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RESUMO

Neste trabalho trabalho produziram-se microparticulas de polissacarideos contendo
um farmaco anticancerigeno, o 5-Fluorouracil, ou um anti-inflamatério, a Prednisolona,
utilizando como matrizes encapsulantes o quitosano e o FucoPol. As microparticulas foram
produzidas pelo método de secagem por atomizacao (spray-drying). Foram estudados varios

reticulantes biocompativeis: o dcido glutamico; o acido citrico e a lisina.

As microparticulas produzidas foram caracterizadas em termos de morfologia,
tamanho, propriedades quimicas, propriedades térmicas, cristalinidade e eficiéncia de
encapsulamento recorrendo a técnicas como microscopia electronica de varrimento (SEM),
Espectro de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), calorimetria diferencial de

varrimento (DSC), difrac¢do de raios-X (XRD) e espectroscopia UV.

Os perfis de concentracao foram obtidos realizando ensaios de libertagdo em dois
meios distintos, em Suco Gastrico Simulado (pH=1,2) e Suco Intestinal Simulado (pH=6,8) e
foram calculadas as velocidades de libertacdo para cada ensaio. Verificou-se que os ensaios
com o fiarmaco modelo Prednisolona em matrizes de quitosano em meio acido, pH=1,2,

apresentam uma libertacdao mais lenta.

Os reticulantes mais adequados para o quitosano sdo o acido glutamico para a
libertacdo no estébmago, a pH=1,2, e o acido citrico para a libertacdo no intestino, a pH=6,8.
Em relacdo ao FucoPol, a concentracao de reticulante mais adequada para ambos os meios de

libertacdo revelou ser a de 50% em massa de lisina relativamente a massa de FucoPol.

Palavras-Chave: Libertacdo controlada, 5-Fluorouracil, Prednisolona, Quitosano,

FucoPol, Microencapsulacao, Spray-drying.
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ABSTRACT

In this dissertation polysaccharide microparticles containing an anticancer drug, 5-
Fluorouracil, or an anti-inflammatory, Prednisolone, were produced using different
encapsulating matrices, chitosan and FucoPol. In order to modify the release of the drugs
from the different matrices, biocompatible crosslinkers were implemented, such as glutamic
acid, citric acid and lysine. When implementing the studies with the lysine, it was also studied
the effect of the concentration of the crosslinker on the particle characteristics and release

properties.

The produced microparticles were characterized by their morphology, size, chemical
properties, thermal properties, crystallinity and encapsulation efficiency using techniques
such as Scanning Electron Microscopy (SEM), Infrared spectrum by Fourier Transform (FT-

IR), Differential Scanning Calorimetry (DSC), X-Ray Diffraction (XRD) and UV spectroscopy.

The concentration profiles were obtained by performing release assays in two different
solutions, in Simulated Gastric Fluid (pH = 1.2) and in Simulated Intestinal Fluid (pH = 6.8),
which respective release rates for each assay were calculated. It was verified among the tests
that when the model drug Prednisolone when implemented using a chitosan matrix in acidic

solution (pH = 1.2) exhibited a slower release.

Among the results, while using chitosan matrices, the glutamic acid showed to be the
most suitable crosslinking agent for stomach releases at pH=1.2 and the citric acid the best
crosslinking agent for intestinal releases at pH=6.8. Regarding the FucoPol matrix, it was
verified that the best concentration of the crosslinker for both kinds of release is when the

lysine is present in the matrix in a ratio of 50% of the FucoPol mass.

Keywords: Controlled release, 5-Fluorouracil, Prednisolone, Chitosan, FucoPol,

Microencapsulation, Spray drying.
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" Preparacdo e caracterizacao de microparticulas de polissacarideos produzidas

por secagem por atomizacdo para libertacdo controlada de fadrmacos" - Introducao

1.1. Objectivos

O objectivo principal deste trabalho incide na encapsulagdo de fArmacos em matrizes de
polissacarideos, sob a forma de microparticulas, com vista a sua proteccdo e libertacdo
controlada no intestino. Para cumprir o objectivo proposto, foram seguidos os seguintes

objectivos especificos:

— Estudo de duas varias matrizes encapsulantes (quitosano e FucoPol);

—  Avaliacdo do efeito de varios agentes reticulantes (acido glutamico e acido
citrico no quitosano e lisina para o FucoPol);

- Caracterizacdo das microparticulas em termos de morfologia, tamanho,
propriedades quimicas e térmicas;

— Quantificacdo do grau de encapsulamento;

—  Estudo do perfil de libertacdo da substancia activa com as diferentes matrizes

em meios acido e neutro, correspondentes ao estdmago e intestino respectivamente.
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1.2. Libertacao controlada

A libertacdo de um farmaco no seu local de ac¢do de forma a produzir o efeito

farmacoldgico pretendido é o objectivo dos sistemas de libertagao controlada.

E sabido que os sistemas biolégicos contém diversos mecanismos de defesa que servem
para proteger o sistema de substancias estranhas ao seu universo. Qualquer farmaco,
entregue por qualquer via, encontrara, quase certamente, algumas destas barreiras antes de
atingir o seu local de ac¢do.[1] A forma como este poderd interagir com os diferentes

obstaculos depende de uma série de aspectos de natureza diversa, tais como:

— As propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodinamicas do fAirmaco.

—A via de administracdo e as consequentes barreiras fisiologicas e bioquimicas
impostas a absor¢do do farmaco.

—As propriedades do material/materiais base do sistema de libertagdo de farmaco:
propriedades fisico-quimicas, biocompatibilidade, comportamento in vivo, interac¢des com o
farmaco, etc.

—0s métodos e tecnologias envolvidas na producdo do sistema de libertagio do

farmaco.[2]

As barreiras a serem ultrapassadas pelos farmacos em sistemas de libertacao
controlada podem ser classificadas como fisiologicas, bioquimicas e quimicas. As barreiras
fisiolégicas quando os farmacos sdo administrados por via oral encontram-se na mucosa
intestinal onde protegem o corpo de varias moléculas, como por exemplo as toxinas,
impedindo a sua passagem. As enzimas tém a funcdo de degradar susbstancias, estdo
incluidas nas barreiras bioquimicas. Quanto as barreiras quimicas, estas encontram-se
relacionadas com as interagdes quimicas do farmaco com o meio biolégico, e dependem da
estrutura e propriedades do farmaco, tais como solubilidade, permeabilidade,
comportamento com o pH e outros. Estas barreiras podem ser ultrapassadas modificando o

farmaco ou protegendo-o.

Além de atingir o local certo, ultrapassando este tipo de barreiras, o farmaco tem de
manter um nivel de concentracdo ao nivel terapéutico por um periodo de tempo especifico.
Para que tal aconteca existem varios métodos de administracio de farmacos. [1] Neste

contexto, o termo “farmaco” engloba todos os compostos bioactivos administrados com
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" Preparacdo e caracterizacao de microparticulas de polissacarideos produzidas

por secagem por atomizacdo para libertacdo controlada de fadrmacos" - Introducao

intdito terapéutico, desde moléculas de baixo peso molecular a proteinas e a material

genético.[2]

A primeira forma existente de administrar um medicamento foi numa tnica dose, onde
a libertagdo é imediata. E utilizada quando o tratamento requer apenas actuagio do farmaco
por um curto periodo de tempo. Pelo contrario, em casos de problemas crénicos o objectivo
incide em manter a concentracdo de fAirmaco constante num nivel terapéutico por algum
tempo. A admnistragdo em doses multiplas pode ser uma solugdo para manter o farmaco num
nivel desejado por periodos de tempos alargados. No entanto existem desvantagens neste
método de administracdo, como a necessidade de o paciente se comprometer a tomar a
dosagem correcta para que o nivel terapéutico do fArmaco durante o periodo de tratamento
se mantenha e o desconforto causado pelas varias administragdes. De forma a evitar este
problema existem métodos de libertagdo ndo imediata. Na Figura 1.1 sdo demonstradas as
varia¢des da concentragdo do farmaco no organismo ao longo do tempo nas situacdes de

admninistracdo de farmacos acima descritas.

Administracdo de firmaco numa Gnica e em miltiplas doses

Niveltoxico

Mivel terapéutico
Multiplas doses

Concentracio de firmaco

Dose (nica

MNivelineficaz

Tempo

Figura 1.1 - Grafico da concentracdo de farmaco em funcao do tempo para dose tinica e multipla,
adaptado de [1].

Os mecanismos de libertacdo ndo imediata sdo de trés tipos: libertacdo retardada;

libertacdo prolongada e libertacao controlada.

A libertacio retardada permite que varias doses de medicamento sejam incorporadas

numa Unica, desta forma elimina-se a desvantagem da administragdo de farmaco em doses
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multiplas onde o paciente tem de ter a responsabilidade de realizar a toma na altura certa. O
sistema de libertacdo prolongada aumenta a duracao da libertagdo de fArmaco, diminuindo a
velocidade de libertacdo de farmaco comparando com o sistema de libertagdo imediata. O
objectivo dos sistemas de libertagdo controlada é manter a concentracdo de farmaco
constante no local, fazendo com que a velociade de libertacdo seja igual a velocidade de

consumo do farmaco, durante o periodo desejado. [1]

No entanto estes mecanismos de libertacdo ndo imediata tém desvantagens que devem
ser tidas em conta no momento da escolha do tratamento de um doente, tais como, o facto de
nado ser possivel o fim imediato da sua accdo terapéutica caso sejam observadas reacgdes
adversas no paciente e a dificuldade em ajustar os regimes posologicos que sdo definidos
durante a concep¢do da forma farmacéutica. Os factores econémicos também tem que ser

tidos em conta pois estdo envolvidos processos e equipamentos mais dispendiosos. [1][3]

Sistemas de liberta¢3o ndo imediata

Nivel toxico

Mivelterapéutico

§ Controlada
E \
=
g
w
-
2
i}
o
-
=
B I \\—‘_*
3 \
8 | Prolongada
~
I ~
L.
—
_— -
Dose linica
Nivelineficaz
Tempo

Figura 1.2 - Grafico da concentracio de farmaco em fung¢do do tempo para diferentes sistemas
de libertacao, adaptado de[1].

Um sistema de libertacdo controlada bem projectado pode permitir ultrapassar alguns
problemas que existem na terapia convencional, além disso, pode também melhorar o efeito
terapéutico do farmaco. Para se obter a maxima eficiéncia terapéutica do farmaco sera
necessario fazer com que este alcance o seu destino na quantidade 6ptima no periodo de

tempo certo, para que a toxicidade e os efeitos secundarios sejam mitigados. [4]
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1.2.1. Mecanismos de libertagao

Os sistemas de libertacdo controlada que sdo preparados a partir de materiais
poliméricos podem ser divididos em trés grandes categorias, dependendo do mecanismo que
conduz a libertacdo do farmaco: os sistemas de libertacdo controlados por difusdo; os
sistemas de libertacdo activados pelo solvente e os sistemas de libertagdo controlados por

accdo quimica.

Em relacdo aos sistemas de libertacdo controlados por difusdo, estes sdo os mais
comuns e sdo de dois tipos: sistemas de reservatério e sistemas matriciais. Um sistema de
reservatério consiste num dispositivo constituido por um nucleo de fairmaco, no estado
liquido ou solido, protegido por uma membrana polimérica ndo biodegradavel, através do
qual o farmaco se difunde lentamente. Geralmente, estes dispositivos assumem uma
geometria esférica, cilindrica ou na forma de disco. Num sistema matricial o farmaco
encontra-se disperso na matriz polimérica. Nestes sistemas a taxa de libertacdo é controlada
pela taxa de difusdo do farmaco através do polimero que depende das propriedades do

farmaco e da membrana polimérica.

Os sistemas de libertagdo activados pelo solvente, onde o solvente ndo reage com o
polimero mas inicia a libertagdo do farmaco através da pressao osmotica ou pela absorcao de
agua (swelling). O sistema de libertacdo controlado pela pressdo osmética faz com que o
farmaco se liberte devido a pressao osmdtica junto a membrana polimérica semi-permeavel
(permeavel ao solvente mas ndo ao soluto), criada devido a diferenca de concentracdes do
farmaco no exterior e interior da membrana, originando um fluxo de fluido do exterior para o
interior do dispositivo, forcando o firmaco contido no interior a sair. Em relacdo aos sistemas
de libertacdo controlados pela absorcdo de agua, a matriz polimérica onde o farmaco esta
disperso tem a capacidade de absorver uma grande quantidade de agua sem se dissolver,
assim a taxa de libertacdo é essencialmente controlada pela taxa de absor¢ido de agua pela

matriz.

O terceiro mecanismo de libertacdo é controlado por acciao quimica, o qual se pode
dividir em sistemas de cadeias pendentes e em sistemas biodegradaveis. Os sistemas de
cadeias pendentes, também conhecidos como pro-farmacos consistem em fairmacos com uma
cadeia de polimero quimicamente ligada a si, em que estas ligacdes se quebram/degradam

por hidroélise ou accdo enzimatica, fazendo desta forma a libertagdo do farmaco a uma taxa
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controlada. Nos sistemas biodegradaveis o farmaco disperso na matriz polimérica liberta-se a

medida que esta é desintegrada.

Na pratica, alguns sistemas de libertacdo controlada ndo encaixam perfeitamente em
nenhum dos anteriormente mencionados, pois em muitos casos ndo existe um mecanismo
dominante que defina a libertacdo do farmaco, podendo este ser determinado pela

combinacdo de varios dos mecanismos descritos. [2][5]

1.2.2. Modelos cinéticos

O estudo In vitro da libertacdo controlada é um elemento importante do
desenvolvimento do dispositivo. Existem varios modelos cinéticos que podem descrever a
dissolugdo do farmaco ao longo do tempo. [6] Seguidamente serdo descritos alguns dos

modelos existentes que podem ser utilizados nestes sistemas de libertacao.

Modelo de ordem zero

Um modelo ideal de libertacao controlada deve seguir uma cinética de ordem zero. Este
nao dependeria da quantidade de firmaco presente nas particulas e a concentracao de
farmaco no sangue permaneceria constante ao longo do tempo de libertacdo. Este tipo de
libertacdo tem sido bastante investigado pois existe uma variedade de farmacos em que é
importante manter a mesma concentracdo, por exemplo, antibiéticos, medicamentos para
pressdo arterial, analgésicos e antidepressivos. A expressdo simples que caracteriza uma

libertacdo desta ordem pode ser descrita da seguinte maneira:

Q: = Qo + Kot

Onde Qt é a quantidade de farmaco libertada no tempo t, Qo é a quantidade inicial de

farmaco em solucdo e Ko é a constante de libertaciao de ordem zero. [6] [7]

Modelo de Higuchi (cinética de meia ordem)

Higuchi descreve a libertacdo como um processo de difusdo descrito pela Lei de Fick, ou

seja, dependente da raiz quadrada do tempo.

Q¢ = Kyt'/?

Onde Qt é a quantidade farmaco libertada no tempo t, Ku é a constante de dissolucio de

Higuchi.[7][6]
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Modelo de primeira ordem

Se a velocidade de libertacdo do farmaco depender da sua quantidade presente no

sistema estamos diante uma cinética de primeira ordem. A equagdo proposta por Noyes e

Whitney, onde a forma integrada da equacao é:

ant = IHQO + Klt

Onde Qt é a quantidade de farmaco libertada no momento t, Qo é a quantidade inicial de

farmaco em solucdo (normalmente Qo=0) e K; é a constante de libertagdo de primeira

ordem.[7][6]

Modelo de Korsmeyer-Peppas

Em 1983, Korsmeyer desenvolveu um modelo semi-empirico simples que descreve a

libertacdo de farmaco exponencialmente ao longo do tempo.

Qe

- = KKtn

Qoo

Onde Qo é a quantidade total de farmaco e Kk é a constante de libertacdo de

Korsmeyer, n é um parametro empirico que caracteriza o mecanismo de libertacao.

Tabela 1.1 - Interpretacao do expoente

“__n

n” na equacido de Korsmeyer-Peppas[8]

Geometria Expoente “n” | Mecanismo de transporte
Filme <0,5 Difusdo Fickiana
05<n<1,0 Transporte andémalo
1,0 Transporte caso Il
>1,0 Tran.sporte super caso II (nao-
Fickiana)
Cillindrica <0,45 Difusdo Fickiana
0,45<n<0,89 | Transporte anomalo
0,89 Transporte caso II (ndo-Fickiana)
> 0,89 Transporte super caso Il
Esférica <0,43 Difusio Fickiana
0,43 <n<0,85 | Transporte an6malo
0,85 Transporte caso Il (ndo-Fickiana)
> 0,85 Transporte super caso Il

A Tabela 1.1 revela os valores que “n” toma e qual o mecanismo de transporte a ele

associado. A difusdo Fickiana ocorre quando existe difusdo molecular do farmaco em virtude
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de um gradiente quimico. Quando a libertacdo é completamente ndo-Fickiana (ou mecanismo
de transporte caso II) o mecanismo de transporte de farmaco esta associado ao stress e estado
de transicao em polimeros hidroéfilicos vitreos que incham em agua ou fluidos biolégicos. Este
termo também inclui a erosdo e destruicao da rede polimérica. No transporte anémalo podem
ocorrer os dois fendmenos em simultaneo, difusdo e transporte caso II. No transporte super

caso 1I, a libertagdo é controlada pela relaxagdo macromolecular das cadeias de polimero.[7]

[8](6]

Modelo de Hixson-Crowell

A lei da raiz cibica de Hixson-Crowell descreve a libertacdo em sistemas em que a area
da superficie e o diametro das particulas ou capsulas se altera ao longo do tempo. No caso de
um farmaco que consiste em particulas de tamanho unifome é possivel descrever a equagao
que expressa a taxa de dissolucdo através da raiz cibica das particulas.

1/3 1/3 _
o — Q) =Kt

Onde Qt é a quantidade de farmaco libertado no tempo t, Qo é a quantidade inicial de

farmaco na capsula e Ks é a constante que relaciona a area e o volume da particula.[7] [8][6]
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1.3. Microencapsulacao

A microencapsulacdio é o processo que consiste na envolvéncia de uma
substancia,s6lida, liquida ou mesmo na forma gasosa, por uma membrana de maneira a

formar uma capsula com um tamanho na ordem dos micrémetros.[9][4]

E uma técnica que pode ser utilizada de forma a aumentar a eficicia de diversos
compostos na industria. Na libertagcdo controlada, tal como outras técnicas deste ramo,
permite a reformulagdo de uma grande quantidade de alimentos e productos farmacéuticos,

melhorando-os e providenciando melhores e novas propriedades. [8]

0 processo de microencapsulacao de substancias teve inicio no final dos anos 30. Mas
foi apenas a partir de 1950 que se tem extendeu a investigacdo sobre microencapsulagao,
primeiramente devido as suas aplicagdes na biomedicina para libertacdo de farmacos, e mais

tarde para implantacdo celular e terapia génica.

& Microencapsulagio ® Microencapsulagio por spray-drying
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Figura 1.3 - Numero cumulativo de artigos publicados sobre microencapsulacio e
microencapsulacao por spray-drying desde 1974. [8]

Também tém sido exploradas aplicacoes de microparticulas no ramo da biotecnologia
como a sua utilizacdo em fermentagdo e em culturas biolégicas em grande escala. [9] Além
destas é utilizada em varias areas da industria, principalmente na industria alimentar como
estratégia de adicdo de compostos funcionais, aditivos, corantes e aromatizantes; na indudstria
farmacéutica com o objectivo de criar principios activos ou vacinas com libertacio
controlada; nos cosméticos; na industria téxtil; e também tem sido a ser utilizada na

agricultura.[8]
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Na libertacdo controlada, a microencapsulacdo é utilizada para atrasar ou modificar a
libertagdo do farmaco, como por exemplo, encapsulando farmacos anticancerigenos com o

objectivo de este alcancar o local especifico do tumor. [4]

Além desta vantagem, existem outras razdes para que se continue a microencapsular

substancias, como: [10]

— Mascarar o paladar dos fairmacos;

— Reduzir as irritagdes gastrointestinais;

— Manipular as propriedades do principio activo;

— Proteger o principio activo de degradagdes e outros efeitos que destruam as

moléculas de interesse a encapsular.

1.3.1. Classificacao de microparticulas com compostos encapsulados

As microparticulas podem ser classificadas em relacdo a sua morfologia em trés

categorias: mononuclear; polinuclear e do tipo matriz.

As microparticulas do tipo mononuclear consistem numa capsula em redor do nucleo,
encquanto que as polinucleares, assim como o nome indica, apresentam varios nucleos.
Quando se esta perante microparticulas do tipo matriz, a substancia activa encontra-se

homogeneamente dispersa no material encapsulante.

Além destes trés tipos apresentados, as microparticulas podem apresentar multiplas

capsulas ou podem formar aglomerados. [10]

1.3.2. Técnicas de microencapsulagao

Existem varias técnicas disponiveis para a encapsulacdo de materiais. Os métodos
podem ser divididos em trés grandes grupos. Estes grupos e algumas técnicas de

microencapsulacdo encontram-se na Tabela 1.2.
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Tabela 1.2 - Métodos de microencapsulacio[10]

Métodos Quimicos

* Polimerizagao interfacial
« Polimerizacgao in situ
« Policondensacao

Métodos Fisico-quimicos

 Coacervacao e separacgao de fases
 Encapsulacio sol-gel
» Microencapsulacdo assistida por CO, supercritico

Métodos Fisico-mecanicos

e Spray-drying

« Congelamento

* Resvestimento de leito fluido
* Revestimento em bacia

» Evaporacdo de Solvente

0 método de encapsulacio utilizado neste trabalho foi o de secagem por atomizagdo ou

spray-drying.

O processo de spray-drying é uma técnica na qual um liquido é atomizado por uma
corrente de gas quente produzindo, instantaneamente, um po6. O liquido que alimenta o spray-
dryer pode ser uma solu¢do, uma emulsdo ou uma suspensdo. Normalmente o gas utilizado

neste processo € ar e, nalguns casos mais raros, azoto.

Manipulando as condi¢des de operacao, designadamente o caudal de alimentacdo de ar,
a temperatura do ar de secagem, a concentracdo da solucdo de alimentacdo em termos de
substancia activa e de matriz encapsulante, a pressdo do gas comprimido e o tamanho da
abertura por onde é atomizada a solucdo, podem ser produzidas particulas de diversos

tamanhos.[11]
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Figura 1.4 - Esquema do processo de microencapsulacio por spray-drying

A solucdo ou suspensdo a alimentar ao spray-dryer é constituida pelo material da
matriz encapsulante, pelo principio activo e por um solvente apropriado. Esta mistura é entdo
bombeada para uma camara de atomizacdo.Para a entrada do liquido nesta cimara podem ser
usados dois tipos de atomizadores: injector com pressdo ou com disco giratdério. Consoante a
energia fornecida ao atomizador o didmetro das goticulas também ¢é alterado, sendo tanto
menor quanto maior a energia. A medida que as goticulas entram em contacto com o ar
quente dentro da cdmara, a uma temperatura entre 1502C e 2202C, estas adquirem forma
esférica. A temperatura a que as microparticulas estdo expostas nido ultrapassa os 1002C
devido a rapida evaporacdo da dgua presente nas goticulas e ao baixo tempo de residéncia das

particulas formada na camara de secagem.[11] [12]

As microparticulas formadas sdo transportadas pela corrente de ar de secagem para um
ciclone, onde se procede a separacdo sélido gas de modo a possibilitar a recuperagdo das

microparticulas.
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As particulas produzidas com esta técnica, normalmente, sdo do tipo matriz, onde o
principio activo é distribuido uniformemente pelo material encapsulante. Este tipo de

microcapsulas resulta num mecanismo de libertacdo pela ac¢do de solvente e por difusdo.[13]

Spray-drying é a técnica de producdo de materiais microencapsulados mais comum e
menos dispendiosa. Quando existem problemas de secagem num processo com os métodos
convencionais o spray-drying tem sido considerado como solucdo eficiente. Este tem sido
utilizado na industria com o objectivo de assegurar a estabilidade microbiolégica dos
produtos, evitar o risco de degradacdo quimica e/ou biolégica e obter um produto com

propriedades especificas.[11]
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1.4. Matrizes de base polimérica

Tém sido utilizados e investigados uma variedade de polimeros na preparacdo de

microparticulas, desde os naturais aos sintéticos. A escolha deste vai depender da sua

interaccdo com o conteddo que se pretende encapsular e das caracteristicas desejadas nas

microparticulas. As diferentes combina¢des de materiais podem fazer com que seja mais ou

menos dificil encapsular o material uniformemente, no entanto é possivel formar particulas

com forma esférica utilizando os materiais certos. [14]

Tabela 1.3 - Materiais utilizados em microencapsulacdo [14]

Natural Sintéticas
Agar Polimeros acrilicos
Albumina Poli(orto esters)
Alginatos Poliuretanos
Caseina Poliamidas
Quitosano Poliestireno
Colagénio Polietileno-glicol
Dextrina Poli(etileno-vinil- acetato)
Gelatina Dimetil polissiloxano
Glaten Polivinil acetato ftalato

Goma arabica

Alcool Polivinilico

Pectina Polivinil pirrolidona
Amido
Ceras

Cera de abelha

Cera de carnauba

Parafina

Espermacete

Zeinas do milho

Derivados da celulose

Poli-lisina

Shellac

Na Tabela 1.3 estdo descritos os diferentes materiais que podem ser utilizados para

microencapsulacdo. Estes materiais sdo moléculas de elevado peso molecular e possuem
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caracteristicas hidrofébicas ou hidrofilicas. Gracas a diferente polaridade de cada um destes

compostos pode-se adaptar a matriz relativamente as necessidades do produto. [14]

Apesar dos polimeros sintéticos apresentarem elevada estabilidade quimica e oferecem
a possibilidade de adaptar e manipular a sua composi¢do e estrutura de forma a ir ao
encontro dos requisitos da aplicagdo, por vezes ndo apresentam biocompatibilidade o que

limita o seu potencial em aplicagdes clinicas.

A maioria dos polimeros naturais consistem em proteinas (como a albumina e a
gelatina), polissacarideos (como o quitosano e o alginato) e polihidroxialcanoatos. Como estes
polimeros naturais apresentam sempre baixa ou mesmo nenhuma toxicidade, baixa
imunogenicidade e consequentemente elevada biocompatibilidade (uma das caracteristicas
mais importantes para biomateriais utilizados em clinica) sdo os preferidos para sistemas de

microencapsulacdo.[15][2]

Neste trabalho foram utilizados dois polissacarideos, o quitosano e o Fucopol, como

material de encapsulacgao.

1.4.1. Quitosano

0 quitosano é um polissacarideo catidénico obtido através da desacetilagdo da quitina. A
quitina é o segundo polimero natural mais abundante no mundo, a seguir a celulose, e pode
ser encontrada no exoesqueleto de insectos e crustaceos, nas paredes celulares de fungos,

entre outros.

Na produgio de quitosano, raramente se completa o processo de desacetilacdo por isso
a molécula de quitosano é composta por dois monossacarideos, N-acetil-D-glucosamina e D-
glucosamina ligados por ligagdes glicosidicas B-(1—4). A quantidade de glucosamina na

molécula determina o seu grau de desacetilagdo, que pode variar entre 40% e 98%.

[8][16][17]
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Figura 1.5 - Estrutura quimica do quitosano (n > 60)[2]

Esta molécula é solivel em meios acidos, pH inferior a 6,3, devido a protonacao dos
grupos amina livres ( - NH2). E a presenca destes grupos amina e de grupos hidroxilo ( - OH),
visiveis na Figura 1.5, em diferentes quantidades que permite a alteracdo da estrutura do

quitosano, conferindo-lhe assim uma grande versatilidade de aplica¢bes.[16][17]

Tabela 1.4 - Propriedades bioldgicas do quitosano[2][18]
Biodegradavel
Biocompativel
Propriedades bioasdesivas/mucoadesivas
Promotor de absorgao
Actividade anti-inflamatéria, antifiingica e antibacteriana
Promotor da regeneracdo de varios tecidos (pele, tecido 6sseo...)
Hemoestatico
Antitrombogénico

Todas as propriedades acima descritas fazem do quitosano um 6ptimo material para

diversas aplicacOes nas industrias farmacéutica e alimentar.

1.4.2. Polissacarideo extracelular, FucoPol

0 FucoPol é um polissacarideo extracelular (EPS) desenvolvido no Laboratério da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa, produzido a partir da

Enterobactéria A47 DSM 23139, pertencente a familia das bactérias Gram-positivas.[19]

Existem outros polissacarideos extracelulares produzidos através de bactérias, mas
apenas alguns sdo economicamente viaveis, como o acido hialorénico, a goma gelana, a goma
chantana. De forma a tornar o processo de producdo de FucoPol rentavel, além da
optimizacdo do processo de produgio, este utiliza glicerol como fonte de carbono, um sub-
produto da produgdo de biodiesel.[19] A utilizacdo desta fonte de carbono apresenta grandes
vantagens uma vez que apresenta baixo custo e a sua viabilidade podera aumentar com a

evolucdo do consumo de biodiesel.[20]
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Este novo EPS é um polissacarideo ani6énico de elevado peso molecular (~5,0x106) em
que fazem parte da sua composi¢do os aguiicares neutros: fucose (32-36 %mol); galactose (25-
26 %mol); glucose (28-34 %mol) e acido glucurénico (9-10 %mol) e grupos acilo de que
fazem parte: acetilo (3-5 %mol); piruvato (13-14 %mol) e sucinato (3 %mol). Existem outros
acucares no polimero, manose e ramnose, que se encontram em pequena quantidade (<1%).

E a presenca do piruvato e sucinato que confere o caracter aniénico ao FucoPol.[19] [21][22]

A composicdo apresentada pode ser alterada, visto que a alteragdo das condi¢des de
operacdo do bioreactor resulta na alteracdo da composicdo do EPS, que é bastante

influenciada por estes parametros.

O facto de este polissacarideo conter fucose torna-o num produto de elevado valor no
mercado, dado que a fucose é um agucar raro, de dificil obtencdo e apresenta variadas
propriedades vantajosas para o organismo humano. Estudos recentes tém indicado
propriedades anti-cancerigenas, de prevencdo dos diabetes, anti-inflamatérias, anti-

envelhecimento e de inibicdo das reacc¢des alérgicas na pele.[23]
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1.5. Reticulacao

Os polissacarideos utilizados como matriz de encapsulacdo apresentam, no entanto,
uma limitacdo pelo facto de serem moléculas muito hidrofilicas, devido a presenca de grupos
hidroxilo, carboxilico, amina e outros na sua estrutura. Assim, em meio aquoso o0s
polissacarideos permitem uma rapida entrada de agua na particula, aumentando o seu
volume e provocando a sua degradagdo, o que causa uma libertagdo precoce do farmaco. Com
o objectivo de diminuir a entrada de dgua e a rapida libertacdo de fArmaco, pode proceder-se
a reticulagdo do polissacarido, sob a accdo de um agente reticulante, promovendo o

estabelecimento de ligacdes covalentes entre as cadeias de polimero.

Para os dois polissacarideos utilizados neste projecto, os agentes de reticulacdo podem
estabelecer ligacdes covalentes ou i6nicas com o polimero, criando uma espécie de rede onde

a substancia activa fica retida. [8]

Os reticulantes utilizados para estabelecer ligacdes covalentes sdo moléculas que
apresentam no minimo dois grupos funcionais livres que permitam estabelecer pontes entre
as cadeias poliméricas. Muitos dos reticulantes descritos na literatura normalmente sao
toxicos e portanto a sua utilizacdo em aplicacdes farmacéuticas e alimentares é limitada.

Neste trabalho foram testadas como agentes reticulantes trés moléculas biocompativeis.

As microparticulas reticuladas com compostos ib6nicos sdo consideradas mais
biocompativeis. A sua rede pode nao ser permanente quando forma por vezes ligacdes
reversiveis. Estas ligacdes apresentam sensibilidade as diferencas de pH do meio, o que pode
aumentar o seu potencial como reticulantes. Estes sdo normalmente bem aceites pelo

organismo, sendo uma vantagem para o uso terapéutico.[8]

Como agentes reticulantes do quitosano foram utilizados o acido citrico e o acido

glutdmico. Como agente reticulante do FucoPol, foi utilizada a lisina.

0 acido citrico é o composto responsavel pelo sabor acido dos limdes, limas, toranjas,

laranjas e outros citrinos. A temperatura ambiente, este é um p6 cristalino. [24]

O Acido citrico apresenta a particularidade de ser um produto metabodlico de quase

todos os seres vivos (Ciclo de Krebs) e ndo ser toxico para o corpo humano.[25]
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Normalmente, a produgdo de 4acido citrico comercial é feita a partir da fermentagdo da
sacarose ou melaco pelo fungo Aspergillus niger, da familia das penincilinas, ou
sinteticamente a partir da acetona ou do glicerol. Aproximadamente 75% da produgdo
mundial de &cido citrico é utilizada na industria alimentar e 12% na industria farmacéutica.

[26]

, OH
HO | _~_ _OH

0~ OH

Figura 1.6 - Estrutura quimica do acido citrico[27]

Este composto, representado na Figura 1.6, possui trés grupos carboxilicos, que
apresentam uma densidade de carga negativa. Apesar de o &cido citrico ter cargas opostas as

do quitosano, a ligacdo entre estes compostos é covalente, como demonstra a Figura 1.7.[28]

OH
AU ma
HO(iC)T): HOOC\if

HOOC

Figura 1.7 - Interacg¢ao entre o acido citrico e o quitosano [28]

Quando se utiliza acido citrico como como reticulante do quitosano, os grupos amina do
quitosano reagem com o acido citrico formando estruturas amida laterais. Estas ligacdes na
matriz polimérica aumentam a resisténcia de entrada de agua nas particulas durante a

libertagdo do farmaco.[28]

0 acido glutdmico ou acido (2S)-2-aminopentanedidico € um aminoacido que contém
dois grupos carboxilicos e um grupo amina, devido a sua estrutura trata-se de um aminoacido

carregado negativamente. A sua estrutura é representada na Figura 1.8.

O~ .OH 2

H,N OH
H

Figura 1.8 - Estrutura quimica do acido glutamico[29]
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E utilizado como aditivo alimentar, mais conhecido por glutamato. A mais importante
caracteristica deste composto é o seu papel na transdugao dos sinais eléctricos no sistema
nervoso, aparentemente em todos os organismos vivos complexos. O acido glutdmico esta
envolvido na maioria das fung¢des cerebrais, como cognicdo, memoria e aprendizagem e é
considerado o maior mediador dos sinais excitatérios no sistema nervoso central dos

mamiferos.[30]

A lisina é um aminoacido essencial, com dois grupos amina e um grupo carboxilico. O
grupo e-amina, presente na cadeia de carbonos mais longa é bastante reactivo, pois encontra-
se mais exposto ao meio envolvente que os outros grupos, por isso este grupo especifico

apresenta um pKa=10,5.[31]

NH, o

H,N

Figura 1.9 - Estrutura quimica da L-Lisina [29]

Foi testada como ansiolitico (diminui ansiedade e tensido) e demonstrou ter efeitos nos
receptores de serotonina no tracto intestinal, tal como existe a possibilidade de reduzir
ansiedade através da regulacdo de serotonina nas amigdalas.[32] Pode ser boa para pessoas

com infec¢bes de herpes.[33]
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1.6. Farmacos Modelo

Na realizacdo deste trabalho, foram utilizados como farmacos modelo, um

anticancerigeno, o 5-Fluorouracil, e um anti-inflamatoério, a Prednisolona.

1.6.1. 5-Fluorouracil

0 5-Fluorouracil (5FU) foi introduzido no mercado pela primeira vez no ano de 1957 e
desde entdo que é parte essencial de varios tratamentos anti-cancerigenos. O 5FU tem
actividade anti-tumoral contra o aparecimento de neoplasias malignas de origem epitelial no
trato gastrointestinal, na mama e também na cabeca e no pescogo. No entanto, este é prescrito

mais usualmente para o tratamento do cancro colorectal.[34]

Exerce o seu efeito nas células proliferativas interferindo na sintese do ADN. Nalguns
estudos de farmacologia celular e molecular em células in vitro e in vivo tém-se observado
diferencas no crescimento celular na presenca de 5-FU, onde as células sdo afectadas em
todas as fases do ciclo celular e outros estudos mostram que 5-FU bloqueia apenas o ciclo
celular nas fases G1 e S. Estes resultados indicam que ndo se sabe ao certo o funcionamento
do mecanismo de accdo do 5-FU mas tem-se feito pesquisa no sentido de melhor

entendimento do seu funcionamento nas células. [35]

gap or Gi
growth
phase 1

gap or G2
growth
phase 2

S
(DNA synthesis)

The Cell Cycle

Figura 1.10 - Diagrama do ciclo celular [36]

0 5-FU é um farmaco de reduzido peso molecular, 130,08 g/mol, e a sua estrutura

quimica é apresentada na Figura 1.11.
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0O

S

A

0° NH

Figura 1.11 - Estrutura quimica do 5FU[37]

Este farmaco apresenta uma elevada solubilidade em d&gua, 25,9g/L, e tem sido
encapsulado em matrizes de poli(L-acido lactico-co-acido glicélico) (PLAGA), alginato, alcool

polivinilico, etilcelulose, quitosano, entre outros.[38][39][40] [41]

1.6.2. Prednisolona

A Prednisolona é um glucocorticdide e o seu nome IUPAC ¢é
(8S,95,10R,11S,13S,14S,17R)-11,17-dihidroxi-17-(2-hidroxiacetil)-10,13-
dimetil7,8,9,11,12,14,15,16-octahidro-6H ciclopenta[a]penantren-3-1. A sua estrutura

quimica encontra-se na Figura 1.12.

Figura 1.12 - Estrutura quimica da Prednisolona[42]

Este farmaco é utilizado como anti-inflamatério ou agente imunosupressivo em varias
patologias, o que significa que ndo actua sobre o desenvolvimento da doenca subjacente,
apenas proporciona um alivio dos sintomas. [43] E um dos fairmacos receitados para a doenca
de Crohn, um tipo de doeng¢a inflamatéria intestinal, também utilizado em doencas
dermatolégicas (dermatite, liquen, psoriase), doencas reumaticas, alérgicas ou inflamatérias.

[44][45]
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A sua utilizacdo neste trabalho pratico é importante, pois nunca se estudou a
microencapsulagido aplicada a Prednisolona. E um firmaco com uma solubilidade muito
baixa, 221 mg/L, sendo praticamente insolivel em meio acido o que dificulta a sua
administracdo por via oral, podendo precipitar no estdbmago e causar ulceras e irritagcdes no

estdmago.[29]
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2.Materiais e métodos
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Ao longo deste capitulo descreve-se o trabalho realizado para o desenvolvimento dos
sistemas de libertacao controlada de farmacos sob a forma de microparticulas de quitosano e
FucoPol. Com este objectivo, preparam-se microparticulas destes dois polissacarideos com

dois farmacos diferentes, 5FU e Prednisolona, imobilizados no polimero através da técnica de

spray drying .

2.1. Materiais

Os polissacarideos utilizados para a producdo das microparticulas foram o quitosano,
fornecido pela G.T.C. Bio Corporation e o polissacarido extracelular (FucoPol), produzido no
Biochemical and Process Engineering Group (BPEG), da Faculdade de Ciéncias e Tecnologias da

Universidade Nova de Lisboa.

Na producdo de microparticulas por spray-drying, foram utilizados o acido acético

glacial 99-100%, fornecido pela Chem-Lab, etanol fornecido pela Riedel-de Haen.

Os agentes reticulantes utilizados &cido citrico, fornecido pela Panreac, L-acido

glutamico >99% e a L-lisina foram, ambos fornecidos pela Sigma .

E os farmacos utilizados neste estudo foram o 5-Fluorouracil e a Prednisolona

fornecidos pela Sigma.

Nos ensaios de libertacdo foram utilizados o cloreto de sddio (NaCl) da Panreac, o acido
cloridrico (HCI) comercial da LabChem, o hidroxido de s6dio (NaOH) em pellets da HIMedia

Laboratories e o fosfato monopotéssico dihidrogenado (KH2P04) da Panreac.

2.2. Métodos

2.2.1. Produgdo de FucoPol

O polissacarideio extracelular foi produzido pela bactéria Enterobacter A47, esta foi
inoculada num bioreactor de 10L operado a temperatura de 30,02C e pH igual a 6,8. Durante o
primeiro dia de crescimento da cultura o bioreactor operou em modo batch, durante mais trés
dias o bioreactor opera em modo fed-batch com alimentacio de glicerol (solugdo de 200 g.L-1)

com um caudal constante de 20 mL.h-1.
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Na extraccdo e purificacdo do polissacarideo produzido utilizou-se apenas metade da
cultura resultante e foi necessario efectuar varios passos. Comegou-se por diluir a cultura em
1:3 (v/v) com agua desionizada com o objectivo de diminuir a viscosidade da solugao
resultante da fermentacdo. A solugdo ja diluida foi depois submetida a centrifugacdo a 8 000
rpm durante 30 minutos, de forma a remover as células presentes em solu¢do. Foi recuperado
o sobrenadante que sofreu tratamento térmico durante uma hora a uma temperatura de 702C.
Apbs o tratamento térmico o fluido foi de novo centrifugado, durante 30 minutos a 8 000 rpm,
com o propésito de retirar proteinas que possam ter precipitado com o aumento de

temperatura e células que persistiram na solugdo ap0s a primeira centrifugacao.

Depois da centrifugacdo, o subrenadante resultante foi submetido a um processo de
diafiltracao, utilizando um modulo de fibras ocas (Modelo: UFP-500-E-62, GE Healthcare) com
um cut-off a uma massa molecular de 500 kDa e uma area superficial de 2800 cmz2. A pressao
transmembranar da operacdo de diafiltragdo foi mantida abaixo dos 0,7 bar de modo a
remover compostos contaminantes de baixo peso molecular como sais, glicerol e algumas

proteinas.

Depois de eliminadas todas as impurezas, o sobrenadante tratado foi concentrado (5:1)
usando o mesmo médulo de membranas, através de um processo de ultrafiltracdo. A solucdo

obtida foi submetida a calor para secar, numa estufa a temperatura de 70°C.

No final de todo o processo de secagem obteve-se 11,6g de polissacarideo, a partir do

volume inicial de caldo de fermentacio de 5L.

2.2.2. Preparagao de microparticulas

Para a produgdo das microparticulas, neste estudo foi utilizado o métodos de spray-

drying.

Preparacdo das solucdes de quitosano

Para as solugcdes de quitosano comecou-se por preparar uma solucdo de acido acético a
1% (v/v) na qual o quitosano é soluvel. Nas solugdes que contém farmaco este é adicionado

em primeiro lugar numa quantidade de farmaco correspondente a 30% da massa de
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quitosano a utilizar, em relacdo ao 5FU. No caso da Prednisolona sdo adicionados apenas

200mg por cada 100g de solucgao total, devido a sua baixa solubilidade.

Como a Prednisolona nao é soltvel em acido e muito pouco solivel em agua, as solugdes

com este fArmaco foi adicionado etanol a uma concentragdo 30% (v/v).

A presenga de etanol nas solugdes tornou impossivel produzir as microparticulas com
os reticulantes, acido citrico e acido glutamico, pois na adi¢do do primeiro a solucdo de
quitosano e Prednisolona formou-se um gel espesso que impossibilitou a passagem deste pela

tubagem de alimentacdo ao spray-dryer e o dcido glutdmico precipitou na presenca de etanol.

O farmaco é deixado a agitar na solucdo acida até total dissolucdo. De seguida o
quitosano é adicionado sob agitacdo obtendo-se uma solugdo com 2% (m/m) em quitosano. A

solucdo resultante é deixada a agitar durante a noite.

Passado esse periodo, nas solucdes em que se utilizou reticulante, este foi adicionado
numa quantidade de 50% da massa de quitosano, seguindo-se um periodo de agitacdo de

cerca de 3 horas.
No total, foram preparadas 9 solugdes, cada uma com uma massa total de 100g:

Quitosano (Q)

Quitosano + Acido glutdmico (Q+AG)

Quitosano + Acido citrico (Q+AC)

Quitosano + 5-Fluorouracil (Q+5FU)

Quitosano + Acido glutamico + 5-Fluorouracil (Q+AG+5FU)
Quitosano + Acido citrico + 5-Fluorouracil (Q+AC+5FU)
Quitosano + Prednisolona (Q+P)

Quitosano + Acido glutdmico + Prednisolona (Q+AG+P)

© 0 N o 1k w N

9. Quitosano + Acido citrico + Prednisolona (Q+AC+P).

Preparacdo das solucées de FucoPol

O procedimento para a preparacdo das solucoes de FucoPol é semelhante ao

anteriormente descrito, sendo que em vez de acido acético utiliza-se agua pois o FucoPol é
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solivel em agua. Além disso, alterou-se a concentracdo do reticulante, este foi adicionado

numa quantidade de 50%, 75%, 100% da massa de FucoPol utilizada.

Em geral, as solu¢des preparadas tinham massa total de 75g, sendo estas as seguintes:

1. FucoPol (EPS)

2. FucoPol + lisina a 50% (EPS+Lis50)

3. FucoPol + lisina a 75% (EPS+Lis75)

4. FucoPol + lisina a 100% (EPS+Lis100)

5. FucoPol + 5-Fluorouracil (EPS+5FU)

6. FucoPol + lisina a 50% + 5-Fluorouracil (EPS+Lis50+5FU)
7. FucoPol + lisina a 75% + 5-Fluorouracil (EPS+Lis75+5FU)
8. FucoPol + lisina a 100% + 5-Fluorouracil (EPS+Lis100+5FU)
9. FucoPol +Prednisolona (EPS+P)

10. FucoPol + lisina a 50% + Prednisolona (EPS+Lis50+P)

11. FucoPol + lisina a 75% + Prednisolona (EPS+Lis75+P)

12. FucoPol + lisina a 100% + Prednisolona (EPS+Lis100+P).

As solucdes preparadas foram submetidas ao processo de secagem por spray-dryer.
Para este processo de producdo de microparticulas foi utilizado o Spray dryer da Lab Plant,
modelo SD-05, situado num laboratério do ISA-ULisboa. Foi utilizada uma bomba peristaltica,

para efectuar a alimentacio das solucdes ao equipamento.

Neste equipamento sdo controladas as condi¢des de temperatura de entrada do ar, a
pressdo do mesmo, o caudal de entrada de solucdo de alimentacdo no sistema e o diametro do
nozzle. Para todas as secagens a temperatura de entrada do ar foi de 2002C, foi utilizada uma
corrente de ar comprimido com a pressio de 1,7 bar e um nozzle de 0,5 mm de didmetro. O
caudal de entrada de solucdo foi 9,3 mL/min para as solu¢des de Quitosano e 3,8 mL/min
para as solucdes de FucoPol. As condicdes anteriormente referidas foram optimizadas em

trabalhos anteriores.

A realizacdo do processo de spray-drying para os diferentes polimeros foi idéntica,

apenas a velocidade de bomba divergiu caso fosse uma solucio de quitosano ou de FucoPol.
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2.2.3. Caracterizagao das microparticulas

Morfologia e tamanho por SEM (Scanning Electron Microscopy)

A morfologia e a aparéncia da superficie das microparticulas podem ser examinadas
através de microscopia electronica de varrimento. O aparelho utilizado para este

procedimento foi o microscépio de varrimento da marca JEOL, modelo JSM7001F.

As microparticulas foram colocadas em suporte de aluminio com revestimento de uma

liga de Ouro-Paladio.

A forma de caracterizacdo do tamanho das microparticulas foi obtido através da andlise

e do tratamento estatistico das imagens obtidas através de SEM.

Composicdo das microparticulas através de FT-IR (Fourier Transform Infrared

Spectroscopy)

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier foi utilizada de forma
a determinar a composi¢cdo das microparticulas, nomeadamente averiguar a existéncia de
grupos funcionais especificos e ligagdes quimicas presentes. O sistema utilizado foi o Perkin

Elmer FT-IR System Spectrum BX.

Para a obtencdo dos Espectros de Infravermelho dos diferentes compostos e

microparticulas, foram feitas pastilhas de KBr.

Cristalinidade por difracdo de raios X (XRD)

Um espectro de XRD tipico consiste numa série de picos caracterizados pelas suas
posicoes, intensidades e larguras. Estes difractogramas permitem uma caracterizacao dos
materiais a nivel constitucional (andlise quantitativa e qualitativa de fases)e composicional

(identificacdo de elementos quimicos presentes). [46]

As andlises de cristalinidade foram realizadas num difractometro de raios X
(PANalytical X'Pert PRO MRD) equipado com um detector X Celerator, com uma geometria
BraggBrentano com uma fonte de radiagdo Cu K-alfa (comprimento de onda 1.540598 A). As

analises foram realizadas com 206 a variar entre 102 e 902, com intervalos de 0.033¢.

Propriedades térmicas dor DSC (Differential Scanning Calorimetry)
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A Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC) é uma técnica utilizada para medir a
temperatura e entalpia associada a transi¢cdo de fase dos materiais em funcdo do tempo e da
temperatura. Este tipo de informacdo permite obter informacgdes sobre a estrututra dos

materiais e o seu comportamento.[47]

As andlises foram realizadas num Analisador Térmico (TGA-DSC-STA 449 F3 Jupiter da
Netzch) que permite a determinagdo simultanea de efeitos calorimétricos (temperaturas de

mudanca de fase e entalpias envolvidas) e de alteracdo de massa.

Aproximadamente 5 mg de microparticulas sdo colocadas em capsulas de aluminio,
abertas e submetidas a um aquecimento até 5502C com uma velocidade de aquecimento de

102C/min sob atmosfera de azoto.

Eficiéncia de encapsulacdo e Carregamento de farmaco

Para a quantificacdo do farmaco presente nas microparticulas, dissolveram-se 10mg de
microparticulas em 10mL de solugdo. Para as microparticulas de quitosano, as
microparticulas eram dissolvidas em acido acético 3%(v/v), no caso das microparticulas de

EPS, foram dissolvidas em agua.

Na presenca de Prednisolona nas microparticulas eram adicionados 5mL de etanol de

forma a obter uma concentracao de 33,33%(v/v).

As solugoes foram agitadas por vortex cerca de 10 minutos e de seguida centrifugadas a
9000rpm, a 20°C, durante 7 minutos, sendo retirado o sobrenadante. O fluido resultante foi

filtrado através de um filtro de papel e analizado por espectrofotometria UV.

A eficiéncia de encapsulacdo consiste na razdo entre a quantidade de farmaco que se

encontra nas microparticulas e a quantidade utilizada na sua producio.

massa de farmaco presente nas microparticulas
EE(%) = - — —— x 100
massa de farmaco adicionada na producio

A percentagem de carregamento de firmaco nas microparticulas que consiste na razdo
entre a quantidade de farmaco que se encontra nas microparticulas e a quantidade de

micropariculas foi calculada com base na seguinte equacio:
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massa de farmaco presente nas microparticulas

Carregamento de farmaco(%) = - - x 100
massa das microparticulas

Espectrofotometria UV

A absorvancia das solugcdes foi analizada por espectrofotometria UV (HeAlios «,

ThermSpectronic) a 266nm na analise das solugdes com 5FU e a 244nm para a Prednisolona.

Para cada a mostra existia um branco correspondente, pois o quitosano e o FucoPol
também absorvem aos mesmos comprimentos de onda que os fArmacos. Para tal, realizaram-

se os ensaios de libertagdo para as particulas vazias.

2.2.4. Ensaios de Libertagao

De forma a estudar os perfis de concentragdo de firmaco ao longo do tempo, simulando
0 que acontece no sistema digestivo, comec¢ando pela libertagdo no estdmago e passando para
o intestino, foram realizados ensaios de libertacdo em solucdes de diferentes pH’s que
correspondessem as diferentes zonas do tracto digestivo utilizando os diferentes tipos de

microparticulas produzidas.

No caso da libertagao de farmaco no estdmago, foi utilizada uma solucdo designada por
Suco Gastrico Simulado sem pepsina (SGF, Simulated Gastric Fluid). Esta foi preparada por
dissolugdo de 20 g de cloreto de sédio (NaCl) em 70 mL de acido cloridrico (HCl) sendo
depois adicionada agua até prefazer um volume de 1000 mL. Esta solucdo devera ter um
pH=1,240,1. Quando tal ndo se verficou, ajustou-se o pH adicionando solu¢io de NaOH a 0,2N

se o pH era inferior ao pretendido ou HCl a 0,2N quando o pH era superior a 1,240,1.

Para o estudo da libertacio de farmaco no intestino utilizou-se o Suco Intestinal
Simulado sem pancreatina (SIF, Simulated Intestinal Fluid). Este preparou-se dissolvendo 6,8g
de KH2PO4 em 250mL de agua, ao que se adicionou 77 mL de hidréxido de s6dio (NaOH) a
0,2N. Depois foi adicionada agua até fazer um volume de 1000 mL. O pH desta solugio devera

ser 6,8+0,1. Quando tal nao se verificou procedeu-se da mesma forma que para a solucdo SGF.
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Para a realizacdo dos ensaios de libertagcdo foram adicionadas 4mg de microparticulas
em 200 mL de meio de libertagdo, SGF ou SIF. As microparticulas sdo adicionadas e a
suspencdo é colocada num incubador orbital com uma agitacdo de 160 rpm e a temperatura
de 37°C. Ao longo do tempo, a determinados intervalos de tempo, foram retiradas amostras
de 1 mL do meio e de seguida foi adicionado 1 mL de meio fresco de modo a manter constante

a proporg¢do de massa de particulas por volume de meio ao longo do tempo.
Os ensaios tiveram duragao total de 24h de forma a se atingir o equilibrio.

A quantidade de farmaco presente no meio foi determinada por espectrofotometria UV,

conforme descrito em 9.2.4.
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3. Resultados e discussao
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Neste capitulo sdo apresentadas as propriedades estudadas das microparticulas de
quitosano e de EPS, produzidas por spray-drying, mais relevantes no seu desempenho
enquanto sistemas de libertacdo controlada. Todas a microparticulas foram caracterizadas e

estudado o seu perfil de libertacdo a pH=1,2 e a pH=6,8.

3.1. Caracterizagao das microparticulas de quitosano

3.1.1. Morfologia e tamanho

A morfologia da superficie das microparticulas de quitosano produzidas foi analisada

por SEM e as imagens obtidas sdo apresentadas nas Figura 3.1 a Figura 3.4 e Figura 3.8.

\
10pm MicroLab —-— lpm  MicroLab
X 1,000 5.0kV SEI SEM X 5,500 5.0kV SEI SEM

Figura 3.2 - Microparticulas de a) Q+AC, ampliacdao 1000x; b) Q+AG, ampliacao 5500x.
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— 10pm MicroLab —_— 1pm MicroLab
5.0kV SEI SEM 5.0kV  SEI SEM

Figura 3.3 - Fotografias de microparticulas de quitosano com acido glutamico e 5FU. Ampliac¢ao:
a)1000x; b)5500x

W 10pm MicroLab === igm MicroLab
5.0kV SEI SEM 5.0kV SEI SEM

Figura 3.4 - Fotografias de microparticulas de quitosano com acido citrico e 5FU. Ampliacdo:
a)1000x; b)5500x.

Observando as figuras, verifica-se que as particulas de Q+5FU e Q+AC+5FU apresentam
uma superficie bastante lisa. No entanto é possivel observar irregularidades na superficie das
microparticulas de Q+AG+5FU. Em relacdo a forma, as particulas de Q+5FU e Q+AG+5FU sao
esféricas enquanto que a maioria das microparticulas de Q+AC+5FU apresentam forma

irregular, parecida com um donut

Na Figura 3.2 sdo apresentadas as imagens obtidas por SEM das microparticulas de
Q+AG e Q+AC vazias para melhor analise da morfologia das particulas com farmaco. Pode-se
observar que as microparticulas de Q+AG vazias, apresentam uma superficie lisa, enquanto
que na presenca de 5FU a superficie torna-se irregular. No caso das microparticulas de Q+AC,
pode verificar-se que pode ser o acido citrico que confere propriedade morfoldgica do tipo

donut.
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Pode-se observar também uma particula colapsada que indica que as particulas
produzidas sdo ocas com uma parede de baixa espessura, devendo assim ser incluidas na
categoria de capsulas. Esta configuracdo é normalmente obtida em particulas produzidas por
spray-drying e tem sido atribuida a migracdo das cadeias de polimero para o exterior da
particula que acompanha o movimento das moléculas de agua durante o processo de

secagem. [12]

7

Das fotografias obtidas por SEM é possivel fazer uma andlise da distribuicao de
tamanhos das microparticulas produzidas. Os resultados para as microparticulas de

quitosano encontram-se representados nas Figura 3.5 a Figura 3.7 e Figura 3.9.

Na distribuicdo de tamanhos das microparticulas de Q+5FU, Figura 3.5 verifica-se que
47% das particulas apresentam tamanho entre 2um e 4um. O diametro médio para estas é de
4,6um, pois apesar de quase metade pertencer ao intervalo 2-4um, existem 40% de particulas

que apresentam dimensao dos 4pum até aos 14um.

50

40

30

20

Freq. relativa (%)

O I

0-2 2-4 4-6 6-8 8-10 10-12 12-14
Diametro da particula (um)

Figura 3.5 - Distribuicao do tamanho das particulas de Q+5FU

Quando se utiliza reticulante (Figuras 3.6 e 3.7) verifica-se que apesar da gama de
tamanhos ser semelhante, o tamanho médio aumenta, sendo este efeito mais pronunciado

quando se utiliza AC.
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Figura 3.6 - Distribuicdo do tamanho das particulas de Q+AG+5FU
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Figura 3.7 - Distribuicao do tamanho das particulas de Q+AC+5FU

Na Figura 3.8 estdo apresentadas imagens de microparticulas de quitosano com
Prednisolona obtidas com preparacdes diferentes antes da secagem no spray-dryer. Na
preparacdo da solucdo das microparticulas da imagem b) foi adicionado etanol por forma a
que ocorresse a dissolugdo da Prednisolona. Nas microparticulas da imagem a) a
Prednisolona encontrava-se em suspensdo, podendo observar-se os seus cristais no interior
da microparticula. Por esta razdo decidiu-se utilizar apenas as microparticulas com a

Prednisolona solubilizada (imagem b) nos ensaios posteriores. Estas tltimas apresentam uma

forma esférica com a superficie lisa.
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-_— lpm  MicroLab
X 5,500 15.0kV SEI SEM

-_— lpm  MicroLab
X 5,500 5.0kV SEI SEM

Figura 3.8 - Fotografia de microparticulas de quitosano com Prednisolona: a) Prednisolona em
suspensao; b) Prednisolona solubilizada em etanol. Amplia¢ao 5500x

A distribuicdo de tamanhos das microparticulas de Q+P, apresentada na Figura 3.9,
apresenta uma banda alargada de tamanhos, sendo que 65,5% das particulas apresentam

tamanho entre 2pum e 6um, sendo o seu tamanho médio 5,8um.
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Figura 3.9 - Distribuicao do tamanho das particulas de Q+P

Na seguinte Tabela 3.1 sdo apresentados os didmetros das particulas de quitosano

obtidos por andlise da distribuicdo de tamanhos das fotografias de SEM das microparticulas

de quitosano.
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Tabela 3.1 - Diametro e desvio padrao das particulas de quitosano

. , Tamanho médio | Desvio padrao
Microparticulas
(um) (um)
Quitosano 5,4 2,7
Q+AG 59 2,9
Q+AC 6,9 3,7
Q+5FU 4,6 2,1
Q+AG+5FU 7,3 2,8
Q+AC+5FU 8,1 2,6
Q+P 58 4,7

Todas as microparticulas produzidas com quitosano sofreram o mesmo processo de
preparacdo, sendo que as diferencas morfologicas e de tamanho podem ser resultado apenas
da composicdo das mesmas. Pode-se verificar que existe um aumento de tamanho médio
quando é adicionado AG a composicdo das microparticulas e que este é superior quando ha

adicao de AC.

3.1.2. Propriedades quimicas

Os espectros FT-IR obtidos permitem a identificacio dos compostos neles presentes,
pois um espectro deste tipo funciona como uma impressdo digital de cada composto

permitindo assim este tipo de andlise qualitativa.

Na Figura 3.10 apresentam-se os espectros das microparticulas de quitosano e do 5FU
utilizados na producio das microparticulas Q+5FU, também representado o seu espectro na

mesma figura.

Na curva de transmitancia do quitosano pode-se observar uma larga banda centrada
aos 3431cm-! que estid relacionada com a absorcdo das ligacoes de O-H, -NH, e N-H
sobrepostas. As duas bandas presentes aos 2369cm-! sugerem a presenca de CO», a razao para
que tal acontec¢a pode ser devido a pequenas quantidades de didxido de carbono podem ter
ficado retidas na matriz de quitosano durante a atomizagdo. A presenca de ligacoes C-H esta
representada pela banda aos 1413cm-1. A banda em 1070cm-! é atribuida ao alongamento da

ligacdo C-0. [48][49]
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Figura 3.10 - Espectro FT-IR das microparticulas Q+5FU, do quitosano e do 5FU

No espectro de infravermelho do 5FU as bandas de absor¢do caracteristicas sao as
seguintes: 1664cm-, representa a sobreposicdo das vibracdes de elongamento de C=0 e C=C;
1428cm-1, demonstra as ligacdes C-H e -CF=CH- no plano; 1244cm! corresponde a absor¢ao

daligacdo C-N; 812 cm-! vibragdo de C-H em CF=CH- fora do plano.[48][49][50]

Analizando o espectro de infravermelho das microparticulas Q+5FU observa-se a banda
centrada a 3431cm-! que coincide com a do quitosano mas que neste caso apresenta um
alargamento, resultado da presenca de 5FU. Outra evidéncia da presenca de 5FU sdo as
bandas mais acentuadas a 1664cm! e a 1244cm'l. A banda em 1070cm- e 1413cm-!

confirmam a presenca do quitosano nestas microparticulas.

Verifica-se, no espectro das microparticulas Q+AG+5FU, Figura 3.11, a presenca do
quitosano pelas suas bandas caracteristicas a 3439cm-1, 1074cm-! e algumas bandas tipicas

do finger print do 5FU aos 1660cm-1, 1244cm-! e abaixo dos 900cm-1.

|aacsen
4 805,52

365,00 124425 107465

1660,82

3433,11

236,00
1074,65

%T

343,11

1645,08

4000,0 3000 2000 1500 1000 400,0
o1

Figura 3.11 - Espectro FT-IR das microparticulas Q+AG+5FU, do quitosano, do AG e do 5FU
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O 4acido glutamico apresenta uma banda centrada a 3103cm'! que representa a
sobreposicdo de duas bandas correspondentes as ligacdes -NH; e O-H. A 1646cm-! encontra-
se a banda de absor¢ao da ligacdo C=0. As bandas de 1500cm-! a 400cm-! fazem parte da

finger print deste composto.

A Unica banda do espectro infravermelho das microparticulas de Q+AG+5FU que possa
identificar a existéncia de AG nas microparticulas encontra-se a 805cm-!, podendo no entanto
estar sobreposta com a banda do 5FU, ndo sendo possivel concluir sobre a presenca de AG nas

microparticulas a partir deste espectro.

Os espectros de infravermelho das microparticulas Q+AC+5FU e dos seus constituintes

encontra-se na Figura 3.12.

QHACHSET

2389,00

1395,39
124792 174,65

3445,49
2369,00 1395,39

T

3446,49

AC

SFU
172350

1664,51
124792 —
— 812,90

4000,0 3000 2000 1500 1000 400,0
cm-1

Figura 3.12 - Espectro FT-IR das microparticulas Q+AC+5FU, do quitosano, do AC e do 5FU

No espectro do acido citrico observa-se uma banda a 1723cm-! que representa a ligacao
carbonilo (C=0) presente nos trés grupos carboxilicos que este possui. A banda larga de
2500cm-1a 3700cm-! é o resultado da sobreposicdo das bandas referentes as ligacoes O-H e C-

H.

Para as microparticulas de Q+AC+5FU, o espectro de infravermelho releva o pico
caracteristico do quitosano a 3446cm-! g, revelando a existéncia de 5FU nestas particulas, os
picos a 1247cm-1 e 812cm-t. Os picos a 1697cm 1, 1395cm ! e 1074cm ! ndo sdo exactamente
coincidentes com nenhum pico presente nos espectros dos compostos isolados que
pertencem a estas microparticulas, o que revela que existiu reaccdo entre o quitosano e o

acido citrico.
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Na Figura 3.13 pode-se observar os espectros FT-IR das microparticulas de quitosano

com Prednisolona, Q+P, e dos seus constituintes.

+F
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3439,11
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Figura 3.13 - Espectro FT-IR das microparticulas Q+P, do quitosano e da Prednisolona.

O espectro da Prednisolona mostra as suas bandas caracteristicas: a banda entre
3200cm-! e 3500cm! representa as ligacdes O-H; a banda intensa a 1708cm-! e 1654cm-!

definem as ligagdes de alongamento de grupo carbonil (COOH) [51]

Neste caso existem duas observacdes a fazer, a primeira é que as bandas
carqacteristicas da Prednisolona sdo coincidentes com as bandas caracteristicas do quitosano,
além disso, a Prednisolona encontra-se em muito pequena quantidade nas microparticulas
Q+P, logo ndo se pode concluir sobre a presenca de Prednisolna nas microparticulas Q+P a

partir deste espectro.

3.1.3. Propriedades térmicas e cristalinidade

Difraccio de raios-X (XRD)

De modo a averiguar se as microparticulas de quitosano se organizam em estruturas
cristalinas, foram realizados ensaios de difraccdo de raios X (XRD) ao quitosano, aos farmacos,

aos reticulantes e as microparticulas contendo farmaco.

Nas figuras seguintes encontram-se os difractogramas das microparticulas de
quitosano, do 5FU e de particulas de Q+AG+5FU. O do acido glutamico encontra-se no Anexo 1

para melhor comparagao e caracterizacao.
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Figura 3.14 - Espectro XRD do Quitosano

0 espectro de difraccdo de raios-X do quitosano mostra um pico proeminente aos 229,

caracteristico do quitosano anidro.[52]

Na Figura 3.15 estd representado o espectro de difraccdo de raios-X do 5FU.
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Figura 3.15 - Espectro XRD do 5FU

Na Figura 3.16 referente ao espectro de difraccdo de raios-X das microparticulas de
Q+AG+5FU, pode-se observar os varios picos correspondentes a cristalinidade destas
microparticulas. Analisando em detalhe pode-se associar alguns picos aos compostos

presentes:

Picos de 5FU: 11,249, 15,859, 18,2692, 20,239, 23,642, 26,682, 28,552, 30,722, 32,362,
33,209, 37,002 e 40,559, visiveis na Figura 3.15.
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Picos de AG: 20,239, 28,552, 33,209, 38,652, 40,552. (pode-se encontrar o XRD do AG em

Anexo 1)

10000
9000
8000
7000
6000
5000 |
4000 -
3000 -
2000 - 4
1000

O T T T T T T T 1
10 20 30 40 60 70 80 90

Intensidade

.50
Angulo (26)

Figura 3.16 - Espectro XRD das microparticulas de Q+AG+5FU

Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

A Figura 3.17 mostra os termogramas DSC das microparticulas de quitosano vazias, do

4cido glutdmico, do farmaco 5FU e das microparticulas constituidas pelos 3 anteriores

(Q+AG+5FU).
13
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Figura 3.17 - DSC de quitosano, AG, 5FU e microparticulas de Q+AG+5FU
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0 termograma do quitosano puro apresenta um pico endotérmico aos 61,0°C e um pico
exotérmico aos 292 2C. Uma vez que a 61°C ocorre uma perda de massa de cerca de 7,1%
(visivel nos resultados de termogravimetria em Anexo 2), este pico pode ser devido a
evaporacdo de dgua e/ou acido acético adsorvidos ao polimero. A 292 °C ocorre uma perda de

massa de 41,6% o que evidencia a degradacdo do quitosano a esta temperatura.

Verifica-se que o 5FU puro apresenta um pico endotérmico, a 289,52C, que corresponde
a sua fusdo, sendo o valor descrito na literatura de 282-283°C. [53][54][55] No entanto, ndo
se observa este pico na curva correspondente as microparticulas com este farmaco
(Q+AG+5FU), o que sugere que o farmaco ndo se encontra na forma cristalina mas

molecularmente disperso na matriz polimérica.

O &cido glutamico apresenta um pico endotérmico aos 210,72C que coincide com a sua
fusdo. O termograma das microparticulas com farmaco (Q+AG+5FU) mostra um pico de baixa
intensidade aos 196,02C, o que pode indicar a existéncia de algum AG na forma cristalina nas
microparticulas, possivelmente aquele que ndo reagiu com o quitosano no processo de
reticulacdo. O facto de o pico se encontrar ligeiramente deslocado para a esquerda no DSC das
microparticulas com farmaco pode indicar a existéncia de interagdes entre este e os restantes

constituintes das microparticulas.

Comparando os resultados do XRD com DSC pode-se dizer que os picos no
difractograma das microparticulas de Q+AG+5FU que foram associados com os picos do 5FU
podem estar confundidos com os do AG, pois a possivel alteracdo da estrutura cristalina do
AG na mistura pode resultar num desvio dos picos no XRD, isto porque no DSC conclui-se que

0 mais provavel é o 5FU se encontrar numa estrutura amorfa, disperso pela matriz.

3.1.4. Eficiéncia de encapsulagdo e carregamento de farmaco

A percentagem de farmacos nas microparticulas e a eficiéncia de encapsulamento

determinadas recorrendo a espectrofotometria UV sdo apesentados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 - Valores de carregamento de farmaco e de eficiéncia de encapsulamento das
microparticulas produzidas com quitosano

Microparticulas Eficiéncia de Carregamento de fArmaco
encapsulamento (%) (%) (m/m)
Q+5FU 29,4 6,8
Q+AG+5FU 41,5 6,9
Q+AC+5FU 40,6 6,7

Os resultados demonstrados para a eficiéncia de encapsulamento e carregamento de
farmaco nao sdo fiaveis, pois no momento da leitura do valor da absorvancia este ndo era
estavel. Este acontecimento pode ser devido a presenca de impurezas na amostra que ndo se
conseguiram eliminar mesmo com a centrifugacdo e filtracdo. Para obtencdo de melhores
resultados a nadlise da concentracdo de farmaco poderia ser realizada por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

3.2. Caracterizagao das microparticulas de FucoPol

3.2.1. Morfologia e tamanho

A morfologia da superficie das microparticulas de FucoPol produzidas foi analisada por
SEM e as imagens obtidas sdo apresentadas nas Figura 3.18, Figura 3.19, Figura 3.20 e Figura

3.24.

lpm MicroLab

Figura 3.18 - Fotografia de microparticula de FucoPol. Ampliacao: a)1000x; b)5500x

Ao contrario das microparticulas de quitosano, a maioria das particulas de FucoPol nao

apresenta forma esférica. A sua superficie apresenta alguma rugosidade.
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Na Figura 3.19 e Figura 3.20 encontram-se as fotografias obtidas por SEM das
microparticulas de FucoPol carregadas com 5FU, sendo a ultima com o reticulante lisina.
Nestas imagens pode-se observar que existe menos quantidade de microparticulas nao
esféricas que nas microparticulas sem farmaco e a superficie destas apresenta algumas

irregularidades, sendo que as microparticulas sem lisina sdo mais rugosas.

— 10pm MicroLab 1pm MicroLab
15.0kV SEI SEM X

| ~
mmmm—  10pm MicroLab === 1pm MicroLab
15.0kV SEI SEM 15.0kV SEI SEM

Figura 3.20 - Fotografia de microparticula de FucoPol com lisina(50) e 5FU. Ampliacao: a)1000x;
b)5500x

A distribuicio de tamanhos das microparticulas de EPS+5FU, apresentada na Figura
3.21, revela uma dominancia das microparticulas de tamanho entre 4um e 6um (32%) e as
microparticulas com maior dimensdo ndo tém no maximo 18 um. A Figura 3.22 mostra a
distribuicdo de tamanhos das microparticulas EPS+Lis50+5FU, apresenta uma banda mais
larga de tamanhos, em que 96% das microparticulas apresentam um tamanho entre 2um e

14pm.
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Figura 3.21 - Distribuicio de tamanhos das particulas de EPS+5FU
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Figura 3.22 - Distribuicao de tamanhos das particulas de EPS+Lis50+5FU

Em relacdo as microparticulas de FucoPol com Prednisolona sem e com lisina,
representadas na Figura 3.23 e Figura 3.24 respectivamente, verifica-se que ndo aparecem
particulas em forma de donut, o que pode ser devido a presenca da Prednisolona. Pode-se
observar também que as particulas sem lisina continuam a apresentar uma superficie

ligeiramente rugosa como as particulas de FucoPol analisadas anteriormente, enquanto que

as microparticulas de EPS+Lis+P tém uma superficie lisa.
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Figura 3.24 - Microparticula de EPS com lisina(50) e Prednisolona. Amplia¢ao: a)1000x;
b)5500x

A distribuicdo de tamanho das microparticulas de FucoPol com Prednisolona e com

EPS+Lis50+P sdo apresentadas nas Figura 3.25 e Figura 3.26, respectivamente.
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Figura 3.25 - Distribuicdo de tamanhos das particulas de EPS+P
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Figura 3.26 - Distribuicio de tamanhos das particulas de EPS+Lis50+P

Ambas as distribuicdes apresentam uma bama larga de tamanhos. No entanto, as
particulas de EPS+P apresentam uma maior frequéncia para tamanhos mais pequenos, cerca
de 47% das microparticulas tém um tamanho entre 2pm e 4um. Por outro lado, as particulas
de EPS+Lis50+P apresentam um tamanho médio superior, sendo que 52% das

microparticulas tém um tamanho entre 2pum e 6um

Na Tabela 3.3 sdo apresentados os didmetros das particulas de FucoPol obtidos por

analise da distribuicdo de tamanhos das fotografias de SEM das microparticulas de quitosano.

Tabela 3.3 - Diametro e desvio padrao das particulas de EPS

Microparticulas Tamanho médio Desvio padrao
(um)

EPS 5,6 2,7
EPS+Lis50 8,3 53
EPS+5FU 5,5 29
EPS+Lis50+5FU 7,8 3,7
EPS+P 4,6 3,2
EPS+Lis50+P 59 3,8

A semelhanca das microparticulas de quitosano, a adigdo do factor reticulante a
composicdo das microparticulas representa um tamanho médio maior que as particulas

compostas por apenas FucoPol.
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3.2.2. Propriedades quimicas

Para as microparticulas de FucoPol utilizaram-se os mesmos métodos para a sua
caracterizacdo que para as microparticulas de quitosano. Como tal, sdo apresentados os

espectros FT-IR obtidos para as microparticulas de FucoPol nas Figura 3.27 a Figura 3.30.

0 espectro infravermelho do polissacarideo FucoPol pode ser observado na Figura 3.27
onde se podem ver a banda intensa a 3446cm-1, comum a todos os polissacarideos, e que
representa as ligacdes O-H e a banda a 2922cm-! caracteriza as ligagcdes C-H dos grupos CHa.
As ligacoes carbonilo (C=0) dos grupos acilo estdo representadas pela banda a 1635cm-t.
Entre 900cm-! e 1200cm ! encontram-se as bandas referentes as ligacdes glicosidicas C-O e C-

C pertencentes a estrutura do FucoPol.[56]
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Figura 3.27 - Espectro FT-IR das microparticulas EPS+5FU, do EPS e do 5FU.

No espectro infravermelho referente as microparticulas produzidas de EPS+5FU,
também visivel na Figura 3.27, pode-se observar uma banda referente a presenca de EPS a
3446cm-1 que apresenta um alargamento resultado da presenca do 5FU. A proeminéncia da
banda a 1664cm-! também é devido a presenca de 5FU, tal como os picos a 1244cm-1, 879cm-
1,812cm-t, 551cm1 e 466¢cm-L. Outra banda que mostra a presenca de EPS nas microparticulas

encontra-se entre 900cm-1 e 1200cm-1.

Na Figura 3.28 observam-se os espectros de infravermelho das microparticulasde

EPS+Lis50+5FU, e dos seus constituintes.
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Figura 3.28 - Espectro FT-IR das microparticulas EPS+Lis50+5FU, do EPS, da Lis e do 5FU.

O espectro infravermelho da lisina apresenta uma banda larga de3440cm! a 2990cm-!
estda relacionada com a absorc¢do das ligagoes de O-H, C-H e N-H sobrepostas. A vibracao dos
grupos -NH; sobreposta com a ligacdo C=0.da lisina é representada pela banda de 1620cm! a

1640cm-1. Outro pico a 1406cm-! representa a ligagdo C-N. [49]

No espectro das microparticulas de EPS+Lis50+5FU sao visiveis as bandas referentes ao
EPS de 1070cm! a 1000cm-, a 3431cm-! e 1638cm-!, as duas ultimas apresentam um
alargamento devido a presenca da lisina nas microparticulas,. A banda a 1406cm-! também
demonstra a presenca de lisina nestas microparticulas. Em relacido ao 5FU ndo se pode
concluir sobre a sua presenca nas microparticulas de EPS+Lis50+5FU através da andlise deste

espectro de infravermelho.

Os espectros das microparticulas EPS+P e EPS+Lis50+P, representados nas Figura 3.29
e Figura 3.30, ndo revelam bandas especificas da lisina, no caso da EPS+Lis50+P, nem da
Prednisolona, nos dois casos. Pode dever-se ao facto de todos os espectros revelarem bandas

caracteristicas coincidentes, ou seja, nos mesmos comprimentos de onda.
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Figura 3.29 - Espectro FT-IR das microparticulas EPS+P, do EPS e da Prednisolona.
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Figura 3.30 - Espectro FT-IR das microparticulas EPS+Lis50+P, do EPS, da Lis e da Prednisolona.

3.2.3. Propriedades térmicas e cristalinidade

Difraccio de raios-X (XRD)

De modo a verificar a cristalinidade das microparticulas de FucoPol foi utilizada a
técnica de difracgdo de raios-X (XRD). Nas figuras seguintes encontram-se os difractogramas
das microparticulas de EPS+Lis50+5FU e EPS+Lis50+P, assim como o do FucoPol para melhor

comparacdo e caracterizacao.
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Figura 3.31 - Espectro XRD das microparticulas de EPS, EPS+Lis50, EPS+Lis50+5FU e
EPS+Lis50+P

Na Figura 3.31 pode observar-se que quer as as microparticulas de EPS+Lis50+P quer
as de EPS+Lis50+5FU apresentam uma estrutura essencialmente amorfa semelhante a
apresentada pelas particulas sem farmacos o que indica que quer o 5-FU, quer a Prednisolona
se encontram molecularmente dispersos na matriz polimérica. O 5FU e a Prednisolona sao
solidos com elevada cristalinidade, o que se pode verificar nos seus XRD na Figura 3.15 e
Anexo 3, respectivamente. No entanto, quando encapsulados em FucoPol ndo exibem nenhum
dos seus picos caracteristicos, o que sugere que se encontram completamente dispersos nesta

matriz.

A Lisina também apresenta bastantes picos de elevada intensidade, visivel no Anexo 4,
que ndo se encontram presentes nestes difractogramas. Este caso pode significar que os
constituintes das microparticulas carregadas com farmaco, sejam estes a lisina, o 5FU e a

Prednisolona, ndo se encontram no seu estado cristalino.

Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

A Figura 3.32 mostra os termogramas DSC das microparticulas vazias de FucoPol, da
lisina, do farmaco 5FU e das microparticulas constituidas pelos trés anteriores

(EPS+Lis50+5FU).
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Figura 3.32 - DSC de EPS, Lis, 5FU e microparticulas de EPS+Lis+5FU

Os picos referentes ao 5FU, ja referenciados anteriormente, no caso das microparticulas
de EPS+Lis50+5FU também ndo se observam no termograma correspondente as
microparticulas com este o que sugere que o fairmaco se pode encontrar molecularmente

disperso na matriz polimérica.

A lisina exibe dois picos endotérmicos, a 100,12C e 229,6°C, o ultimo corresponde a sua
fusdo. Pode-se observar, no termograma das microparticulas EPS+Lis50+5FU um pico
endotérmico aos 228,0°C que pode ser referente a presenca de lisina num estado cristalino. O
facto de o valor de temperatura ser ligeiramente inferior pode dever-se a modificacdo da
estrutura cristalina da lisina pela interaccido desta com outros constituintes das

microparticulas.

Na Figura 3.33, sdo apresentados os termogramas DSC das microparticulas vazias de
EPS, da lisina, do farmaco prednisolona e das microparticulas constituidas pelos trés

anteriores (EPS+Lis50+P).
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Figura 3.33 - DSC de EPS, Lis, Prednisolona e microparticulas de EPS+Lis+P

Analisando o DSC da Prednisolona observa-se um pico endotérmico aos 249,0°C

correspondendo ao momento da sua fusao.

Ndo se observam no termograma correspondente as microparticulas nenhum pico de

fusdo o que sugere que nestas particulas ndo ha moléculas na forma cristalina.

3.2.4. Eficiéncia de encapsulagdo e carregamento de fairmaco

A percentagem de firmacos nas microparticulas e a eficiéncia de encapsulamento

determinadas recorrendo a espectrofotometria UV sdo apesentados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Valores de carregamento de farmaco e de eficiéncia de encapsulamento das
microparticulas produzidas com EPS

Microparticulas Eficiéncia de Carregamento de farmaco
p encapsulamento (%) (%) (mg/mg)
EPS+5FU 33,1 6,1
EPS+Lis100+5FU 49,5 6,5
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Os resultados demonstrados para a eficiéncia de encapsulamento e carregamento de
farmaco nao sao fiaveis, pois no momento da leitura do valor da absorvancia este ndo era
estavel. Este acontecimento pode ser devido a presenca de impurezas na amostra que nao se
conseguiram eliminar mesmo com a centrifugacdo e filtragdo. Para obtencdo de melhores
resultados a nadlise da concentracdo de farmaco poderia ser realizada por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

3.3. Ensaios de Libertagao In vitro

Seguidamente podem-se observar os perfis de libertacdo dos fairmacos resultantes da
libertagdo em meios que simulam as condi¢des gastro-intestinais (pH=1,2 no estomago e

pH=6,8 no intestino).

3.3.1. Libertagao a partir de particulas de quitosano

Na Figura 3.34 pode-se observar o efeito da reticulagio com AG e AC nas
microparticulas de quitosano quando presentes numa solucao de pH=1,2. As microparticulas
que retém maior quantidade firmaco apds a libertacdo sdo as que contém AG, e apenas
atingem o patamar de equilibrio 20 minutos apds o inicio da libertacdo. As microparticulas
reticuladas com AC atingem esse patamar ao fim de 6 minutos e as microparticulas sem

reticulante atingem o equilibrio a uma concentracdo de formaco superior aos 6 minutos.
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Figura 3.34 - Perfis de libertacdo de microparticulas de Q+5FU, Q+AG+5FU, Q+AC+5FU a pH=1,2
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A este pH todos os grupos funcionais livres dos constituintes destas microparticulas
encontram-se protonados. As microparticulas Q+AG+5FU podem reter mais farmaco porque o
AG tém um grupo amina (-NH2) que estando protonado e livre pode formar interac¢des
electroestaticas com o grupo carbonil (C=0) do 5FU enquanto que o AC ndo possui este grupo
cationico que pode prender o 5FU, mas apresenta trés grupos acido (-COOH) que reagem com
os grupos amina (-NH_) presentes no quitosano produzindo ligacdes cruzadas e dificultando a
transferéncia do firmaco para o meio. [17] [57] As microparticulas Q+5FU apresentam uma
libertagdo mais lenta que as Q+AC+5FU, pode ser resultado dos grupos amina do quitosano
poderem ter interac¢des electroestaticas com o 5FU, retendo-o, e na presenca de AC estes
grupos encontram-se ocupados também com os grupos acido carboxilico do AC. Por outro
lado, o AC livre que ndo reagiu, pode funcionar como plastificante da matriz polimérica,

facilitando a transferéncia do farmaco.

Na Figura 3.35 encontram-se os perfis de libertacdo das microparticulas produzidas
com quitosano a pH=6,8. Pode-se observar que as microparticulas com reticulante, AC ou AG,
apresentam uma velocidade de libertacdo menor do que as microparticulas sem reticulante, o
que seria de esperar. Entre as particulas com reticulante a velocidade de libertacao é
ligeiramente menor nas particulas que contém AG, ndo sendo no entanto esta diferenca

significativa.
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Figura 3.35 - Perfis de libertacao de microparticulas de Q+5FU, Q+AG+5FU, Q+AC+5FU a pH=6,8
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As microparticulas Q+AG+5FU apresentam um patamar de equilibrio menor que as
restantes microparticulas,ou seja, menor quantidade total de farmaco libertada. A este pH a
matriz de quitosano possui uma carga practicamente neutra, logo a libertacao é influenciada
pela solubilidade do fairmaco e os efeitos do AG e AC, quando presentes.[17] Este fendmeno
pode ser explicado pela existéncia de cargas positivas nos grupos amina livres do acido
glutamico que podem interagir com os grupos hidroxilo livres do quitosano e com os grupos
cabonilo do 5FU ja que a pH=6,8 o0 grupo amina do AG encontra-se protonado, pois o seu pKa
é de 9,47.]58] No caso das microparticulas de Q+AC+5FU, sabe-se que existe reaccio entre o
quitosano e o AC que resulta em ligacdes covalentes entre as cadeias de quitosano ou a
formacdo de grupos hidrofébicos que fecham as cadeias poliméricas e dificultam a saida do
farmaco, dai a libertacdo ser mais lenta. [28] No caso das microparticulas sem reticulante,
Q+5FU, a concentracdo de equilibrio é superior as anteriormente descritas porque nao
existem as interacgfes acima descritas e o farmaco é libertado dependendo da sua

solubilidade no meio.

Na Figura 3.36 apresentam-se os perfis de libertagdo das microparticulas de quitosano

com o farmaco Prednisolona aos diferentes pH'’s.
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Figura 3.36 - Perfil de libertacao das microparticulas de Q+P a pH=1,2 e pH=6,8.

Pagina 64



" Preparacdo e caracterizacao de microparticulas de polissacarideos produzidas

por secagem por atomizacdo para libertacdo controlada de fdrmacos" - Resultados e discussao

Como se pode observar, a velocidade de libertacdo da Prednisolola das microparticulas
de quitosano é superior quando estas se encontram a pH=6,8. Verifica-se também que se
liberta uma menor quantidade de farmaco quando as microparticulas se encontram na

solucdo de pH=1,2, mas a pH=6,8 aparentemente todo o firmaco é libertado.

Esta menor velocidade e quantidade final de firmaco libertada pode ser devido a
protonacgdo dos grupos amina (-NHz) livres do quitosano que, com maior nimero de cargas
positivas em meio acido, podem formar interacgdes electroestaticas com os grupos hidroxilo
(-OH) da Prednisolona, que apresentam uma densidade de carga negativa nos atomos de
oxigénio. [17] Em meio neutro (pH=6,8), o grau de protonac¢do do quitosano é inferior, o que
leva a uma menor densidade de cargas positivas na matriz polimérica e, consequentemente, a

uma maior velocidade de difusdo da Prednisolona e maior quantidade libertada no equilibrio.

Na Tabela 3.5 estdo apresentadas as velocidades iniciais de libertacdo para as

microparticulas de Quitosano com 5FU e Prednisolona, calculadas da seguinte maneira:

Concentracio equilibrio(mg/L)

Velocidade de libertagio =
eroclaade ae Abertacan = rmento atinge o equilibrio(min)

Tabela 3.5 - Velocidade inicial de libertagdo de farmaco para particulas de quitosano

Microparticulas libe‘lf(te:\?;gi:?r?leg?r?lin) Equilibrio (min)
Q+5FU (pH=1,2) 0,58 6
Q+AG+5FU (pH=1,2) 0,13 20
Q+AC+5FU (pH=1,2) 0,48 6
Q+P (pH=1,2) 0,007 120
Q+5FU (pH=6,8) 0,32 11
Q+AG+5FU (pH=6,8) 0,62 4
Q+AC+5FU (pH=6,8) 0,09 30
Q+P (pH=6,8) 0,012 120

As libertacdes da Prednisolona sdo notoriamente mais lentas, o que pode ser devido a

baixa solubilidade deste farmaco em meios aquosos.
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Microparticulas com 5FU ja foram estudadas diversas vezes. Et al. L. Huang, 2010, pode-
se constatar nos ensaios de libertacdo de 5FU numa matriz de um complexo de quitosano e
sulfato de condoitrina, que o patamar de equilibrio é atingido ao fim de cerca de 45 minutos a
pH de 1,0 e 7,0, simulando as condi¢des internas do estdbmago e do intestino. Este valor é um
pouco superior aos resultados obtidos neste trabalho devido ao tipo de reticulagao utilizada

ser diferente em ambos.

3.3.2. Libertagao a partir de particulas de FucoPol

Nas Figura 3.37 e Figura 3.38 estdo apresentados os resultados dos ensaios de
libertagdo das microparticulas de EPS contendo o fairmaco 5FU realizados a pH=1,2 e pH=6,8,
respectivamente. Para este farmaco verifica-se que a libertacdo mais lenta é das
microparticulas reticuladas com lisina a 50% do peso de EPS (EPS+Lis50+5FU), que atinge o
equilibrio apenas ao fim de 20 minutos de libertacdo a pH=1,2 e 30 minutos a pH=6,8. As
microparticulas ndo reticuladas atingem o patamar de equilibrio 10 minutos apds o inicio da
libertagdo em ambos os meios de libertacao (SGF e SIF) e as microparticulas EPS+Lis75+5FU
revelam maior velocidade de libertagdo atingindo o patamar aos 3 minutos também nos dois
meios de libertacdo. Os resultados das microparticulas EPS+Lis100+5FU ndo sao

representados, porque a libertacdo de 5FU é imediata.
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Figura 3.37 - Perfis de libertacao de microparticulas de EPS+5FU, EPS+Lis50+5FU e
EPS+Lis75+5FU a pH=1,2
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Figura 3.38 - Perfis de libertagao de microparticulas de EPS+5FU, EPS+Lis50+5FU e
EPS+Lis75+5FU a pH=6,8

Nas microparticulas de EPS com o farmaco 5FU, o pH nao influencia os resultados, ou
seja, o patamar de equilibrio para as microparticulas EPS+Lis50+5FU é sempre atingido mais
tarde do que para as restantes microparticulas. Quando se aumenta a concentracao de lisina
nas microparticulas para além dos 50% em peso de EPS, o patamar de equilibrio é atingido
mais rapidamente. Este resultado acontece porque a lisina pode ter dois efeitos sobre a
matriz, efeito reticulante e efeito plastificante. O efeito reticulante da lisina é observado
quando esta é adicionada até uma certa concentracio, pois a libertacdo é mais retardada do
que quando esta ndo se encontra presente na matriz. Quando a contentracao de lisina é 75% e
100% da massa de EPS o efeito plastificante promove a libertagdo do farmaco. Além disso, o
facto de existir maior quantidade de lisina entre o polissacarideo cria um desempacotamento
da rede polimérica e quanto maior a quantidade de lisina, maior a distancia entre as
moléculas de EPS e maior a difusdo de farmaco e lisina, pois esta também pode ser libertada
para o meio. Estes resultados demonstram que pode existir uma concentracdo 6ptima de

lisina na matriz das microparticulas.

Relativamente ao pH, este mostra nao ter efeito sobre os perfis de libertacdo porque
ambos os grupos amina da lisina que possam estar livres encontram-se protonados aos pH’s
dos ensaios de libertacdo e a influéncia destes na matriz é semelhante qualquer que seja o pH

do ensaio.[58]
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Na Tabela 3.6 estdo apresentadas as velocidades iniciais de libertacdo para as

microparticulas de EPS com 5FU, calculadas da seguinte maneira:

Concentracdo equilibrio(mg/L)
Momento atinge o equilibrio(min)

Velocidade de libertacao =

Tabela 3.6 - Velocidade inicial de libertacdao de 5FU para particulas de EPS

Microparticulas Velocidade de liberta(,‘ﬁo Equil.ibrio
(mg.L-1.min1) (min)
EPS+5FU (pH=1,2) 0,36 10
EPS+Lis50+5FU (pH=1,2) 0,17 20
EPS+Lis75+5FU (pH=1,2) 1,01 3
EPS+Lis100+5FU (pH=1,2) 1,54 2
EPS+5FU (pH=6,8) 0,34 10
EPS+Lis50+5FU (pH=6,8) 0,10 30
EPS+ Lis75+5FU (pH=6,8) 1,04 3
EPS+ Lis100+5FU (pH=6,8) 1,44 2

Os perfis de libertacdo das microparticulas de EPS carregadas com Prednisolona estdo
representados nas Figura 3.39 e Figura 3.40, a pH=1,2 e pH=6,8, respectivamente. Os
resultados destes ensaios foram normalizados de forma a que fosse mais facil a sua
compreensdo e comparacdo.A normalizacao foi feita pela razdo da concentracdo no momento
t, Qt, pela concentracdo atingida no equilibrio, Qeq. A pH=1,2, verifica-se que a velocidade de
libertagdo é maior nas particulas que contém lisina, quer 25% (p/p) quer 75%( p/p), o que
ndo seria de esperar. Neste caso, o efeito plastificante da lisina parece sobrepor-se ao efeito

reticulante.
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A pH 6,8, verifica-se que a libertacdo da Prednisolona é mais lenta nas microparticulas
reticuladas relativamente as nao reticuladas, como era de esperar. Relativamente ao aumento
da concentragdo de lisina, o efeito é semelhante ao observado para o 5-FU (Figura 3.38) mas
sendo o seu efeito plastificante para concentragcdes de lisina superiores a 50% da massa

muito mais intenso no caso da Prednisolona.
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Figura 3.40 - Perfis de libertacdo de microparticulas de EPS+P, EPS+Lis50+P e EPS+Lis75+P a
pH=6,8
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Na Tabela 3.7 estdo apresentadas as velocidades iniciais de libertacdo para as

microparticulas de EPS com Prednisolona, calculadas da seguinte maneira:

Concentracdo equilibrio(mg/L)

Velocidade de libertacao =

Momento atinge o equilibrio(min)

Tabela 3.7 - Velocidade inicial de libertagdao de Prednisolona para particulas de EPS

. . Velocidade de R .
Microparticulas libertaciio (mg/min) Equilibrio (min)
EPS+P (pH=1,2) 0,08 20
EPS+Lis50+P (pH=1,2) 0,02 30
EPS+Lis75+P (pH=1,2) 0,83 6
EPS+Lis100+P (pH=1,2) 2,84 2
EPS+P (pH=6,8) 0,48 4
EPS+Lis50+P (pH=6,8) 0,03 40
EPS+ Lis75+P (pH=6,8) 0,58 8
EPS+ Lis100+P (pH=6,8) 0,24 3

3.4. Modelos cinéticos

Neste trabalho foi aplicado o modelo cinético de Kornsmeyer-Peppas a alguns perfis de

libertagdo, os parametros n e Kx do modelo foram calculados por ajuste dos valores no Excel.

Os perfis de libertacdo obtidos neste trabalho apresentam libertacées rapidas dos

farmacos,como tal, s6 foi aplicado o modelo cinético nas libertacdes das microparticulas de

EPS+Lis50+5FU a pH=6,8 e de EPS+Lis50+P a pH=6,8, representados na Figura 3.41 e 3.42,

respectivamente, para os valores de libertacdo <60%.
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Figura 3.41 - Modelagio cinética do perfil de libertacdo de EPS+Lis50+5FU a pH=6,8

0,70

0,60

/
0,50

0,40 -
Qt/Qeq
0,30 /
0,20

0,10

0,00 . T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Tempo (min)

Figura 3.42 - Modelacio cinética do perfil de libertacio de EPS+Lis50+P a pH=6,8

Foram obtidos os valores para os seguintes valores dos parametros da equacdo de
Kornsmeyer-Peppas: n=0,46 e Ki=0,37 na libertacdo de 5FU presente nas microparticulas de
EPS+Lis50+5FU; e n= 0,38 e Kk=0,26 na libertacdo da Prednisolona nas microparticulas
EPS+Lis50+P. Pela interpretacdo do expoente “n” na equacdo, significa que o processo de
libertacdo se da por difusdo do farmaco através da matriz polimérica nos primeiros minutos

da libertacio.
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Devido a velocidade de libertagdo dos farmacos nas matrizes estudadas ser elevada,
existem poucos pontos experimentais para os valores de libertacdo menores que 60%.
Significa que existe um grande erro associado a esta aproximagao pelo modelo cinético de

Kornsmeyer-Peppas.
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4.Conclusoes
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Neste trabalho pretendeu-se avaliar o processo de libertacdo de farmaco e selecionar o
sistema farmaco/polimero mais adequado para a libertacdo no estdmago ou no intestino.
Para tal efectuou-se a microencapsulagdo por spray-drying de dois farmacos, o 5-Fluorouracil
e a Prednisolona, em diferentes matrizes, nomeadamente: quitosano; quitosano reticulado
com acido glutdmico; quitosano modificado com acido citrico; FucoPol e FucoPol com lisina a
diferentes concentracées na matriz. E de salientar a produgio de microparticulas com o
FucoPol produzido, pois trata-se de um polimero inovador nesta aplicacdo e foi com sucesso
que se realizaram todos os ensaios de producdo destas microparticulas, podendo ser mais

explorado.

As microparticulas contendo os varios compostos em estudo foram caracterizadas
relativamente a sua morfologia, tamanho, propriedades quimicas, propriedades térmicas

cristalinidade e eficiéncia de encapsulagao.

Os resultados obtidos por SEM mostraram que todas microparticulas produzidas com
quitosano apresentam uma forma esférica, excepto quando é adicionado acido citrico, que
apresentam uma morfologia irregular tipo donut, e quando estd em simultaneo o &cido
glutdmico e o 5-Fluorouracil apresentam irregularidades nas esferas. Verificou-se que existe
um aumento de tamanho médio quando é adicionado acido glutamico a composicdo de
qualquer tipo de microparticulas, com ou sem farmaco, e que este aumento é superior quando
ha adicao de acido citrico. Nas microparticulas de FucoPol verificou-se que estas apresentam
uma morfologia irregular, excepto na presenca da Prednisolona em que adquirem uma forma
esférica. Em relacdo as suas dimensoes, estas revelam um tamanho médio superior na

presenca de lisina na sua composicao.

Da analise de difraccao de raios-X, verificou-se que as microparticulas Q+AG+5FU
apresentam um composto com cristalinidade, que podera ser atribuida ao acido glutamico.
Umavez que a andlise de calorimetria diferencial de varrimento destas microparticulas
mostrou a existéncia um Unico pico endotérmico, perto da temperatura de fusdo do acido
glutdmico, o que indica que este se encontra na sua forma cristalina nas microparticulas
enquanto que o 5-Fluorouracil se encontra molecularmente disperso na matriz polimérica.
Relativamento as microparticulas de FucoPol verificou-se que na analise das micoparticulas
de EPS+Lis50+P, quer por difraccio de raios-X quer por calorimetria diferencial de

varrimento, ndo existe qualquer composto na forma cristalina, ou seja, a Prednisolona
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encontra-se molecularmente dispersa na matriz polimérica. Ja nas andlises as microparticulas
de EPS+Lis50+5FU, o termograma apresentou um pico endotérmico que pode ser referente a

presenca de lisina num estado cristalino, mas que nao é visivel no seu difractograma.

De maneira a analisar a capacidade de reticulagio dos compostos utilizados para o
efeito, efectuaram-se ensaios de libertacao a pH=1,2, simulando o suco gastrico, e a pH=6,8,

simulando o suco intestinal.

Em geral as libertagdes de todos os farmacos foram rdpidas, tem-se obtido uma
libertagdo de farmaco em menos de duas horas. As microparticulas de quitosano com
Prednisolona, que demoraram duas horas a atingir o equilibrio nos meios de libertacao, foram
as que demoraram mais tempo a atingir o equilibrio. As microparticulas de quitosano com o
farmaco 5-Fluorouracil apresentaram velocidades de libertacio superior, sendo que a pH=1,2
o melhor reticulante é o 4cido glutamico, pois apresenta uma velocidade de libertagdo menor,
mas mesmo assim o patamar de equilibrio é atingido logo 20 minutos ap6s o inicio da
libertagdo. Para os ensaios de libertacao realizados a pH=6,8 o melhor reticulante revelou ser
também o acido glutamico. Apesar de a concentracdo de farmaco no equilibrio, com o acido
citrico, ser um pouco superior a das microparticulas reticuladas com acido glutdmico, a

diferenca ndo é significativa.

No caso do FucoPol, a lisina mostrou ter, em geral, o efeito de retardar a libertacdo de
5FU tanto em meio acido como em meio neutro sendo mais pronunciado quando em meio
neutro. Este efeito é, no entanto, dependente da concentracio de lisina nas microparticulas.
Em meio acido a velocidade de libertacdo é menor na presenca de lisina mas, ndo se observam
diferencas significativas nos perfis de libertacdo de 5FU de microparticulas com 50% de lisina
e com 75% de lisina. Em meio neutro o efeito da diminui¢do evidente da velocidade em
particulas com 50% de lisina parece ser anulado para particulas com 75 % de lisina. Este
resultado pode dever-se ao efeito reticulante e ao efeito plastificante da lisina na matriz. Uma
vez que a lisina pode ter este duplo efeito, seria interessante produzir microparticulas com

menores teores em lisina e estudar os perfis de libertacido de 5_FU aos dois pH’s.

Uma vez que o tempo de residéncia de uma subtidncia no estdbmago varia entre 4 a 6
horas, ndo existe nenhuma matriz, estudada neste trabalho, que atinja o equilibrio apds esse
intervalo de tempo. No entanto, existem microparticulas que retém farmaco na sua matriz
que pode ser depois libertado no intestino. dissoPor outro lado, e no caso concreto da

Prednisolona, a sua baixa solubilidade, pode provocar a precipitacdo deste farmaco no tracto
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gastro-intestinal causando irritacdes, ulceras, etc. Assim, a encapsulacao deste firmaco numa
matriz polimérica ndo téxica que liberte gradualmente o fArmaco, ao mesmo tempo que este
estd a ser absorvido pelo organismo, pode evitar esse tipo de irritagdo diminuindo assim o

seu grau de toxicidade.
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5.Trabalho Futuro
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No futuro poderiam ser estudadas outras concentragdes de lisina na matriz de FucoPol,
visto que pode existir uma concentracdo éptima entre 0% e 50% do peso do polissacarideo,
para se conseguir uma libertacdo mais prolongada. Como em alguns ensaios de libertacao
nem todo o farmaco é libertado da matriz, seria interessante utilizar as microparticulas
resultantes dos ensaios de libertacdo a pH=1,2 e submeté-las a ensaios de libertacdo a
pH=6,8, simulando o tracto gastro-intestina. Além disso, os meios utilizados neste estudo nao
continham enzimas, que se encontram presentes no estdmado e contribuem para a

degradacgdo do polimero e do fArmaco, podendo alterar os resultados dos perfis de libertacao.
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Anexo 1 - pifraccio de raios-X do acido glutamico
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Figura 0.1 - Espectro XRD do acido glutimico
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Anexo 2 - calorimetria Diferencial de Varrimento do quitosano
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Figura 0.2 - DSC do quitosano
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Anexo 3 - Difraccdo de raios-X da Prednisolona
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Figura 0.3 - Espectro XRD da Prednisolona
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Anexo 3 - Difraccao de raios-X da Lisina
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Figura 0.4 - Espectro XRD da Lisina
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