscosidade intrinseca foi calculada graficamente a partir da viscosidade diluida em

funcdo da concentracdo do polimero na solucéo.

O peso molecular do quitosano despolimerizado foi calculado usando a féormula de Mark-
Houwink-Sakurada (MHS) (K=1,39x10°dl/g, o= 1) [61].

2.3. Sintese de hidroxipropil quitosano

2.3.1. Materiais

Quitosano (Cognis, DA 75,5%), hidroxido de sodio (NaOH, Eka), isopropanol
(Pronalab), oxido de propileno (CsHsO, Aldrich), &cido cloridrico (HCI, Panreac), etanol

(Fisher), acetona (Labchem).

2.3.2.  Procedimento

Primeiro adicionou-se 3 g de quitosano a uma solu¢éo de NaOH a 50% (m/v) e deixou-
se ficar sob agitacdo durante 2 h. Depois colocou-se a solugdo no congelador para alcalinizagéo,
durante a noite. Depois de descongelado o quitosano alcalino foi misturado com 30 mL de
isopropanol, durante 1 h a 60°C. Posteriormente foram adicionados 30 mL de 6xido de propileno
e deixou-se reagir durante 2 h a 40°C, sob agitacdo constante com condensador. Apos este tempo,
ajustou-se o pH para 7,0, adicionando 65 mL de uma solucéo de HCI a 50% (v/v). Por fim filtrou-
se a mistura com o auxilio de uma bomba de vacuo (KNF Lab- Laboport) e lavou-se vérias vezes
com etanol e acetona. Depois de lavado foi colocado em estufa (IPP 55-Memmert) a 40°C até

peso constante [62].

2.4. Preparacdo de nanoparticulas de quitosano por gelificacdo

ionotropica

24.1. Materiais
Quitosano (Cognis, DA 75,5%), quitosano despolimerizado, hidroxipropil quitosano,
acido acético (Panreac), Tripolifosfato de sédio (TPP, Acros Organics).
2.4.2. Procedimento

Este procedimento baseia-se no de Calvo et al. [31] tendo sido foram preparadas 3 reacoes
diferentes: utilizando quitosano de 470 kDa, quitosano despolimerizado e hidroxipropil

quitosano. O método de preparagdo foi semelhante para cada reacao.

14



Primeiro dissolveu-se 10 mg de quitosano numa solucdo de 5 mL de &cido acético a 1%
(v/v). Separadamente preparou-se uma solu¢do 5 mL de TPP a 0,1% (m/v). Depois do quitosano
estar totalmente dissolvido, colocou-se sob agitagdo magnética e adicionou-se rapidamente a
solucdo de TPP. As particulas foram isoladas por centrifugacdo (Heraeus Multifuge X1R
centrifuge — Thermo Scientific) a 10 000 rpm, durante 10 min. Por fim foram liofilizadas (VaCO2

ZIRBUS technology; -45 °C and 0,07 mbar) e armazenadas em local seco.

2.5. Preparacdo de nanoparticulas de quitosano através do método

de emulsBes de dgua em 6leo (A/O)

2.5.1. Materiais

Quitosano (Cognis, DA 75,5%), quitosano despolimerizado, hidroxipropil quitosano,
acido acético (Panreac), oOleo de silicone (Baysilone M350), Span 80 (Sigma-Aldrich)
Glutaraldeido (25% em &gua, Sigma-Aldrich), bicarbonato de sddio (NaHCOs3, Sigma) hexano
(Valente & Ribeiro).

2.5.2. Procedimento

Este procedimento baseia-se no de J. Xu et al. [36] e tal como no caso anterior foram
preparadas 3 reacOes diferentes, cada uma com um tipo de quitosano, isto €, com quitosano de
470 kDa, com quitosano despolimerizado e com hidroxipropil quitosano. O método de preparacao

é similar para cada sintese.

Primeiro dissolveu-se 0,2 mL de Span 80 em 8 mL de 6leo de silicone, utilizando um
dispersor (IKA T10 basic ultra-turrax), até se obter uma dispersdo esbranquicada. Depois
dissolveu-se 10 mg de CS em 0,5 mL de solu¢do de acido acético a 1% (v/v). Juntou-se a solucéo
de CS a fase oleosa, utilizando o ultra-turrax, obtendo-se a emulsdo (A/O). Para reticular as
particulas preparou-se uma solugdo com 0,6 mL de &gua e 0,1 mL de glutaraldeido e adicionou-
se a emulsdo. Para se obter o tamanho de particula pretendido ajustou-se o pH da reagdo para 5,5,
usando 0,3 mL de NaHCOza 1% (m/v). A mistura obtida foi agitada mecanicamente durante 4 h
a 40°C. Posteriormente foi lavada repetidamente com hexano e &gua, usando a centrifuga
(Heraeus Multifuge X1R centrifuge — Thermo Scientific) a uma velocidade de 10 000 rpm durante
10 min. Por fim as particulas foram liofilizadas (VaCO2 ZIRBUS technology; -45 °C and 0,07

mbar) e armazenadas em local seco.
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2.6. Preparacdo de microparticulas de quitosano através de um

sistema micelar inverso

2.6.1. Materiais

Quitosano (Cognis, DA 75,5%), acido acético (Panreac), dioctil sulfosuccinato de sédio
(AQOT, Aldrich-Chemistry), hexano (Valente & Ribeiro), tris(hidroximetil)aminometano (Apollo
Scientific), acido cloridrico (HCL, Panreac), hidroxido de amonia (Sigma-Aldrich), Glutaraldeido

(50% em agua, Fluka), cloreto de célcio (CaCl;, Sigma-Aldrich).

2.6.2. Procedimento

Este procedimento é adaptado de Banerjee et al.[38]. Primeiro dissolveu-se o tensioativo
AOT (0,04 M) em 40 mL de hexano. Para 40 mL da solu¢do AOT, foram adicionados sob agitacdo
constante e a temperatura ambiente, 0,4 mL de solucdo de CS a 0,1% (m/v) em &cido acético a
6%. (v/v), 176 uL de uma solucdo tampé&o de Tris-HCL (0,01%, pH 8,0), 40 uL de hidroxido de
amonia e 4 uL de solucédo de glutaraldeido a 0,01% (v/v). O sistema foi deixado a agitar durante
a noite a temperatura ambiente. O solvente foi evaporado, usando o rota-vapor (Laborota 4000-
Heidolph) e a massa seca foram adicionados 20 mL da solugdo tampao de Tris-HCL. De seguida
colocou-se a solucdo no sonicador (UP400S Ultrasonic Processor- Hielscher), durante breves
minutos até se obter uma solucdo transparente. Para precipitar o tensioativo adicionou-se, gota a
gota, 4 mL de uma solucdo de CaCl, (30% (m/v)). O precipitado foi sujeito a centrifugacéo
(Heraeus Multifuge X1R centrifuge — Thermo Scientific) a 6000 rpm por 15 min a 4°C. O
sobrenadante que contém a maioria das particulas foi guardado; para separar as restantes
particulas que ficaram no pellet, este foi dissolvido em 10 mL de hexano e esta solucéo foi lavada
duas vezes com 1 mL de solucdo tampao Tris-HCL. Por fim a solucdo que contém as particulas
foi liofilizada (VaCO2 ZIRBUS technology; -45 °C and 0,07 mbar).

2.7. Preparacdo de nanoparticulas de quitosano por precipitacéo

2.7.1. Materiais
Quitosano (Cognis, DA 75,5%), quitosano despolimerizado, hidroxipropil quitosano,
acido acético (Panreac), hidroxido de sédio (NaOH, Eka), sulfato de s6dio (Na>SO4, Panreac).
2.7.2. Procedimento

Este procedimento baseia-se no de Bento et al. [41] e tal como em casos anteriores foram
preparadas 3 sinteses diferentes, cada uma com um tipo de quitosano, isto é, com quitosano de
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470 kDa, com quitosano despolimerizado e com hidroxipropil quitosano. O método de preparagdo

é similar para cada sintese.

Primeiro preparou-se 6 mL de uma solucdo de NaOH (5 mM) e Na,SO (2.03 mg/mL).
Depois preparou-se 6 mL de uma solucdo de CS (1 mg/mL) em &cido acético a 0,1%. Adicionou-
se a solucdo de NaOH + NaySO, a solugdo de CS rapidamente usando o ultra-turrax (IKA T10
basic) na velocidade 4 durante 10 min. Para maturar as particulas colocou-se a solu¢édo sob
agitacdo magnética durante 1 h. Foram centrifugadas (Heraeus Multifuge X1R centrifuge —
Thermo Scientific) durante 10 min a 10 000 rpm. Por fim as particulas foram liofilizadas (VaCO2
ZIRBUS technology; -45 °C and 0.07 mbar).

2.8. Caracterizacdo do quitosano, HPCS e suas particulas

Foram feitas diversas analises, de maneira a caracterizar o quitosano, o seu derivado e as

respetivas particulas.

2.8.1. Dispersdo Dindmica de Luz e Potencial zeta

Realizou-se a Dispersdao Dindmica de Luz (DLS) (SZ-100 nanopartica series, Horiba,
Lda) para obter informacdo sobre o tamanho hidrodindmico das particulas, consoante o tipo de
polimero utilizado e 0 método de sintese. Fizeram-se medi¢es de potencial zeta para analisar a
estabilidade das particulas. As medicfes foram efetuadas em triplicado. Para as medicOes de
tamanho hidrodindmico utilizou-se um angulo de dispersdo de 90° e uma célula descartavel. No
caso do potencial zeta as medicdes foram feitas com um angulo de dispersdo de 173° e utilizou-

se uma célula de grafite.

2.8.2. Microscopia Eletronica de Varrimento

A Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM) (Carl Zeiss Auriga CrossBeam)
realizou-se para obter informacdo sobre a morfologia e aparéncia das particulas, bem como
informacéo sobre o tamanho das mesmas. Para analisar a amostra foi colocada uma gota da
suspensao aquosa hum substrato de silicio e deixou-se evaporar completamente o solvente antes

da medicéo.

2.8.3.  Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), que permitiu
obter informacdo sobre alteraces nas ligacGes quimicas das amostras foi realizada usando um
espectrofotometro ATR-FTIR Nicolet 6700 — Thermo Electron Corporation Attenuated Total

Reflectance-Fourier Transform Infrared spectrometer (ATR-FTIR).
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2.8.4. Andlise termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (TGA) foi realizada usando o equipamento Thermal
Analyzer NETZSCH STA 449 F3 Jupiter, com o objetivo de obter informac&o sobre alteracfes
nas caracteristicas fisico-quimicas da amostra em fungdo da temperatura. A medida foi efetuada

entre 25°C e 550°C a uma velocidade de aquecimento de 10°C/min, sob atmosfera de azoto.

2.9. Avaliacéo da eficiéncia de encapsulamento

2.9.1. Materiais

Doxorubicina (Fluka) e todos os materiais utilizados nas sinteses de particulas descritas

anteriormente.

2.9.2. Procedimento

A concentracdo de DOX em todas as solucBes foi determinada através da medicgéo da
absorvancia e utilizando as curvas de calibracdo da DOX calculadas previamente [61] para dois
solventes, a 4gua e a solucdo tampdo fosfato salino (PBS) a pH 7,4. A absorvancia foi medida no
pico dos 480 nm, utilizando um espectrofotometro UV-Visivel (T90 + PG Instruments). Este pico

corresponde ao pico maximo de absorvancia da DOX.

A DOX foi incorporada durante a sintese das particulas (subcapitulo 2.4 a 2.7) juntamente
com a solucdo de quitosano. A quantidade de DOX adicionada foi ajustada para cada método

conforme a tabela abaixo:

Tabela 2.1 - Quantidade de DOX adicionada em cada método.

Concentracao de Quantidade de CS Quantidade de DOX
Método de sintese
CS (%) (mL) (mL)
Gelificacdo ionotropica 1,2 0,5 0,5
Agua em dleo 2 0,5 0,5
Micelar inverso 0,1 0,4 0,2
Precipitagdo 0,1 55 0,5

No caso da gelificacdo ionotropica adicionou-se 0,5 mL de solucdo de CS (1,2% m/v) e
logo de seguida 0,5 mL de solucio de DOX e por fim adicionou-se rapidamente 4,5 mL de uma
solucdo de TPP (0,25% m/v). A mistura foi agitada por 5 min utilizando o ultra-turrax a

velocidade 4. Depois a solugdo foi centrifugada durante 10 min a 12000 rpm, retirou-se o

18



sobrenadante e guardou-se. Ao pellet adicionou-se 3 mL de 4gua e centrifugou-se novamente sob
as mesmas condi¢des e o sobrenadante obtido foi também guardado. A absorvancia dos dois
sobrenadantes obtidos foi medida utilizado o espectrofotdmetro UV-Visivel a um comprimento

de onda de 480 nm e assim calculou-se a eficiéncia de encapsulamento (Equacdo 2.1).

(massa inicial de DOX) — (massa de DOX no sobrenadante) x
EE(%) = —— x 100 Equacéo 2.1
massa inicial de DOX

O procedimento da agua em 6leo foi feito como o descrito no subcapitulo 2.5, e 0 que
permitiu avaliar a eficiéncia de encapsulamento foi medir as absorvancias dos sobrenadantes ap6s
cada centrifugacdo. Foram feitas cinco centrifugacdes lavando o pellet foi lavado 7 mL de hexano
e 7 mL de &gua.

Relativamente ao método micelar inverso foi feito tal como descrito no subcapitulo 2.6 e
a eficiéncia de encapsulamento também se avaliou medindo a absorvancia do sobrenadante, mas

neste caso foi apenas feita uma medida pois apenas foi necessario fazer uma centrifugagéo.

Por fim a eficiéncia de encapsulamento das particulas obtidas por precipita¢do foi também

avaliada através da medicdo da absorvancia do sobrenadante apés centrifugacéo.

Todas as experiéncias com DOX foram feitas na auséncia de luz para evitar a degradacgéo
e cada tipo de sintese foi feito em triplicado. Para além disso para cada método foram feitas

sinteses sem utilizar DOX, que serviram como controlo e estas também foram feitas em triplicado.

Figura 2.1 - Pellet resultante de um ensaio de encapsulamento.
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2.10. Ensaios de libertacéo de DOX

2.10.1. Materiais

PBS a pH 7,4 e nanoparticulas obtidas anteriormente pelos seguintes métodos: gelificacdo

ionotrépica, agua em 6leo e precipitagdo.

2.10.2. Procedimento

Os ensaios de libertacdo foram feitos utilizando PBS a pH 7,4. As particulas obtidas
anteriormente, descritas nos capitulos 2.4, 2.5, 2.7, foram ressuspensas em 1 mL de PBS e
sonicadas por alguns segundos, para que as particulas ficassem bem dispersas na solugdo. Estas
solucdes foram entdo dialisadas (Spectrum Laboratories, Mw = 10-12 kDa) em 10 mL de solugéo
tampdo de PBS a pH 7,4 a 37°C durante 72 h. Em intervalos de tempo regulares foram retirados
e armazenados 3 mL de solucdo do meio de libertacdo e seguidamente foram repostos com nova

solucéo tampéo em igual volume.

As absorvancias de todas as amostras armazenadas foram medidas a 480 nm e com o
auxilio da curva de calibracdo da DOX em PBS, foi possivel obter o valor da concentracdo de

DOX, para assim o obter a percentagem de DOX libertada em cada intervalo de tempo.

Todas as particulas utilizadas neste procedimento foram liofilizadas, cada ensaio de
libertagdo foi feito em triplicado e foram utilizadas também particulas de controlo (sem DOX)
[61].

Figura 2.2 - Particulas carregadas com DOX no interior da membrana de dialise.

2.11. Modelos matematicos dos perfis de libertacéo

Para perceber gue tipo de libertacdo ocorreu em cada ensaio de libertacdo, foi utilizada
uma extenséo do Excel, denominada DDSolver. Este programa foi desenvolvido por Yong Zhang
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et al.[63] com o objetivo de facilitar a aplicacdo de modelos matemaéticos a perfis de libertacao.
De todos os modelos existentes, neste trabalho foram aplicados os seguintes: Korsmeyer-Peppas,

Weibull e Peppas-Sahlin, pois sdo os que melhor representam os perfis de libertacdo utilizados
[59].
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Capitulo 3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizacdo dos polimeros utilizados

Neste trabalho foram utilizadas trés amostras poliméricas a base de quitosano: quitosano
com peso molecular de 470 kDa, com 33 kDa (despolimerizado) e hidroxipropil quitosano. Antes
da producdo das particulas poliméricas e de avaliar o seu potencial como veiculos para a libertagdo
controlada de farmaco, os polimeros utilizados foram caracterizados. O peso molecular do
quitosano apds despolimerizagdo foi medido por viscosimetria capilar, enquanto a
hidroxipropilacéo do quitosano foi avaliada por FTIR. Além disso também foram feitas medidas

de termogravimetria para as trés amostras poliméricas.

3.1.1. Viscosimetria capilar

O quitosano foi despolimerizado através do método de Huang et al. [60] que consiste na
adicdo de uma quantidade especifica de NaNO>, a uma solucéo acidica de CS. Variando a

quantidade de NaNO; é possivel obter quitosano com diferentes pesos moleculares.

O peso molecular do CS foi medido através de uma técnica denominada por viscosidade
da solucdo diluida utilizando um viscosimetro capilar (Ubbeléhde No = 0a). Nesta técnica
dissolve-se o quitosano num solvente apropriado por forma a obter cinco concentracdes diferentes
em g.dlI* e mede-se o tempo de efluxo da solucdo a temperatura constante. Calcula-se a
viscosidade relativa (nr) através da divisdo do tempo de efluxo (t) da solugdo CS a uma

determinada concentracéo, pelo tempo de efluxo do solvente (to) (Equagéo 3.1).

t
Ny =— Equacdo 3.1
to

Depois calcula-se a viscosidade especifica (1sp), que consiste na diferencga entre do tempo
de efluxo da solucéo de CS (t) e o tempo de efluxo do solvente (to), relativamente ao tempo de
efluxo do solvente (Equacédo 3.2).

t—t,
rl =
Sp to

Equacdo 3.2

Em seguida calcula-se a viscosidade reduzida (nwd), que consiste na divisdo da

viscosidade especifica pela concentracdo (C) da solugdo (Equacédo 3.3).
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Nrea = I]% Equagdo 3.3
Para calcular a viscosidade intrinseca ([n]) faz-se o limite da viscosidade reduzida a
medida que a concentracdo tende para zero, ou faz-se o limite da viscosidade inerente (nin), In(t/to),

a medida que a concentracdo tende para zero (Equacao 3.4).

[n] = lim = lim —2 Equagio 3.4

Por forma a obter a viscosidade intrinseca fazem-se os graficos e vs. C e nin vs. C, sendo
que a viscosidade intrinseca corresponde ao ponto de intercecdo das retas com o0 eixo das

ordenadas (Figura 3.1).

Para calcular o peso molecular do quitosano despolimerizado utiliza-se a equacgéo de

Mark-Houwink-Sakurada (Equacéo 3.5).
[n] = KMZ Equacdo 3.5
Onde K e o sdo determinados por:

0,699x

= - Equacédo 3.6
a 0,6202+0’4806+x quag
logK.107> = —5,767a + 5,9232 Equacéo 3.7
DA
X =— Equacéo 3.8
pH.u

Sendo que DA é o grau de desacetilagdo do quitosano e p é a forga id6nica a uma
temperatura entre 0s 20°C e 30°C [61].

Utilizando as equagdes referidas anteriormente e o grafico representado na Figura 3.1
obteve-se quitosano com peso molecular de 33 kDa, tendo como ponto de partida quitosano com

um peso molecular de 470 kDa.
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Figura 3.1 - Relacdo entre a viscosidade reduzida e inerente com a concentracdo da solugéo de quitosano

cujo limite permite determinar a viscosidade intrinseca [n].

3.1.1. Analisede FTIR

Realizou-se a técnica de FTIR para analisar a composi¢cdo quimica dos polimeros
utilizados, assim como para confirmar a hidroxipropilagdo do quitosano. O espectro da Figura 3.2
mostra as bandas tipicas de FTIR para o quitosano. A banda entre 3400-3500 cm corresponde
ao alongamento da ligagdo O-H enquanto a banda que ocorre aos 2874 cm™ se deve ao
alongamento da ligagdo C-H. Em torno dos 1655 cm e dos 1325 cm™* ocorre a tipica banda amida
I e 111, respetivamente. As bandas relacionadas com as pontes C-O-C localizam-se a 1150 cm!
(alongamento antissimétrico), 1023 cm™ e 892 cm (alongamento da ligacdo glicosidica). Aos

1064 cm ocorre a banda vibratéria atribuida ao alongamento C-N [61, 62, 64].

Comparando o CS 470 kDa com o CS 33 kDa observa-se que possuem espectros muito
similares, o que permite concluir que a despolimerizacdo ndo provocou alteragdes na estrutura

quimica do polimero.

Relativamente ao HPCS (figura 3.3) foi possivel observar algumas variagdes no espectro:
a banda entre 3400-3500 cm* aparece diminuida relativamente a banda dos ~2900 cm™, devido a
diminuicdo do récio -OH:-CH durante a hidroxipropilagdo; o pico de absor¢do C-O do grupo
hidroxilo secundério torna-se mais intenso, mascarando a banda do grupo —NH.. Estas alteracfes
no espectro de FTIR indicam gue a hidroxipropilacdo ocorreu. Contudo, o derivado do quitosano

produzido ndo é completamente solivel em &gua. Desta forma o grau de substituicdo €
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provavelmente baixo. De facto, o estudo realizado pela equipa de Dong [21] monstra que com
baixa concentracdo de 6xido de propileno a substituicdo se da preferencialmente no grupo OH
ligado ao C6. Por outro lado, o derivado de quitosano apenas € sollvel se a grau de substituicdo
for superior a 3,2. No caso do presente trabalho experimental o racio (m/m) CS:6xido de propileno
utilizado foi cerca de 1:18, sendo que o grau de substituicdo esperado seria inferior a 1, de acordo
com os resultados obtidos por Dong et al. Assim, justifica-se que o derivado produzido seja pouco

soltivel em agua e que as diferengas no espectro de FTIR comparativamente com o CS 470 kDa
sejam poucas.
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—(CS33kDa
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Figura 3.2 - Espectro de FTIR de CS 470 kDa, CS 33 kDa e HPCS.
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Figura 3.3 — Ampliacdo do espectro de FTIR do HPCS
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3.1.2. Analise de TGA

Na Figura 3.4 observa-se os graficos correspondentes as analises termogravimétricas das
2 amostras de CS e da amostra de HPCS utilizadas neste trabalho. Para os trés casos ocorre uma
perda inicial de massa a uma temperatura inferior a 150°C, que corresponde a perda de agua da
amostra. No caso do CS de 470 kDa o pico de temperatura onde ocorre degradacdo do polimero
é em torno dos 300°C. No caso do CS de 33 kDa a degradagdo da-se em torno dos 270°C e a perda
de massa ndo é tdo intensa. Para 0 HPCS a degradagdo da-se aos 261°C e a perda de massa é
semelhante ao CS de 33 kDa. No total o CS de 470 kDa possui uma perda de massa de 62%,
enquanto o CS de 33 kDa possui uma perda de 58% e o HPCS possui uma perda de 48%. As
percentagens de perda de massa assim como a temperatura a que estas ocorrem estdo
representadas na Tabela 3.1. Assim verifica-se que a degradacéo do CS est& dependente do peso
molecular, ou seja, quanto menor for o peso molecular menor serd a temperatura a que ocorre a
degradacdo, por ser necessaria menos energia para quebrar as ligac6es glicosidicas [65, 66]. O
mesmo fendmeno ocorre com o0 HPCS. Uma possivel justificacdo € o facto de ao se adicionar o
grupo hidroxipropil a cadeia polimérica de quitosano, existe um maior impedimento
estereoquimico para a formagdo de ligagdes entre cadeias, facilitando a degradacéo do polimero
[21].
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Figura 3.4 - Grafico TGA e DTA de CS 33kDa, CS 470 kDa e HPCS.

Tabela 3.1 — Temperatura e respetivas perdas de massa obtidas na andlise termogravimétrica das amostras
poliméricas: CS 470 kDa, CS 33 kDa e HPCS.

T (°C) % Perda massa | T (°C) | % Perda massa | % Total perda massa
CS 470 kDa 6,1 300 56 62,1
CS 33 kDa | Até 150°C 9,8 270 48 57,8
HPCS 3,1 261 45 48,1
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3.2. Caracterizacdo das micro/nanoparticulas poliméricas

Apos caracterizagdo dos polimeros CS 470 kDa, CS 33 kDa e HPCS foram produzidas
micro/nanoparticulas poliméricas utilizando 4 métodos de sintese diferentes: gelificagdo
ionotrépica, método micelar inverso, emulsdo A/O e precipitacdo. Estas particulas foram
caracterizadas utilizando diferentes técnicas antes de ser testado o seu potencial como veiculos

para a libertacdo controlada de farmaco.

3.21. Analisede FTIR

A figura 3.5 compara os espectros das nanoparticulas preparadas por gelificacdo
ionotrépica com CS 470 kDa e HPCS, observando-se pequenas diferencas entre elas. A banda
entre 3400-3500 cm torna-se mais larga nas NPs CS 470 kDa, indicando que a ligacdo de
hidrogénio é melhorada. A banda que corresponde a vibragdo de flexdo da ligacdo N-H a 1537
cm desparece e surge uma nova banda a 1398 cm a qual pode ser atribuida ao N-O (modo
vibracional de alongamento assimétrico) [61]. No caso das nanoparticulas de HPCS também se

verifica as mesmas alteracGes no espectro de FTIR, confirmando a interagdo com o TPP.
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° z 7 g
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1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Namero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)

Figura 3.5 - Espectro de FTIR de NP’s obtidas por gelificacdo ionotrépica usando CS 470 kDa (A) e
HPCS (B).

Ao comparar o espectro de FTIR das nanoparticulas obtidas pelo método de emulsdo A/O
com o de quitosano (Figura 3.6) observa-se o0 grupo amina caracteristico e 0 modo vibracional de
flexdo da ligagcdo N-H, que é claramente identificado no espectro de CS 470 kDa, a 1645 cm?e
1576 cm?, respetivamente. Contudo no espectro de nanoparticulas o0 modo vibracional de flexao
N-H desapareceu, sugerindo que o grupo amina do CS reagiu com o grupo aldeido do
glutaraldeido [36]. No caso das nanoparticulas de HPCS também se verifica as mesmas alteracdes

no espectro de FTIR.
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Figura 3.6 - Espectro de FTIR de NP’s obtidas pelo método de emulsdo A/O usando CS 470 kDa (A) e
HPCS (B).

Relativamente ao espectro de FTIR das particulas obtidas pelo método micelar inverso
(Figura 3.7), observa-se um aumento da intensidade da banda que ocorre aos 3436 cm,
correspondente ao alongamento da ligacdo O-H. Para além disso surge uma nova banda aos 1612
cm* que corresponde alongamento da ligagdo C=N. Esta banda muito intensa indica que ocorreu
formacéo das bases de Schiff como resultado da reacéo entre o grupo carbonilo do glutaraldeido

e 0 grupo amina do quitosano [38].
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Figura 3.7 - Espectro de FTIR das particulas obtidas pelo método micelar inverso usando CS de 470 kDa.

Em relacdo ao espectro de FTIR das particulas obtidas por precipitacdo (Figura 3.8),
observa-se uma similaridade com o espectro das nanoparticulas obtidas por gelificagdo
ionotrépica, com uma ligeira diferenca na banda correspondente a vibragdo de flexdo N-H que

ocorre a 1571 cm™ e a banda correspondente a vibragdo de alongamento assimétrico N-O que
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ocorre a 1404 cm™. Para além disso estas bandas apresentam uma maior intensidade,

comparativamente as bandas obtidas no espectro de gelificagdo ionotrépica.
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Figura 3.8 - Espectro de FTIR das particulas obtidas pelo método de precipitacdo, usando CS de 470 kDa
(A) e HPCS (B).

3.2.2.  Analise de TGA

Outro método utilizado para caracterizar as particulas foi a analise termogravimétrica que
permite analisar a variacdo de massa da amostra em fungéo da temperatura. A Figura 3.9 mostra
a comparacao entre os quatro métodos de producdo de particulas de CS 470 kDa, sendo que as
percentagens de perda de massa assim como 0s picos de temperatura a que as mesmas ocorrem
estdo resumidos na Tabela 3.2. No caso das nanoparticulas obtidas por gelificagdo ionotrépica
verificam-se duas perdas de massa: a primeira que ocorre até aproximadamente 150°C e que
corresponde a perda de agua; e a segunda a 280°C com cerca de 34% de perda de massa e que

corresponde a degradacdo das cadeias poliméricas.
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Figura 3.9 - Grafico TGA e DTA de particulas de CS 470 kDa.
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Tabela 3.2 - Temperatura e respetivas perdas de massa obtidas na analise termogravimétrica das NPs de CS

470 kDa obtidas por gelificacdo ionotropica, emulsdo A/O, método micelar inverso e precipitagéo.

% Perda % Perda | % Total Perda
T(°C) T (°C)
de massa de massa de massa
CS 470 kDa 6,1 300 56 62,1
NPs Gelificacao ionotrépica 16 280 33,9 57,6
NPs emulsao A/O Até ~ 150°C 1.8 196 70,2 72
NPs método micelar inverso 15,4 196 30 52,8
NPs precipitagéo 61,3 270 5,2 66,5

Relativamente as particulas obtidas pelo método micelar inverso e por agua em 6leo
denota-se a existéncia de um pico acentuado a 197°C e a 233°C, respetivamente. Estes picos
devem-se provavelmente a degradacdo das cadeias poliméricas. Em ambos 0s casos as particulas
foram reticuladas com glutaraldeido. Comparando estes dois métodos com 0s restantes e com 0
polimero inicial, a temperatura a que ocorre a degradagdo € mais baixa. Uma possivel justificagdo
para a diminuicéo da temperatura de degradacao do polimero é o facto de o glutaraldeido interagir
com a cadeia polimérica, interferindo com as pontes de hidrogénio entre cadeias, o que vai
enfraquecer as liga¢des glicosidica da cadeia de quitosano [67]. No total, as particulas obtidas
pelo método dgua em bleo perderam 72% de massa enquanto as particulas obtidas pelo método

micelar inverso perderam 53% de massa.

No caso das particulas preparadas por precipitacdo possuem uma perda de massa inicial
de 60%, a uma temperatura inferior a 150°C, a qual se deve a perda de 4gua por parte da amostra.
No caso desta amostra em particular, 0 processo de secagem, neste caso a liofilizacdo, nao foi
completamente eficaz. A 270°C ocorre um pequeno pico derivativo que corresponde a degradacédo

do polimero como se pode ver na ampliacéo da Figura 3.10.
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Figura 3.10 - Ampliag&o do grafico das medidas termogravimétricas da amostra de particulas de CS 470

kDa obtidas por precipitacao.

3.2.3.  Tamanho hidrodinamico e potencial zeta

O tamanho hidrodindmico e o potencial zeta das particulas foram medidos através do

método denominado de dispersdo dinamica de luz.

No caso das particulas obtidas por gelificacdo ionotrépica mediu-se o tamanho
hidrodindmico para os dois CS’s utilizados e do HPCS, e também se fizeram medidas de potencial
zeta para averiguar sobre a estabilidade das particulas, conforme apresentado na Tabela 3.3 e

Figura 3.12. As medicBes foram realizadas a uma concentragdo de 0,06 mg/ml.

Tabela 3.3 - Tamanho hidrodindmico, indice de polidispersdo e potencial zeta de particulas obtidas por
gelificacdo ionotropica com diferentes tipos de CS.

) Tamanho indice de _
NP’s CS . . o . Potencial zeta (mV)
hidrodinamico (nm) Polidisperséo (PI)
CS 470 kDa 151 +51 0,61+0,13 +32+2
CS 33 kDa 165+5 0,26 +0,18 +32+2
HPCS 143+ 25 0,12+0,12 +31+2

Comparando os tamanhos das particulas da Tabela 3.3, verifica-se que as particulas
obtidas utilizando HPCS possuem um tamanho hidrodindmico menor (143 + 25 nm), comparado

com o tamanho das particulas obtidas usando CS de 470 kDa e 33 kDa. Nestas seria de esperar
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que as particulas obtidas com CS de 33 kDa fossem mais pequenas do que as obtidas com CS 470
kDa devido ao facto de a cadeia polimérica ser menor, mas em média isso ndo aconteceu. No
entanto é possivel verificar que o desvio padrdo para as particulas que tém maior peso molecular
é bem maior do que o obtido para as particulas de menor peso molecular, o que significa que
existe uma maior dispersdo de tamanhos. Para além disso, o indice de polidispersdo que da
informacdo sobre a homogeneidade das particulas, é superior para as particulas de CS 470 kDa,
o0 que significa que podem existir particulas de diferentes tamanhos e neste caso a solugdo € menos
homogénea. Relativamente ao potencial zeta as amostras apresentam carga positiva com valores
muito similares. Em todos os casos o potencial zeta apresenta um valor superior a 30 mV, valor
a partir do qual se pode considerar que as particulas sdo estaveis em solucdo [68, 69]. O potencial
zeta das particulas produzidas com HPCS é semelhante ao das particulas produzidas com CS. Isto
deve-se ao facto da reacdo com o 6xido de propileno ser preferencial no grupo OH do C6 [21], o
que deixa os grupos amina livres para que ocorra protonacdo em meio &cido e consequente
reticulacdo i6nica com o TPP. Desta forma, a formacdo de nanoparticulas através da ligacdo

iGnica com o TPP é semelhante entre 0 HPCS e o CS, originando um potencial zeta semelhante.

Em relacdo a Figura 3.11 que mostra as curvas de autocorrelagdo das particulas de CS
470 kDa, CS 33 kDa e HPCS obtidas por gelificacdo ionotrdpica é possivel observar que as curvas
possuem um comportamento similar, no entanto a curva gque corresponde ao CS de maior peso
molecular, esta ligeiramente deslocada para a direita, 0 que indica a existéncia de particulas de

maior tamanho.

Observando a Figura 3.12 é possivel analisar a variagdo de potencial zeta em fungdo do
pH da solugdo para as particulas produzidas por gelificacdo ionotrépica, numa gama de pH que

varia entre 2 e 12.
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Figura 3.11 - Curvas de autocorrelagdo para particulas de CS 470 kDa, CS 33 kDa e HPCS obtidas por

gelificacdo ionotropica.
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A experiéncia foi realizada em triplicado utilizando solugGes diluidas num factor de 1:25,
resultando numa concentracao de 0,06 mg/ml. Verificou-se que as particulas sdo estaveis a pH
acido, entre 3 e 5, obtendo-se um potencial zeta acima de +30 mV, o qual ndo varia
significativamente com o peso molecular. No caso do HPCS o comportamento com o pH é

semelhante ao CS.

Realizaram-se medic¢Bes de tamanho hidrodindmico das particulas obtidas através dos
quatro métodos de sintese descritos neste trabalho, de forma a comparar as diferencas de tamanho
das particulas em fungdo do método de sintese. Para todos os casos utilizou-se CS de 470 kDa e
as medic@es realizaram-se em triplicado utilizando solugdes diluidas (Figura 3.13). Os resultados
obtidos estdo também resumidos na Tabela 3.4. As medi¢des foram realizadas com concentracfes

entre 0,04 e 0,1 mg/ml.

Tabela 3.4 - Tamanho hidrodindmico, indice de polidispersdo das particulas obtidas por gelificacdo

ionotrépica, &gua em éleo, método micelar inverso e precipitacdo utilizando CS 470 kDa.

NP’s CS Tamanho hidrodindmico (nm) indice de Polidispersao (PI)
Gelificacdo ionotrdpica 151 £51 0,61+0,13
Agua em 6leo 283 +7 0,40 + 0,03
Micelar Inverso 890 + 234 0,81 +0,19
Precipitacdo 509 + 68 0,41 £ 0,03
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Figura 3.13 - Curvas de autocorrelacdo para as particulas obtidas por gelificagcdo ionotropica, &gua em

6leo, método micelar inverso e precipitagéo.
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De acordo com a Tabela 3.4 observa-se que as particulas de menor tamanho séo as obtidas
por gelificacdo ionotrépica (151 £ 51 nm) e as de maior tamanho séo as particulas obtidas pelo
método micelar inverso (890 + 234 nm). Relativamente ao indice de polidispersdo, que avalia a
homogeneidade da solugdo, verifica-se que para as particulas obtidas pelo método micelar inverso
a solucdo é pouco homogénea. As particulas obtidas por precipitacdo e pela emulsdo A/O
apresentam um tamanho de 509 nm e 283 nm, respetivamente. Os indices de polidispersdo destas
amostras, apesar de serem menores que as restantes, ainda mostram alguma heterogeneidade da
amostra. Observando a Figura 3.13Error! Reference source not found. verifica-se que todos 0s
métodos apresentam curvas bem definidas, de acordo com o tamanho de particulas que se obtém
em cada método, quanto maior o tempo que a curva demora a decair, maior o tamanho das
particulas [26].

3.2.4. Anélise por SEM

Analisaram-se as particulas por microscopia eletronica de varrimento de maneira a obter
informacéo sobre a morfologia, a aparéncia e o tamanho das particulas. As particulas obtidas por
gelificacdo ionotropica (Figura 3.14Error! Reference source not found.) apresentam forma
esférica e possuem uma distribuicdo de tamanhos entre os 24-57 nm, sendo que as particulas de
menor tamanho sdo as obtidas com HPCS, tal como ocorreu na andlise de DLS.

Figura 3.14 - Imagem de SEM de particulas obtidas por gelificagdo ionotrépica; A) CS 470 kDa B) CS 33
kDa C) HPCS.

Verificou-se que ocorreu alguma agregacao entre as nanoparticulas durante o processo de
secagem, o que também pode estar relacionado com o elevado indice de polidisperséo verificado
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nas medic¢Bes de DLS. Para além disso verificou-se que o tamanho das nanoparticulas € menor
em relagdo aos tamanhos das nanoparticulas obtidas por DLS. Uma possivel explicacdo é que as
particulas de CS incham em meio aquoso e para além disso 0 DLS mede o tamanho hidrodinamico
enquanto o SEM mede o tamanho seco da particula [30].Relativamente as particulas obtidas pelo
método de emulsdo agua em Oleo (Figura 3.15), verificou-se que possuem forma esférica e o
tamanho de particulas situa-se entre 0s 62 e 0s 186 nm [36]. Neste caso 0s resultados também
estdo de acordo com os resultados obtidos por DLS, apesar de nas imagens de SEM o tamanho

médio das particulas ser menor.

Figura 3.15 - Imagem de SEM de particulas obtidas pelo método de emulsdo dgua em 6leo com CS 470
kDa.

Na Figura 3.16 observam-se as particulas obtidas pelo método micelar inverso que
possuem um tamanho entre 0os 80 nm e os 300 nm. No entanto observam-se estruturas de grande
dimenséo de aproximadamente 2 um de comprimento e 800 nm de largura em forma de bastonete,
que provavelmente correspondem a agregados. As medidas de DLS desta amostra também
mostraram a presenca de particulas micrométricas, com um elevado indice de polidispersdo, o

gue demonstra a heterogeneidade da amostra.

Figura 3.16 - Imagem de SEM de particulas obtidas pelo método micelar inverso com Cs 470 kDa.
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As particulas obtidas por precipitacdo (Figura 3.17) apresentam forma esférica e um

tamanho entre 38 e os 120 nm, sendo que as particulas obtidas com CS de 33 kDa sdo as que

apresentam menor tamanho.

A

Figura 3.17 - Imagem de SEM de particulas obtidas por precipitacdo A) CS de 470 kDa B) CS de 33 kDa

3.3. Eficiéncia de Encapsulamento da DOX

C) HPCS

Apos caracterizagcdo morfoldgica e fisico-quimica das amostras de particulas de quitosano

e HPCS obtidas pelos diferentes métodos, foi avaliada a sua eficacia como veiculo de libertacao

de farmacos. Num primeiro passo foi avaliada a eficiéncia de encapsulamento da DOX foi

estudada para todos os métodos de preparacdo de particulas utilizando CS 470 kDa, CS 33 kDa e

HPCS, conforme se apresenta na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Eficiéncia de Encapsulamento (%) de DOX nas micro/nanoparticulas de CS 470 kDa, CS 33

kDa e HPCS preparadas pelos 4 métodos de sintese.

CS 470 kDa CS 33 kDa HPCS
Gelificagdo ionotrépica 27 +0,70 29 +0,39 32+14
Eficiéncia de L ]
Emuls&o agua em 6leo 8625 80x45 80+48
Encapsulamento
Precipitacdo 20+ 7,7 16 +6,2 17+43
(%)

Método micelar inverso 0
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As particulas obtidas por gelificagdo ionotropica apresentam uma eficiéncia de
encapsulamento proxima dos 30%, sendo que o polimero utilizado ndo influenciou a eficiéncia
de encapsulamento. Este valor de eficiéncia é ligeiramente mais baixo do que o encontrado na
literatura [61] porgue as particulas foram lavadas com agua, o que pode ter provocado a libertacdo
de alguma DOX.

As particulas obtidas por emulsdo agua em Oleo sdo as que apresentam uma maior
eficiéncia de encapsulamento, em torno dos 80%. Neste caso a varia¢do do tipo de polimero ndo

teve grande influéncia na eficiéncia de encapsulamento, apenas ocorreu uma variacao de 5%.

As particulas obtidas por precipitacdo apresentam uma eficiéncia de encapsulamento
muito baixa, entre 0s 16% e os 20%. Neste caso também nao se verificou diferenca na eficiéncia

de encapsulamento utilizando diferentes tipos de polimero.

Relativamente as particulas obtidas pelo método micelar inverso apenas se fez a medi¢édo

da eficiéncia para 0 CS 470 kDa e verificou-se que ndo houve qualquer encapsulamento de DOX.

Tendo em conta os resultados obtidos verifica-se que o método de emulsdo A/O é aquele
que apresenta uma maior eficiéncia de encapsulamento, seguido da gelificagdo ionotropica e
precipitacdo. O método micelar inverso ndo foi testado para a libertagdo de farmaco pois ndo se
verificou qualquer encapsulamento de DOX. De forma geral também ndo se verificaram
diferencas significativas na eficiéncia de encapsulamento com a variacdo de peso molecular de

470 kDa para 33 kDa, nem com o derivado do quitosano, o HPCS.

3.4. Estudos de libertacdo da DOX

Os estudos de libertagdo da DOX foram efetuados para as particulas obtidas por
gelificagdo ionotropica, pelo método de emulséo 4gua em Gleo e por precipitacao utilizando o CS
470 kDa, o CS 33 kDa e 0 HPCS. Os estudos foram realizados a pH 7,4, correspondente ao pH
da corrente sanguinea e a temperatura fisioldgica de 37°C, tendo por base 0 modelo de libertacéo

de DOX otimizado noutra dissertacdo [59].

Na Figura 3.18 é possivel observar as curvas de libertacdo de DOX para nanoparticulas
obtidas por gelificacdo ionotropica usando CS 470 kDa, CS 33 kDa e HPCS. A DOX ¢é libertada
maioritariamente nas primeiras 10 h, atingindo depois disso um patamar. No caso das
nanoparticulas obtidas com CS 470 kDa ocorre 31% de libertacdo, enquanto as particulas obtidas
com CS de 33 kDa libertam 26% de DOX e as particulas obtidas com HPCS libertam apenas 19%
de DOX.
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ionotrépica. (B) Ampliacdo da percentagem de libertagdo de DOX para as primeiras 10 h.

Relativamente as particulas obtidas por precipitacdo (Figura 3.19), verifica-se que as
obtidas com CS 470 kDa libertam 21% da DOX, as obtidas com CS de 33 kDa libertam 25% da
DOX e as obtidas com HPCS libertam 20% da DOX. O patamar de libertagdo é atingido ao fim

10h. Neste caso ndo se verificam diferengas significativas na percentagem de libertagdo de DOX

com a variagdo do peso molecular do quitosano ou com o0 HPCS.

A ——r—————7——7———7— 7 B
<IN CS 470 kDa | 5235 5
=80 --0--CS33kDa | T30 [ ]

i - -A--HPCS 1 i 1
ol a e I S o
"640 | | . I/ ”J_ N 41 4 4 4 -
2 ghr 2% CS 470 kDa ]
O [cams & ___ _@_________ 1 o0 LEw a7
S)o |G- ccoc R §ooooooia g ot --@--CS 33KkDa ]
e 185 --A--HPCS ]
So&b o 1 v 11 P31

0 10 20 30 40 50 60 70 0 2 4 6 8 10

Tempo (h) Tempo (h)

Figura 3.19 - (A) Libertacdo de DOX para nanoparticulas obtidas por precipitacdo. (B) Ampliacéo da

percentagem de libertacdo de DOX para as primeiras 10 h.

Ao analisar as variag6es do polimero utilizado verifica-se que ndo existe um padrao, isto

é, no caso da gelificacdo ionotrépica as particulas obtidas com CS de 470 kDa apresentam a maior

percentagem de libertacdo, mas no caso da precipitagdo s&o as particulas obtidas com CS de 33

kDa que apresentam maior percentagem de libertacdo, sendo que o HPCS apresenta nos dois

ensaios a pior percentagem de libertagdo. Estes resultados mostram que no caso do CS de 470

kDa e CS de 33 kDa ndo existe diferenca para a quantidade de libertacdo de DOX, mas no caso

do HPCS verifica-se que possui uma baixa percentagem de libertacdo para os dois métodos

analisados, apesar de a diferenca ser no maximo de 12%.

40



Relativamente as particulas obtidas pelo método de emulsdo agua em dleo, verificou-se
que ndo ocorreu libertagdo do farmaco ao fim de 72 h. O ensaio de libertacdo foi estendido até as
168 horas, ndo se verificando mesmo assim libertacdo de DOX. Uma possivel justificacdo pode
ser a quantidade de glutaraldeido que, por criar uma rede densa de quitosano, ndo permita o seu

inchamento a pH 7.,4, ndo havendo portanto libertacdo de DOX.

Comparando a eficiéncia da libertagdo do farmaco das particulas obtidas por gelificagéo
ionotropica e por precipitacdo usando CS de 470 kDa verifica-se que as particulas obtidas por
gelificacdo ionotropica libertam uma maior percentagem de DOX (31%) enquanto as particulas
obtidas por precipitacdo apenas libertam 21% da DOX, o que corresponde a uma diferenca de

10% na eficiéncia de libertacdo entre os dois métodos (Figura 3.20).
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Figura 3.20 - (A) Comparagdo entre a libertacdo de DOX por parte de particulas de CS 470 kDa obtidas
por gelificacdo ionotrdpica e por precipitacdo a pH 7,4. (B) Ampliacdo da percentagem de libertacdo de

DOX para as primeiras 10 h.

3.5. Modelos matematicos para estudos dos perfis de libertacéo

Para aplicar os modelos matematicos foi utilizado um suplemento do Excel, o DDSolver,
que permite fazer aplicacdo de diversos modelos matematicos aos dados experimentais de
libertacdo de farmaco. O programa retorna a informacdo inserida pelo utilizador e os dados
previstos pelo programa, para além das constantes associadas aos modelos e valores estatisticos
gue avaliam a correlagéo entre os dados experimentais e os resultados modelados. Um exemplo

grafico, da aplicacdo deste programa, utilizando o modelo de Weibull, é mostrado na Figura 3.21.
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Figura 3.21 - Exemplo do modelo de Weibull, com valores previstos e observados para libertagdo de

DOX a partir de nanoparticulas obtidas por gelificagdo ionotropica com CS 470 kDa.

Aplicou-se este procedimento as particulas obtidas por gelificacdo ionotropica e as
particulas obtidas por precipitacdo, pois foram as Unicas que apresentaram libertacdo de DOX. A
selecdo do modelo que descreve a libertacdo foi feita através do coeficiente de correlagcédo (R?),

sendo que o modelo com o maior R? é o que melhor descreve a libertagdo do farmaco [63].

Os modelos aplicados neste trabalho foram o de Korsmeyer-Peppas, Weibull e Peppas-
Sahlin, pois séo os que melhor se enquadram com o tipo particulas e materiais utilizados neste

trabalho, pois os outros modelos apresentam um baixo coeficiente de correlacdo [59].

O modelo de Korsmeyer-Peppas possui duas constantes n e K, sendo que a constante n
esté relacionada com o tipo de mecanismo de libertagéo: se n < 0,43 ocorre maioritariamente
difusdo; se n = 0,85 ocorre o caso |l transporte, relacionado com a relaxag¢éo da matriz polimérica
e inchamento; se 0,43 < n < 0,85 ocorre transporte anémalo que resulta da combinacdo do caso Il
com difusdo; e finalmente se n > 0,85 é um super caso Il, em que a relaxacdo da matriz polimérica
é o fendmeno predominante. A constante K esta relacionada com a estrutura e forma do polimero.
O modelo de Weibull possui duas constantes a e b sendo que a corresponde ao fator tempo e b
esté relacionado com o formato da curva de libertacdo. De acordo com o valor de b é possivel
identificar o mecanismo de libertagdo: se b < 0,75 ocorre difusdo; se 0,75 < b < 1 ocorre um
mecanismo combinado de difusdo e caso Il; se b > 1 ocorre um mecanismo complexo. Para além
disso existe uma correlacdo entre o parametro b da equacdo de Weibull e 0 expoente n do modelo
de Korsmeyer-Peppas. Por ultimo, 0 modelo de Peppas-Sahlin possui trés constantes ki, k, e m,

sendo que ki esta relacionado com a difusdo, o k. esta relacionado com o caso Il e 0 m esta
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relacionado com o expoente n do modelo de Korsmeyer-Peppas e o seu valor deve ser semelhante
[53, 57-59].

Os resultados dos modelos matematicos para os dados experimentais das particulas
obtidas por gelificagdo ionotropica sdo apresentados na Tabela 3.6. No caso das nanoparticulas
obtidas por gelificacdo ionotrépica com CS de 470 kDa, os modelos de Korsmeyer-Peppas e
Weibull sdo os que melhor descrevem o tipo de libertacdo pois possuem o coeficiente de
correlacdo mais alto. Segundo 0 modelo de Korsmeyer-Peppas ocorre transporte anémalo, que
resulta da combinagdo de um mecanismo de relaxacdo das cadeias poliméricas com difuséo,
enquanto o modelo de Weibull indica que ocorre maioritariamente difusdo. No entanto, como o
coeficiente de correlacdo do modelo de Weibull é ligeiramente superior, considera-se que no caso
destas nanoparticulas o mecanismo de libertagdo é maioritariamente dependente da difus&o,

apesar de a relaxacgao das cadeias poliméricas também ter influéncia na libertacéo.

No caso das particulas obtidas por gelificacdo ionotrépica com CS 33 kDa o modelo que
apresenta um maior coeficiente de correlacdo é o de Weibull, com b < 0,75 indicando gue ocorre
maioritariamente difusdo. Para as particulas obtidas com HPCS o modelo que melhor define o
perfil de libertacdo também é o de Weibull e conclui-se que a DOX ¢ libertada por um mecanismo
combinado de difusdo e relaxacdo das cadeias poliméricas. Assim pode-se concluir que neste
método as particulas obtidas com CS de 470 kDa e HPCS possuem um mecanismo de libertacdo
semelhante, o que pode estar relacionado com a proximidade dos seus pesos moleculares, como
ja foi referido anteriormente. Como as particulas obtidas com CS de 33 kDa possuem um peso
molecular mais baixo, o mecanismo de libertagdo de DOX é ligeiramente diferente ocorrendo

maioritariamente por difusdo.

Relativamente as particulas obtidas por precipitacdo (Tabela 3.7) com CS de 470 kDa
verifica-se que o modelo que melhor define o perfil de libertacdo é o de Korsmeyer-Peppas, que
indica que ocorre uma combinacdo de relaxacdo das cadeias poliméricas com difusdo. No caso
das particulas obtidas com CS de 33 kDa, apesar dos modelos de Korsmeyer-Peppas e Weibull
apresentarem coeficientes de correlagdo muito proximos, o que melhor define o sistema de
libertagdo é o de Weibull, que indica que ocorre maioritariamente por difusdo. Relativamente as
particulas obtidas com HPCS, a libertacdo de DOX da-se por difusdo, segundo o modelo de

Weibull que € o que melhor define o perfil de libertac&o.

Observando os resultados obtidos, verifica-se que os modelos que melhor definem os
perfis de libertacdo sdo o de Korsmeyer-Peppas e o de Weibull e que a libertagdo de DOX deu-se
maioritariamente por difusdo. Comparando os dois métodos de obtencdo de particulas verifica-se

gue a libertacdo da-se maioritariamente por difusdo. No entanto no caso das particulas obtidas por
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gelificacdo ionotropica em alguns casos a libertagdo de DOX também pode ser atribuida a

relaxacéo das cadeias poliméricas.

Tabela 3.6 - Modelos matematicos para as particulas obtidas por gelificagcdo ionotropica.

Modelo Constantes CS 470 kDa CS 33 kDa HPCS
n 0,64 £ 0,069 0,59 = 0,024 0,82 £ 0,061
Korsmeyer-
K 14£25 10+ 0,70 1137
Peppas
R? 0,998 0,980 0,997
a 6,817 8,2+0,70 94+£32
Weibull b 0,67 £ 0,092 0,52 = 0,040 0,77 £0,078
R? 0,998 0,990 0,999
ky 18+2,9 13+0,69 12+3,0
ko -2,2+0,48 -1,5+0,20 -1,7+0,67
Peppas Sahlin
m 0,420,016 0,43+0,019 0,39+0,038
R? 0,931 0,945 0,903
Tabela 3.7 - Modelos matematicos para as particulas obtidas por precipitagéo.
Modelo Constantes CS 470 kDa CS 33 kDa HPCS
n 0,65 £ 0,090 0,61 = 0,059 0,61+ 0,031
Korsmeyer-
K 10+£34 15£3,0 11+£24
Peppas
R? 0,991 0,997 0,996
a 9,7+28 6,4+16 87+21
Weibull b 0,63 £0,15 0,60 = 0,088 0,55+ 0,10
R? 0,987 0,998 0,998
ky 13£35 17£3,.2 1422
ko -1,9+0,63 -2,7+0,72 -1,9+0,49
Peppas Sahlin
m 0,39 £ 0,025 0,37 = 0,028 0,38 £ 0,023
R? 0,902 0,922 0,918
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Capitulo 4. Conclusoes e trabalho
futuro

Neste trabalho foram produzidas particulas de quitosano a partir quatro métodos
diferentes: gelificacdo ionotrdpica, emulsdo agua em dleo, método micelar inverso e precipitacao.
Foram utilizados trés polimeros a base de quitosano: CS com 470 kDa, CS com 33 kDa e
hidroxipropil quitosano. Estas particulas foram caracterizadas quanto a sua morfologia e
propriedades fisico-quimicas. A DOX foi encapsulada nas particulas produzidas e foi feita a
libertagdo in vitro do farmaco para fazer uma analise sobre os perfis de libertacdo. Por fim
procedeu-se a utilizacdo de modelos matematicos para determinar os mecanismos de libertacdo

dominantes.

Relativamente ao processo de producdo de quitosano despolimerizado, verificou-se
através do método denominado de viscosidade da solucdo diluida que o quitosano obtido
apresentava um peso molecular de 33 kDa, sendo este um valor na gama do esperado [61].
Segundo as andlises de FTIR e TGA a amostra de CS de 33 kDa apresentava caracteristicas
semelhantes as do CS de 470 kDa, mostrando que o processo de despolimerizacdo utilizado ndo
alterou as caracteristicas fisico-quimicas da amostra, apenas diminuiu o seu peso molecular. Em
relacdo ao processo de producdo de HPCS, através da técnica de FTIR verificou-se que ocorreu
hidroxipropilagdo devido a diminui¢do do racio -OH:-CH. No entanto, o grau de substitui¢éo
parece ser baixo, de acordo com os valores de referéncia da literatura. Para confirmar esta
assungdo poder-se-ia proceder a analise elementar da amostra. Segundo a analise de TGA a
degradacdo do HPCS da-se aos 261°C, sendo que a temperatura a que ocorre degradacéo de CS
de 470 kDa é aos 300°C.

As particulas poliméricas produzidas pelos diversos métodos apresentam tamanhos
medidos em DLS entre 0s 151 + 51 nm e 0s 890 + 234 nm. As particulas obtidas por gelificacdo
e emulsdo agua em 6leo sdo as que apresentam o tamanho mais reduzido, de 151 + 51 nm e 283
+ 7 nm, respetivamente. Tendo em conta o tipo de polimero utilizado fez-se uma analise do
tamanho hidrodindmico e do potencial zeta para averiguar sobre a estabilidade das particulas e
concluiu-se gque, independentemente do tipo de polimero utilizado, o valor de potencial zeta € de
aproximadamente +30 mV a pH entre os 3 e 5, comprovando a estabilidade das particulas em
suspensdo aquosa. Em relacdo ao tamanho hidrodindmico, ndo se verificou uma variagéo
significativa entre as particulas. No entanto observou-se que as particulas obtidas com CS de 470
kDa apresentavam uma maior heterogeneidade de tamanhos. Fazendo uma analise morfoldgica

das particulas, verificou-se que possuem morfologia esférica para todos 0os métodos de sintese.
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No que diz respeito aos ensaios de encapsulamento, verificou-se que as particulas obtidas
por gua em 6leo apresentam uma eficiéncia de encapsulamento de 86% + 2,5%. No entanto este
valor pode ndo corresponder a realidade pois utilizou-se uma curva de calibracdo de DOX em
agua e para este caso utilizou-se hexano como solvente. Excluindo esta amostra, as particulas que
apresentam maior eficiéncia de encapsulamento séo as obtidas por gelificacdo ionotropica. Para
além disso verificou-se as particulas obtidas pelo método micelar inverso ndo encapsularam o
farmaco para as condicdes testadas e que o tipo de polimero utilizado ndo teve grande influéncia

na eficiéncia de encapsulamento.

Como as particulas obtidas pelo método micelar inverso ndo encapsularam DOX, apenas
se fizeram ensaios de libertacdo das particulas obtidas por gelificacdo ionotrépica, emulsdo dgua
em oleo e precipitacdo. Destes trés métodos, verificou-se que nas 72 h do ensaio de libertacéo
apenas as particulas obtidas por gelificagdo ionotrdpica e precipitacdo libertaram DOX. O patamar
de libertacdo para as particulas obtidas por gelificacdo ionotropica e precipitagdo € atingido ao
fim de 10 h. Para além disso as particulas obtidas por gelificacdo ionotropica libertam 10% mais
DOX que as obtidas por precipitacdo. Comparando as particulas obtidas por diferentes tipos de
polimero, verifica-se que ndo ocorreu uma grande variagdo nos ensaios de libertacdo, para as

condigdes experimentais testadas.

Observando os resultados obtidos nos modelos matematicos, os que melhor definem os
perfis de libertacdo sdo o de Kormeyer-Peppas e o de Weibull. A libertagdo de DOX deu-se
maioritariamente por difusdo apesar de a relaxacéo das cadeias poliméricas também ter alguma
influéncia. Também aqui ndo se verificaram diferencas significativas entre os métodos utilizados

ou o tipo de polimero utilizado.

Desta forma foi possivel preparar trés amostras poliméricas a base de quitosano: Cs de
470 kDa, Cs de 33 kDa e HPCS. Utilizaram-se estes polimeros para a producdo de particulas
através de quatro métodos: gelificacdo ionotropica, emulsdo dgua em OGleo, método micelar
inverso e precipitacdo. Foi feita a avaliacdo da eficiéncia de encapsulamento e estudo dos perfis
de libertacdo da DOX das particulas produzidas em condicdes fisioldgicas e foram utilizados

modelos matematicos para perceber 0os mecanismos de libertacao.

Por forma a otimizar o trabalho realizado nesta dissertacéo, podera fazer-se uma anélise
dainfluéncia da utilizacéo de quitosano despolimerizado com peso molecular inferior ao utilizado
neste trabalho, o qual poderia ser soltvel a pH fisiolégico. Por outro lado também se poderia
estudar a influéncia da utilizacdo de outros derivados do quitosano no tamanho das particulas, na

eficiéncia de encapsulamento e na eficiéncia de libertacdo de DOX.

Por outro lado, poderia ser interessante fazer novas sinteses de HPCS com diferentes

graus de substituicdo para que o derivado que se dissolva eficientemente em &gua (pH neutro).

46



Também seria interessante fazer uma otimizacdo dos métodos de sintese de particulas
utilizados e alargar-se o estudo a outros métodos, fazendo uma comparacédo para perceber qual o
mais eficiente na libertacdo controlada de DOX. Estes estudos de libertagdo também deveriam ser
feitos em solugbes de PBS com diferentes pH’s de maneira a simular o pH das diversas zonas do
tumor (pH mais &cido). Também se poderia fazer uma otimizacdo do encapsulamento e da
libertagdo de DOX para 0os métodos estudados de maneira a obter um maior encapsulamento e

uma libertagdo do farmaco mais controlada.

Por ultimo, as particulas produzidas deveriam ser analisadas quanto a sua citotoxicidade.
ApOs este passo, seria importante analisar a sua capacidade de libertacdo controlada na presenca

de células e a sua capacidade anti-tumoral.
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