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Resumo

Desde a antiguidade que o Homem tem desenvolvido estratégias terapéuticas que tém sido
aperfeicoadas ao longo do tempo.

A maioria das formula¢Oes terapéuticas apresenta uma acdo rapida, de curta duracgdo, atingindo
um pico seguindo-se a diminuicdo rdpida da sua acdo. Tal levou a necessidade de se criarem
formulagGes que permitam uma a¢do mais prolongada no tempo. Algumas destas novas formula¢des
incluem os chamados sistemas drug delivery (DDSs), que podem ser direcionados para locais
especificos do corpo. Estes sistemas, devido a sua capacidade de libertar os farmacos em locais
especificos do corpo, apresentam inUmeras vantagens, como por exemplo, diminuicdo da toxicidade
e maior tempo de permanéncia em circulacao.

Sao diversos os materiais que, durante as Ultimas décadas, tém sido estudados para a criacdo de
DDSs. Estes sistemas tém sido sujeitos a diferentes abordagens de forma a aumentar o beneficio
terapéutico do farmaco minimizando os seus efeitos colaterais e ainda de forma a melhor as suas
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas.

Neste trabalho foram preparados DDSs baseados em trés zeélitos, NaY, NanoNa-Y e KLTL, através
do método de adsorcdo do farmaco em fase liquida. O farmaco utilizado para o encapsulamento foi o
5-fluoro-1H,3H-pirimidina-2,4-diona, que é um farmaco muito utilizado no tratamento de cancros
solidos, como o cancro colorretal.

Os sistemas obtidos foram caraterizados para avaliar o efeito do encapsulamento do farmaco na
estrutura dos zedlitos e para averiguar a presenca do farmaco nos zedlitos. Os resultados obtidos
mostram que o farmaco foi encapsulado com sucesso na estrutura zeolitica e que o mesmo ndo
provoca alteragdes estruturais no zedlito.

Posteriormente foram realizados estudos de libertagdo de farmaco a partir dos sistemas drug
delivery preparados utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os sistemas
foram sujeitos a duas condi¢gdes experimentais, repouso e agitacdo. A agitacdo proporciona a
libertagdo de maior quantidade de farmaco dos sistemas para a meio onde se encontram.

Por fim, avaliou-se a eficacia dos sistemas drug delivery em duas linhas celulares do carcinoma
colorretal, HCT-15 e RKO. O sistema que permitiu a obtencdao de melhores resultados em ambas as
linhas celulares foi o sistema preparado com o zedlito NaY. Verificou-se também que estes sistemas,
para além de permitirem uma diminui¢do da viabilidade celular, permitem ainda uma potencia¢do do
efeito do farmaco. Através de microscopia 6tica e de microscopia de fluorescéncia, verificou-se que

os zedlitos conseguem internalizar-se nas células.






Abstract

Since ancient times, man has developed therapeutic strategies that have been improved over
time.

Most therapeutic formulations have quick action, with short duration, reaching a peak followed
by rapid decrease in its action. This led to the need to create formulations that allow a more
prolonged action in time. Some of these new formulations include the so-called drug delivery
systems (DDSs), which maybe targeted to a specific site in the body. These systems, due to their
ability to release drugs at specific locations of the body have numerous advantages, for example,
reduced toxicity and increased time in circulation.

In last decades, several materials have been studied for the creation of DDSs. These systems have
been subject to different approaches to increase the therapeutic benefit of the drug while
minimizing the side effects and even to improve their pharmokinetic and pharmodynamic properties.

In this work DDSs were prepared based on three zeolites, Na¥Y, NanoNa-Y and KLTL, by the
method of adsorption of the drug in liquid phase. The drug used for the encapsulation was the 5-
Fluoro-2,4(1H,3H)-pyrimidinedione, that is a drug widely used in the treatment of solid tumors, such
as colorectal cancer.

The systems were characterized to evaluate the effect of encapsulation of the drug in the zeolite
structure and to determine the presence of the drug in the zeolites. The results show that the drug
was successfully encapsulated in the zeolite structure and it did not cause structural changes in the
zeolite.

After that, drug release studies were performed with the DDSs prepared using the technique of
high performance liquid chromatography. Systems were subjected to two experimental conditions,
rest and stirring. Stirring provided release of larger amounts of drug from the systems to the
environment where they were.

Finally, the efficacy of the DDSs was evaluated in two colorectal carcinoma cell lines, HCT-15 and
RKO. The drug delivery system that allowed to obtain the best results in both cell lines was the
system prepared with zeolite NaY. It was also found that these systems in addition to reducing cell
viability, still allowed important potentiation of the drug. By light microscopy and fluorescence

microscopy, there was evidence that zeolites were internalized by the cells.
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Capitulo 1 — Introdugdo

1.1. INTRODUCAO

A nanotecnologia pode ser definida como desenvolvimento, caracterizacdo e aplicacdo de
materiais, dispositivos e sistemas tdo pequenos que podem ser medidos a nivel molecular [1, 2]. Esta
area envolve conhecimentos transversais a quimica, fisica, engenharia e medicina e é esta
interdisciplinaridade que tem contribuido para o crescimento exponencial e para o sucesso da
nanotecnologia ao longo dos ultimos anos [3, 4].

Foi o nobel da fisica Richard P. Feynman que em 1959, durante a sua conferéncia intitulada
“There’s plenty of room at the bottom”, esbocou o conceito de nanotecnologia. Nesta conferéncia
Richard P. Feynman sugeriu o uso de ferramentas que permitissem a criacdo de outras cada vez mais
pequenas até chegar ao nivel atdmico. Porém o termo nanotecnologia, tal como hoje o conhecemos,
so foi usado em 1974 pelo Professor Noro Taniguchi [5, 6].

O prefixo “nano” deriva da palavra grega “nanos” que significa “ando”. Um nanédmetro (nm) é um
bilionésimo do metro, o equivalente a largura de seis atomos de carbono ou de dez moléculas de
agua [4, 7, 8]. Um glébulo vermelho tem cerca de 300 nm, os virus entre 3a50 nme o DNA entre 1 a
2 nm [9].

A nanotecnologia tem tido impacto positivo em diversas dreas, nomeadamente na saude. Esta
tem possibilitado o aparecimento de terapéuticas melhores e mais eficazes para o diagndstico e
tratamento de doengas, em especial na area da oncologia. Por este facto, ao longo dos ultimos anos
tem-se assistido a um aumento significativo da aplicagdo da nanotecnologia na medicina. Esta
aplicacdo permitiu concretizar a ideia de se criar sistemas t3o pequenos que poderiam ser
introduzidos no organismo humano de forma a executar e reparar danos celulares ao nivel
molecular, surgindo assim o conceito de nanomedicina [5,10].

A nanomedicina consiste na aplicacdo da nanotecnologia de forma a monitorizar, diagnosticar,
prevenir, reparar ou curar doencgas e danos em tecidos de sistemas bioldgicos a nivel molecular [11-
13].

A ideia da nanomedicina foi apresentada nos anos 80 e 90 nos textos de Drexler [5, 14, 15] e nos
textos de Freitas [5, 16, 17] em 1990 e 2000.

Na sua fase inicial, a nanomedicina focava-se apenas no aperfeicoamento de técnicas de
diagndstico e terapéuticas ja existentes, mas ao longo dos ultimos vinte anos, com o conhecimento
aprofundado do genoma humano, com a compreensdo de certas doengas a nivel molecular e com o
desenvolvimento de tecnologias que permitem a manipulagdo a escala nano, a nanomedicina tem
sido aperfeicoada, sendo esse aperfeicoamento mais evidente no tratamento de doengas vasculares

e no cancro [3, 11].
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Através da utilizacdo da nanotecnologia, tem sido possivel criar sistemas 100 a 10000 vezes
menores do que as células humanas, ou seja, sistemas com tamanhos similares as biomoléculas tais
como aminodcidos, proteinas, DNA, entre outras. Os sistemas menores do que 50 nm podem
facilmente entrar na maioria das células, enquanto que os menores do que 20 nm podem circular
nos vasos sanguineos [12, 18]. Estes nanosistemas permitem desenvolver sistemas drug delivery
eficazes no transporte de agentes quimioterapéuticos ou genes terapéuticos para o interior das
células malignas, evitando assim que as células saudaveis entrem em contacto com esses agentes, o
gue torna a nanomedicina uma drea muito atrativa para o tratamento do cancro [12, 19, 20].

Sendo o cancro uma das principais causas de morte no mundo, os investigadores, utilizando o
potencial da nanomedicina, tém procurado desenvolver sistemas que permitam erradicar as células
cancerigenas sem causar dano nas células saudaveis. O seu principal objetivo é conseguirem
desenvolver nanoparticulas que possam circular no organismo, detetar as mudangas moleculares
associadas ao cancro, ajudar na imagiologia, libertar o agente terapéutico e depois monitorizar a
eficacia da intervencgdo. Isto permitiria reduzir os efeitos colaterais das terapias anticancerigenas [21].

Os sistemas drug delivery baseados em nanoparticulas sdo o cerne da nanomedicina uma vez que
sdo apropriados para utilizar em doencas crdnicas [22]. As nanoparticulas sdo uma alternativa
inovadora e promissora pois aumentam a eficicia terapéutica do farmaco e reduz os seus efeitos
adversos noutros locais do organismo. Quando sdo corretamente projetadas, as nanoparticulas
podem acumular-se nos tumores sem serem eliminadas pelo organismo, e para além disso, podem
aumentar a concentragdo intracelular de farmaco e melhorar de forma significativa o efeito
citotdxico de varios agentes anticancerigenos nos érgaos pretendidos [23].

Os nanomateriais irdo entao provocar iniUmeras alteragdes na medicina, devido a sua capacidade

de interagir com os érgaos e tecidos ao nivel molecular [24].

Com este trabalho pretendia-se criar sistemas drug delivery para o tratamento do carcinoma
colorretal, usando modelos in vitro.

Como suporte sélido dos sistemas foram utilizadas duas estruturas zeoliticas, faujasite (NaY e
NanoFAU-Y) e linde type L (LTL) e o farmaco escolhido foi o 5-fluoro-1H,3H-pirimidina-2,4-diona, de
nome comercial 5-fluorouacilo.

Os zedlitos sdo aluminossilicatos cristalinos pois possuem uma estrutura composta por atomos
de Si e Al. Estes apresentam uma grande capacidade de adsor¢do e devido a sua grande area
superficial podem absorver uma quantidade consideravel de substancias, tornando-os promissores
na entrega de farmacos [25].

O 5-fluorouacilo € um dos farmacos mais utilizado no tratamento de tumores sélidos, tais como o

cancro da mama, cancro colorretal, entre outros [26, 27].
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1.2. ESTRUTURA DA TESE

A tese aqui apresentada serd organizada em sete capitulos distintos:

1. Introdugdo
Neste capitulo sera feita uma introducao geral ao tema e sera apresentado o objetivo
do trabalho.

2. Estado da arte
Este capitulo abordara os fundamentos tedricos necessarios para a compreensao do
trabalho desenvolvido.

3. Procedimento experimental
Neste capitulo serdo apresentados os materiais e os procedimentos utilizados para a
preparacdo dos sistemas drug delivery, bem como as técnicas analiticas utilizadas
para a caracterizagdo dos mesmos.
Serdo ainda descritos os procedimentos utilizados nos testes dos sistemas drug
delivery em linhas celulares do carcinoma colorretal.

4. Resultados e discussao
Neste capitulo serdo incluidos os resultados obtidos ao longo de todo o trabalho
experimental, assim como a discussdo dos mesmos.

5. Consideragées finais
Este capitulo apresentara as conclusées finais do trabalho realizado.

6. Perspetivas futuras
Neste capitulo serdo sugeridos estudos para realizar em trabalhos futuros.

7. Referéncias bibliograficas
Neste capitulo sera apresentado todo o levantamento bibliogréfico realizado para a

compreensao, execucao e escrita do trabalho.

O trabalho apresentado nesta tese foi desenvolvido no Centro de Quimica, Departamento de
Quimica da Escola de Ciéncias da Universidade do Minho e no Instituto de Investigacdo da

Vida e da Saude (ICVS) da Escola de Ciéncias da Saude da Universidade do Minho.
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Neste capitulo serdo abordados os conceitos e trabalhos de literatura necessarios a compreensao
do trabalho desenvolvido.

Como referido anteriormente, este trabalho tinha como objetivo criar sistemas drug delivery
baseados em zedlitos e consequentemente avaliar a capacidade destes suportes como sistemas drug
delivery. Assim, apresentar-se-8 uma descricdo sobre o que é e para que servem os sistemas drug
delivery. Abordar-se-a ainda alguns materiais que permitem a criacdo destes sistemas e dar-se-a
alguns exemplos da sua aplicacdo, sendo que neste subtdpico serd dado énfase especial aos zedlitos
gue sao um ponto fulcral no trabalho desenvolvido.

Nos tépicos finais, e uma vez que os sistemas preparados foram testados em células do
carcinoma colorretal, sera feita uma breve descricdo sobre este cancro e por fim, descrever-se-a os

farmacos utilizados.

2.1. SISTEMAS DRUG DELIVERY

Desde a antiguidade que o Homem tem desenvolvido estratégias terapéuticas, sendo um
exemplo disso, a inalacdo de fumos resultantes da queima de plantas medicinais. Essas estratégias
foram aperfeicoadas ao longo dos séculos através da formulacdo de comprimidos e cdpsulas. No
entanto, alguns desses compostos apresentavam uma a¢do de curta duragdo e apds a sua
administragao, por via oral ou intravenosa, atingiam um pico apds o qual a sua agao diminuia. Surgiu
entdo a necessidade de se desenvolverem novas formulagdes que permitam controlar a taxa e o
prazo de libertacdo do fadrmaco em dreas especificas do organismo. Essas novas formula¢des tém o
nome de sistemas drug delivery (DDSs) [28, 29].

Os DDSs possibilitam uma libertacdo controlada de farmacos em locais especificos do organismo
humano e aumentam a eficacia terapéutica dos farmacos pela manuteng¢éo da sua concentragdo no
organismo dentro do intervalo terapéutico e abaixo do limiar téxico [28,30].

Estes sistemas apresentam diversas vantagens quando comparados com os sistemas de dosagem
convencional uma vez que permitem uma maior eficicia terapéutica devido a libertagdo progressiva
e controlada do farmaco, uma diminuigdo significativa da toxicidade do fdrmaco nos 6rgdos
sauddveis do organismo e maior tempo de permanéncia em circulagdo. Permitem ainda uma
administragdo segura e conveniente, sendo esta direcionada a alvos especificos [31, 32]. Idealmente,
os DDSs devem ter tamanhos compreendidos entre os 10 a 100 nm [33].

Os DDSs podem ser classificados em sistemas de libertagdo temporais e sistemas de libertacdo
direcionados. Os sistemas temporais libertam uma certa quantidade de farmaco a partir da matriz
durante um determinado periodo de tempo. A vantagem destes sistemas é o facto de permitirem

gue a concentracdo terapéutica do farmaco seja mantida no organismo por longos periodos de




Capitulo 2 — Estado da arte

tempo sem que seja necessdria uma nova administracdo do fdrmaco, minimizando assim os
problemas de sobredosagem [34, 35].

Por sua vez os sistemas direcionados libertam a dose adequada de farmaco num local especifico
do corpo, evitando desta forma os efeitos adversos noutros tecidos ou érgdaos do organismo. Estes
sistemas assumem uma grande importancia no caso de farmacos altamente téxicos como é o caso
dos farmacos utilizados em quimioterapia. Possibilitam ainda a libertacdao do farmaco em locais que
de outra forma seriam inacessiveis como é o caso do cérebro [34, 35].

Atualmente o desenvolvimento de DDSs tem-se focado na area da nanotecnologia, utilizando
nanoparticulas para a sua criacdo. As nanoparticulas sao particulas com tamanhos compreendidos
entre 10 a 1000 nm [36-39].

Na nanoparticula o farmaco pode ser dissolvido, aprisionado, encapsulado ou ligado a uma
matriz e dependendo do método de preparacdo podem obter-se nanoesferas ou nanocapsulas. As
nanoesferas tém uma estrutura tipo matriz, nas quais o fdrmaco pode estar adsorvido a superficie,
retido ou dissolvido no interior das particulas. As nanoesferas contém o farmaco no interior da
matriz pelo que se obtém um sistema monolitico onde ndo é possivel observar-se um nucleo
diferenciado. Por sua vez nas nanocapsulas o farmaco é rodeado por uma membrana e é possivel
observar-se um nucleo que pode ser sélido ou liquido (Figura 2.1) [34, 36, 40, 41].

Uma vez no corpo, o fdrmaco contido na nanoparticula é libertado da matriz por difusdo, erosao
ou degradagao.

Os DDSs baseados em nanoparticulas podem ser facilmente manipulados para que consigam
reter o fdrmaco no seu interior durante o transporte libertando-o apenas no local desejado e
também para que consigam atravessar os capilares sanguineos e possam ser administrados por

diversas vias, nomeadamente via oral, nasal, intraocular, parental entre outras [29, 32, 36, 42].

Nanocapsulas Nanoesferas

Parede polimérica

Matriz polimérica

Farmaco

G Nicleo aquoso
Farmaco

Figura 2.1: Representagdo esquematica de nanocapsula e nanoesferas (adaptado de [41])

A aplicagdo da nanotecnologia na criacdo dos DDSs permitira desenvolver sistemas cada vez mais

eficazes na libertagdo dos farmacos o que se traduzird numa melhoria do indice terapéutico de quase
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todos os farmacos uma vez que serdo entregues diretamente nos seus alvos bioldgicos. Este
aperfeicoamento dos DDSs resultara numa resolucdo de diversos obstaculos. Por exemplo, os
farmacos que apresentam tempos de meia-vida curtos em circulagdao podem ter a sua estabilidade

aumentada se forem inseridos num suporte para libertagcdo controlada [43].

2.2. MATERIAIS UTILIZADOS cOMO DDSs

Como acima referido, os DDSs possibilitam uma maior eficdcia terapéutica dos farmacos devido a
sua libertacdo num local especifico do organismo. Assim, muitos sao os estudos realizados nesta area
de forma a desenvolver materiais que permitam a criacdo de DDSs cada vez mais eficazes.

Durante a ultima década os investigadores tém-se focado nas nanoparticulas e tém criado

nanoparticulas poliméricas para criacdo de DDSs. Para além dos polimeros também os materiais
porosos, de entre os quais se destacam os zedlitos, se tém demonstrado eficazes no aumento da
especificidade do farmaco para o érgdo a tratar, bem como na reducdo da sua toxicidade,

melhorando assim as taxas de absorcdo do farmaco.

2.2.1. MATERIAIS POLIMERICOS

Os polimeros sao materiais muito versateis que tém vindo a alterar o nosso dia a dia ao longo das
Ultimas décadas. Dentro destes, a classe dos biomateriais tem sido amplamente estudada para
aplicagdes médicas devido a sua flexibilidade de sintese ou modificacdo para aplicacdo em diversos
tecidos e drgdos do corpo humano [35, 44].

Apds a criagdo do primeiro DDS baseado no acido poliglicdlico, varios tém sido os polimeros
utilizados como DDSs uma vez que estes permitem a criacdo de sistemas eficazes na libertacdo dos
farmacos [37, 44, 45].

Nos DDSs poliméricos, o farmaco é incorporado na matriz polimérica e a sua taxa de libertacdo
depende de diversos parametros, nomeadamente da natureza da matriz polimérica, da geometria da
matriz, das propriedades do farmaco, entre outras. O mecanismo de libertagdo do farmaco a partir
destas matrizes pode ser controlado por meios fisicos ou quimicos [34].

A maioria dos polimeros inicialmente estudados para o uso como DDSs eram hidrofébicos e nao
degradaveis, como por exemplo, os poliuretanos (PU). No entanto estes polimeros apresentavam
muitas limitagGes e requeriam uma operagao cirdrgica para serem removidos. Assim, os polimeros
biodegradaveis tornaram-se muito atrativos uma vez que apds a sua inser¢dao no organismo nao é
necessaria uma cirurgia para a sua remogao e, para além disso conseguem suster os farmacos na sua

matriz de forma eficaz [34].
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Os primeiros polimeros biodegradaveis a serem estudados para utilizacdo como DDSs foram os
poliésteres alifaticos, como o acido polilatico (PLA) e o 4cido poliglicélico (PGA). Os estudos iniciais
nestes polimeros basearam-se em formulagdes monoliticas onde as matrizes bidimensionais foram
preparadas por evaporacdo de uma solucdo organica de polimero/farmaco. Os primeiros estudos
ocorreram em 1970 e nesta altura foi langado o sistema PLA /ciclazocina [34, 39].

As nanoparticulas poliméricas sdao formuladas pela incorporacdo de polimeros biodegradaveis de
forma a maximizar a compatibilidade para o tecido e de forma a minimizar a citotoxicidade. Por
exemplo, o PLA pode ser facilmente hidrolisado em mondmeros individuais (acido latico ou acido
glicdlico), que sdo removidos do corpo através das vias metabdlicas normais [39, 44, 46].

As nanoparticulas de polimeros biodegradaveis revelam-se Uteis para a introdugdo intravenosa
de farmacos anti-tumorais no corpo, permitindo uma libertagdo controlada do farmaco no local de
interesse.

Uma grande variedade de agentes terapéuticos, tais como farmacos anti-tumorais, proteinas e
péptidos, podem ser eficazmente entregues através de DDSs baseados em nanoparticulas

poliméricas [46-48].

2.2.2. MATERIAIS POROSOS

Os materiais porosos sdo divididos em trés classes consoante o tamanho do seu poro:

microporosos (< 2 nm), mesoporosos (2-50 nm) e macroporosos (> 50 nm) [49].

Com a descoberta dos materiais mesoporosos em 1990, os materiais porosos tém tido muita
atengdo por parte dos investigadores devido as suas estruturas bem definidas, ao tamanho dos seus
poros e a sua elevada area de superficie. Na ultima década os materiais mesoporosos foram
utilizados em inimeras aplicacbes, por exemplo como em sensores e catalise, no encapsulamento de
compostos farmacéuticos, proteinas e outras moléculas biogénicas. Estudos demonstram que
moléculas de diversos tamanhos podem ser inseridas dentro dos poros através de um processo de
encapsulamento e libertadas dos mesmos por difusdo. Apés o uso de MCM-41 (Figura 2.2) como
DDSs por Vallet-Regi et al. [50] em 2001, muitos outros trabalhos tém sido feitos nessa area de forma
a desenvolver diferentes tipos de materiais mesoporosos que possam suster diversos compostos

farmacéuticos [51-53].
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Figura 2.2: Estrutura do material mesoporoso MCM-41. A) Imagem esquematica; B) Imagem de TEM [54].

Apesar de promissores como DDSs, os materiais mesoporosos apresentam a desvantagem dos
seus poros serem muitas vezes superiores ao tamanho do farmaco, o que resulta na diminuicdo da
eficacia do sistema pois a libertacdo do farmaco ndo é devidamente controlada. De forma a
ultrapassar este problema pode funcionalizar-se as paredes dos poros ou entdo sintetizar materiais
com diametros menores. Isto foi conseguido com o Si-MCM-41. No entanto, a sintese de materiais
Mesoporosos com poros menores é um processo dificil. Uma forma facil e eficaz de ultrapassar este
problema é o uso de zedlitos pois os seus poros tém dimensGes muito reduzidas (0,5-0,75 nm),
situando-se no intervalo de tamanhos de muitas moléculas farmacolégicas. Tendo em conta que
estudos de toxicidade in vivo e in vitro revelaram a nao toxicidade do zedlito clinoptilolite, estes sdo

materiais promissores para a criagdo de DDSs [55-57].

2.2.3. ZEOLITOS

Os zedlitos, cujo nome deriva das palavras gregas Zeo (ferver) e Lithos (pedra), sdo uma classe de
minerais que foram descobertos em 1756 pelo mineralogista sueco Crgnsted e desde entdo muitas
estruturas zeoliticas, tanto naturais como sintéticas, tém sido descobertas e estudadas [58]. Em 1954
foram utilizados pela primeira vez como adsorventes para separagoes e purificacdes industriais mas
devido as suas propriedades porosas Unicas, sdo agora utilizados numa grande variedade de

aplicacdes [59].

Os zedlitos sdo aluminossilicatos cristalinos com uma estrutura tridimensional composta por
atomos de Si e Al ligados entre si por pontes de oxigénio. Os atomos Si** e AI** (cada dtomo de Si e Al
sdo denominados atomos “T”) estdao contidos em tetraedros com quatro atomos de oxigénio dando

origem a SiO, e AlO,, respetivamente (Figura 2.3). Estas ligagGes originam poros cuja dimensdo é
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caracterizada pelo tamanho do anel que o define. Este anel tem o nome de anel-n (n-ring), onde n
representa o numero de dtomos T no anel. Por exemplo, um anel-8 origina um poro pequeno, um
anel-10 um poro médio e um anel-12 um poro largo com didmetros de aproximadamente 0,41; 0,55
e 0,74 nm, respetivamente (Figura 2.4). A presenca de AI** origina uma carga negativa que é

compensada pela presenca de catides, como por exemplo, H*, Na* ou Ca*" [54, 55, 57, 58, 60].

i &

(®) (@) 0.
O\Si/ \AI./ \Si/ \Si./ \/A['/ \/Si_’/
O/ ‘. ,O O/ ‘s (o) O/ ’o O/ ’O o) ,O o) ,O

Figura 2.3: Representag¢do esquematica de um zedlito na forma-H [58].

Figura 2.4: Comparagdo do tamanho dos poros de diferentes estruturas [61].

A forma como os tetraedros de SiO, e AlO, se ligam entre si da origem a uma variedade de
arranjos cristalinos diferentes. Estes arranjos estdo catalogados pela IZA — International Zeolite
Association, cuja Comissao para Estrutura foi fundada em 1977 e é reconhecida pela IUPAC como a
autoridade que regulamenta e atribui a nomenclatura das estruturas zeoliticas conhecidas [62, 63].

Um zedlito apresenta uma féormula quimica do tipo Mx/n[AlxSiyO2(x+y)].pH20, onde n indica a carga
do catido M. Pode ainda representar-se a composi¢do quimica de um zedlito em func¢do do teor de
6xidos Si e Al pela férmula M2/n.Al203.2S5i02.aH20. Um parametro vulgarmente utilizado na descri¢do

da composi¢do quimica de um zedlito é a razdo Si/Al que nunca assume valores inferiores a 1 (regra
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de Léwenstein), sendo que nos zedlitos naturais se situa entre 5 e 6. Esta razdo determina a

capacidade idnica e propriedades como a estabilidade térmica e quimica ou a polaridade [54, 61, 63].
Os zedlitos apresentam uma elevada capacidade de adsorcdo e devido a sua grande area

superficial podem absorver até cerca de 50% do seu peso em dgua ou uma quantidade considerdvel

de outras substancias [54, 61, 63].

Nos ultimos anos tem-se assistido a uma crescente utilizacdo de zedlitos com tamanho de
particulas nano. Estes zedlitos tém cristais uniformes com dimensdes reduzidas, por vezes inferiores
a 100 nm, o que lhes confere caracteristicas fisico-quimicas Unicas [64].

Os nanozedlitos apresentam caracteristicas comuns aos zedlitos com particulas maiores,
nomeadamente, estruturas diversas e elevada estabilidade quimica. No entanto, estes zedlitos tém
uma maior drea superficial externa e poros mais reduzidos. A diminuicdo do tamanho da particula
traduz-se num aumento do nimero de dtomos na superficie, ou perto desta, comparativamente ao
numero de atomos no interior [64-66]. Esta caracteristica confere aos nanozeélitos uma capacidade
notavel de adsorcdo e imobilizagdo de biomoléculas tornando-os muito atrativos na libertagdo de

farmacos [25].

Neste trabalho foram utilizados dois nanozeélitos, o NanoNa-Y e o KLTL.

2.2.3.1. ESTRUTURA FAU

O zedlito Y (Figura 2.5), pertencente a familia faujasite (FAU), possui poros de 0,73 nm com
estrutura tridimensional [64].

A unidade estrutural basica do zedlito Y sdo as cavidades sodalite (ou cavidade B) (Figura 2.6),
com diametro interno de 0,62 nm, que se ligam entre si através de prismas hexagonais com anéis
duplos de seis membros. O arranjo entre estas duas estruturas origina uma supercavidade com

didmetro interno de 1,2 nm.
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Cavidade sodalite

Duplo prisma

hexagonal

Figura 2.5: Estrutura FAU onde se observa o tamanho da supercavidade (1,12 nm) e do poro (0,73 nm), bem como uma cavidade

sodalite e um duplo prisma hexagonal [adaptado de 55].

Figura 2.6: Cavidade sodalite [67]

A supercavidade, em conjunto com as sodalites e os prismas hexagonais, origina a estrutura
cristalina do zedlito Y.

O zedlito Y apresenta uma razdo de Si/Al de aproximadamente 2,5 e a sua formula quimica geral
é |(Ca,Mg,Nay)z9(H20)240 | [AlssSii340334] [63, 68].

Os zedlitos Y utilizados neste trabalho, NaY e NanoNa-Y, foram sintetizados na forma sodica. O
NanoNa-Y apresenta particulas com cerca de 150 nm, enquanto o NaY tem particulas na ordem do

100-600 nm.

2.2.3.2. ESTRUTURA LTL

O zedlito L (Figura 2.7), pertencente a familia linde type L (LTL), foi sintetizado em 1960 por Breck
e Acara e foi designado um zedlito de poros grandes, caracteristica que veio a ser confirmada anos

mais tarde por Barrer e Marshall [69, 70].
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Este zedlito, ao contrdrio do zedlito Y, possui canais unidimensionais que estdo interligados por
colunas cancrinite (CAN) através de atomos de oxigénio. Desta interligacdo resultam poros de anel-
12 com cerca de 0,71 nm de didmetro. As colunas CAN s3o formadas por cavidades cancrinite (Figura

2.8 (A)) e por anéis hexagonais duplos (D6R) (Figura 2.8 (B)) [69, 70].

Figura 2.7: (A) Vista superior do zedlito LTL mostrando a estrutura hexagonal. (B) Vista lateral de um canal [71].

(A)

(B)

Figura 2.8: A) Cavidade cancrinite. (B) D6R [62].

O zedlito L apresenta uma razdo Si/Al de aproximadamente 3 e a sua formula quimica geral é
|K*sNa" (H,0),1] [AlgSi»,05,] [62, 68].
O zedlito utilizado neste trabalho apresenta particulas com cerca de 80 nm e foi sintetizado na

forma potassica (KLTL).

Diversos sdo os exemplos que mostram as vantagens do uso de zedlitos como DDSs. Um desses
exemplos é a encapsulacdo de um agente anti-tumoral, ciclofosfamida, no zedlito CuX [54, 55, 72].
Testes in vivo demonstraram que a intensidade dos efeitos anti-tumorais do sistema zedlito
CuX/ciclofosfamida sdo similares aos efeitos da ciclofosfamida sozinha. Uma vantagem importante
deste sistema é a manutengdo continua da concentragdo de ciclofosfamida no sangue entre 100 e
1000 ng/mL.

Também os zedlitos do tipo FAU se tém revelado eficazes no armazenamento e libertagdo de
farmacos como a doxorrubicina, um composto anti-tumoral pertencente ao grupo da antraciclinas.
Neste sistema drug delivery as particulas sdo direcionadas para as células tumorais reduzindo a dose

de doxorrubicina necessaria e minimizando desta forma os efeitos secundarios do farmaco [54].
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Foi com base nas vantagens dos zedlitos para o uso como DDSs que neste trabalho se propds a

preparacao de DDSs utilizando os zedlitos NaY, NanoNa-Y e KLTL.

2.4. METODOS DE PREPARAGCAO DE SISTEMAS DRUG DELIVERY

Dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, é possivel escolher o melhor método

de preparacao e definir qual o material que permite uma encapsulacdo mais eficaz.

2.4.1. SISTEMAS POLIMERICOS

O método usado na preparagdo de nanoparticulas poliméricas depende da natureza do polimero
utilizado, da natureza do farmaco a ser encapsulado, do uso que se pretende dar ao DDS e do tempo
pretendido para a terapia [8]. Normalmente sdo utilizados trés métodos: dispersdao dos polimeros
pré-formados, polimerizagdo dos mondmeros e coacervacgdo ou solidificacdo idnica [36, 37, 40].

O método por dispersdo de polimeros pré-formados é comummente utilizado na preparacao de
nanoparticulas de PLA e poli(cianoacrilato) (PCA) e pode ser usado das seguintes formas: método de
evaporacdo do solvente no qual o polimero é dissolvido num solvente organico, como o
diclorometano ou cloroférmio, que é também usado para dissolver o farmaco; ou método de
emulsificagdo espontanea/difusdo do solvente onde se utiliza um solvente miscivel em agua (por
exemplo, acetona) e um imiscivel (por exemplo, diclorometano) formando-se uma fase em éleo e,
devido a difusdo do solvente miscivel, ocorre uma turbuléncia entre as duas fases resultando na
formacdo de pequenas particulas [36, 37, 40, 42].

No método de polimerizagdo os mondmeros sdao polimerizados numa solugdo aquosa para
formar as nanoparticulas. O farmaco é incorporado ou por dissolu¢cdo no meio de polimerizagdo ou
por adsorcdo das nanoparticulas apés a polimerizacdo completa. Posteriormente a suspensdo de
nanoparticulas é purificada por ultracentrifugacdo de forma a remover os estabilizantes e
surfactantes utilizados na polimerizagdo e, as particulas sdo ressuspensas hum meio isotdnico sem
surfactantes. Esta técnica é utilizada por exemplo na obtengdo de nanoparticulas de
poli(butilcianoacrilato) [36, 40, 42]. No método de coacervagao ou solidificagdo idnica é utilizado uma
mistura de duas fases aquosas em que uma é um polimero e a outra é um polianido sdédio
tripolifosfato [36, 42, 46).

Podem ainda ser utilizados outros métodos na prepara¢do de nanoparticulas como a tecnologia
de fluido supercritico [36, 37, 73].

Os fluidos supercriticos tém-se tornado alternativas atraentes pois sdo solventes ecoldgicos e

permitem a obtencdo de particulas de elevada pureza sem qualquer vestigio de solvente organico,
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pelo que o numero de estudos que utilizam esta técnica na producdo de nanoparticulas é enorme

[36,37,73].

2.4.2. MATERIAIS POROSOS

Tal como na preparacdao de nanoparticulas poliméricas, também na preparacdo de DDSs com
materiais porosos podem ser utilizados diversos tipos de procedimentos.

Quando o material a utilizar sdo zedlitos é necessdrio remover a dgua que esta presente na sua
estrutura. Assim, estes, antes da inclusdo de qualquer composto, devem ser submetidos a uma
temperatura ligeiramente superior a 100°C sob pressdo reduzida ou a um aquecimento a
temperaturas mais elevadas, na ordem de 250°C, quando sob pressdo atmosférica. Apds a
desidratacdo, a agua pode ser parcialmente ou completamente recuperada apds exposicdo a

humidade ambiente [74].

O procedimento mais simples para a adsor¢do de farmacos a zedlitos consiste na dissolucao do
farmaco num solvente inerte, de preferéncia apolar. De seguida coloca-se esta solugdo em contacto
com os zedlitos desidratados. A adsorcdo pode feita através de agitacdo do sélido em solucdo a
temperatura ambiente ou com aquecimento. Um aquecimento ligeiro pode facilitar de forma
significativa a adsorgao [60].

A natureza do solvente tem grande influéncia na adsor¢do do fdrmaco. Se o solvente é
fortemente adsorvido dentro do zedlito entdo a adsorgdo do farmaco é desfavorecida. Se pelo
contrario a interagdo entre o zedlito e o solvente é fraca, é favorecida a adsor¢do do farmaco [60, 72,
75].

Também o tempo de agitagdo é crucial para garantir que é encapsulado o maximo de farmaco na

estrutura do material [75].

Uma outra forma de incorporar farmacos na estrutura zeolitica é através de fase gasosa nos
casos em que a pressdo do vapor dos compostos é suficientemente alta a temperatura ambiente ou
guando o composto a ser adsorvido pode ser aquecido a temperatura adequadas. Para se conseguir
este propodsito, podem ser usadas camaras de deposi¢cdo de vapor. A auséncia de solvente na fase de
vapor facilita a adsor¢do do composto e, para além disso, as amostras resultantes estdo livres de

contaminagdes resultantes da presenca residual de moléculas de solvente [60].

Um outro método de inser¢do de farmacos em materiais porosos é o método de impregnacao.

Este método consiste no contacto do material poroso com uma solug¢do contendo o farmaco que se
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pretende depositar na superficie do material. Existem diversos tipos de impregnacdo, mas os mais
usuais sdo a impregnacgao por imersao e a impregnac¢do humida incipiente [76].

Na impregnacdo por imersdo a deposicao do farmaco no material ocorre de forma lenta,
requerendo muitas horas ou mesmo dias e, o excesso de solvente é eliminado por evaporagao ou por
escoamento. Este método permite uma boa dispersdo do farmaco no material [76].

Na impregnagdo humida incipiente o farmaco é dissolvido numa solugao aquosa. Posteriormente
esta solucdo, com concentracdo conhecida, é adicionada ao material sendo o volume impregnado

igual ao volume dos poros do material [75-78].

Certas estruturas zeoliticas tém na sua constituicdo cavidades maiores que se interligam por
cavidades menores. Quando os compostos a encapsular tém um tamanho molecular demasiado
grande para se alojarem nas cavidades maiores, podem ser incorporados na estrutura zeolitica
através do método de sintese ship-in-a-bottle [60, 79, 80].

Existem também os chamados procedimentos secos que sdo especialmente Uteis em moléculas
pouco sollveis. Neste procedimento hd uma moagem conjunta do material (por exemplo argilas) e
do farmaco, ou entdo podem ser colocados em contacto um com o outro e colocados a temperatura
de fusdo do farmaco. [74].

Para além dos métodos apresentados, pode ainda utilizar-se a tecnologia de impregnacdo

supercritica [79, 81].

No presente trabalho foi utilizado o método de adsorgdo do farmaco em fase liquida, para a
preparacao dos DDSs. Como ja mencionado anteriormente, a eficicia dos DDSs preparados foi
avaliada através de testes de viabilidade celular em células do carcinoma colorretal. Assim, seguir-se-
a uma breve descricdo do mesmo, bem como dos farmacos até agora utilizados para a preparacdo de

DDSs.

2.5. O CANCRO

No nosso dia a dia estamos em contacto com certas substancias que podem contribuir para o
aparecimento de cancros, os carcinogéneos. Estas substdncias tém sido detetadas em estudos
realizados em animais e através de analises epidemioldgicas da frequéncia de cancro na populagao.
Um exemplo desse tipo de substancias é o fumo do tabaco que é uma das maiores causas de cancro
de pulmdo. Cerca de 80% a 90% destes cancros deve-se aos carcinogéneos presentes no tabaco
(benzo(a)pireno, dimetilnitrosamina e niquel). No entanto, o aparecimento de cancro é um processo

muito complexo que envolve varias etapas e para além dos carcinogéneos ha muitos outros fatores
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que podem estar na base do seu desenvolvimento, como por exemplo, a radiacdo, as substancias

guimicas e os virus que atuam no DNA causando mutacgdes [82].

Os tumores resultam de uma divisao celular incontrolada. As células cancerigenas apresentam
falhas nos mecanismos que regulam a normal proliferacao celular, a diferenciacdo e a sobrevivéncia
das células. Normalmente, a divisdao celular é regulada por um conjunto de fatores de crescimento
extracelulares e defeitos na sintese, regulacdo ou reconhecimento destes fatores pode levar ao
aparecimento de cancro [82-85].

As células normais que se vao tornando malignas, adquirem seis marcas que lhes conferem as
suas caracteristicas (Figura 2.9). Essas marcas sdo: a autossuficiéncia em sinais de crescimento, a
insensibilidade a sinais de inibicdo de crescimento, a resisténcia a morte celular programada
(apoptose), o potencial de replicagdo ilimitado, a indugdo de angiogénese e a invasdo e metastase
nos tecidos [86,87].

Devido as desregulagOes nestes fatores as células cancerigenas tornam-se autossuficientes.

Atualmente sabe-se que para além das seis marcas apresentadas, as células cancerigenas
apresentam ainda mais duas. Uma é a reprogramacdo do metabolismo celular uma vez que as células
neoplasicas para além do crescimento desregulado, precisam também de ajustar a energia
metabdlica para estimular esse crescimento e divisdo. Outra é a evasdo a destruicao pelo sistema
imunitario. Subjacente a estas marcas encontra-se a instabilidade do genoma, resultando em

diversidade genética que acelera a aquisi¢cao e inflamagao das células cancerigenas [86, 88]
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Figura 2.9: As marcas do cancro [adaptado de 86].
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Para que a proliferacdo celular ocorra, torna-se necessaria a presenca de vdrios nutrientes
nomeadamente a glicose, aminodacidos, acidos gordos, vitaminas e micronutrientes, entre outros.
Muito destes nutrientes por serem hidrofilicos, sdo incapazes de atravessar a membrana plasmatica
das células. E neste ponto que as células tumorais se comecam a distinguir das células normais, pois
conseguem arranjar mecanismos que lhes permitem satisfazer essa necessidade crescente de
nutrientes. A grande quantidade de vasos sanguineos presentes nos tumores sélidos permite as
células tumorais obter os nutrientes de que precisam através do fluxo sanguineo [89].

Em 1926 Warburg et al. [90] descobriram que as células tumorais apresentam caracteristicas
metabdlicas muito diferentes das células normais [91]. As células normais, em condi¢des aerdbicas,
utilizam a glicose como primeira fonte de energia, convertendo-a a piruvato no citosol através da
glicdlise e depois em diéxido de carbono na mitocondria; quando em condi¢des de anaerobiose, as
células utilizam a glicdlise anaerdbia uma vez que a fungdo da mitocondria se encontra suprimida
devido a auséncia de oxigénio, gerando-se lactato. Deste processo resulta a producao de apenas duas
moléculas de ATP por cada molécula de glicose consumida, pelo que as células normais sé utilizam
este processo em condicdes anaerdbias [85, 89]. No entanto as células tumorais utilizam este
processo como fonte preferencial de producdo de energia, apresentando as funcdes mitocondriais
reduzidas mesmo na presenca de oxigénio [89]. Este elevado fluxo glicolitico é uma estratégia
metabdlica que permite as células tumorais assegurar a sua sobrevivéncia e crescimento mesmo

quando as concentragdes de oxigénio sdo reduzidas [92, 93].

O cancro é a principal causa de morte nos paises industrializados e segunda nos paises em
desenvolvimento, o que faz desta doenga um grande problema de saude publica. Este tem vindo a
aumentar de forma significativa nos paises desenvolvidos devido ao envelhecimento da populagdo e
aos estilos de vida pouco saudaveis [94, 95].

Em 2008, estima-se que ocorreram 12,7 milhdes de novos cancros e desses, 7,6 milhGes

resultaram em morte [94, 96].

2.5.1. O CARCINOMA COLORRETAL

O cancro colorretal (CRC) é o terceiro cancro mais comum e a quarta causa de morte no mundo
[97-99]. Todos os anos este cancro é responsavel por cerca de 400000 mortes em todo o mundo
[100].

A incidéncia deste cancro na Europa tem vindo a aumentar desde 1975 sendo que em 2008 tinha
um peso de 13,6% na percentagem de cancros. Pode dizer-se que o cancro colorretal é uma doenga

com “igualdade de oportunidades” uma vez que afeta de igual forma homens e mulheres [94, 97]. No
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entanto, estima-se que 33% dos casos femininos e 53% dos casos masculinos de cancro colorretal
possam ser reduzidos diminuindo a exposicao a fatores de risco [99].

Fatores, como a falta de atividade fisica, o excesso de peso, o consumo excessivo de alcool e
fumar, sdo reconhecidos como potenciadores do desenvolvimento do carcinoma colorretal [99, 101].
Grande parte dos cancros colorretais esta associada a fatores ambientais. Apenas 20% dos casos de
CRC tém base familiar e estes estao associados a sindromes bem definidas, como cancro colorretal

hereditdrio sem polipose e polipose adenomatosa familiar [102].

A maioria dos CRCs tem origem no célon sigméide ou reto e os sintomas refletem a localizacao
do tumor. Normalmente, os CRCs surgem como pélipos benignos superiores a um centimetro. Cerca
de metade dos podlipos com mais de dois centimetros sofrem alteragdes malignas e os pélipos

inferiores a cinco milimetros raramente sofrem essas alteragdes [103].

A carcinogénese do CRC envolve duas vias: a via “canonical” (sequéncia adenoma-carcinoma) ou
“supressora” que envolve instabilidade cromossémica e a via “mutator” [105].

A via “canonical” esta presente em certa de 80% a 85% dos carcinomas colorretais e segue o
modelo de Fearon e Vogelstein [104]. Esta abordagem propSe um modelo da carcinogénese
colorretal que relaciona os eventos genéticos especificos com evolugdo da morfologia do tecido
[105].

A transformagdo do epitélio normal em carcinoma envolve uma série de etapas. Um sistema
passa de um epitélio normal para um micro adenoma, que por sua vez vai sofrendo diversas
altera¢Oes até se tornar num adenoma grande originando por fim um cancro. Cada uma destas
etapas deve-se a alteragdes em genes supressores tumorais (APC, p53 e DCC) e em oncogenes (K-ras)

e também a desequilibrio alélico nos cromossomas 5q, 8p, 17p e 18q (Figura 2.10) [105, 106].
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Via supressora

Epitélio Micro Adenoma Adenoma Adenoma
- i - - - Carcinoma —p
normal adenoma precoce intermédio tardio
I 1 1 1 [} I
I 1 1 1 1 I
I 1 I 1 1 I
Mutacdo no LOH no cromossoma Mutagdo no LOH no cromossoma Mutagdo no p53, LOH Outras
gene APC 5q oncogene K-ras 18q, mutagdo no DCC no cromossoma 17p alteragdes

Figura 2.10: Alteragées na via supressora [adaptado de 105].

A via “mutator” ocorre em cerca de 15% dos cancros colorretais esporadicos [105, 107].

Os tumores decorrentes desta via sdo caracterizados por uma instabilidade genética generalizada
gue perturba principalmente as sequéncias de microssatélites, geralmente resultado de um defeito
nos genes hMLH1 E hMSH2. Estes tumores sdo designados de MSI-H (microsatellite instabilityhigh)
[105, 107, 108].

Os tumores resultantes da via supressora e da via “mutator” apresentam caracteristicas clinicas e

histopatoldgicas diferentes [105].

O cancro colorretal pode ser diagnosticado quando o paciente apresenta sintomas ou através de
um rastreio. No entanto, os sintomas de um cancro colorretal em fase inicial ndo sdo especificos
(mudangas nos habitos intestinais, desconforto abdominal geral, perda de peso sem causa aparente,
cansaco constante), o que torna necessario um rastreio para um diagndstico precoce [109].

Quando detetados precocemente cerca de 70 a 80% dos casos estdo localizados apenas no érgao
ou nos nédulos linfaticos locais e podem ser removidos recorrendo a cirurgia. No entanto, em alguns
casos, mesmo apds a cirurgia ha ainda possibilidade da ocorréncia de metdstases. Assim, torna-se
necessario que apds a remoc¢do cirdrgica do tumor, se realizem sessdes de quimioterapia para
garantir que, caso se encontrem ja presentes, se destruam todas as metdstases microscépicas
diminuindo assim o risco de aparecimento de novos tumores [110, 111].

Um dos farmacos utilizados na quimioterapia do cancro colorretal é o 5-fluoro-1H,3H-pirimidina-

2,4-diona.
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2.6. FARMACOS

2.6.1. 5-FLUORO-1H,3H-PIRIMIDINA-2,4-DIONA

O 5-fluoro-1H,3H-pirimidina-2,4-diona, de nome comercial 5-flouorouacilo (5-FU) (Figura 2.11),
de férmula quimica C4H;FN,O, e baixo peso molecular (130,08 g/mol), foi sintetizado em 1957 por
Heidelberger et al. [112] e desde entdo tornou-se um dos agentes terapéuticos mais utilizados no
tratamento de tumores sélidos, tais como o cancro da mama, cancro colorretal, entre outros [26, 113-

117].

Figura 2.11: Estrutura do 5-fluoro-1H,3H-pirimidina-2,4-diona (5-FU) [118].

O 5-FU é um analogo do uracilo pelo que, para exercer o seu efeito, necessita de uma conversado
a nivel dos nucleétidos. Esta molécula é rapidamente metabolizada apds a sua administracao e
origina fluoronucleétidos que tém propriedades antineopldsicas pois interfere com a sintese dos
acidos nucleicos, retardando o crescimento das células tumorais [113, 114, 117].

O seu mecanismo de agao tem sido associado a inibicdo da timidilato sintase e a sua
incorporacdo no RNA e DNA [119].

Apos a entrada na célula, o 5-FU é metabolizado através de duas vias metabdlicas (Figura 2.12): a
via anabdlica que origina metabolitos ativos e a via catabdlica que inativa 80 % do 5-FU no figado e

conduz a sua eliminag¢do do organismo [113, 114].
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VIA CATABOLICA VIA ANABOLICA
1 2
5FUH. 4 5FU » SFUrd
Figado e outros tecidos Celulas tumorais
l extra-hepaticos ¢
+ ! !
»  FUMP

FBAL

Excrecio urindria 5-FdUrd 1\\
[15-5054) 3 \’
L DNA BNA

Inibicdo da sintese de DNA Incorporacdo e dano

Figura 2.12: Via anabdlica e via catabdlica do 5-FU em humanos. 1: dihidropirimidina dehidrogenase (DPD); 2: uridinafosforilase; 3:
timidina fosforilase; 4: fosforibosil-transferase. Abreviaturas: 5-FU (5-fluorouacilo); 5-FUH, (5-fluoro-5,6-dihidro-uracilo); 5-FUrd (5-

fluorouridina), 5-FdUrd (5-fluoro-2-deoxiuridina); FUMP (5-fluorouridina-5-monofosfato) [adaptado 114].

A via anabdlica do 5-FU (Figura 2.13) é um processo complexo uma vez que envolve vdrias
reacoes paralelas. O 5-FU pode reagir em trés fases distintas. Na primeira ha a formacdo de 5-fluoro-
2’-deoxiuridina-5’-monofosfato (5-FAUMP), sendo esta fase a menos importante do ponto de vista
guantitativo. Nas duas fases seguintes, ocorre a formacdo de 5-fluorouridina-5’-monofosfato (5-
FUMP) que apds fosforilagdes sucessivas origina o 5-fluorouridina-5’-difosfato (5-FUDP) seguido do
5-fluorouridina-5’-trifosfato (5-FUTP) que é incorporado no RNA substituindo a uridina-5’-trifosfato
(UTP). O 5-FUTP pode ser conjugado com aglcares e originar aclcares 5-FU-nucledtidos. Por sua vez
o 5-FUDP e o 5-FAUMP podem ser convertidos em 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-difosfato (5-FdUDP),
que é fosforilado a 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-trifosfato (5-FAUTP) que atua como substrato para as

DNA polimerase, sendo desta forma incorporado no DNA [113].
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Figura 2.13: Anabolismo intracelular do 5-FU. Todos os compostos estdo representados na forma neutra. A leucoverina (LV) e o
oxonato de potdassio (OXO) sdo moduladores bioquimicos do 5-FU. Abreviaturas: 5-FUrd (5-fluorouridina); PRPP (5'-fosforibosil-1-
pirofosfato); 5-FUMP (5-fluorouridina-5’-monofosfato); 5-FUDP (5-fluorouridina-5'-difosfato); 5-FUTP (5-fluorouridina-5'-trifosfato); 5-
FUDP-agucar (agucar 5-FU-nucleétido); 5-FdUrd (5-fluoro-2'-deoxiuridina); 5-FAUMP (5-fluoro-2’-deoxiuridine-5"-monofosfato); 5-FdUDP
(5-fluoro-2'-deoxiuridina-5'-difosfato); 5-FAUTP (5-fluoro-2’-deoxiuridina-5'-trifosfato); dUMP (2’-deoxiuridina-5’-monofosfato); dTMP
(timidina-5’-monofosfato) [adaptado de 114].

Aquando da administragdo do 5-FU no organismo, mais de 80% da dose injetada é degradada
através da via catabdlica de acordo com o esquema da Figura 2.14. Essa degradacdo é muito rapida

na primeira etapa da via catabdlica do 5-FU, na qual o 5-FU é reduzido a 5,6-dihidro-5-fluorouracilo
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(5-FUH,). Pode dizer-se que esta primeira etapa é uma etapa limitante, uma vez que é ela que gere a
taxa a que o 5-FU fica disponivel para a via anabdlica. Numa segunda etapa, o 5-FUH, é clivado e
origina acido a-fluoro-B-ureidopropidnico (FUPA) e por fim, numa terceira etapa, ocorre a formacgao

de a-fluoro-B-alanina (FBAL), o maior produto do catabolismo do 5-FU [113].
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Figura 2.14: Via catabolica do 5-FU. Todos os compostos, com exce¢do do N-carboxi-a-fluoro-B-alanina (CFBAL) estdo
representados na forma neutra. U (uracilo) e CDHP (5-cloro-2,4-dihidroxipiridina) sdo inibidores da enzima dihidropirimidina
dehidrogenase. Abreviaturas: 5-FUH, (5,6-dihidro-5-fluorouacilo); FUPA (acido a-fluoro-B-ureidopropionico); FBAL (a-fluoro-B-alanina);
F (ido fluoreto); FMASAId (acido semi-aldeidico fluoromalénico); FHPA (acido 2-fluoro-3-hidroxipropandico); Facet (fluoroacetaldeido);

FAC (fluoroacetato) [adaptado de 114].
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Apesar da sua larga utilizacdao, o 5-FU apresenta uma agao farmacolégica pouco seletiva pelo que,
a sua administracdo é sempre acompanhada de toxicidade sistémica e, devido ao seu curto tempo de

meia vida in vivo, ndo permite a obtenc¢do de um efeito terapéutico prolongado [115, 117].

2.6.2. ACIDO a.-CIANO-4-HIDROXICINAMICO

Tal como ja foi referido, os tumores malignos sdo altamente glicoliticos produzindo grande
guantidades de acido latico, que pode levar a acidose intracelular e consequentemente desencadear
a apoptose, e o CRC ndo é excecdo. De forma a controlar esta acidose e a permitir a sua
sobrevivéncia e proliferagdo, as células cancerigenas aumentam as taxas de efluxo de protdes e de
lactato através de reguladores de pH, como sejam os transportadores de monocarboxilatos (MCTs)
[120, 121].

Os MCTs sdo proteinas transmembranares expostas ao meio extracelular codificadas pela familia
de genes SLC16, que transportam para o exterior das células lactato ou piruvato juntamente com
protdes desempenhando por isso um papel fulcral na regulacdo do pH [120-124].

A familia dos MTCs é composta por catorze membros que possuem diferentes propriedades de
transporte e distribuicdo em tecidos, sendo que, o rim expressa muitos destes membros [121]. Dos
catorze MCTs existentes, apenas os quatro primeiros (MTC1, MCT2, MCT3 e MCT4) tém sido
caraterizados funcionalmente e apresentaram resultados como catalisadores no transporte lactato,
piruvato ou corpos cetdnicos [125, 126].

O MCT1, codificado pelo gene SLC16A1 localizado no cromossoma 1, encontra-se amplamente
distribuido nas células animais e esta bem caraterizado quer a nivel funcional quer estrutural [125,
127, 128]. Este é especialmente importante no coracdo e musculos onde é regulado em resposta ao
aumento do esforgo, sugerindo por isso um papel importante na oxida¢do do acido latico [129, 130].

O MCT2 é codificado pelo gene SLC16A7 localizado no cromossoma 12 (12q13) [123, 128, 131]. As
suas propriedades cinéticas permitem estabelece-lo como um transportador de protées, porém, a
sua caracteristica bioquimica Unica é a sua elevada afinidade para o transporte do piruvato, o que
sugere que este MCT é o transportador primario de piruvato no homem.

A expressio de mRNA do MCT2 humano é amplamente expresso em linhas de células
cancerigenas, indicando que este MCT pode ser regulado pré-transducionalmente nas neoplasias
[131].

O MCT3, codificado pelo gene SLC16A8, apresenta uma distribui¢cdo Unica estando confinado a

membrana basal do epitélio pigmentado da retina e ao epitélio do plexo coroide [125, 132].
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O MCT4, codificado pelo gene SLC16A3 localizado no cromossoma 17, é expresso no mRNA e
proteinas e fortemente expresso em tecidos glicoliticos, transportando por isso grandes quantidades

de acido latico [125, 128, 132].

A utilizacdo de inibidores de MCTs pode permitir a criacdo de novas terapias no tratamento do
cancro, pois levam a reducdo da angiogénese do tumor, invasdao e metastizacdo. Um dos inibidores

de MCTs mais utilizado é o acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHC).

O acido a-ciano-4-hidroxicinamico  (CHC) (Figura 2.15) com férmula quimica
HOCgH,CH=C(CN)CO,H e massa molecular de 189,17g/mol [16], é um inibidor competitivo dos
transportadores de monocarboxilatos (MTCs) derivado do acido cinamico [125].

Foi Halestrap et al. [133] que descobriu que o CHC é um inibidor especifico do transporte de
lactato e piruvato quer na mitocondria quer nos gldbulos vermelhos [133, 134]. Uns anos mais tarde,
o potencial inibidor do CHC foi reforgcado por Lehninger et al. que comprovou o seu efeito em células
de ascites Ehrlich [134].

O CHC consegue retardar o crescimento de tumores quando direcionado ao MCT1, sendo a
eficacia anti-tumoral da inibicdo do MCT1 restrita a células tumorais que expressam o MCT1 na
membrana plasmatica. Este efeito foi inferido apds a utilizagdo de dois modelos experimentais
baseados na expressdo de MCT1: carcinoma de pulmao Lewis (com MCT1 expresso na membrana
plasmatica e hepatocarcinoma (sem MCT1 expresso na membrana plasmatica) [88].

Foi também demonstrado que a inibicdo do MCT1 através da utilizacdo do CHC pode contribuir

para a obtenc¢do de melhores resultados da radioterapia [121].

O CN
\

o' Y OH

Figura 2.15: Estrutura do acido a-Ciano-4-hidroxicinamico (CHC) [135].
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Neste capitulo sera apresentado todo o trabalho experimental desenvolvido ao longo da tese.
Este trabalho subdividiu-se em quatro componentes principais. As trés primeiras componentes foram
realizadas no Departamento de Quimica, enquanto que a quarta foi realizada no Instituto de Ciéncias
da Vida e Saude (ICVS) da Universidade do Minho.

A primeira componente consistiu na preparacdao dos DDSs baseados em zeélitos, seguindo-se a
componente na qual se efetuaram os estudos de difusdo do farmaco dos sistemas para a solucao de
PBS.

Numa terceira componente do trabalho experimental, foi efetuada a caracterizacdo dos DDSs
preparados, utilizando-se para este efeito diversas técnicas de caracterizacdo estruturais e analiticas,
nomeadamente o SEM, UV/Vis, FTIR, SAXS, RMN e a analise quimica elementar.

Por fim, na quarta componente, realizaram-se testes de viabilidade celular em linhas celulares de
carcinoma colorretal de forma a averiguar a eficacia dos sistemas preparados, bem como ensaios de

microscopia para observar a interacdo zedlito-células e DDSs-células.

3.1. ESTUDOS PRELIMINARES PARA A ESCOLHA DO SUPORTE DOS DDSSs

O projeto desta dissertacdo vem dar continuidade aos estudos iniciados no ambito do projeto
individual da licenciatura em Bioquimica com o tema “Drug delivery — Preparagdo de fdrmacos em
estruturas nanoporosas”. Nesse projeto, utilizaram-se como suporte dos DDSs as estruturas zeoliticas
mordenite (NaMOR) e LTA (NaA) [136] e posteriormente a estrutura fausajite (NaY), e como farmaco
o CHC. Os DDSs desses estudos foram preparados de forma similar a apresentada no item 3.3. e apds
a sua caracterizacdo, foram testados em células da linha HCT-15 do carcinoma colorretal.

Os resultados desses estudos evidenciaram que o zedlito NaA permite a obtencdo de efeitos
satisfatdrios na reducdo da viabilidade celular e potenciacdo do efeito do farmaco [136]. No entanto
os estudos com o zedlito NaY, vieram demonstrar que é com esta estrutura que a reducdo da
viabilidade e a potenciacdo da acdo do farmaco é mais acentuada [137]. Desta forma, no
desenvolvimento do projeto desta dissertacdao, optou-se por utilizar como suporte dos DDSs a
estrutura Nay.

Também com base nos estudos anteriores, e uma vez que os resultados obtidos foram
promissores, decidiu-se testar outro farmaco, o 5-FU que é utilizado no tratamento de diversos
tumores sélidos, incluindo o cancro colorretal. Porém, sendo este um farmaco de pequenas
dimensdes, decidiu-se utilizar, para além do NaY outra estrutura zeolitica, a estrutura linde type L
(nanolLTL). Este material apresenta poros e dimensdes de particulas mais pequenas, o que permitira

estudar se o tamanho da particula tem influéncia na difusdo do farmaco dos DDSs para a solugdo e
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consequentemente influéncia na reducdo da viabilidade celular. Com este mesmo objetivo, foi

também utilizada a estrutura faujasite com tamanhos de particulas diferentes (NanoNa-Y).

3.2. MATERIAIS DE SUPORTE, FARMACOS E SOLVENTES UTILIZADOS

3.2.1. MATERIAIS DE SUPORTE

Como acima mencionado, os DDSs foram preparados tendo como base duas estruturas zeoliticas
distintas: a estrutura FAU e a LTL. Dentro da estrutura FAU foram utilizados o zedlito NaY, com
tamanho de particulas compreendidas entre os 100 e os 600 nm, e o NanoNa-Y, com tamanho de
particulas de 150 nm. Por sua vez, o zedlito KLTL tem particulas de 80 nm.

O zedlito NaY, da Zeolyst International, na forma de um fino pd branco, foi previamente
calcinado num forno modelo Termolab a 500°C de acordo com a Figura 3.1, de forma a garantir que
todas impurezas presentes na estrutura zeolitica sdo removidas, evitando assim posteriores

contaminagdes.
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Figura 3.1: Representagao do gradiente de temperatura utilizado para a calcinagdo do NaY. Curva 1, com a duragdo de 1h30min,
corresponde a fase de aquecimento dos 20°C até aos 500°C, a velocidade de 5°C/min. Curva 2 a temperatura é mantida a 500°C durante

8h. Curva 3, com cerca de 4h, representa o arrefecimento até a temperatura ambiente [adaptado de 63].

Os zedlitos NanoNa-Y e KLTL, obtidos comercialmente da Nanoscape, apresentavam-se na forma
de um fino pd branco. Contrariamente ao zedlito NaY, estes zedlitos ndo foram calcinados. Ambas as
estruturas zeoliticas foram colocadas numa pistola de secagem Biichi a 100°C, durante 24 h, de

forma a garantir que a 4gua retida na estrutura cristalina do zedlito era libertada.
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3.2.2. FARMACOS

O farmaco 5-fluoro-1H,3H-pirimidina-2,4-diona (5-FU) foi obtido comercialmente da Sigma-
Aldrich, apresentando-se na forma de um fino pé branco.

O farmaco acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHC), utilizado no projeto individual de licenciatura,
foi obtido comercialmente da Sigma-Aldrich, apresentando-se na forma de um pé amarelo fino.

Na Tabela 3.1 estdo apresentadas as caracteristicas dos farmacos estudados.

Tabela 3.1: Caracteristicas dos farmacos utilizados na preparag¢do dos DDSs

P Massa
, Férmula Frases Frases de Pureza
Farmaco Molecular Molecular de Risco  Seguranga (%)
(]
(g/mol)
5-FU C4H;3FN,0, 130,08 25-52 45 99 Sigma-Aldrich
CHC CyioH;7NO3 189,17 36/37/38 26 98 Sigma-Aldrich

3.2.3. SOLVENTES

Para a preparacdo dos DDSs foram efetuados testes de solubilidade do 5-FU com metanol e
acetona.

Na Tabela 3.2 sdo apresentadas as caracteristicas dos solventes utilizados.

Tabela 3.2: Caracteristicas dos solventes utilizados para a prepara¢do dos DDSs

Massa

Formula Frasesde Frases de Pureza
Solvente Molecular Molecular Risco Seguranga (%)
(]
(g/mol)
9-16-23-
Acetona CH3COCH; 58,08 11 33 99,5 Merck
11- 7-16-
Metanol CH,0 32,04 23/24/25- 99,8 Riedel-de Haén
39 36/37-45
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3.3. PREPARACAO DOS DDSS BASEADOS EM ZEOLITOS

3.3.1. PREPARAGCAO DOS DDSs

Efetuou-se o mesmo procedimento para ambos os farmacos e apresenta-se como exemplo, o
procedimento seguido nos DDSs com 5-FU. Para a preparacdo dos DDSs pesou-se 100 mg do
respetivo zedlito ao qual se adicionou uma solugdo de farmaco (130 mg, 0,999 mmoles) em 15 mL de
solvente num baldo de fundo redondo e colocou-se sob agitacdo a 300 rpm numa placa Agimatic-E
durante 48 h a temperatura ambiente.

Finalizado o tempo de agitacdao, deixou-se repousar a mistura até a deposicdao do DDS no baldo e
decantou-se cuidadosamente o sobrenadante para um funil de placa porosa G4 (com poros de 1 nm
de largura). Terminada a decantacdo e a filtragdo, colocou-se o baldo e o funil numa estufa a 60°C
durante 24 horas, apds as quais se removeu do baldo e funil a amostra preparada.

Os zedlitos de partida, Na¥Y, NanoNa-Y e KLTL foram submetidos ao mesmo procedimento

experimental, mas sem o fdrmaco, com o objetivo de estudara a influéncia do solvente na estrutura.

Na nomenclatura utilizada para apresentar os sistemas preparados, a estrutura que serviu de
suporte ao farmaco é precedida pela abreviatura deste (5-FU). Para os sistemas preparados em
metanol surge entre paréntesis a letra M. Na Tabela 3.3 estdo apresentadas as designa¢des de cada

DDS preparado.

Tabela 3.3: Designagdo dos DDSs preparados

Solvente Farmaco Zedlito DDS
Metanol 5-FU NaY 5-FU@NaY (M)
Metanol 5-FU NanoNa-Y 5-FU@NanoNa-Y (M)
Metanol 5-FU LTL 5-FU@LTL (M)
Acetona 5-FU NaY 5-FU@NaY
Acetona 5-FU NanoNa-Y 5-FU@NanoNa-Y
Acetona 5-FU LTL 5-FU@LTL
Acetona CHC NaY CHC@Y
Acetona CHC NaA CHC@A
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3.3.2. MARCACAO DO ZEOLITO NAY COM RODAMINA B

Com o intuito de estudar se os zedlitos conseguem internalizar-se nas células, marcou-se zeélito
NaY com rodamina B (RB) (Figura 3.2). Esta é uma substancia muito utilizada como corante organico
e apresenta um elevado coeficiente de absorcdo e fluorescéncia [138]. Na Tabela 3.4 estdo

apresentadas as suas caracteristicas.

OH

O
40
HsC”~ "N 0 SN CH,
J N

H3C CHj

Figura 3.2: Estrutura da rodamina B [139].

Para a marcacdo do NaY, pesou-se 100 mg de zedlito as quais se adicionou uma solucdo de
Rodamina B (20 mg, 0,042 mmoles) em 15 mL de acetona num baldo de fundo redondo previamente
revestido com papel de aluminio de forma a manter a solugdo protegida da luz. Colocou-se sob
agitacdo a 300 rpm numa placa Agimatic-E durante 48 h a temperatura ambiente.

Terminado o tempo deixou-se repousar a solucdo até a deposicdo da amostra no baldo e
decantou-se cuidadosamente, sendo o sobrenadante rejeitado. Colocou-se o baldo numa estufa a
60°C durante 24 h, apds as quais se removeu a amostra preparada.

A amostra obtida sera designada por RB@NaY.

Tabela 3.4: Caracteristicas da rodamina B

Massa
Frases de Frases de Pureza

Risco Seguranga (%)

Formula Molecular Molecular
(g/mol)

Rodamina B C,gH3,CIN,04 479,02 41-52/53 22-26-39-61 >90 Merck
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3.4. ESTUDOS DE LIBERTACAO DE FARMACO

3.4.1. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

3.4.1.1. PRINCiPIOS GERAIS DA TECNICA

A cromatografia é uma técnica analitica que consiste na separacdo de misturas pela distribuicao
dos seus componentes entre duas fases, uma estaciondria e uma médvel. A cromatografia pode ser

dividida em duas classes: cromatografia liquida e cromatografia gasosa [140, 141].

Na sua fase inicial a cromatografia liquida era realizada em colunas de vidro com diametro
interno de 10 a 50 mm, empacotadas com particulas sdlidas e recobertas por um liquido adsorvido
que formava a fase estacionaria. Apesar destas colunas permitirem a realizacdo de separacgGes
notaveis, as analises eram muito demoradas. Com o desenvolvimento da cromatografia liquida de

alta eficiéncia (HPLC) em 1969 estes problemas foram ultrapassados [142, 143].

O HPLC é um tipo de cromatografia muito versatil, sendo muito utilizado para fins qualitativos e
quantitativos. E frequentemente utilizada para separar e determinar espécies numa grande
quantidade de compostos organicos, inorganicos e bioldgicos devido a sua adaptabilidade para
determinacgfes quantitativas com boa sensibilidade e devido a possibilidade de separar espécies nao
volateis e termicamente instaveis [142, 144].

O HPLC utiliza uma fase modvel liquida para separar os componentes da mistura. A fase
estacionaria pode ser liquida ou sdlida. Estes componentes primeiro sdo dissolvidos num solvente
que é forcado a fluir através de uma coluna cromatografica sob uma elevada pressdo. Na coluna a

mistura é separada nos seus diversos componentes [142].

O equipamento de HPLC (Figura 3.3) é constituido por uma fase mével, uma bomba peristaltica,
um sistema de inje¢do da amostra, colunas (fase estacionaria), detetores e um sistema de aquisi¢cdo

de dados [145].

38



Capitulo 3 — Procedimento experimental

iz
U" Amostra
wewr LT Oeteres
Colunas
Fase movel |
Bomba I-—a
1 Residuos
Computador

Figura 3.3: Diagrama esquematico de um HPLC [adaptado de 145].

A cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ser utilizada para controlar a saida do farmaco da

estrutura no qual foi inserido.

3.4.1.2. LIBERTACAO DO 5-FU

A libertagdo in vitro do 5-FU a partir dos sistemas 5-FU@NaY, 5-FU@NanoNa-Y, 5-FU@LTL, foi
avaliada através da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os DDSs foram
suspensos em PBS e colocados num banho a 37°C durante 48 h. Em tempos pré-determinados foram
retirados 5 mL da suspensdo PBS/DDS e repostos 5 mL de PBS fresco. Para comparacdo de
resultados, efetuou-se o mesmo procedimento mas colocando a suspensdo de PBS/DDS em agitagéo.

O sistema de HPLC utilizado para a determinagao do 5-FU foi um Jasco-PU 980 equipado com um
detetor UV (Jasco-UV 975) utilizando uma coluna LiChroCart 250-4 RP-18e/5 um da Merck, com um
loop de 20 pL. A fase mdvel era constituida por tampao fosfato 0.01M em metanol/dgua (60/40),

com um fluxo de 0,4 mL/min, sendo a dete¢do UV realizada a 260 nm.

3.5. TECNICAS DE CARACTERIZACAO

Como referido anteriormente, os zedlitos tém-se revelado materiais promissores no
desenvolvimento de novas e avangadas tecnologias. Apesar da sua simplicidade, estes tém sido
aplicados em diversos campos que vao desde a remediagcdo ambiental até as aplicagdes na medicina.
Assim, para que seja possivel uma correta aplicacdo destes materiais é necessaria a obtencdo de
informacgado detalhada acerca dos mesmos através de técnicas de caracteriza¢do e analise quimica.

Neste tdpico serdo apresentadas as técnicas de caracterizacdo e andlise utilizadas para a

caracterizacdo dos DDSs preparados.
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3.5.1. ESPETROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

3.5.1.1. PRINCiPIOS GERAIS DA TECNICA

A espetroscopia de infravermelho pode ser usada para se obter informacao estrutural acerca do
composto em estudo e para avaliar a pureza do mesmo, permitindo a obtencdo de um espetro de
uma forma rapida e simples [146)].

A espetroscopia de infravermelho baseia-se nas vibragdes das ligages quimicas entre os d&tomos
numa molécula. Um espetro de infravermelho é obtido fazendo-se incidir radiagdo infravermelha
através das amostras e pode dizer-se que é uma impressdo digital da amostra. Esta espetroscopia
resulta numa identificacdo (andlise qualitativa) de cada tipo de material e pode ainda dar indicacdo
da quantidade de material presente através da andlise do tamanho dos picos [147, 148].

Os primeiros espetrofotdmetros, comercializados em 1940, eram do tipo dispersivo, ou seja,
separavam a radiacdo nos seus componentes espetrais com o auxilio de um prisma ético. Os prismas
foram posteriormente substituidos por grades de difracdo permitindo uma melhor dispersao da
radiacdo. No entanto, estes espetrofotdmetros apresentavam diversas limitacdes, pelo que era
necessaria a obtencdo de instrumentos mais eficazes. Isso aconteceu em 1970 quando se introduziu
o interferémetro de Michelson (Figura 3.4) como elemento dispersivo, surgindo com esta introducdo
a espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Os instrumentos que se

baseiam na transformada de Fourier sdo chamados interferémetros [147-149].
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Figura 3.4: Representagdo esquematica do interferometro de Michelson [adaptado de 148].
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Um espetrofotémetro de FTIR é constituido pelos componentes apresentados na Figura 3.5. Dos

componentes apresentados, o0 mais importante é o interferémetro de Michelson.

Conversor de

analogico para digital Computador

Fonte —— Interferémetro |—— Amostra |—— Detetor |—— Amplificador ——

Figura 3.5: Componentes basicos de um espetrofotometro de FTIR [adaptado de 148].

Os interferémetros permitem uma rdpida medicdo do sinal, usualmente na ordem de um
segundo, pelo que o tempo de medicdo por amostra demora apenas poucos segundos [147].

A maioria dos interferémetros utiliza um divisor de feixe que divide a radiacdo incidente em dois
feixes, sendo um feixe transmitido para um espelho mdvel e outro feixe refletido para um espelho
fixo. Os dois feixes refletem-se e quando voltam a recombinar-se ndo se encontram em fase,
interferindo um com o outro. O sinal resultante designa-se de interferograma [147, 148].

A radiacdo emergente da fonte passa através de um interferdmetro e da amostra chegando
depois a um detetor. Posteriormente, o sinal é amplificado e apds essa amplificacdo os dados sao
medidos informaticamente sofrendo uma transformacao de Fourier [148].

Os resultados obtidos por FTIR sdo extremamente precisos e reprodutiveis [147].

A técnica de FTIR revela-se muito util quando se pretende caracterizar estruturas zeoliticas. Um
espetro de infravermelho de um zedlito compreende as seguintes zonas (Figura 3.6): a 1250 e 950
cm™, onde se encontram as vibragdes de estiramento assimétrico das ligagdes T-O-T; a 790 e 650 cm”
! onde se encontram as vibragdes de estiramento simétrico das ligagdes T-O-T; a 650-500 cm™ e 420-
300 cm™, que se referem as vibracdes do duplo anel [61].

A dgua na estrutura zeolitica aparece numa banda entre 1600 e 1650 cm™e a 3000-3400 cm™

correspondente aos OH [61, 63].
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Figura 3.6: VibracGes caracteristicas do zeélito Y [adaptado de 61].

Esta técnica pode ser usada na caracterizacdo de DDSs baseados em zedlitos permitindo
perceber os efeitos que a inser¢do do farmaco tem na estrutura zeolitica e ainda avaliar se o farmaco

estd presente na estrutura com o aparecimento de novas bandas de absor¢ao.

3.5.1.2. CONDIGCOES EXPERIMENTAIS DA ANALISE DOS DDSs

Os espetros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram obtidos utilizando o
espetrofotémetro FTIR BOMEM MB104 numa gama de nimero de onda na regido dos 4000-500 cm™
e com uma resolugdo de 4 cm™. Fizeram-se pastilhas de KBr com uma razdo mdssica amostra/KBr de
2 mg de amostra por 98 mg de KBr. As misturas foram efetuadas num almofariz de dgata obtendo-se
um poé fino e homogéneo. Posteriormente colocaram-se num sistema préprio e foram prensadas
numa prensa Manfredi até cerca de 5 Ton para se obter pastilhas transparentes, que foram

posteriormente analisadas.

3.5.2. ESPETROSCOPIA DE ABSORCAO ULTRAVIOLETA-VISIVEL (UV/VIS)

3.5.2.1. PRINCiPIOS GERAIS DA TECNICA

A técnica de espetroscopia de Ultravioleta-Visivel (UV/Vis) é uma técnica de espetroscopia
eletrdnica que se baseia na absor¢do de luz na regido do ultravioleta e visivel (comprimentos de onda
entre 100 e 700 nm). E uma técnica muito utilizada devido ao seu custo relativamente baixo e a sua

grande aplicabilidade [63, 150].
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A radiacdo de ultravioleta-visivel tem a energia necessdria para que os fotdes interajam com os
eletroes da amostra, provocando desta forma a excitagao dos eletrGes ligantes ou ndo-ligantes para

orbitais de energias superiores [63].

Esta técnica fundamenta-se na Lei de Lambert-Beer. Em medidas de absor¢ao de radiagdo num

determinado comprimento de onda (), tem-se:

A =log (170) = ebc (Eq. 3.1),

onde A representa a absorvancia, |y a intensidade da radiagdo monocromdtica que incide na amostra
e | a intensidade da radiacdo que emerge da amostra. A absortividade molar (g) é uma grandeza
caracteristica da espécie absorvente, cuja magnitude depende do A da radiacdo incidente. Por sua
vez ¢ representa a concentracao da espécie absorvente e b a distancia percorrida pelo feixe através
da amostra [150].

A técnica de UV/Vis permite obter informacdo estrutural da amostra. Ha valores tabelados para
os comprimentos de onda de absorcdo de determinados croméforos quando se encontram isolados.
No entanto, a presenca de outros grupos funcionais ou de elementos muitos eletronegativos, pode
provocar alteragGes dos valores de A tabelados.

Esta técnica é especialmente Util em quimica organica, em conjugacao com outras técnicas de

caracterizagao [63].

3.5.2.2. CONDICOES EXPERIMENTAIS DA ANALISE DOS DDSs

De forma a verificar a presenca do farmaco nos DDSs preparados com acetona, efetuou-se uma
analise UV/Vis com nujol. Os espetros de UV/vis foram obtidos num espetrofotémetro UV-2501 PC
da Shimadzu. As analises foram realizadas na regido dos 700 a 200 nm. Utilizaram-se duas células de
quartzo, de percurso 6tico de 1 cm, em que uma continha nujol como referéncia e, outra a amostra a

analisar numa razdo amostra/nujol de 10 mg de amostra por 2 mL de nujol.

3.5.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO (SEM)

3.5.3.1. PRINCiPI0OS GERAIS DA TECNICA

A microscopia eletrénica de varrimento (SEM) permite observar e caracterizar materiais
organicos e inorganicos numa escala nanométrica e micrométrica fornecendo ao investigador uma

imagem muito amplificada da superficie do material em estudo [149].
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Um microscdpio SEM é composto por uma coluna eletrénica que contém a fonte de eletrdes, um
sistema de lentes, uma camara de vacuo para a amostra, um sistema de detecdo da radiacdo gerada
e um sistema que processa o sinal (Figura 3.7). Atualmente estes microscépios sdo ainda equipados

com detetores de raios-X fazendo uso de um detetor de energia dispersiva [63, 149].
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Ecras de visualizagdo
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Local da amostra
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Figura 3.7: Os dois componentes principais de um microscépio SEM: coluna e consola eletrénicas [adaptado de 151].

Nesta técnica uma fonte emite um feixe de eletrGes ao qual é aplicado uma diferenca de
potencial que pode variar entre 0,5 e 30 kV, provocando uma aceleracdo dos eletrdes. A correcdo do
percurso dos feixes é realizada por um sistema de lentes eletromagnéticas, que colima os feixes em
dire¢do a abertura da objetiva. Por sua vez a objetiva ajusta o foco dos feixes de eletrées antes que
estes penetrem na amostra a analisar [152, 153].

Da intera¢do do feixe de eletrdes com a amostra resulta a emissao de diversos tipos de radiagao
e eletrbes (Figura 3.8). Estas radiagées fornecem informagdes sobre a composi¢do, topografia,

cristalinidade, potencial electroestatico, campo magnético entre outras propriedades [153].
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Figura 3.8: Representacdo esquematica dos sinais gerados quando um feixe de eletrGes atinge a amostra [adaptado de 154].

A energia dispersiva de raios-X (EDS) é essencial a caracterizacdo microscépica de materiais,
permitindo a determinacdo da composicdo quimica da amostra. Quando o feixe de eletrées incide
sobre um material, os eletrGes internos dos d4tomos e dos ides que o constituem sdo excitados
mudando de niveis energéticos. Quando regressam a sua posicdo inicial, libertam a energia adquirida
na forma de radia¢do eletromagnética de comprimento de onda no espetro de raios-X. Um detetor
instalado na cdmara de vacuo do SEM, ao qual o EDS esta acoplado, mede a energia associada a esse
eletrdo. Como os niveis de energia dos eletrdes internos de um determinado atomo possuem
energias distintas, é possivel, no ponto de incidéncia do feixe, determinar os elementos presentes. O
didametro reduzido do feixe permite a determinagdo da composicdo em amostras de tamanho muito

reduzido (< 5 um) [152].

As amostras a analisar por SEM devem ser condutoras. Porém, se esta condicdo nao se verificar,
as amostras ndo condutoras podem ser recobertas com um fino filme de uma substancia condutora,

evitando que se acumulem cargas superficiais que impecam o feixe de atingir a amostra [63].

O SEM é uma técnica muito utilizada devido a diversos fatores, tais como a versatilidade dos seus
modos de imagem, a sua excelente resolucdao, a simplicidade de preparacdao das amostras, a

interpretacdo simples das imagens obtidas, entre outros [154].
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3.5.3.2. CONDIGCOES EXPERIMENTAIS DA ANALISE DOS DDSs

De forma a estudar a morfologia dos sistemas de libertacdao de farmaco preparados, efetuou-se
microscopia eletréonica de varrimento (SEM). Foram feitas duas andlises distintas. As analises ao
zedlito NaY e ao sistema 5-FU@NaY foram realizadas num microscépio Leica Cambridge S360,
equipado com sistema de EDS, numa ampliacdao de 5000x.

Por sua vez, as analises ao zedlito NaY, ao zedlito KLTL e aos sistemas 5-FU@NanoNaY e 5-
FU@LTL foram efetuadas num microscopio Nova NanoSEM 200, equipado com sistema de
microanalise por raios-X (EDS) e sistema de detecdo e andlise de padrdes de difracao de eletrdes
retrodifundidos (EBSD), em diferentes ampliac¢oes.

Em ambas as andlises, as amostras foram colocadas numa fita de carbono sendo posteriormente

recobertas com uma fina camada de ouro.

3.5.4 ANALISE QUIMICA ELEMENTAR

3.5.4.1. CONDICOES EXPERIMENTAIS DA ANALISE DOS DDSs

Foi efetuada analise quimica elementar de carbono, nitrogénio e hidrogénio a todos os DDSs
preparados de forma a verificar a razdo carbono/nitrogénio. Estes elementos quimicos ndo estdo
presentes no zedlito, pelo que a razdo obtida correspondera a do farmaco e deverd estar de acordo
com o valor tedrico.

A andlise elementar aos elementos carbono, hidrogénio e nitrogénio foi obtida num aparelho

Leco CHNS-932.

3.5.5 ANALISES TERMICAS

Andlise térmica é um termo abrangente, frequentemente utilizado para descrever técnicas
analiticas que investigam o comportamento de amostras em fun¢do da temperatura. Quando
submetida a uma variagdo de temperatura, uma dada substincia pode sofrer alteracgdes fisicas e/ou
guimicas, reagir com os componentes do meio ambiente, perder dgua de cristalizagao, entre outras,
sendo que muitas dessas transformagBes sdo acompanhadas por altera¢bes de massa e/ou de
libertagcdo ou absorgao de energia calorifica [155, 156].

De acordo com a Confederagao Internacional de Andlise Térmica e Calorimetria, analise térmica é
definida como um grupo de técnicas analiticas nas quais uma propriedade da amostra é

monitorizada em funcdo da temperatura ou do tempo, enquanto é sujeita a um programa de
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temperatura controlado numa atmosfera especifica. Este programa pode envolver aquecimento ou
arrefecimento a uma velocidade fixa ou varidvel, manutencdo da amostra a temperatura constante,
ou qualquer sequéncia destas trés possibilidades [155].

As suas dreas de aplicacao estendem-se desde o dominio cientifico ao industrial, onde adquire
particular importancia nas Industrias Farmacéutica e Cosmética, Alimentar, dos Polimeros, quer na
fase de investigacdo e desenvolvimento de um processo ou produto, quer na fase de controlo de

gualidade de matérias-primas e produtos [156].

3.5.5.1. TERMOGRAVIMETRIA

PRINCIPIOS GERAIS DA TECNICA

A termogravimetria (TG) é um ramo da analise térmica que avalia a variagdo de massa de uma
amostra em funcdo da temperatura (ensaios dindmicos) ou em fungdo do tempo a uma temperatura
constante (ensaios isotérmicos).

Nem todos os eventos térmicos resultam na variacdo de massa da amostra, como é o caso da
fusdo, cristalizacdo ou transicdo vitrea. No entanto essa variacdo de massa verifica-se tanto em
fendmenos de desorcgdo, absorcdo, sublimacdo, oxidacdo, reducdo, entre outros [145 e 157, 158).

A TG é utilizada para caracterizar a decomposicdo e estabilidade térmicas de materiais quando
sujeitos a diferentes condigOes e para examinar a cinética de processos fisico-quimicos que ocorrem
na amostra. Nesta técnica, a amostra é aquecida ou arrefecida a uma velocidade selecionada, ou
pode ser mantida a uma temperatura constante [145, 157].

As variacbes de massa de um material estdo fortemente dependentes das condicGes
experimentais aplicadas. Ha diversos fatores que tém influéncias importantes na curva de TG,
nomeadamente a massa da amostra, volume, estado fisico, forma e natureza da amostra, entre
outros [157, 159].

Os resultados das analises de TG sdo apresentados sob a forma de graficos, no qual, o eixo das
abcissas contém os registos da temperatura (ou tempo) e o eixo das ordenadas contém os registos

da variagdo de massa (Figura 3.9) [145, 157, 160].
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Figura 3.9: Curva de decomposigdo térmica de um material. T; € a menor temperatura na qual pode ser detetado o inicio da

variagdo de massa, para um determinado conjunto de condigdes experimentais (“onset”). Tf € a menor temperatura que indica que o
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processo responsavel pela variagdo de massa foi concluido [145].

Os instrumentos equipados com software de aquisicdo de dados permitem monitorizar as
alteragbes que ocorrem na amostra, permitindo também a obten¢do da derivada da curva. Nestes
equipamentos, a velocidade de variacdo de massa em fun¢do da temperatura (dm/dT) ou em fungdo
do tempo (dm/dt) é denominada de termogravimetria diferencial (DTG). Esta curva é muito Util
quando os registos de TG apresentam sobreposi¢des devido ao tipo de amostra ou mesmo as

condigdes experimentais. A Figura 3.10 mostra o resultado de uma curva TG, a partir da qual foi

calculada a curva de DTG [145, 158].
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Figura 3.10: Curva de decomposicdo térmica de um material. A linha continua representa a curva de TG e a linha tracejado esta

representada a derivada da curva de TG (DTG), onde os picos indicam as temperaturas onde a velocidade de decomposi¢do é maxima.

[145].
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CONDICOES EXPERIMENTAIS DA ANALISE DOS DDSS

Foram realizados ensaios termogravimétricos as amostras, utilizando um sistema de andlise
térmica Netzsch STA 409 PC Luxx ligado a um computador onde a aquisicdo de dados é feita pelo
programa STA 409 PC, sob atmosfera de ar de elevada pureza com um fluxo constante de 50 mL.min’
! de 50 até 700 °C cuja velocidade de aquecimento foi de 10 °C/min. Utilizaram-se cadinhos de 70 uL
de oxido de aluminio, fornecidos pela Shimadzu, nos quais se colocou uma determinada quantidade

de amostra.

3.5.6. DISPERSAO DE RAIO-X DE BAIX0 ANGULO (SAXS)

3.5.6.1. PRINCiPI10S GERAIS DA TECNICA

A técnica de dispersdo de raio-X a baixo angulo (SAXS) foi desenvolvida por Guinier em 1930
enquanto estudava a difragdo de raio-X em ligas metalicas [161, 162]. Desde entdo, esta técnica
tornou-se uma ferramenta muito util no estudo de materiais porosos e de nanomateriais, uma vez
gue permite determinar a sua geometria e organizacao das particulas ou agregados. Utilizando um
equipamento de dispersdo a baixo angulo moderno, torna-se possivel a observacdo de objetos com

tamanhos compreendidos entre 1nm (10A) e 20 Am (200,000A) [161, 163-165].

Os raios-X com comprimentos de onda entre 0,1-100 A e, dependendo do frequéncia da onda
eletromagnéticas, possibilitam a observacdo de diferentes interacGes com a amostra, permitindo
ainda detetar as flutuacGes de densidade eletrdnica que refletem a heterogeneidade quimica dentro
da amostra [163].

Os raios-X atingem a amostra com eletrdes de energia de 10000 eV ou superior. Apds a colisdo,
estes eletroes de elevada energia podem retirar eletrdes dos atomos alvo, deixando camadas
eletrénicas livres. Por exemplo, se a vaga é produzida na camada mais interna (K) do atomo, esta
rapidamente sera preenchida por um eletrdo da camada seguinte (L), ou por um da camada M. Os
fotdes emitidos como resultado destas transices sao os raios-X [166].

Os raios-X podem interagir com a matéria através de absorc¢do, dispersado eldstica ou inelastica
(Figura 3.11). A dispersdo elastica é o evento basico das técnicas de dispersdo de raio-X. Neste tipo
de dispersdo, os fotdes de raio-X incidentes sdo sujeitos a colisdes perfeitamente eldsticas com os
eletrdes, deixando a sua energia inalterada e levando a propagacdo de radiacdo a partir da amostra

em todas as direcdes [166].
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Figura 3.11: Fendmeno de dispersdo [adaptado de 166].
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As analises de SAXS normalmente s3do realizadas em modo de transmissdo (Figura 3.12). Neste
modo, o maximo de intensidade da dispersdo, para qualquer material, depende da espessura do

material,

1
xig = ——= (Eq.3.2),

onde p(4) é o coeficiente de absorgdo.

Quando é utilizado um feixe de raio-X com um comprimento de onda longo (A >> 1A), um
material tipico apresenta uma absor¢ao muito elevada pelo que a amostra a estudar dever ser muito
fina. Por outro lado, quando os comprimentos de onda s30 muito pequenos (A << 1A), a dispersdo
concentra-se em angulos extremamente pequenos dificultando as analises. Por este motivo, grande

parte das experiéncias de SAXS utilizam comprimentos de onda entre 0,7 e 1,7 A [166, 167].
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Figura 3.12: a) Representagdo esquematica da configuragdo de SAXS. (b) Direcdo do raio-X desde a fonte até ao detetor [adaptado

de 167].

Os resultados das analises de SAXS normalmente sdo apresentados graficamente em termos da

intensidade de dispersdo versus o vetor de dispersdo (Q),

Q= (47”) sin (g) (Eq.3.3),

Onde O é o angulo de dispersao e A o comprimento de onda de raios-X. Se o angulo de dispersao
. ~ 0 . , . ) . A
é pequeno, O ndo ultrapassa 5°, pelo que sin (g) é aproximadamente (;) e Q é apenas o angulo de

dispersdo expresso em A em vez de graus [163].

A técnica de SAXS é relativamente barata, ndo destrutiva e requer uma prepara¢ao de amostra
reduzida. Contrariamente a microscopia eletrénica e ao RMN, as analises de SAXS podem ser
realizadas em diversas condi¢cdes. As medicdes sdo realizadas com cerca de 1,0 mg/mL de amostra

num volume de aproximadamente 15 uL e geralmente demoram apenas alguns minutos [168, 169,

170].

3.5.6.2. CONDICOES EXPERIMENTAIS DA ANALISE DOS DDSs

As andlises de SAXS foram realizadas no Laboratodrio Elettra (Trieste, Italia).
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3.5.7 ESPETROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ESTADO
SOLIDO (RMN DE ESTADO SOLIDO)

3.5.7.1. PRINCiPI0OS GERAIS DA TECNICA

Com a descoberta do fendmeno de ressonancia magnética nuclear em 1964 por Bloch e Purcell a
espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) tornou-se uma das técnicas mais poderosas
para estudar a estrutura e dindmica de sistemas moleculares. Esta técnica baseia-se no facto das
transicoes eletréonicas dos nucleos atdmicos poderem ser induzidas por um campo magnético.
Permite a andlise estrutural de compostos organicos e inorganicos sendo muito aplicada na quimica

e biologia [171, 172].

O nucleo de certos elementos e isétopos comporta-se como se fosse um iman girando a volta de
um eixo. Numa experiéncia de RMN, a amostra a analisar é sujeita a um campo magnético muito
forte e a radiacdo eletromagnética. Quando a frequéncia do aparelho de RMN corresponde a
frequéncia de ressonancia caracteristica do nucleo, os nucleos mudam de orientacao, voltando a sua
posicdo inicial quando se deixa de incidir radiacdo eletromagnética. Desta forma emitem uma
radiacdo que é quantificada originando um espetro caracteristico [172, 173].

Até aos finais de 1970 a técnica de RMN era essencialmente aplicada a liquidos. No entanto, com
o desenvolvimento de técnicas de RMN mais sofisticadas tornou-se possivel a obtencado de espetros
de sélidos com boa resolucdo. A técnica de RMN de estado sélido fornece informagdo acerca da
estrutura e pode ser aplicada a amostras cristalinas, microcristalinas e amorfas. A primeira aplicacdo

de RMN de estado sélido nos zedlitos foi apresentada em 1979 [171].

A técnica de RMN tornou-se um método muito utilizado na caracterizagdo de sélidos devido a
introdugdo da técnica de rotagdo da amostra em torno do angulo magico (MAS-RMN). Esta técnica é
também aplicada a zedlitos, cuja rede comporta ntcleos com momento magnético n3o nulo *°Si e
2’Al. Assim, utilizando RMN de *°Si e de /Al pode determinar-se a razdo de Si/Al [174].

Lippma et al. [61], mostraram que numa rede tridimensional Si(0Si),, a substituicdo de dtomos Si
por atomos de Al conduz a um deslocamento do desvio quimico no espetro de RMN para campos
fracos de cerca de 5 ppm por atomo substituido (Figura 3.13). Porém, o desvio quimico ndo varia
apenas com o numero de atomos de Al vizinhos (n), mas depende igualmente do angulo TOT. A
aplicagdo de RMN de »Si a zedlitos conduz geralmente a espetros nos quais se podem observar de

um a cinco picos separados (n=0, 1, 2, 3 e 4) [174].
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Figura 3.13: Intervalos de desvios quimicos do >’Si para unidades Si(nAl) em zedlitos. Si(4Al)-SOD refere-se a Si(4Al) em sodalites

[171].

Através da Equacdo 3.4 é possivel calcular-se a razdo Si/Al:

. 2?1: Isin
(Si/ADreqe = 2 OnS( 2 (Eq. 3.4),
n=o(Z’Si(nAl))

onde Isi,a) representa a intensidade do pico relativo as unidades constituidas por um atomo de Si
ligado a n 4tomos de Al. Como a intensidade de cada pico é proporcional ao nimero de atomos Si
respetivos, o numero total de dtomos Si é proporcional a soma das intensidades de todos os picos.
Por outro lado, visto que cada atomo Al tem necessariamente quatro Si vizinhos, cada grupo Si-O-Al
de uma unidade Si(nAl) compreende % de atomo Al e, portanto, uma unidade inteira compreende
n/4 de 4tomo de aluminio [174].

A razdo Si/Al da rede pode também ser obtida a partir da composicéo global do zedlito e da sua

caracterizagdo por RMN de Al [174].

3.5.7.2. CONDICOES EXPERIMENTAIS DA ANALISE DOS DDSs

As andlises de RMN do estado sélido foram realizadas num espetrémetro Bruker Avance
(frequéncia Larmor de 400 MHz, *H) com wide-bore 9.4 T para o *C de rotacdo da amostra em torno
do angulo spinning (**C-CP/MAS NMR) e para o espetro de MAS do ’Al. A 4 mm foi aplicada a dupla
ressonancia com sonda MAS a 100.6 MHz (*C) e 104.2 MHz (*’Al) nas frequéncias de Larmor. As

amostras foram centrifugadas em porta amostras de ZrO, utilizando o angulo de spinning a
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velocidades de 14 kHz. O espetro de *C-CP/MAS NMR foi obtido utilizando a rampa (variando de
100% a 50% em amplitude usando 100 pontos); tempo de contacto foi 3.0 ms; impulso de excitagao
para 'H a 90° foi 2.5 ps; O comprimento do campo de radio frequéncia aplicado para CP foi 87 kHz
para o 'H e 68 kHz para o 3C; a correcdo do ciclo foi de 5s. A dissociagdo de TPPM-15 foi utilizada
durante a aquisicdo do sinal basico TPPM com um comprimento de impulso de 4.75 us ao longo do
canal de 'H, usando uma radio frequéncia no campo de for¢a de 100 kHz. Para as andlises de Al
MAS, foi aplicado um comprimento de impulso de 0.50 us, equivalente a um angulo de inversdo de
102. Os desvios quimicos do **C sdo apresentados em ppm em relacdo ao TMS e calibrados em
relagio a referéncia externa, glicina (CO, 176.03 ppm). Todos os desvios quimicos do *’Al sdo
referenciados em relacdo a solucdo saturada de AI(NO;s);. As amostras foram colocadas num
recipiente fechado em contacto com uma solugdo saturada de K,SO, (humidade relativa de 97%)
durante duas semanas, antes da aquisicao dos resultados de RMN do estado sdlido. Este protocolo

foi necessario para garantir a hidratacdo das amostras e posterior reprodutibilidade dos resultados.

3.6. TESTES DE VIABILIDADE CELULAR

Os DDSs preparados foram testados no Instituto de Ciéncias da Vida e Saude (ICVS) de forma a
verificar a eficacia dos mesmos. Para tal foram utilizadas duas linhas celulares humanas, HCT-15
(Figura 3.14 (A)) e RKO (Figura 3.14 (B)), do carcinoma colorretal humanas fornecidas pela Dra.

Raquel Seruca, IPATIMUP, Porto.

(A)

Figura 3.14: Linha celulares de carcinoma colorretal. (A) Linha celular HCT-15. (B) Linha celular RKO
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3.6.1. CULTURAS CELULARES

As células HCT-15 do carcinoma colorretal foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco,
Invitrogen, USA) enriquecido com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS) (Gibco, Invitrogen, USA) e
solucdo de penicilina-streptomicina 1% (v/v) (Pen/Strep) (Invitrogen, USA).

A linha celular RKO foi cultivada em meio DMEM (Gibco, Invitrogen, USA) enriquecido com
10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS) (Gibco, Invitrogen, USA) e solucdo de penicilina-streptomicina
1% (v/v) (Pen/Strep) (Invitrogen, USA).

Ambas as linhas celulares mencionadas, foram incubadas a 37°C numa atmosfera himida com

5% de CO,.

3.6.2. APLICACAO DOS DDSS NAS LINHAS CELULARES

Para testar os DDSs, foram plaqueadas células HCT-15 (7500 células/ 100 uL/pogo) e RKO (6000
células/ 100 uL/pogo) em placas de 96 pocos e incubadas a 37°C numa atmosfera himida com 5% de

CO, durante 24 h.

Prepararam-se solugdes stock 0,5mg/mL (1 mg de amostra/2 mL de meio de cultura sem FBS) de
zeodlitos e dos DDSs a testar. Estas solugdes foram colocadas num ultrassom da Fungilab S.A durante
2 minutos de forma a homogeneizar o zedlito no meio de cultura, pois verificou-se que a solubilidade
destas nanoestruturas em meio de cultura é reduzida, o que poderia levar a formagdao de
aglomerados que falseariam os resultados. A partir das solugbes stock foram efetuadas varias

diluicdes de forma a obter as concentragées a testar: 0,1; 0,05; 0,025; 0,01 e 0,005 mg/mL.
De forma a avaliar os efeitos citotdxicos dos DDSs preparados, retirou-se o meio de cultura de

ambas as linhas celulares e substituiu-se pelas solu¢des anteriormente preparadas deixando-se a

incubar durante 48 h.

3.6.3 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada através de dois ensaios distintos, um baseado em sulforodamina

B e outro em MTS.
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3.6.3.1. ENSAIO BASEADO EM SULFORODAMINA B

O ensaio baseado na sulforodamina B (SRB) utiliza um kit da Sigma-Aldrich. Este teste mede a
biomassa total baseado na quantidade de proteinas celulares pela coloracdo com o corante
sulforodamina B. As células sao lavadas, fixadas e por fim coradas. O corante incorporado é depois
libertado das células numa solucdo Tris base. O aumento ou diminuicdo no nimero de células
(biomassa total) resulta numa mudanca concomitante da quantidade de corante incorporado pelas
células, indicando desta forma o grau de citotoxicidade do material testado, neste caso, os zedlito e

os DDSs [175].

Apds as 48 h de incubagdo dos DDSs, removeu-se o meio de cultura e os pogos foram lavados
duas vezes com tampdo fosfato salino (PBS) 1 x de forma a garantir que o zedlito depositado na
superficie das células era removido. Retirou-se o PBS e adicionou-se 50 uL de acido tricloroacético
(TCA) frio de forma a fixar as células. Apés uma hora de incubacdo a 4 °C, os pogos foram lavados trés
vezes com agua desionizada e deixados ao ar até secagem total dos mesmos. Posteriormente,
adicionou-se sulforodamina B a 0,4 % e deixou-se a temperatura ambiente durante 30 min.
Terminado o tempo de coloracdo, removeu-se a sulforodamina B e lavaram-se rapidamente as
células trés vezes com dacido acético 1 % e deixadas a secar até deixar de ser visivel humidade
(aproximadamente 30 min). Posteriormente, o corante incorporado nas células foi entdo solubilizado
com 100 pL de uma solugdo Tris base 10 mM. Deixou-se a incubar durante 5 min a temperatura
ambiente sobre um agitador com plataforma da Grant bio.

Por fim foi lida a absorvancia a 570 nm com uma absorvancia de background de 655 nm. As

medi¢Ges foram efetuadas num leitor de microplacas da Tecan.

A viabilidade celular foi determinada como percentagem: (OD amostra/OD controlo) x 100 (%).
Os resultados sdo apresentados como média *+ desvio padrdo de trés ensaios independentes
realizados em triplicado.

A andlise estatistica dos resultados foi efetuada através da teste one-way ANOVA através do
software GraphPad Prism 5®. Os valores foram considerados estatisticamente significativos quando

p<0,05.

3.6.3.2. ENsAIO MTS

O ensaio MTS foi realizado de forma a confirmar os resultados obtidos no ensaio de SRB.
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Este ensaio utiliza o composto 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolium (MTS) que é reduzido a um composto colorido, o formazan, pela acdo da enzima
desidrogenase mitocondrial das células vidveis. A quantidade de produto produzido é diretamente
proporcional ao niumero de células vivas e pode ser lido por volta dos 492 nm comprimento de onda
onde a absorc¢do do produto formazan é maxima [176-178].

Apds as 48 h de incubacdo dos DDSs, removeu-se o meio de cultura com os DDSs e lavaram-se as
células com 100uL de PBS 1%. Retirou-se o PBS e adicionou-se 100 pL de meio de cultura a cada
poco, seguidos de 10 puL de MTS e deixou-se a incubar a 37°C durante 2 h.

Terminado o tempo de incubacdo, leu-se a absorvancia dos pocos a 490 nm num leitor de

microplacas da Tecan.

A viabilidade celular foi determinada como percentagem: (OD amostra/OD controlo) x 100 (%).

Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo de trés ensaios independentes

realizados em triplicado.

3.6.4. ENSAIOS DE MICROSCOPIA

3.6.4.1. MICROSCOPIA OTICA COM AZUL DE TRIPANO

Para estes testes foram plaqueadas células HCT-15 (10000 células/ 500 uL/pogo) e RKO (50000
células/ 500 pL/pogo) em placas de 24 pocos em que cada poco selecionado continha uma lamela
sobre a qual as células cresceram. As placas foram incubadas a 37°C numa atmosfera himida com 5%
de CO, durante 24 h.

As solugbes stock para este ensaio foram efetuadas como descrito no item 3.6.2. A partir das
solugdes stock foram preparadas solugdes com a concentragdo de 0,01 mg/mL.

A aplicacdo destas solucbes nas células foi também realizada como descrito em 3.6.2.

Apds as 48 h de incubagdo dos DDSs, removeu-se o meio de cultura e os pocos foram lavados
duas vezes com PBS 1 x.
Seguidamente, colocou-se a lamela contendo as células sobre uma lamina, corou-se com azul de

tripano e observou-se ao microscépio na objetiva de 100 x.
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3.6.4.2. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

O zedlito NaY marcado com rodamina B foi utilizado para avaliar se este entra nas células. Para
estudar este efeito, foram plaqueadas células HCT-15 (75000 células/ 1000 pL/pog¢o) e RKO (50000
células/ 1000 pL/poco) em placas de 12 pocos em que cada poco selecionado continha uma lamela

sobre a qual as células cresceram.

A preparagdo das solugdes stock de RB@NaY, solugdes de concentragao intermédias de 0,025

mg/mL e aplicagdo das solugBes nas células foi realizado como descrito no item 3.6.2.

Apds as 48 h de incubacgdo do zedlito com rodamina B, removeu-se o meio de cultura. As células
foram lavadas duas vezes com PBS-Tween 0,05 % (PBST 0,05 %) e fixadas com metanol frio durante
10 min. Apds este tempo, as células foram novamente lavadas duas vezes com PBST 0,05 % e
permeabilizadas com PBST 0,01 % durante 20 min.

Seguidamente, e apods as células terem sido novamente lavadas duas vezes com PBST 0,05 %,
foram bloqueadas com FBS 10 % em PBST 0,05 % durante 30 min, sendo posteriormente incubado o
anticorpo anti-B tubulina (ab6046, Abcam®) diluido em 5 % FBS em PBST 0,05 % (1:700) durante 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram lavadas trés vezes com PBST 0,05 % (10 min
cada lavagem) e incubadas com um anticorpo secunddrio anti-coelho, Alexa Fluor 488 (A11008,
Invitrogen), diluido em 5 % FBS em PBST 0,05 % (1:1000) durante 1 h a temperatura ambiente.

Por fim, apds trés lavagens das células com PBST 0,05 % (10 min cada) e uma lavagem com PBS (5
min), as células foram montadas em meio de montagem Vectashield com 4',6'-diamidino-2'-

fenilindole (DAPI) (Vector Laboratories). As imagens foram obtidas com um microscopio de

fluorescéncia Olympus IX81, utilizando o software Cell P.
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Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados experimentais obtidos ao longo da
realizacdo de todo o trabalho experimental e apresentar-se-a organizado em quatro partes distintas.

Na primeira parte serdo apresentados e discutidos os resultados de estudos efetuados
anteriormente a este trabalho com o zedlito NaY e o fdrmaco CHC que serviram de fundamento a
escolha da estrutura zeolitica como padrao a utilizar no trabalho desta tese.

Numa segunda parte serdo apresentados os resultados da preparacdao das amostras, seguidos
dos resultados da caracterizacdo dos DDSs derivados de diferentes estruturas zeoliticas. A esta
segunda parte, seguir-se-a uma terceira na qual serdo apresentados os resultados dos testes de
libertacdo de farmaco in vitro.

Finalmente, numa quarta parte, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nos testes

dos DDSs em linhas celulares do carcinoma colorretal.

4.1. ESTUDOS PRELIMINARES PARA A ESCOLHA DO SUPORTE DO DDSs

Como ja referido, este projeto visa dar continuidade aos estudos iniciados no ambito do projeto
individual da licenciatura em Bioquimica com o tema “Drug delivery — Preparagdo de fdrmacos em
estruturas nanoporosas” [136], no qual se utilizou o CHC como farmaco e como suportes dos DDSs os
zedlitos NaMOR e NaA e em estudos posteriores o zedlito NaY. Nestes estudos foram preparados
trés DDSs com diferentes concentracGes de farmaco: 1:10 que representa os DDSs com menor
concentragdo, 2:10 que representa uma concentracdo intermédia e 5:10 que representa a
concentragdo mais elevada em CHC.

Serdo apresentados os resultados dos testes de viabilidade celular na linha HCT-15 do carcinoma

colorretal com os DDSs CHC@Y e o CHC@A.

A Figura 4.1 mostra o efeito do zedlito NaA e do DDS CHC@A na viabilidade das células HCT-15

do carcinoma colorretal.
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Figura 4.1: Efeito do NaA do CHC@A na viabilidade celular da linha HCT-15 do carcinoma colorretal. As células foram incubadas

com diferentes concentrag6es de NaA e o CHC@A durante 24 horas. A viabilidade celular foi medida através do ensaio de SRB [88].

Os resultados apresentados mostram que o zedlito NaA sozinho ndo provoca reducdo da
viabilidade celular em nenhuma das concentrag¢Ges testadas. Por sua vez, para o CHC@A observa-se
reducdo na viabilidade celular, sendo essa redugdo visivel tanto no sistema CHC@A;.,o, cOmo no
CHC@A,.1o e CHC@As. 4.

Na concentracdo de 0,05 mg/mL, verifica-se que os trés DDSs tém efeito similar na redugdo da
viabilidade celular. Ja nas concentraces 0,10 mg/mL e 0,25 mg/mL a reducgdo da viabilidade celular
parece ser proporcional a concentragdao de CHC no DDS, isto é, quanto maior a concentragao de CHC

no DDS, mais significativa é a diminui¢do da viabilidade celular.

A Figura 4.2 apresenta os resultados do zedlito NaY e do DDS CHC@Y na viabilidade das células

HCT-15 do carcinoma colorretal.

Ny
CHC@Y) 10

CHC@Y>.10
[JCHC@Ys.10

Cell viability (% NaY)

0.05 0.10 0.25

[System] mg/mL

Figura 4.2: Efeito do NaY e do CHC@Y na viabilidade celular da linha HCT-15 do carcinoma colorretal. As células foram incubadas

com diferentes concentragdes de NaY e o CHC@Y durante 24 horas. A viabilidade celular foi medida através do ensaio de SRB [88].
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Estes resultados vém confirmar que o zedlito sozinho ndo é citotdxico para as células. Os DDSs
testados por sua vez ja revelam citotoxicidade uma vez que se verifica uma redugdo da viabilidade
celular. Esta reducdo é mais acentuada para os DDSs com maior concentra¢do de CHC (CHC@Ys.q0),
ndo sendo no entanto evidente uma reducdo proporcional as concentra¢cdes de DDS testadas, uma
vez que para a concentragdo 0,05 mg/mL observa-se uma maior reducdo do que nas concentragdes

seguintes.

Estes resultados demonstram ainda uma potenciacdo do efeito do CHC quando encapsulado nos
zedlitos. Em testes em que se utilizou apenas CHC verificou-se que para a redugdo de 30% da
viabilidade celular (IC3,) era necessdria uma concentracdo de 6,43 mM de CHC. Nestes testes,
utilizando o CHC@Y como referéncia e para a concentracdo de 0,5 mg/mL, o IC5, é obtido para 0,011

a 0,054 mM de CHC (Tabela 4.1).

Tabela 4.1: Concentragdes finais de CHC nos diferentes DDSs preparados [88].

CHC@A ;.10 0,198 0,050 0,020 0,010
CHC@A;:10 0,377 0,094 0,038 0,019
CHC@A:s:10 0,876 0,219 0,088 0,044
CHC@Y1:10 0,226 0,057 0,023 0,011
CHC@Y .10 0,435 0,110 0,044 0,022
CHC@Y:5.40 1,081 0,270 0,108 0,054

Os resultados vieram demonstrar que os DDSs preparados tanto com NaA como com NaY
permitem obter efeitos satisfatdrios na reducdo da viabilidade celular. No entanto, é com o NaY que
ocorrem os melhores resultados pelo que se decidiu utilizar o NaY, como padrao, no trabalho

desenvolvido nesta tese.

Devido aos resultados promissores da utilizacdo dos zedlitos como DDSs para o tratamento do
carcinoma colorretal, decidiu-se testar o 5-FU que é um farmaco classicamente utilizado no
tratamento de diversos tumores sélidos, incluindo o cancro colorretal.

Este € um farmaco cuja estrutura apresenta dimensdes inferiores ao tamanho dos poros do
zedlito Y, entdo para além da utilizagdo do NaY, decidiu-se utilizar mais dois zedlitos com tamanhos
de particulas diferentes mas com o mesmo tamanho de poro, o NanoNaY e o nanoKLTL. O zedlito LTL

€ uma estrutura zeolitica unidimensional (1D) enquanto os zedlitos Y sdo tridimensionais (3D).
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4.2. PREPARACAO DOS DDSs

4.2.1. ESCOLHA DO SOLVENTE

Para avaliar qual o solvente utilizar na preparacao dos DDSs efetuaram-se testes de solubilidade
com metanol e acetona. Através desses testes verificou-se que o 5-FU é mais soluvel no metanol do
gue em acetona. Comecgou-se entdo por preparar trés sistemas distintos: 5-FU@NaY (M), 5-FU@LTL
(M) e 5-FU@NanoNa-Y (M). Apds a preparacdo, estes sistemas foram caraterizados através da
técnica de FTIR e foram efetuados testes preliminares de viabilidade celular.

Nas Figuras 4.3, 4.4 e 4.5 estdo representados os espetros de FTIR dos sistemas 5-FU@NaY (M),
5-FU@LTL (M) e 5-FU@NanoNa-Y (M), do 5-FU e dos zedlitos NaY, LTL e NanoNa-Y.

5-FU
— 5-FU@NaY (M)
NaY
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50 4

40 4

30 4

Transmitancia (%)

20 4

10
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! I ' I ! I ' I ! I ' I ! 1
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Figura 4.3: Espetro de FTIR do 5-FU, do 5-FU@NaY(M) e do NaY
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Figura 4.4: Espetro de FTIR do 5-FU, do 5-FU@LTL (M) e do LTL
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Figura 4.5: Espetro de FTIR do 5-FU, do 5-FU@NanoNa-Y (M) e do NanoNa-Y

Nos espetros referentes aos zedlitos NaY, KLTL e NanoNa-Y, observa-se a presenca de diversas
bandas de absor¢do que Ihes sdo caracteristicas. Verifica-se que todos apresentam uma banda larga
entre 3000 e 3800 cm™ e uma banda entre 950 e 1250 cm™, caracteristicas das vibragdes dos grupos
TO,. Bandas de absorc¢do idénticas continuam a ser observadas nos DDSs das diferentes estruturas

zeoliticas estudadas.
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Observando os espetros dos trés DDSs preparados (5-FU@NaY (M), 5-FU@NanoNaY (M) e 5-
FU@LTL (M)) ndo sdo observaveis desvios nas bandas caracteristicas dos zedlitos. Por este facto, é
possivel inferir que o encapsulamento do farmaco nos zedlitos, ndo provoca alteragdes na estrutura
zeolitica.

Nestes espetros é ainda notdria a presenca do farmaco nas estruturas zeoliticas, com o
aparecimento de bandas de absor¢ao caracteristicas do espetro do 5-FU, sobretudo na zona em que

o zedlito ndo absorve.

Procedeu-se de seguida os testes preliminares de viabilidade celular determinantes para a

escolha do solvente, nas células da linha RKO do carcinoma colorretal.

A Figura 4.6 mostra o efeito do NaY tratado com metanol e do DDS 5-FU@NaY (M) na viabilidade

das células do carcinoma colorretal.
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Figura 4.6: Efeito do NaY tratado com metanol e do 5-FU@NaY preparado com metanol na viabilidade da linha celular RKO do
carcinoma colorretal. As células foram incubadas com diferentes concentragdes de NaY e o 5-FU@NaY durante 48 horas. A viabilidade

celular foi medida através do ensaio de SRB.

Observando os resultados deste ensaio, verifica-se que o zedlito sozinho, tratado com metanol,
provoca uma redugdo na viabilidade celular de 59% para a concentragdo de 0,005 mg/mL
relativamente ao controlo (apenas células). Esta citotoxicidade ndo é esperada uma vez que nos
estudos anteriores, se comprovou que os zedlitos ndo sdo citotdxicos para as células. Entdo, esta
reducdo da viabilidade celular ndo esta relacionada com o zedlito, mas sim com o metanol. Este
solvente é fortemente adsorvido no zedlito tornando dificil a sua completa evaporagao da estrutura
nos processos de secagem dos DDSs.

Observa-se ainda que nas concentra¢gdes mais altas de 5-FU@NaY (M) ndo ha reducdo da

viabilidade celular. Estes resultados podem ser explicados pelo facto de o metanol, devido a elevada
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adsorcdo, impedir a difusdo do farmaco para o exterior do zedlito, impossibilitando assim que o

mesmo atue nas células.

A Figura 4.7 mostra o efeito do LTL tratado com metanol e do DDS 5-FU@LTL (M) preparado com

metanol na viabilidade das células do carcinoma colorretal.
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Figura 4.7: Efeito do LTL tratado com metanol e do 5-FU@LTL preparado com metanol na viabilidade da linha celular RKO do
carcinoma colorretal. As células foram incubadas com diferentes concentragoes de LTL e o 5-FU@LTL durante 48 horas. A viabilidade

celular foi medida através do ensaio de SRB.

Estes resultados manifestam comportamento similar aos resultados apresentados na figura 4.6.
Para este zedlito nas concentragdes 0,005 mg/mL e 0,01 mg/mL ocorre morte celular com o zedlito
sozinho. Na concentracdo de 0,005 mg/mL ha uma redugdo de 62,3% e na concentracdo de 0,01
mg/mL uma redugdo de 68,3% em relagdo ao controlo. Esta citotoxicidade do zedlito vem comprovar
gue o metanol ndo é um solvente adequado para a preparacdo dos DDSs em estudo.

Também a semelhanga do que acontece com o 5-FU@NaY, ndo ha reducdo da viabilidade celular

com o 5-FU@LTL nas concentracGes mais elevadas, pelos mesmos motivos anteriormente explicados.

Por fim, a Figura 4.8 mostra o efeito do NanoNa-Y tratado com metanol e do DDS 5-FU@NanoNa-

Y (M) na viabilidade das células do carcinoma colorretal.
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Figura 4.8: Efeito do NanoNa-Y tratado com metanol e do 5-FU@NanoNa-Y (M) preparado com metanol na viabilidade da linha
celular RKO do carcinoma colorretal. As células foram incubadas com diferentes concentragées de NanoNaY e o 5-FU@NanoNaY (M)

durante 48 horas. A viabilidade celular foi medida através do ensaio de SRB.

Mais uma vez, nestes resultados, verifica-se o mesmo comportamento dos resultados
apresentados na Figura 4.7. Ocorre também uma acentuada reducdo da viabilidade celular com a
utilizagdo do zedlito sozinho nas concentragdes de 0,005 mg/mL (41,8%) e 0,01 (56,5%) mg/mL
relativamente ao controlo. Também para este DDS ndo se observa reducdo da viabilidade celular nas

concentracdes mais elevadas.

Os resultados obtidos nestes ensaios preliminares foram determinantes para o desenvolvimento
do restante trabalho experimental. Estes permitiram verificar que o metanol ndo é um solvente
apropriado para a preparagao dos DDSs devido a sua forte interagdo com os zedlitos. Esta forte
interacdo traduz-se numa dificuldade da completa evaporagdo do metanol da estrutura zeolitica,
bem como na dificuldade na difusdo do farmaco para o exterior dos zedlitos. A existéncia de metanol
nos DDSs mostrou-se toxico para as células.

Face aos problemas expostos para este solvente, decidiu-se abandonar a sua utilizacdo e
preparar novos DDSs utilizando acetona. A acetona é um solvente mais facil de evaporar e estudos
anteriores comprovam que sistemas preparados com este solvente ndo sdo toxicos para as células

[137].

Todos os resultados que se seguirdo referem-se aos DDSs preparados com acetona.

4.2.2. COLORACAO DOS DDSs

O 5-FU apresenta-se na forma de um fino pd branco (Figura 4.9), sendo de esperar que os DDSs

com ele preparado mantenham essa coloracao.
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Este é um parametro simples mas importante pois é o primeiro sinal que indica se o processo de
preparacao decorre conforme o pretendido. Quando a coloragdo dos DDSs se desvia da coloragdo
esperada, pode ser indicativo de erros no processo de preparacao que podem advir de diversos
parametros, nomeadamente da temperatura utilizada para a secagem dos sistemas. Este parametro
permite detetar esses erros atempadamente e consequentemente ajustar o processo de preparagdo
de forma a que o farmaco mantenha a sua integridade estrutural.

Todos os DDSs obtidos apresentavam a coloragdo branca (Figura 4.10), indicando que a

preparacao dos mesmos decorreu sem problemas.

Figura 4.9: Coloragdo do 5-FU.

(A) (B) (€

Figura 4.10: Coloragdo dos DDSs preparados. (A) 5-FU@NaY, (B) 5-FU@LTL, (C) 5-FU@NanoNa-Y

4.3. CARACTERIZAGCAO DAS AMOSTRAS

4.3.1. ANALISE QUIMICA ELEMENTAR

Para avaliar a integridade estrutural do farmaco na estrutura zeolitica determinou-se a razdo
carbono/azoto (C/N) das amostras preparadas com acetona através dos resultados de andlise

quimica elementar. Os elementos carbono e o azoto apenas estdo presentes no 5-FU, portanto os
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resultados obtidos poderdo indicar a presenga do farmaco na estrutura e se a evaporagdo da
acetona, solvente utilizado na preparac¢do dos DDSs, foi completa.

Na Tabela 4.2 sdo apresentadas a razdo C/N para o 5-FU@NaY, 5-FU@LTL e 5-FU@NanoNa-Y.

Tabela 4.2: Resultados da analise quimica as amostras 5-FU@NaY, 5-FU@LTL e 5-FU@NanoNa-Y

5-FU@NaY 5-FU@LTL 5-FU@NanoNa-Y
Elemento  Valor teérico Andlise1 Andlise2 Andlisel Andlise2 Andlise1 Andlise 2
C 36,93 18,34 18,49 16,89 16,41 17,44 17,68
H 2,325 2,10 2,04 1,51 1,53 2,01 2,07
N 21,54 10,19 10,42 9,40 9,36 9,37 9,37
C/N 1,72 1,80 1,78 1,80 1,75 1,86 1,89
Média 1,79 1,78 1,87

Pelos resultados obtidos verifica-se que a razdo C/N dos sistemas 5-FU@NaY, 5-FU@LTL e 5-
FU@NanoNa-Y é superior ao valor tedrico. No entanto, nos sistemas 5-FU@NaY e 5-FU@LTL, esta
razdo difere apenas em algumas décimas logo a diferenca ndo pode ser considerada significativa.
Para o sistema 5-FU@NanoNa-Y a diferencga entre a razdo C/N tedrica e a calculada ja difere de forma

significativa. Esta diferenca pode dever-se a presenca de solvente na estrutura zeolitica.

4.3.2. ANALISE POR UV/VIS

A andlise de UV/Vis permitir avaliar se o farmaco se encontra presente nos DDSs preparados e
avaliar a sua integridade molecular. Esta avaliacdo é feita comparando os espetros de UV/Vis dos
DDSs com os espetros dos zedlitos de partida e com o espetro do farmaco.

Na Figura 4.11 est3o apresentados os espetros de UV/Vis do zedlito NaY, do respetivo DDS e do

farmaco.
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Figura 4.11: Espetro de UV/Vis do NaY, 5-FU@NayY e 5-FU obtidos em suspensdes de Nujol.
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No espetro do 5-FU observa-se a presenca de uma banda entre 320 e 250 nm, que é a banda de
absorcdo caracteristica do farmaco. Esta banda estd também presente no espetro do 5-FU@NaY, ndo
aparecendo no entanto no espetro do NaY. Assim, devido a presenca da banda do farmaco no
espetro do 5-FU@NaY, é possivel concluir-se que o farmaco estd presente neste DDS e mantém a sua

estrutura.

Na Figura 4.12 estdo apresentados os espetros de UV/Vis do zedlito LTL, do respetivo DDS e do

farmaco.
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Figura 4.12: Espetro de UV/Vis do LTL, 5-FU@LTL e 5-FU obtidos em suspensdes de Nujol.

A semelhanca do observado nos espetros da Figura 4.11, também o espetro do 5-FU da Figura
4.12 apresenta a sua banda de absorgao caracteristica entre 320 e 250 nm. De igual modo para o
sistema 5-FU@LTL verifica-se a presenc¢a desta banda, ndo sendo observada no espetro do LTL.

Através destes resultados pode dizer-se que o 5-FU estd presente no sistema 5-FU@LTL.

Na Figura 4.13 mostra os espetros de UV/Vis do zedlito NanoNa-Y, do respetivo DDS e do

farmaco.
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Figura 4.13: Espetro de UV/Vis do NanoNa-Y, 5-FU@NanoNa-Y e 5-FU obtidos em suspensdes de Nujol.

No espetro do 5-FU@NanoNa-Y observa-se uma banda na mesma zona que se observa no
espetro do 5-FU, 320 a 250 nm. A semelhanca dos espetros do NaY e LTL, também no espetro do
NanoNa-Y ndo é visivel nenhuma banda na regido de 320 a 250 nm. Desta forma, a banda que
aparece no espetro do 5-FU@NanoNa-Y provém do 5-FU, o que comprova a presenca do farmaco no

DDS.

Os resultados obtidos por estd técnica confirmam que o farmaco foi encapsulado com sucesso

nos zedlitos que Ihe serviram de suporte e que o 5-FU mantém a sua integridade estrutural.

4.3.3. ANALISE POR FTIR

A andlise por FTIR é importante na caracterizagdo dos DDSs, uma vez que permite avaliar a
presenga do farmaco nos zedlitos devido as de bandas de absorgao caracteristicas do farmaco
estarem presentes em regides nas quais o zedlito ndo absorve, e verificar se a estrutura dos mesmos

¢ alterada aquando da inser¢do do farmaco.

Na Figura 4.14 estao representados os espetros de FTIR do 5-FU, NaY e 5-FU@NaY obtidos na

regido entre 4000 e 500 cm™.
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Figura 4.14: Espetros de FTIR do NaY, 5-FU e 5-FU@NaY

No espetro referente ao NaY, é possivel observar a presenca de diversas bandas de absorc¢do
estruturais que lhe sdo caracteristicas.

A banda larga a 3469 cm™ deve-se a vibracdes de alongamento (O-H) e deriva dos grupos
hidroxilo presentes a superficie ou no interior da estrutura zeolitica sob a forma de Si-OH-Al. A banda
a 1640 cm™ resulta também da presenca de dgua na estrutura zeolitica. Observam-se ainda bandas
de absorcdo entre 1250 e 950 cm™ que se devem a vibragdes Si-O(Si) e Si-O(Al) e entre 700 e 500 cm’
! que se devem a vibragdes nas unidades estruturais da rede [179, 180].

No espetro do 5-FU sdo visiveis diversas bandas de absorg¢ao que lhe sao caracteristicas devido
aos diferentes grupos funcionais presentes na molécula. A banda a 3135 cm™ deve-se as vibragdes do
grupo amida (N-H). Por sua vez, as bandas a 1722 e 1660 cm™ devem-se as vibracdes do grupo
carbonilo (C=0) e as bandas a 1430, 1246, 814 e 550 cm™ devem-se ao anel aromatico.

Comparando os trés espetros verifica-se que a banda caracteristica do NaY a 3469 cm™, n3o sofre
qgualquer desvio no espetro do 5-FU@NaY. Observa-se ainda no espetro do 5-FU@NaY as bandas a
3136, 1722 e 1661 cm™ gue sdo caracteristicas do espetro do 5-FU e uma a 1017 cm™ caracteristica
do espetro do NaY.

Tais resultados levam a inferir que o farmaco estd presente no DDSs e mantém, a sua integridade

estrutural.

Na Figura 4.15 estdo representados os espetros de FTIR do 5-FU, LTL e 5-FU@LTL obtidos na
regido entre 4000 e 500 cm™.

73



Capitulo 4 — Resultados e discussdo

53-FU
30 - —5-FU@LTL
—TL

Transmitancia (%)

T T T T 1
4000 3500 3000

T T T
2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm’)

Figura 4.15: Espetros de FTIR do LTL, 5-FU e 5-FU@LTL

Tal como observado no espetro do NaY, o espetro do zedlito LTL apresenta as bandas
caracteristicas dos zedlitos. A banda larga devida a presenca dos grupos hidroxilos apresenta um
ligeiro desvio em relagdo ao zedlito NaY, aparecendo neste zedlito a 3457 cm™. As restantes bandas
de absor¢do apresentam valores de vibragao coincidentes em ambas as estruturas.

Comparando os trés espetros verifica-se que no espetro do 5-FU@LTL a banda a 3457 cm™, a
semelhanga do que acontece no sistema 5-FU@NaY, ndo sofre nenhum desvio. Nesta regido verifica-
se a presenca de uma banda a 3139 cm™ que coincide com a banda do espetro do 5-FU. Esta banda
de absorc¢do é atribuida a presenga do farmaco no zeélito. Também as bandas de absor¢do a 1728,

1670 cm™, caracteristicas do 5-FU, vém comprovar a presenca do farmaco na estrutura zeolitica.

Na Figura 4.16 os espetros do 5-FU, NanoNa-Y e 5-FU@NanoNa-Y obtidos na regido entre 4000 e
500 cm™.

74



Capitulo 4 — Resultados e discussdo

5-FU
—5-FU@NanoNa-Y
NanoNa-Y

60 ~

50 +

40 4

30 +

Tran smitancia (%]

20 +

0 4

T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'l}

Figura 4.16: Espetros de FTIR do NanoNa-Y, 5-FU e 5-FU@NanoNa-Y

A semelhanca dos espetros do NaY e LTL, também no espetro do NanoNa-Y est3o presentes as
bandas de absorcdo caracteristicas de zedlitos, no entanto a banda a 3469 cm™ n3o é tdo intensa e
definida como nos espetros do NaY e LTL.

O espetro do 5-FU@NanoNa-Y apresenta bandas de absor¢do com valores similares aos obtidos
em espetros ja analisados para o 5-FU@NaY e 5-FU@LTL. Assim, pode inferir-se que o farmaco se

encontra presente neste DDSs, e distribuido homogeneamente na estrutura zeolitica.

Os resultados apresentados nos espetros dos sistemas em relagdo ao zedlito de partida,

demonstram que o farmaco nao provoca alteragdes estruturais no zedlito.

A técnica de FTIR permite ainda calcular a razdo de Si/Al do zedlito NaY [181]. Esta razdo é

calculada através da banda mais sensivel do zedlito Y que se situa entre 600 e 570 cm™, utilizando a

seguinte equacao:
x = 3,857 — 0,00621wpg (cm™1) (Eq. 4.1),

ondex =[1+ (Si/Al)]_l, com x compreendido entre 0,1 e 0,3, e wpg é 0 valor da banda entre

600 e 570 cm™.

Esta razdo s6 pode ser calculada para o zedlito NaY, pois o zedlito LTL e o NanoNa-Y ndo

apresentam banda nesta regido (Figura 4.17).
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Figura 4.17: (A) Espetros de FTIR dos trés zedlitos utilizados; (B) Ampliacio da regido entre 600 e 570 cm™ assinalada em (A). Na

regido assinalada em (B) estdo as bandas caracteristicas do zedlito NaY.

As razdes Si/Al calculadas para o zedlito NaY e para o sistema 5-FU@NaY foram 2,75 e 2,98

respetivamente, indicando que a estrutura do zedlito é pouco afetada pela introducdo do farmaco.

4.3.4. ANALISE POR SEM

A microscopia eletrénica de varrimento (SEM) permitiu avaliar se a morfologia dos zedlitos se

mantém inalterada apds o encapsulamento do farmaco.

Na Figura 4.18 estdo apresentadas as micrografias de SEM obtidas para o NaY (Figura 4.18 (A)) e
o sistema 5-FU@Nay (Figura 4.18 (B)) numa ampliacdo de 5000x.

(8)

Figura 4.18: Micrografias de SEM obtidas na mesma ampliacdo (5000x). (A) NaY, (B) 5-FU@NaY.
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Através da Figura 4.18 (A) verifica-se que o NaY apresenta a morfologia caracteristica de um
aluminossilicato microcristalino com agregados de particulas pequenas e regulares. Estes
apresentam uma dimensao média de 0,5 a 1,5 um. Comparando esta micrografia com a micrografia
em (B) parece ndo haver alteragdes nas particulas do zedlito decorrentes do farmaco encapsulado. A
manutencdo da morfologia do zedlito é comprovada apds andlise das particulas uma vez que se
verificou que as particulas do 5-FU@NaY mantém o mesmo diametro das particulas do NaY antes do

encapsulamento, indicando por isso que a presenca do farmaco nao altera a morfologia do zedlito.

Os zedlitos NanoNa-Y e KLTL foram analisados com amplia¢des diferentes por estes materiais

apresentarem particulas com dimensdes na ordem dos nanémetros.

Na Figura 4.19 sdo apresentadas as micrografias de SEM obtidas para o LTL (Figura 4.19 (A)) e
para o sistema 5-FU@LTL (Figura 4.19 (B)) numa ampliagcdo de 2000x.

(a)

Figura 4.19: Micrografias de SEM obtidas na mesma ampliacdo (2000x). (A) LTL, (B) 5-FU@LTL.

Na Figura 4.20 sdo apresentadas as micrografias de SEM obtidas para o LTL (Figura 4.20 (A)) e
para o sistema 5-FU@LTL (Figura 4.20 (B)) numa ampliagcdo de 10000x.
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(A)

Figura 4.20: Micrografias de SEM obtidas na mesma amplia¢do (10000x). (A) LTL, (B) 5-FU@LTL.

Na Figura 4.21 sdo apresentadas as micrografias de SEM obtidas para o LTL (Figura 4.21 (A)) e
para o sistema 5-FU@LTL (Figura 4.21 (B)) numa ampliagdo de 50000x.

(A)

Figura 4.21: Micrografias de SEM obtidas na mesma ampliagdo (50000x). (A) LTL, (B) 5-FU@LTL.

Na Figura 4.22 sdo apresentadas as micrografias de SEM obtidas para o LTL (Figura 4.22 (A)) e
para o sistema 5-FU@LTL (Figura 4.22 (B)) numa ampliagdo de 100000x.
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(A)

Figura 4.22: Micrografias de SEM obtidas na mesma amplia¢do (100000x). (A) LTL, (B) 5-FU@LTL.

Na Figura 4.19 (A) apenas s3o visiveis aglomerados de particulas de zedlito. A medida que se vai
aumentando a ampliagdo vai-se tornando possivel observar a constituicdo do LTL. Na amplia¢do de
100000x (Figura 4.22 (A)) ja se conseguem observar as particulas do zedlito. Este apresenta uma
estrutura regular com didmetro de particulas cerca de 0,08 um.

Quando comparadas as micrografias em (A) (LTL) com as micrografias em (B) (5-FU@LTL) verifica-
se que ndo ha alteragées morfoldgicas apds a insercdo do farmaco no zedlito, uma vez que as
particulas de zedlito no 5-FU@LTL mantém o mesmo didmetro que as particulas do zedlito sem
farmaco. Também através das micrografias do 5-FU@LTL é possivel notar, especialmente através na
Figura 4.22 (B), a presenca de alguns agregados a superficie do zedlito que ndo sdo particulas do

mesmo.

Na Figura 4.23 sdo apresentadas as micrografias de SEM obtidas para o NanoNa-Y (Figura 4.23

(A)) e para o sistema 5-FU@NanoNa-Y (Figura 4.23 (B)) numa ampliagdo de 2000x.

(B)

Figura 4.23: Micrografias de SEM obtidas na mesma amplia¢do (2000x). (A) NanoNa-Y, (B) 5-FU@NanoNa-Y.
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Na Figura 4.24 s3do apresentadas as micrografias de SEM obtidas para o NanoNa-Y (Figura 4.24
(A)) e para o sistema 5-FU@NanoNa-Y (Figura 4.24 (B)) numa ampliagdo de 10000x.

(A) (B)

Figura 4.24: Micrografias de SEM obtidas na mesma ampliacdo (10000x). (A) NanoNa-Y, (B) 5-FU@NanoNa-Y.

Na Figura 4.25 sdo apresentadas as micrografias de SEM obtidas para o NanoNa-Y (Figura 4.25
(A)) e para o sistema 5-FU@NanoNa-Y (Figura 4.25 (B)) numa ampliagdo de 50000x.

(A) (B)

Figura 4.25: Micrografias de SEM obtidas na mesma amplia¢do (50000x). (A) NanoNa-Y, (B) 5-FU@NanoNa-Y.

A semelhanca dos resultados obtidos para o LTL, também para o NanoNa-Y s6 a medida que a
ampliacdo aumenta é que se torna possivel a visualizacdo das particulas de zedlito. Analisando a
Figura 4.25 (A) verifica-se que este zedlito apresenta uma morfologia de particulas regular com
tamanhos compreendidos entre 0,13 e 0,17 um. Também para este zedlito o encapsulamento do

farmaco ndo provoca alteragGes na sua estrutura, uma vez que as particulas do 5-FU@NanoNa-Y se
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mantém com os mesmos diametros. Mais uma vez, tal como nas micrografias do zeélito LTL, também

nas micrografias referentes ao 5-FU@NanoNa-Y se observa a presenca de farmaco a superficie.

4.3.5. ANALISE POR TERMOGRAVIMETRIA

A analise por termogravimetria (TG) permite conhecer as alteracdes que o aquecimento ou
arrefecimento podem provocar na massa de uma dada substancia, permitindo desta forma
estabelecer a faixa em que adquire uma composicdo quimica definida e constante bem como as
temperaturas de inicio da degradacdo. Assim, de forma a perceber a estabilidade do 5-FU, dos
zedlitos e dos sistemas ao aumento de temperatura, bem como de forma a calcular a quantidade de
5-FU nos DDSs efetuou-se uma analise TG. Esta andlise foi realizada com uma velocidade de
aquecimento constante de 10 °C/min na presenca de ar a fluxo constante 50 mL.min™ para garantir a
oxidacdo total do fadrmaco e contaminantes presentes nos zedlitos.

As curvas TG sdo obtidas representando a variagdo da massa das amostras (m/m, (%)) em fungdo
da temperatura (T (°C)). As curvas DTG obtém-se, fazendo o tratamento matemético da TG, ou seja,
através da termogravimetria diferencial, assim é representada a velocidade de variacdo de massa
(dm/dT) em (mg/min) em func¢do da temperatura (T (°C)). As curvas de DTG servem como base para a

determinagao das temperaturas onde a perda de massa é maxima.

Na Figura 4.26 estao registados os termogramas de TG e DTG obtidos para o 5-FU.

(a) 004 — — . (B) 007 oy, e
<0.24 A
0.2 1 '
0.4 4
0,4 . 064
E | = 084
E 064 | E -
9
5 -104
081 -1.2 1
- . i )
1.0 4 14 .
——su
T T T T T T T T T T T T T 1 -1.6 —T — T —_—
0 100 200 300 400 500 600 T00 1] 100 20 300 400 S0 A0 700
Temperatura [#C] Temperatura [9C]

Figura 4.26: (A) Registo da curva de TG do 5-FU. (B) Registo da curva de DTG do 5-FU.

Observando a curva de TG obtida (Figura 4.26 (A)) verifica-se que o 5-FU se mantém estavel
numa gama de temperatura entre 50 a 215 °C. A partir desta temperatura verifica-se uma inflexdo no

registo de TG indicando o inicio da degradacao, sendo a temperatura de degradacao inicial 221,3 °C.
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Estes resultados sdo comprovados pela curva de DTG (Figura 4.26 (B)) onde se verifica que a
temperatura maxima de degradagao do 5-FU é por volta do 315 °C. Estes resultados permitem inferir

qgue o 5-FU é um farmaco bastante estavel.

Na Figura 4.27 sdo apresentadas as curvas de variacdo de massa resultante da andlise de TG e

DTG para o zedlito NaY (azul), 5-FU (vermelho) e o 5-Fu@NaY (verde).
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Figura 4.27: Curvas de variacdo de massa para o NaY (azul), 5-FU (vermelho) e 5-FU@NaY (verde).

Nas Figuras 4.28 (A) e (B) sdo representadas as curvas de variacdo de massa para os sistemas

NanoNa-Y e LTL respetivamente.

(A) (B)
100 —_— 100
80 - 80 -
£ 60 - £ 60 -
~§. 40 E. 40 -
E E
20 - 20 -
0 ‘__"—/—r—-'—:-f T T 0 +— e / T T
0 200 400 600 800 0 200 400 600
T(2C) T(2C)

Figura 4.28: Curvas de variagao de massa para o zeélito (azul), 5-FU (vermelho) e 5-FU@zedlito (verde). (A) NanoNa-Y e (B) LTL.

As curvas apresentadas nas Figuras 4.27 e 4.28 tem o mesmo tipo de comportamento. Os
zedlitos de partida tém uma perda de massa entre 50-200 °C que corresponde as moléculas de dgua
presentes na estrutura. Com a introdugdo do farmaco observa-se, além deste patamar, outros dois a

temperaturas elevadas, sendo que o primeiro (200-410 °C) é o mais importante ao compararmos

800

82



Capitulo 4 — Resultados e discussdo

com o farmaco sozinho. Finalmente a Figura 4.29 apresenta a comparacdo entre os trés sistemas

DDSs preparados.
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Figura 4.29: Curvas de variacdo de massa para os diferentes DDSs preparados. 5-FU@NaY (verde), 5-FU@LTL (azul), 5-FU@NanoNa-

Y (vermelho).

O sistema preparado com o zedlito NaY apresenta maior capacidade de adsorcdo do farmaco do
que os restantes zedlitos. Os zedlitos, NanoNa-Y e LTL, cujas particulas sdo na ordem dos nandmetros

tém praticamente a mesma capacidade de adsorgao.

Na Tabela 4.3 apresenta-se os resultados obtidos das analises térmicas.

Tabela 4.3: Resultados de variagdo de massa obtidos para os diferentes DDSs preparados

NaY NanoNa-Y LTL 5-FU@NaY 5-FU@NanoNa-Y 5-FU@LTL
Miniciar (Mg) 5,51 8,452 2,352 4,678 5,328 4,01 3,358
o _ 0-200°C 8,5 9,7 1,96 1,71 2,29 1,1 1,07
T 200 - 305 °C 0,61 2,3 0 53,19 29,91 16,8 22,43
<3 305 - 410 °C 0,04 0,2 0 38,3 10 12 9,4
':>E g 410 -700 °C -0,08 0,2 0 4,3 8,6 12,7 8,6
TOTAL 9,07 12,4 1,96 97,5 50,8 42,6 41,5

Nos zedlitos de partida, a Unica perda de massa observada é associada a 4gua presente na
estrutura, em torno de 9% para as estruturas faujasite e 2% para o LTL. Com a introdugdo do
farmaco, o NaY é o que apresenta a maior quantidade de massa, 50,8 %, seguido do NanoNa-Y com

42,6% e o LTL com 41,5%.
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4.3.6. ANALISE POR SAXS

Com o objetivo de avaliar a localizacao, interacdo e o volume ocupado pelo fdrmaco na estrutura,

as amostras foram analisadas pela técnica de espalhamento de raio-X a baixo angulo (SAXS), analises

integradas num projeto em desenvolvimento com o Elettra Laboratory, Sincrotrone Trieste, Italia. O

tratamento de resultados encontra-se em curso, e devido a sua complexidade nao integram a

discussdo nesta tese.

4.3.7. ANALISE POR RMN DE ESTADO SOLIDO

Os sistemas de DDSs foram analisados por RMN do estado sélido com o objetivo de determinar

possiveis interagdes dos farmacos com a estrutura zeolitica e avaliar se o processo de preparagao dos

sistemas provocava alteragbes na estrutura. Serdo apresentados os resultados obtidos para o

farmaco CHC nas estruturas Y e A.

Nestas anadlises avaliou-se também se o solvente utilizado na preparacdo dos DDSs, a acetona,

ficava retido na estrutura o que poderia afetar os resultados dos testes de viabilidade celular.

Na Figura 4.30 s3o apresentados os espetros do *’Al CP/MAS RMN para acetona@zedlito (verde),

zeolito (azul) e farmaco@zedlito (vermelho) para o zedlito NaY (Figura 4.30 (A)) e para o zedlito NaA

(Figura 4.30 (B)).
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Figura 4.30: Espetros de ZAl CP/MAS RMN.
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(A) NaY; (B) NaA. Acetona@zedlito (verde), zedlito padrio (azul) e farmaco@zedlito
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Em ambas as estruturas zeoliticas observa-se que o solvente e o procedimento experimental
utilizados na preparagdo dos DDSs nao alteram a estrutura zeolitica. Todas as amostras apresentam
espécies de aluminio tetraédrico demonstrado pelo pico a 60,95 ppm (NaY) e a 53,96 ppm (NaA).
Ndo ha evidéncia de nenhum deslocamento ou alargamento dos picos do aluminio apds o seu
tratamento com acetona ou apds o encapsulamento do farmaco, o que indica que os procedimentos
experimentais nao provocam alteragdes na estrutura do zedlito. Estas estruturas porosas sdo

portanto estaveis para este tipo de aplicacdes.

O mesmo comportamento é observado nos espetros de **Na CP/MAS RMN. Na Figura 4.31 é
apresentado os espetros do >>Na CP/MAS RMN para acetona@zedlito (verde), zedlito padrdo (azul) e

farmaco@zedlito (vermelho) para o zedlito NaY (Figura 4.31 (A)) e para o zedlito NaA (Figura 4.31

(B)).
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Figura 4.31: Espetros de Na CP/MAS RMN. (A) NaY; (B) NaA. Acetona@zedlito (verde), zeélito padrio (azul) e farmaco@zedlito

(vermelho).

No espetro do NaY verificam-se uns ligeiros desvios nos picos do sddio no entanto ndo sdo
significativos. No espetro do NaA ndo se verificam quaisquer desvios quimicos. Isto comprova que os

zeolitos sdo estruturas estaveis.

Estas andlises vém corroborar os resultados obtidos nas andlises de FTIR e de SEM, pois

comprovam que o encapsulamento do fdrmaco ndo provoca alteragdes na estrutura do zedlito.

Para avaliar as intera¢Oes farmaco-zedlito, obtiveram-se os espetros de 3¢ cP/MAS RMN dos

sistemas CHC@Y e CHC@A. Os resultados desta analise estdo apresentados na Figura 4.32.
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160 140 120 100  (ppm)

Figura 4.32: Espetro de >C CP/MAS RMN do CHC (vermelho), CHC@Y (verde) e CHC@A (azul).

O espetro do CHC mostra picos caracteristicos da sua molécula. Em ambos os DDSs aparecem
picos similares aos picos do CHC puro o que evidencia a presenga do farmaco nos DDSs e a sua
integridade dentro da estrutura zeolitica. Porém, os picos observados aparecem com ligeiro desvio
quimico relativamente aos picos do CHC puro, com maior evidéncia na parte alifatica do composto, o
que indica que as interagdes entre parte do grupo dos carboxilatos do CHC e a estrutura zeolitica sdo
mais significativas. As interagdes que se observam entre o CHC e o zedlito mostram que o farmaco

esta no interior da estrutura zeolitica.

Com base nestes resultados, serd de esperar que o 5-FU e os zedlitos apresentem o mesmo

comportamento, estabelecendo interagGes farmaco-zedlito similares a estas.

4.4. ESTUDOS DE LIBERTACAO DO 5-FU

De forma a otimizar a andlise por HPLC foram testadas diferentes fases mdveis. A resolugao do
pico do 5-FU mais satisfatdria foi obtida com a fase movel tamp3o fosfato 0,01M em metanol/agua
(60/40).

Comegou-se por injetar o padrdo para verificar o tempo de reten¢gdo do mesmo. Verificou-se que
a 260 nm, o 5-FU apresenta um tempo de retencdo por volta dos 5 min. Na Figura 4.33 est3

apresentado 0 cromatograma do mesmo.
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Figura 4.33: Cromatograma do padrio 5-FU em PBS.

Seguidamente prepararam-se solu¢des de 10 mg de DDS/50 mL de PBS que se colocaram a 37°C

durante 48 h. As primeiras foram mantidas em repouso e as segundas colocadas sob agitacdo (100

rpm) para verificar se o processo de agitacdo tem alguma influéncia no perfil de libertacdo do 5-FU.

Para cada andlise foram retirados 5 mL da suspensdo PBS/DDS e repostos 5 mL de PBS fresco. Os

resultados apresentados nos diferentes graficos do numero de moles do 5-FU libertados em fungao

do tempo contemplam as diluigdes efetuadas.

4.4.1. LIBERTACAO A PARTIR DO 5-FU@NA-Y SEM AGITACAO

A Figura 4.34 mostra o cromatograma da libertacdo do 5-FU (figura 4.34 (A)) e a quantidade de 5-

FU libertado (em moles) do 5-FU@NaY ao longo de 48 h em condig¢es de repouso (figura 4.34 (B)).
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Figura 4.34: (A) Cromatograma da liberta¢do do 5-FU a partir do DDS 5-FU@NaY durante 48 h sem agitagdo. (B) Perfil da libertagdo

do 5-FU a partir do DDS 5-FU@NaY durante 48 h sem agitagao.
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Pelos resultados obtidos neste estudo observa-se que no tempo Oh, correspondente a primeira

injecdo, ha uma elevada quantidade de firmaco na solugdo (6,98x10™ moles). Este elevado valor

deve-se a presenca de farmaco a superficie do DDS.

Apds a primeira injecao verifica-se uma redugdo da quantidade de 5-FU na solugao vindo a

estabilizar em torno de aproximadamente 6,55x10° moles. Este comportamento mantém-se

constante até as 48 h, tempo que corresponde aos ensaios de viabilidade celular.

Este mesmo comportamento é observado para os outros dois zedlitos.

4.4.2. LIBERTACAO A PARTIR DO 5-FU@LTL SEM AGITACAO

A Figura 4.35 mostra o cromatograma da liberta¢do do 5-FU (Figura 4.35 (A)) e a quantidade de

5-FU libertado (em moles) do 5-FU@LTL ao longo de 48 h em condic¢des de repouso (Figura 4.35 (B)).
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Figura 4.35: (A) Cromatograma da libertacdo do 5-FU a partir do DDS 5-FU@LTL durante 48 h sem agitag¢do. (B) Perfil da libertagdo

do 5-FU a partir do DDS 5-FU@LTL durante 48 h sem agitagdo.

Neste sistema, ao contrario do que acontece com o NaY, observa-se menos quantidade de 5-FU

no ponto 0 h (3,70x10™ moles). Como no sistema anterior, a libertacdo adquire um perfil constante

em torno de 4,50x10™ moles até 48 h, apesar de verificar-se um pequeno aumento as 24 h.

4.4.3. LIBERTACAO A PARTIR DO 5-FU@NANONA-Y SEM AGITACAO

A Figura 4.36 mostra o cromatograma da libertagdo do 5-FU (Figura 4.36 (A)) e a quantidade de

5-FU libertado (em moles) do 5-FU@NanoNa-Y ao longo de 48 h em condi¢Ges de repouso (Figura

4.36 (B)).
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Figura 4.36: (A) Cromatograma da libertagdo do 5-FU a partir do DDS 5-FU@NanoNa-Y durante 48 h sem agitacdo. (B) Perfil da
libertagdo do 5-FU a partir do DDS 5-FU@NanoNa-Y durante 48 h sem agitagdo.

Neste DDS, o comportamento inicial € muito semelhante ao sistema anterior descrito, 5-FU@LTL.
Para este DDS verifica-se que entre a primeira injecdo (0 h) e a segunda (1 h) ocorre um aumento da

qguantidade de 5-FU em solugdo. A partir deste momento a quantidade de 5-FU na solucdo mantém-

se praticamente constante até as 48 h.

Estes DDSs foram ainda submetidos a agitacdo mecanica, a fim de avaliar se a difusdo do farmaco
para a solucdo era limitada pelas diferentes estruturas zeoliticas e de reproduzir as condi¢des que

seriam encontradas num organismo humano.

4.4.4. LIBERTACAO DO 5-FU@LTL CcOM AGITACAO

A Figura 4.37 mostra o cromatograma da libertagdo do 5-FU (Figura 4.37 (A)) e a quantidade de

5-FU libertado (em moles) do 5-FU@LTL ao longo de 48 h quando sujeito a agitacdo mecanica (Figura

4.37 (B)).
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Figura 4.37: (A) Cromatograma da libertagdo do 5-FU a partir do DDS 5-FU@LTL durante 48 h. (B) Perfil da libertacdo do 5-FU a
partir do DDS 5-FU@LTL durante 48 h.

Observando a Figura 4.37 (B) verifica-se que a libertacdo do 5-FU vai aumentando ao longo do
tempo, verificando-se um aumento significativo nas primeiras 5 h, tempo apds o qual o numero de
moles de 5-FU é 9,87x10° moles. Apds estas 5 h, continua a verificar-se um aumento até as 48 h no

entanto ndo é tao significativo.

4.4.5. LIBERTAGCAO DO 5-FU@NA-Y E DO NANONA-Y COM AGITACAO

A Figura 4.38 mostra os perfis de libertagdo do 5-FU libertado (em moles) do 5-FU@NaY (Figura
4.38 (A)) e do 5-FU@NanoNaY (figura 4.38 (B)) ao longo de 48 h quando sujeito a agitacdo mecanica.
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Figura 4.38: (A) Perfil da libertagdo do 5-FU a partir do DDS 5-FU@NaY durante 48 h com agitagdo. (B) Perfil da libertagdo do 5-FU a
partir do DDS 5-FU@NanoNa-Y durante 48 h.
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O comportamento do perfil de libertacdo do farmaco para os dois DDSs é idéntico. Em ambos os
casos, verifica-se um aumento significativo nas primeiras 5h, observando-se depois um aumento

ligeiro até as 48 h.

Comparando os resultados obtidos sem agitacdo e com agitacao, verifica-se que a agitacao leva a
libertacdo de maior quantidade de 5-FU dos DDSs do que quando se encontram numa solucdo em
repouso. Verifica-se ainda que neste processo de agitacdo os sistemas tém comportamentos muito
similares e que as quantidades de 5-FU libertadas dos mesmos nao diferem (Figura 4.39).

Nas amostras em repouso, apesar dos perfis de libertacdo também serem idénticos, verifica-se
que a quantidade de 5-FU na solucdo ao longo das 48 h ndo é a mesma para todos os sistemas, sendo
mais elevada no 5-FU@NaY, seguido do 5-FU@NanoNa-Y e por fim do 5-FU@LTL (Figura 4.40). Estes
resultados demonstram que o farmaco, numa solu¢do em repouso, tem maior facilidade em libertar-
se a partir de DDS com zedlitos com estruturas tridimensionais. A estrutura Y é 3D, composta de
grandes cavidades (1.2 nm), enquanto que a estrutura LTL é 1D com canais unidimensionais cujo
tamanho coincide com o didametro do poro (0.70 nm). Ambas as estruturas sdo caracterizadas por
poros largos (dimensdo dos poros: Na¥Y=NanoNa-Y (0.73 nm) > KLTL) Sem agitacdo a estrutura 3D
facilita a libertagdo do farmaco, enquanto na estrutura 1D pode haver empacotamento do farmaco
ao longo do canal. A agitagdo para ambas as estruturas facilita a libertagdo do farmaco sem

impedimentos, uma vez que o 5-FU tem dimensdes inferiores ao tamanho dos poros.
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Figura 4.39: Comparacdo dos perfis de libertagdo do 5-FU a partir dos DDSs estudados durante 48 h quando sujeitos a agitagao.
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Figura 4.40: Comparacdo dos perfis de libertagdo do 5-FU a partir dos DDSs estudados durante 48 h em condig¢6es de repouso.

4.5. TESTES DE VIABILIDADE CELULAR

Tal como ja referido anteriormente, os DDSs preparados foram estados em duas linhas celulares

do carcinoma colorretal, HCT-15 e RKO, de forma a avaliar a sua eficacia.

A citotoxicidade de todos os DDSs e dos zedlitos foi comparada relativamente ao controlo. Os
zeodlitos sem farmaco ndo devem causar redugdo na viabilidade celular, ou caso se verifique alguma

reducdo, essa deve ser insignificante, caso contrario, o material deixa de ser apropriado para a

utilizagdo como DDS.

4.5.1. CONCENTRACOES DE 5-FU Nos DDSs

Antes de se iniciarem os testes de viabilidade celular, procedeu-se ao célculo da concentragao de

5-FU em cada uma das concentra¢des de DDS testadas.

Todos os DDSs foram preparados com a mesma quantidade de 5-FU (130 mg).

Num total de 230 mg de DDS temos 100 mg de zedlito e 130 mg de 5-FU. Entdo, em 1 mg de DDS
temos 0,5652 mg de 5-FU, o que corresponde a 4,3450x10° moles. Sabe-se que esta quantidade de
5-FU estd presente em 1 mL (1x10° L) de meio de cultura, sendo assim possivel calcular a
concentragdo de 5-FU nos DDSs para as diferentes concentrag¢bes das suspensoes testadas.

Na Tabela 4.4. s3o apresentadas as concentragoes finais de 5-FU nos DDSs preparados.
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Tabela 4.4: Concentragdes finais de 5-FU nas diferentes concentrag6es de DDSs testadas

0,10 mg/mL 0,05 mg/mL  0,025mg/mL 0,01 mg/mL 0,005 mg/mL

(mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
5-FU@zeblito 0,434 0,217 0,109 0,043 0,022

4.5.2. EFEITO DO SISTEMA 5-FU@NAY NA LINHA CELULAR HCT-15

A Figura 4.41 mostra o efeito do zedlito NaY e do DDS 5-FU@NaY sobre a viabilidade das células

HCT-15, determinados pelo ensaio de SRB.
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Figura 4.41: Efeito do NaY e do 5-FU@NaY preparado na viabilidade da linha celular HCT-15 do carcinoma colorretal. As células
foram incubadas com diferentes concentra¢des de NaY e de 5-FU@NaY durante 48 h. A viabilidade celular foi medida através do ensaio
de SRB. Os valores sdo média * desvio padrdo de trés ensaios independentes, cada um realizado em triplicado. *p<0,05, comparado com

a barra do controlo (células).

Analisando os resultados obtidos, verifica-se que o zedlito NaY ndo apresenta citotoxicidade para
as células durante as 48 h de incubagdo em qualquer uma das concentrag¢des testadas, pois ndo se
verifica redugdo da viabilidade celular comparativamente ao controlo (células).

Por outro lado, quando se observam as barras referentes ao 5-FU@NaY verifica-se que ha
diminuicdo da viabilidade celular, sendo essa reducdo proporcional a concentracdo testada. Para a
concentragdo mais baixa (0,005 mg/mL) verifica-se uma reducdo de cerca de 35 % da viabilidade

celular e na concentragdo mais alta (0,1 mg/mL) essa reducgdo é de 66 %.
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Através do software GraphPad Prism 5® determinou-se que ICsy (concentracdo em que se verifica
reducdo de 50% da viabilidade celular) deste DDS nesta linha celular é 0,0914 mM.

O ICso do 5-FU livre as 48 h para esta linha celular é 0,4229 mM. Estes resultados levam a inferir
gue o 5-FU@NaY permite aumentar a eficiéncia do 5-FU cerca de 5 vezes, ocorrendo por isso uma

potenciacdo do efeito do farmaco.

4.5.3. EFEITO DO SISTEMA 5-FU@LTL NA LINHA CELULAR HCT-15

A Figura 4.42 mostra o efeito do zedlito LTL e do DDS 5-FU@LTL sobre a viabilidade das células

HCT-15, determinados pelo ensaio de SRB.
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Figura 4.42: Efeito do LTL e do 5-FU@LTL preparado na viabilidade da linha celular HCT-15 do carcinoma colorretal. As células
foram incubadas com diferentes concentragdes de LTL e o 5-FU@LTL durante 48 h. A viabilidade celular foi medida através do ensaio de
SRB. Os valores sdo média + desvio padrdo de trés ensaios independentes, cada um realizado em triplicado. *p<0,05, comparado com a

barra do controlo (células).

Pelos resultados apresentados, observa-se que o zedlito LTL sozinho, a semelhang¢a do zedlito
NaY, ndo provoca reducdo de viabilidade celular, ou entdo essa reducdo é pouco significativa (nas
concentracdes de 0,05 mg/mL e 0,1 mg/mL) relativamente ao controlo, pelo que é possivel dizer-se
que o zedlito LTL também ndo é citotdxico para as células.

Analisando as barras do 5-FU@LTL, verifica-se uma redugdo na viabilidade celular entre 33 % (na
concentracdo de 0,005 mg/mL) e 54 % (na concentragdo de 0,1 mg/mL). Ao contrario do que

acontece com o 5-FU@NaY, neste DDS a redugdo da viabilidade ndo é totalmente proporcional a
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concentragdo das suspensdes testadas, pois ha concentragdo de 0,01 mg/mL (41,3%) obtém-se uma

redugdo mais elevada do que na concentragdo de 0,025 mg/mL (33,3%).

Para este sistema o ICsy determinado é 0,4438 mM, sendo por isso mais elevado que o ICsy do
farmaco sozinho. Nesta linha celular, ao contrdrio do 5-FU@NaY, este sistema nao provoca
potenciacdo do efeito do farmaco. Isto pode ser explicado pelo facto deste sistema, quando em
repouso, ndao permitir uma boa difusdao do farmaco, tal como foi verificado nos estudos de difusao

por HPLC.

4.5.4. EFEITO DO SISTEMA 5-FU@NANONA-Y NA LINHA CELULAR HCT-15

A Figura 4.43 mostra o efeito do zeélito NanoNa-Y e do DDS 5-FU@NanoNa-Y sobre a viabilidade

das células HCT-15, determinados pelo ensaio de SRB.
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Figura 4.43: Efeito do NanoNa-Y e do 5-FU@NanoNa-Y preparado na viabilidade da linha celular HCT-15 do carcinoma colorretal. As
células foram incubadas com diferentes concentra¢ées de NanoNa-Y e o 5-FU@NanoNa-Y durante 48 h. A viabilidade celular foi medida
através do ensaio de SRB. Os valores sio média + desvio padrdo de trés ensaios independentes, cada um realizado em triplicado.

*p<0,05, comparado com a barra do controlo (células).

Os resultados apresentados, mostram que o NanoNa-Y ndo é citotdxico para as células. Apesar de
na concentracdo de 0,1 mg/mL este reduzir a viabilidade celular em 13% relativamente ao controlo, a
reducdao ndo é suficiente para que se possa dizer que o zedlito deixa de ser apropriado para a

utilizacdo como DDS.
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Através da visualizacdo do conjunto de dados referentes ao 5-FU@NanoNa-Y, observa-se que
este DDS, tal como o 5-FU@NaY e o 5-FU@LTL, também permite obter bons resultados na reducdo
da viabilidade celular. Essa redugdo situa-se entre 34 % na concentracdo mais baixa e 58% na
concentracdo mais elevada e, tal como acontece no 5-FU@NaY, a reducdo da viabilidade parece ser

proporcional ao aumento da concentracdo de DDS.

O ICs5y determinado para este sistema é 0,2940 mM, sendo por isso mais baixo que o ICsq do 5-FU
ndo encapsulado. Isto demonstra que este sistema também consegue potenciar o efeito do farmaco,
no entanto essa potenciacdo ndo é tao significativa como no sistema 5-FU@NaY uma vez que para
este sistema a potenciacdo é de 1,5 vezes contra as 5 vezes do 5-FU@NaY.

Fazendo uma analise global dos resultados obtidos na linha HCT-15, pode concluir-se que o 5-
FU@NaY é o sistema que permite a obtencdo de melhores resultados na reducdo da viabilidade
celular, seguido do 5-FU@NanoNa-Y. Estes DDSs para além de permitirem uma diminuicdo
significativa da viabilidade celular, permitem também potenciar a a¢do do farmaco.

Estes resultados estdo concordantes com os resultados obtidos nos estudos de difusdo, nos quais
se verificou que quando colocados numa solugdo em repouso, o DDS 5-FU@NaY permite uma maior

difusdo do farmaco para o exterior do zedlito, seguindo-se o 5-FU@NanoNa-Y e o 5-FU@LTL.

4.5.5. EFEITO DO SISTEMA 5-FU@NAY NA LINHA CELULAR RKO

A Figura 4.44 mostra o efeito do zedlito NaY e do DDS 5-FU@NaY sobre a viabilidade das células

RKO, determinados pelo ensaio de SRB.
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Figura 4.44: Efeito do NaY e do 5-FU@NaY preparado na viabilidade da linha celular RKO do carcinoma colorretal. As células foram
incubadas com diferentes concentragdes de NaY e o 5-FU@NaY durante 48 h. A viabilidade celular foi medida através do ensaio de SRB.
Os valores sdo média * desvio padrdo de trés ensaios independentes, cada um realizado em triplicado. *p<0,05, comparado com a barra

do controlo (células).

Observando as barras referentes ao NaY, verifica-se que o zedlito, a excecdo da concentracdo
0,01 mg/mL, ndo apresenta citotoxicidade para as células durante o periodo de incubac¢do. No
entanto, a redugdo que se verifica a 0,01 mg/mL n3o é uma reducéo significativa, pelo que é possivel
dizer-se que o zedlito ndo é citotdxico para as células.

Observando as barras referentes ao 5-FU@NaY verifica-se que nesta linha celular, este sistema
também permite uma redugdo muito significativa da viabilidade celular, sendo essa redugdo
proporcional a concentracdo de DDS testada. Na concentragdo de 0,005 mg/mL verifica-se uma

reducdo da viabilidade celular em 42,1% e na concentracdo de 0,1 mg/mL essa reducdo é de 73,3%.

Nesta linha celular, o ICsq do 5-FU sozinho as 48 h é de 0,1044 mM. O ICs5, determinado para 5-
FU@NaY é 0,0318 mM. Mais uma vez se mostra que este sistema permite uma potencia¢do do 5-FU,
ndo sendo no entanto tdo significativa como na linha HCT-15. O aumento da eficacia do 5-FU quando

encapsulado neste zedlito na linha HCT-15 é cerca de 5 vezes e nesta linha é cerca de 3 vezes.
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4.5.6. EFEITO DO SISTEMA 5-FU@LTL NA LINHA CELULAR RKO

A Figura 4.45 mostra o efeito do zedlito LTL e do DDS 5-FU@LTL sobre a viabilidade das células

RKO, determinados pelo ensaio de SRB.
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Figura 4.45: Efeito do LTL e do 5-FU@LTL preparado na viabilidade da linha celular RKO do carcinoma colorretal. As células foram
incubadas com diferentes concentragées de LTL e o 5-FU@LTL durante 48 h. A viabilidade celular foi medida através do ensaio de SRB.
Os valores sdo média  desvio padrdo de trés ensaios independentes, cada um realizado em triplicado. *p<0,05, comparado com a barra

do controlo (células).

Analisando os resultados apresentados, verifica-se que o zedlito sozinho provoca redugdo da
viabilidade em todas as concentragGes testadas, no entanto essa redug¢do sé é considerada
significativa nas concentra¢des 0,005 mg/mL e 0,01 mg/mL, onde a reducdo é de 32,3% e 24,2%
respetivamente, o que nao seria de esperar tendo em conta os resultados que sido apresentados.
Esta reducdo pode dever-se a homogeneizacdo incompleta das suspensdes de zedlito, resultando
numa deposicdo de aglomerados de zedlito sobre as células. Estes aglomerados podem criar uma
barreira a difusdo do oxigénio, comprometendo o acesso das células aos nutrientes do meio e
provocando morte celular.

Relativamente aos resultados obtidos com o sistema 5-FU@LTL, verifica-se que ha reducdo da
viabilidade celular em todas as concentracGes. A redugdo mais elevada é obtida na concentracdo de

0,1 mg/mL onde se observa uma diminuicdo de 68 % relativamente ao controlo.

Para este sistema o IC5, determinado foi de 0,0483 mM. Ao contrdrio do que acontece na linha

celular HCT-15, em que este sistema ndo provoca potenciagao do efeito do farmaco, nesta linha
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celular ja se verifica um aumento da eficdcia do fdrmaco de cerca de 2,2 vezes quando comparado

com o farmaco sozinho.

4.5.7. EFEITO DO SISTEMA 5-FU@NANONA-Y NA LINHA CELULAR RKO

A Figura 4.46 mostra o efeito do zedlito NanoNa-Y e do DDS 5-FU@NanoNa-Y sobre a viabilidade

das células RKO, determinados pelo ensaio de SRB.
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Figura 4.46: Efeito do NanoNa-Y e do 5-FU@NanoNa-Y preparado na viabilidade da linha celular RKO do carcinoma colorretal. As
células foram incubadas com diferentes concentra¢ées de NanoNa-Y e o 5-FU@NanoNa-Y durante 48 h. A viabilidade celular foi medida
através do ensaio de SRB. Os valores sio média + desvio padrdo de trés ensaios independentes, cada um realizado em triplicado.

*p<0,05, comparado com a barra do controlo (células).

Observando os resultados obtidos, verifica-se que o NanoNa-Y sozinho ndo provoca diminui¢cdo
significativa da viabilidade celular em nenhuma das concentracées testadas.

Por sua vez o sistema 5-FU@NanoNa-Y provoca uma elevada redugao da viabilidade celular, que
é proporcional a concentragdao de DDS testada. A diminuicdo da viabilidade varia entre 19,7% na

concentracdo 0,005 mg/mL e 71,03% na concentra¢do 0,1 mg/mL.

O IG5y determinado para este DDS é 0,1102 mM. Entdo, nesta linha celular este sistema nao
consegue potenciar o efeito do farmaco pois o ICs, do 5-FU livre é inferior ao 1Csq do 5-FU@NanoNa-

Y.
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Globalmente, verifica-se que o sistema que permite a obtencdao de melhores resultados é o 5-
FU@NaY independentemente da linha celular em que é testado. Estes resultados estdo relacionados
com a estrutura tridimensional NaY, permitindo por isso uma melhor difusdo do farmaco para o
exterior da estrutura zeolitica, bem como com a capacidade de adsorcdo deste zedlito como foi

verificado nas analises térmicas.

Na Tabela 4.5 sdao comparados os IC50s do 5-FU livre para as duas linhas e do 5-FU encapsulado

nos varios sistemas testadas.

Tabela 4.5: Resumo dos ICs, dos varios DDSs testados nas duas linhas celulares estudadas.

Linha HCT-15 Linha RKO

DDS 1C50 (MmM) Potenciagdo (x) IC5o (mM) Potenciagdo (x)
5-FU livre 0,4229 - 0,1044 -
5-FU@NaY 0,0914 5 0,0318 3
5-FU@LTL 0,4438 N&o se verifica 0,0483 2
5-FU@NanoNa-Y 0,2940 1,5 0,1102 N3do se verifica

4.5.8. ENSAIOS DE MICROSCOPIA

4.5.8.1. MICROSCOPIA OTICA COM AZUL DE TRIPANO

Com o intuito de observar a interacao dos zedlitos e DDSs com as células, utilizou-se a técnica de
microscopia otica. Para isso coraram-se as células com azul de tripano e observaram-se as diferentes

condigcdes na objetiva de 100x.

As figuras que se seguem mostram alguns exemplos da interagdo zedlito-células (Figura 4.48) e

DDSs-células (Figura 4.49) na linha HCT-15.
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Figura 4.47: Imagem de microscopia 6tica de células da linha HCT-15 (controlo) obtida na ampliagdo de 1000x.

(A) (8) (%]

Figura 4.48: Imagens de microscopia 6tica da interagdo dos zeélitos com as células da linha HCT-15 (setas) obtidas na ampliagdo de

(8) ()

Figura 4.49: Imagens de microscopia ética da interagdo dos DDSs com as células da linha HCT-15 (setas) obtidas na amplia¢do de

1000x. (A) 5-FU@NaY; (B) 5-FU@LTL; (C) 5-FU@NanoNa-Y.

1000x. (A) NaY; (B) LTL; (C) NanoNa-Y.

(A)

Comparando as Figuras 4.48 e 4.49 com a Figura 4.47 (controlo), parece que os zedlitos e
respetivos DDSs conseguem internalizar-se nas células. Nas imagens das células com zedlito e com
DDSs observa-se a presenca de pequenas particulas (assinaladas pelas setas) que ndo sdo visiveis na
imagem do controlo (Figura 4.47). Estas particulas sdo particulas de zedlito e de DDS, que parecem

ter entrado nas células, provavelmente por um processo de endocitose. Para que este processo
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ocorra, forma-se uma invaginagcdao na membrana celular. Quando esta invaginacdo da membrana se
fecha, forma-se uma pequena vesicula na qual estdo contidas particulas de zedlitos ou DDSs. Esta
vesicula é libertada no citoplasma e junta-se a um lisossoma que através da acdo de hidrolases acidas
permite a libertagdo do farmaco (Figura 4.50). No entanto, serdo necessarios mais estudos para

provar que é este o processo envolvido na entrada do DDS nas células.

Zedlitos ou DDSs

Membrana plasmatica !

Citoplasma

Lisossoma e
Invaginagio da Q 0 + O ﬂ @ﬂ ‘:‘::

membrana
Vesicula com zedlito ou DDSs

Figura 4.50: Esquema do processo de endocitose para a entrada dos zedlitos ou DDSs nas células [adaptado de 182].

Na linha celular RKO observa-se o mesmo tipo de interagdo entre os zedlitos-células e DDSs-
células do que o observado para a linha HCT-15.
Nas figuras seguintes mostram-se exemplos da interagdo dos zeélitos (Figura 4.52) e DDSs (Figura

4.53) com as células da linha RKO.

Figura 4.51: Imagem de microscopia 6tica de células da linha RKO (controlo) obtida na ampliagdo de 1000x.

@) (8) , ©

Figura 4.52: Imagens de microscopia 6tica da interagdo dos zedlitos com as células da linha RKO (setas) obtidas na ampliagdo de

1000x. (A) NaY; (B) LTL; (C) NanoNa-Y.
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(A)

Figura 4.53: Imagens de microscopia ética da interagdo dos DDSs com as células da linha RKO (setas) obtidas na ampliacdo de

1000x. (A) 5-FU@NaY; (B) 5-FU@LTL; (C) 5-FU@NanoNa-Y.

4.5.8.2. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Para comprovar os resultados da microscopia 6tica, através da qual se observou a presenca dos
zedlitos no interior das células, marcou-se o NaY com rodamina B e efetuou-se uma andlise de
microscopia de fluorescéncia na linha HCT-15 e RKO. Os resultados desta analise estdo apresentados

nas Figuras 4.54, 4.55 e 4.56.

Figura 4.54: Imagens de microscopia de células da linha HCT-15 (controlo). (A) Contraste de fase; (B) Nticleos marcados com DAPI

(coloragdo azul); (C) Conjugagdo das imagens de contraste de fase e DAPI.
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(A) (B) (C)

Figura 4.55: Imagens de microscopia da interagdao de células da linha HCT-15 com o NaY marcado com rodamina B apés 48 h de
incubagdo. (A) Contraste de fase; (B) Nucleos marcados com DAPI; (C) Rodamina B (vermelho); (D) Conjugacdo das imagens de DAPI e
rodamina B; (E) Conjugacdo das imagens de contraste de fase, DAPI e rodamina B. As setas indicam os locais onde se pode visualizar o

NaY marcado com rodamina B.

Figura 4.56: Imagens de microscopia da intera¢do de células da linha RKO com o NaY marcado com rodamina B apés 48 h de
incubagdo. (A) e (B) Conjugagdo de imagens de DAPI, rodamina e B-tubulina (verde). O citoplasma das células encontra-se marcado com

B-tubulina (coloragdo verde). As setas indicam os locais onde se pode visualizar o NaY marcado com rodamina B.

Comparando as imagens do controlo (sé células) (Figura 4.54) com as imagens do zedlito NaY
marcado com rodamina B (Figura 4.55), observa-se que o zedlito consegue internalizar-se no
citoplasma das células o que vem comprovar o que foi observado através da microscopia dtica.

Apesar deste processo ter sido feito apenas para o zedlito NaY, sera de esperar que acontega o
mesmo com o zedlito LTL e NanoNa-Y até porque tém particulas de menores dimensées, devendo

por isso internalizar-se com maior facilidade nas células.

104



Capitulo 4 — Resultados e discussdo

Extrapolando estes resultados para os DDSs, poder-se-a concluir que a libertagdo do farmaco é

feita no citoplasma da célula.
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A aplicacdo da nanotecnologia na medicina é hoje uma realidade, possibilitando o
desenvolvimento de sistemas a escala nano que permitem a prevencdo, diagndstico ou mesmo cura
de doencas.

Atualmente tem-se assistido a um aumento exponencial dos estudos efetuados na drea da

nanomedicina, sendo a criacdo de sistemas drug delivery uma das areas de grande interesse.

Este projeto tinha como propdsito criar sistemas drug delivery (DDSs) para o tratamento do
carcinoma colorretal, utilizando para o estudo os zedlitos NaY, NanoNa-Y e KLTL e o farmaco 5-FU.

Perante os resultados obtidos, pode pois afirmar-se que o objetivo do trabalho foi alcancado.

A preparacao de DDSs com dois solventes diferentes, metanol e acetona, permitiu mostrar que a
escolha do solvente deve ser tida em consideragdo na preparacao dos DDSs, uma vez que o solvente
utilizado pode condicionar de forma significativa todos os resultados do trabalho, principalmente os
ensaios de viabilidade celular. Neste processo de escolha do solvente deve entdo ter-se em conta
diversas caracteristicas fisico-quimicas do mesmo, como por exemplo a sua volatilidade, toxicidade e
a sua afinidade para o zedlito. Com um solvente que tenha grande afinidade para o zedlito
desfavorece-se a adsorcdo do farmaco ao zedlito, enquanto que se a afinidade para o zedlito for
baixa, a adsor¢dao do farmaco é favorecida. Esta caracteristica estd também relacionada com a
evaporagdo do solvente do zedlito, pois quanto menor a afinidade do solvente para o zedlito mais
facilmente sera evaporado.

No trabalho realizado verificou-se que o metanol é um solvente que tem elevada afinidade para
o zedlito dificultando por isso a sua total evaporag¢do da estrutura, o que se traduz em citotoxicidade
para as células. Verificou-se entdo, que dos dois solventes testados, a acetona é o solvente que
permite a obtencdo de melhores resultados nos ensaios de viabilidade celular, pois o zedlito quando
tratado com este solvente ndo provoca citotoxicidade celular.

Ainda, relativamente a preparacdo dos DDSs, verificou-se que o método de preparagdo utilizado,
encapsulamento, é um método eficaz para o encapsulamento do farmaco no zedlito e que o
processo de secagem apds encapsulamento é eficiente na evaporagdo do solvente. A escolha da
temperatura a utilizar para a evaporacgao do solvente deve ter em conta a volatilidade do mesmo e a
estabilidade do farmaco. Deve pois situar-se um pouco acima do ponto de ebulicdo do solvente mas
abaixo do ponto de fusdo do farmaco, de forma a que no processo de secagem haja a evaporagdo do
solvente sem ocorrer a degradacao do farmaco.

Apds a preparagdo dos DDSs torna-se necessdrio caracteriza-los, para que se possa fazer uma

correta aplicagdo dos mesmos. As técnicas de caracterizacdo utilizadas permitiram comprovar a
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presenca do farmaco nas estruturas zeoliticas permitindo ainda averiguar a manutencdo da estrutura
do farmaco e da estrutura do zedlito.

Através da andlise quimica elementar confirmou-se que o farmaco foi encapsulado com sucesso
nos zedlitos pois as razdes C/N experimentais e a razdo tedrica ndo apresentam diferencas
significativas. Esta presenga do farmaco nos zedlitos foi também confirmada pelas analises de
UV/Vis. Na analise dos espetros de absorcdo observou-se a existéncia de um pico entre 320 e 250 nm
em todos os espetros dos DDSs analisados, que comparando com o espetro do 5-FU e dos zedlitos, se
verifica ser caracteristico do farmaco uma vez que nos espetros dos zedlitos ndo se observa a
existéncia desse pico.

Por sua vez, a espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) permitiu
avaliar a presenca do farmaco nos DDSs bem como demonstrar a manutencdo da integridade
estrutural dos zedlitos. Os espetros obtidos por esta técnica demonstraram a presenca de bandas
gue sdo caracteristicas dos zeélitos e do farmaco, sendo por isso comprovada a presenga do farmaco
nas estruturas zeoliticas. Através desta técnica verificou-se ainda que o encapsulamento do farmaco
provoca uma ligeira alteracdo da razdo Si/Al do NaY, pois antes do encapsulamento a razdo do
zedlito é 2,75 e apds o encapsulamento é de 2,98, sugerindo por isso que o durante o processo de
encapsulamento o zedlito se torna menos acidico.

As andlises por microscopia eletréonica de varrimento mostraram que a morfologia dos trés
zeodlitos utilizados se mantém intacta apds o encapsulamento do farmaco, e mostraram a existéncia
de agregados a superficie dos zedlitos atribuidos a presenca de farmaco.

Através das andlises térmicas constatou-se que o 5-FU mantém a sua estabilidade nos DDSs.
Constatou-se ainda que dos zedlitos utilizados para a preparagdo dos DDSs é o zedlito NaY que
apresenta maior capacidade de adsorcdo de farmaco e que os zedlitos KLTL e NanoNa-Y apresentam
capacidades de adsorcdo semelhantes. Isto mostra que o tamanho das particulas dos zedlitos
influencia a quantidade de farmaco que fica adsorvido na estrutura zeolitica, entdo, é possivel dizer-
se que quanto maiores as particulas maior a capacidade de adsorcdo do zedlito. Os resultados destas
anadlises podem explicar os resultados obtidos nos ensaios de viabilidade celular. Dado que o NaY é o
gue apresenta maior quantidade de farmaco encapsulado, é de esperar que este sistema seja o que
apresenta melhores resultados na reducdo da viabilidade celular, o que efetivamente se verificou.

Por fim, as analises de RMN de estado sdlido, realizadas aos zedlitos NaY e NaA e farmaco CHC,
consolidaram os resultados obtidos com as técnicas de caracterizacdo anteriormente mencionadas.
Através de analises de *’Al CP/MAS RMN e *Na CP/MAS RMN dos espetros obtidos para os zedlitos
como padrdo e zedlitos tratados com solvente e os zedlitos com farmaco verificou-se que ndo
existem desvios quimicos significativos dos picos do aluminio tetraédrico e do sddio, o que significa

gue tanto o procedimento experimental escolhido para o encapsulamento, como a preseng¢a do
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farmaco, ndo provocam alteragdes estruturais no zedlito. Através de analises de 3¢ CP/MAS RMN
observou-se que o zedlito e o farmaco estabelecem interacGes através da unidade alifatica do
farmaco. Apesar de estas andlises terem sido feitas apenas para o DDS CHC@zedlito, prevé-se o
mesmo comportamento zedlito-farmaco com o 5-FU.

Relativamente aos estudos de libertacdo do 5-FU a partir dos DDSs, quando colocados em
solugdes em repouso e em solugdes sujeitas a agitacao, verificou-se que a agitacdo mecanica provoca
uma maior libertagao de fadrmaco para o exterior das estruturas. Entdo, e uma vez que agita¢do tinha
como intuito mimetizar, de uma forma muito simplista, as condi¢bes a que estes sistemas seriam
sujeitos se estivessem presentes no organismo humano, poder-se-a dizer que estes sistemas nao
terdo dificuldade em libertar o farmaco nos érgaos pretendidos.

Os estudos efetuados permitem concluir que as estruturas tridimensionais facilitam a libertacdo
do farmaco quando as solucBes do sistema estdo em repouso, ndo se verificando no entanto
qualquer diferenca na libertacdo das estruturas tridimensionais ou unidimensionais quando o
sistema é sujeito a agitacdo. Entdo, poder-se-d dizer que a agitacdo ajuda a eliminar o
empacotamento do farmaco que se forma no interior dos poros da estrutura unidimensional. Estes
estudos possibilitaram ainda verificar que a integridade do farmaco é mantida apds o seu
encapsulamento nos zeélitos, pois comparando os cromatogramas dos DDSs com o cromatograma
do 5-FU livre, observa-se o mesmo comportamento, isto é, um pico com a mesma resolu¢ao e com o

mesmo tempo de retengdo.

Este projeto culminou com o teste dos DDSs preparados em duas linhas celulares do carcinoma
colorretal, a linha HCT-15 e linha RKO. Os testes dos zedlitos nas linhas mostraram que estes nao
apresentam citotoxicidade para as células.

Dos sistemas estudados, o que se revelou mais eficaz na reducdo da viabilidade celular foi o
sistema 5-FU@NaY em ambas as linhas celulares. Nos ensaios celulares as suspensdes de DDSs apds
serem colocadas nas células sdo mantidas em repouso durante 48h. Entdo, os resultados obtidos
nestes ensaios estdo concordantes com os obtidos nos estudos de libertagdo, onde se verificou que o
sistema 5-FU@NaY é o que consegue libertar mais farmaco para a solu¢do quando se encontra em
repouso. Este sistema revelou-se ainda eficaz na potencia¢cdo do farmaco. O ICs, do 5-FU livre na
linha HCT-15 é 0,4229 mM e o ICsq do 5-FU encapsulado no zedlito é 0,0914 mM, o que demonstra
um aumento de cerca de 5 vezes da eficacia do farmaco quando presente nos DDSs. Na linha RKO o
ICso do 5-FU livre é 0,1044 mM e o ICso do 5-FU encapsulado neste zedlito é 0,0318 mM verificando-
se por isso um aumento de 3 vezes da eficicia do farmaco.

Para o sistema 5-FU@LTL também se obteve bons resultados na diminuicdo da viabilidade

celular, no entanto esses resultados sdo mais satisfatdrios na linha RKO, onde para além da reducdo
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da viabilidade celular, se verifica um aumento da eficacia do farmaco. Nesta linha, o 1Cs; do 5-FU
guando encapsulado neste zedlito é 0,0483 mM contra os 0,1044 mM para o farmaco livre.

Com o sistema 5-FU@NanoNa-Y, obtém-se bons resultados em ambas as linhas, todavia esses
resultados sdo mais satisfatérios na linha HCT-15 pois para além de diminuicdo da viabilidade ocorre
potenciacdo do farmaco. O ICsy do 5-FU neste sistema é 0,2940 mM enquanto o do farmaco livre é
0,4229 mM.

A potenciacdo do farmaco quando encapsulado nos zeélitos confirma o que foi mencionado
sobre os sistemas drug delivery, pois estes sistemas devido a libertacdo controlada do farmaco
permitem aumentar a sua eficdcia terapéutica.

Os resultados de microscopia 6tica e microscopia de fluorescéncia revelaram-se Uteis para avaliar
a interagao zedlito-células, observando-se que os zedlitos se internalizam nas células, provavelmente

através de um processo de endocitose.
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Finalizado o trabalho exposto e uma vez que os resultados apresentados sdao muito satisfatérios,
importa pois sugerir ideias que permitam dar continuidade a este trabalho num futuro préximo.

Os sistemas até agora testados foram sempre preparados através do mesmo método de
preparacdo. Serd pois interessante preparar novos DDSs utilizando outros métodos de preparacao,
como a impregnacao humida incipiente ou impregnacao por imersdo, através de fase gasosa ou
através dos procedimentos secos, para averiguar se também com esses métodos se consegue
manter a estabilidade do farmaco e do zedlito e se os sistemas se mantém eficazes na reducdo da
viabilidade celular.

Dever-se-a também aumentar a especificidade destes sistemas para o local de atuacdo. Para isso

poder-se-a funcionalizar a superficie dos zedlitos, através da utilizagdo de grupos aminas ou grupos
carboxilos com afinidade para as células alvo.

Diversos estudos tém vindo a conjugar outros farmacos, como por exemplo o Levamisol, com o 5-
FU de forma a aumentar a eficacia dos tratamentos de quimioterapia. Entdo em estudos futuros,
poder-se-a preparar sistemas com a conjugacdo de dois farmacos, para avaliar se também nestes
casos ha potenciacdo do efeito dos farmacos.

Serd ainda interessante realizar estudos tedricos, utilizando programas de modela¢cdo molecular,
gue permitam observar o tipo de ligacGes que os farmacos estabelecem com os zeélitos.

Relativamente aos estudos de libertagdo do farmaco hd ainda muito a ser feito, nomeadamente
testar a libertagdao em diferentes valores de pH, de forma a imitar as condi¢des a que estes sistemas
serao sujeitos no organismo ao longo das estruturas fisioldgicas, até chegarem aos locais de atuagao.
Dever-se-a também, efetuar estudos farmacocinéticos tedricos para perceber qual a lei cinética que
se adequa a libertagdo do farmaco a partir destes sistemas. Dever-se-a ainda realizar mais estudos
farmacodinamicos, de forma a tentar garantir a repetibilidade dos resultados.

No que diz respeito aos testes celulares, ha diversos parametros que precisam ser explorados. E
necessario investigar o efeito que os DDSs podem provocar em células saudaveis, verificando se
provocam morte celular ou ndo, e estudar o efeito que estes sistemas tém no metabolismo das
linhas celulares estudadas. Dever-se-a ainda testar DDSs noutras linhas celulares do carcinoma
colorretal e de outro tipo de cancros para apurar se a eficacia destes sistemas lhes é extensivel.

A interacdo dos DDSs com as células é também outra area que necessita de desenvolvimento,
pois contribuird para a compreensdo do mecanismo de libertagdao do farmaco a partir dos suportes
solidos. Para tal dever-se-do0 marcar com um corante fluorescente, para além dos zedlitos livres, os
DDSs e investigar a interagdao com as células ao longo do tempo através de microscopia confocal de

varrimento a laser e através de microscopia eletrénica de varrimento.
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Em estudos mais avancados, dever-se-a avaliar as reag¢lGes de imunogenicidade que estes
sistemas podem provocar, bem como estudar a sua acumulacdo em certos érgdos, como por

exemplo o figado.
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