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RESUMO

Alguns dos farmacos existentes para o tratamestoedas doencas, como 0 cancro,
ndo conseguem, em muitos casos, alcancar o alue aggdestinam em quantidades viaveis,
sendo distribuidos por diversos tecidos ou érga@esngio fazem parte do caminho patolégico,
podendo provocar graves efeitos secundarios. Ramtoroar este problema, utilizam-se
sistemas de libertacdo controlada de farmacosamuizes constituidos por microsferas de
polimeros naturais, como 0 quitosano e a gelaangplamente utilizados em aplicacdes
farmacéuticas devido as suas propriedades. Estebi@degradaveis, biocompativeis e néo

toxicos.

Nesta Dissertacdo, pretendeu-se desenvolver rfecassde quitosano e gelatina
reticuladas com genipin para incorporacdo de umdao anticancerigeno, o 5-Fluorouracil.
O método usado para a producdo das particulas nfigi emulsdo agua-em-6leo com
reticulagdo quimica, onde se variou a relacdo estreoncentracdes massicas de quitosano e
gelatina. Inicialmente, foram realizados cinco @ssaonde se destacaram trés tipos de
microsferas: de quitosano e gelatina em proprorgi&Essicas iguais, de quitosano e gelatina
na propor¢do massica 3:1, e as de quitosano. testas usadas para avaliacdo do efeito da
razdo quitosano/gelatina na morfologia, e nos pedilibertacdo de farmaco.

Em termos de morfologia, os trés tipos de micrasfeforam observados ao
microscopio Optico e as suas fotografias analispdbssoftware de analise de imageimage
J. Este permitiu obter valores para area projectddade se retirou o diametro equivalente),

circularidade eoundness.

Observou-se um diametro equivalente médio de 14 pama as microsferas de
quitosano e de quitosano e gelatina na proporc&siozéde 1:1, enquanto para as microsferas
de quitosano e gelatina na propor¢cdo massica des8Ifoi de cerca de 6 um. A esfericidade
das microsferas preparadas nos trés ensaios férmada pelos valores de circularidade e

roundness, que se encontraram proximos de 1.

A libertacdo de farmaco foi feita com microsfereaem o farmaco modelo 5-
Fluorouracil incorporado e imersas numa solucaPBi8, tendo-se medido a absorvancia do
sobrenadante em diversos intervalos de tempo, spectofotometro UV/Visivel, ao longo

de vinte e quatro horas. Observou-se que as miresside quitosano possibilitaram uma
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maior incorporagdo de 5-Fluorouracil, cerca de XRvalor tedrico esperado, enquanto as
microsferas de quitosano e gelatina na propor¢cad:tlee as de quitosano e gelatina na
proporcao de 3:1 permitiram a passagem de 13% e rE3§ectivamente, traduzindo a grande

perda de farmaco ao longo do processo.

As microsferas de quitosano e gelatina na propamt@ssica de 1:1 foram aquelas que
demonstraram uma libertacdo de farmaco mais lesmdp libertado 98% do farmaco ao fim
de oito horas, enquanto as restantes permitiraifiuséd da mesma quantidade em apenas trés

horas.
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ABSTRACT

Some of the existing drugs for the treatment otaterdiseases cannot reach their
target in effective quantities. When this happérey tare instead distributed to other tissues
and organs, which don’t belong to the pathologith@nd can induce serious side effects.
Controlled drug release systems, such as microsphare being used as a solution for this
problem. Microspheres can be made from naturainpets like chitosan and gelatin, which
are widely use in pharmaceutical applications duthéir biodegradable, biocompatible and

nontoxic properties.

This work aimed to develop microspheres of chitoaad gelatin cross-linked with
genipin loaded with 5-Fluorouracil, an antitumouglr A water-in-oil emulsion method was
chosen for the creation of these particles. Fius seere made where the weight ratio of
chitosan and gelatin varied. Three of them weresehdo evaluate the effect of the different
ratios on the size, shape and drug release prdfitse made just with chitosan, those with a
weight ratio of 1:1 of chitosan and gelatin, argeawith a weight ratio of 3:1 of chitosan and

gelatin

The three types of microsphere were observed iopénal microscope and its images
were analysed using Image J software. This provides for the projected area (from

where the equivalent diameter was calculated)ul@rity and roundness.

The chitosan microspheres and those developed avithitosan/gelatin ratio of 1:1
exhibited an equivalent diameter of 14 pum, while tmicrospheres developed with a
chitosan/gelatin ratio of 3:1 exhibited a 6 um gglént diameter. The values obtained for the
circularity and roundness of all the types of msgioeres (close to 1) confirmed their
spherical shape.

Microspheres loaded with the antitumor drug 5-&lwacil and immersed in PBS were
used to evaluate the drug release profiles for @gph of microspheres developed. The
absorbance of the supernatant was measured by ¥idibMé spectrophotometer during
twenty four hours, at different time intervals. Tlehitosan microspheres were able to
incorporate about 18% of the drug weight expecidtereas the others showed an inclusion

of 13% and 10% for the microspheres developed witthitosan/gelatin ratio of 1:1 and a



ratio of 3:1, respectively. This demonstrates thegdosses during the process of making the

microspheres.

The microspheres developed with a chitosan/gefatio of 1:1 allowed the slowest
release of the drug, having released 98% of thg dfter eight hours, while the other ones

allowed the release of the same amount of drugintbree hours.
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1. INTRODUGAO

1. INTRODUCAO

1.1 Ambito e motivacéo

A maioria dos farmacos desenvolvidos, apesaratgok e dispendiosos processos de
investigacdo que envolvem a sua criacdo, ndo coasagancar o alvo a que se destina em
quantidades viaveis, o que leva a que nao prodemaltados clinicos tdo bons quanto o
esperado. Isto acontece porque a maior parte dacameeinto é distribuido por diversos
tecidos ou 6rgdos que nado fazem parte do camintobdgeco, o que se podera traduzir em
efeitos secundarios graves (Patel, et al., 201®a das solu¢des encontradas para evitar este
problema prende-se com a libertacdo do farmaccctdimeente no local de acg¢do, com
velocidade e concentracdo apropriadas. Para taheeessario encontrar um sistema
susceptivel de “carregar” o farmaco de forma efi€& sistemas de libertagdo controlada de
farmacos mais comuns baseiam-se no uso de miasespaliméricas biodegradaveis, uma
vez que estas ndo necessitam de cirurgia para aesusao do organismo (Peng, et al.,
2012). A escolha do polimero a usar em tal situagate extrema importancia, pois vai
influenciar a farmacocinética e a farmacodindmiaasdbstancia activa. Entre os materiais
mais utilizados nestes casos encontram-se o0s poBmeaturais, como por exemplo os

polissacarideos, que possuem propriedades fislmasogicas vantajosas (Patel et al., 2010).

Nos ultimos vinte anos tem-se assistido a pulficage varios estudos sobre o
quitosano. Devido as suas propriedades favoraveiais- como a biocompatibilidade,
biodegradabilidade e n&o toxicidade — este biomobmpolissacarido resultante da
desacetilacdo da quitina pode ser usado em divaistsnas de libertacdo controlada de

farmacos sob a forma de micro ou nanoparticulasi@®e-Schnirch et al., 2012).

A combinacdo do quitosano com outros polimerosgpegdultar em materiais com
propriedades mais vantajosas para certas aplicagoesntanto, a utilidade destas misturas €
sempre afectada pelo tipo de materiais utilizablesy como pelas suas interagcdes. Um dos
polimeros mais adequados para combinar com o @nibo8 a gelatina, proteina que resulta
da hidrélise do colagénio existente na pele e res® dos animais. Sendo um polimero

natural, € também biodegradavel e biocompativeb (&t al., 2012).



1. INTRODUGAO

Se inumeros artigos tém focado a preparacdo desfécas de quitosano ou apenas
de gelatina, deve sublinhar-se que a mistura das aloda ndo foi amplamente estudada
devido a elevada viscosidade do quitosano e a aueapsolubilidade em agua (Zhou et al.,
2012).

1.2 Objectivos

A presente investigacao propde-se abordar o dels@memto de microesferas de
guitosano e gelatina reticuladas com genipin paolicagdo em sistemas de libertacao
controlada de um farmaco anticancerigeno, o 5-Blracil. O método utilizado para a sua
preparacdo consiste numa emulsdo de agua-em-Ode ®&m varia a relacdo entre as
concentracbes massicas de quitosano e gelatineitd desta razdo quitosano/gelatina na
morfologia, no tamanho e nos perfis de libertagéiéadmaco a partir das mircosferas obtidas

€ igualmente abordado.

1.3 Organizacao do trabalho

A Dissertacédo estrutura-se em torno de cinco Glagitprincipais. No segundo, €&
desenvolvida a reviséo bibliografica, na qual s@i@esentados os fundamentos tedéricos mais
relevantes e € analisado o estado da arte. Caraatese 0s polimeros, quitosano e gelatina,
explica-se a importancia da sua reticulacao e tilcutante utilizado (genipin) e enumeram-se
os diferentes processos de producdo de micropladig existentes e experimentados. Para
além disso, faz-se referéncia a algumas tentatigaacorporacao de diferentes farmacos em

microparticulas de quitosano e gelatina, expondesigtados obtidos.

No terceiro Capitulo sdo apresentados os mateuidigados e o procedimento
empregue no desenvolvimento das microparticulagidesano e gelatina, assim como na sua

posterior caracterizacao.
O quarto Capitulo compreende a apresentacao esdée dos resultados obtidos.

No ultimo Capitulo sdo descritas as principais casbes e procede-se a uma
avaliacao dos resultados, articulando-os com osctbps inicialmente propostos. Tecem-se
também algumas consideracdes no que se refere @inuwdade do projecto em

desenvolvimento.
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O principal objectivo do presente trabalho é aparacdo e caracterizacdo de
microsferas com diferentes razdes massicas desguibce gelatina e reticuladas com genipin.
Nesta seccao faz-se a revisao bibliogréafica do deéttilizado (emulsdo agua-em-6leo) e dos
motivos da sua escolha, das caracteristicas dovgrols quitosano e gelatina e das vantagens
da utilizacdo do reticulante genipin assim comaedac¢do da sua molécula com os grupos
amina dos polimeros utilizados. De seguida, é tamddordado o estado da arte a partir da
analise de outros trabalhos ja realizados, nomeadtamaqueles que se debrucam sobre a
incorporacao de farmacos anticancerigenos em rfecassde quitosano e gelatina recorrendo
a metodos de emulsdo agua-em-0leo. Por Ultimoesaptada a estrutura e as caracteristicas
do farmaco modelo escolhido para ser incorporade® microsferas preparadas, o 5-

Fluourouracil.

2.1 Métodos de preparacao de microsferas

A terapia de libertacdo controlada de farmacosigéasvezes posta em pratica atraves
do uso de microesferas. Estas permitem controliibeatacdo do farmaco em condicdes
especificas, adequadas ao local e tipo de tratamegatiando a dose da medicagdo e a
cinética da libertacdo de acordo com o0s objectidesejados. Apesar do seu tamanho
pequeno, as microsferas possuem uma relacdo asegedicie/volume grande, podendo até
ser utilizadas para a libertacdo de farmacos ins@(e hidrofébicos. Providenciam um efeito
terapéutico constante e prolongado e podem sen@lradas por via injectavel no organismo
devido a sua forma esférica e reduzidas dimeng&iém disso, ao permitirem a melhor

utilizacdo do farmaco reduzem a incidéncia ou ensitlade dos efeitos secundarios.

Muitos sdo os meétodos ja experimentados para pagagdo destas particulas,
extensamente revistos por Sinha et al. (2004), &taf. (2009), Sahil et al. (2011) e Islam et
al. (2012), como por exemplo a gelificagcao ionatépa coacervacdo complexa, o método de

emulsao, a técnica dpray-drying, entre outros.

O método utilizado neste trabalho foi o de emuldsgste consiste em juntar uma

solucdo de polimero (fase dispersa) a uma fasesol&ente (fase continua) que contem um
3
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surfactante e que, apdés homogeneizagcédo por agiteegoética, resulta numa emulsdo. O
solvente utilizado na fase dispersa devera sdardigente sollvel na fase continua. Depois de
emulsionado, este solvente passa, por difusédo,gpéase continua. Este fenomeno faz com
gue as gotas que constituem a fase dispersa sagrtorcas em polimero. Ao longo do tempo,

estas “solidificam” dando origem a particulas. Aisrosferas formadas sdo, entéo, filtradas,
lavadas com um solvente adequado e secas (Kim K, P&06).

Devido aos polimeros utilizados na presente Diss&o, € necessario associar a este
meétodo a reticulacdo quimica dos mesmos, utilizarmeo agente reticulante o genipin, que

€ adicionado a emulsdo ap6s a sua homogeneizagé®. pkocedimento irA permitir a
obtencgéo de particulas com uma boa estabilidadémiuec

O meétodo de emulsdo com reticulacdo quimica tewmardagem de tornar facil o
controlo do tamanho das particulas, de apresemiar grande eficiéncia relativamente a
incorporacdo do farmaco, e de promover uma libéaapntrolada com biodisponibilidade
melhorada.

As microsferas utilizadas em libertagcdo controlddafarmacos sao usualmente de
base polimérica. Os polimeros sdo macromoléculastitwidas por diversas unidades de
repeticdo, vulgarmente designadas por mondémerastelix duas categorias principais deste
tipo de materiais: 0s sintéticos e 0s naturaisedsiltimos, como as proteinas e 0s
carbohidratos, tém sido cada vez mais utilizadosndéstria farmacéutica devido as suas
propriedades. Como notam Bansal et al. (2011) sdosua generalidade, quimicamente
inertes, biodegradaveis, ecoldgicos, ndo téxicosaes baratos, para além de existirem em
grande quantidade. Posto isto, 0os polimeros eslmdhpara integrarem a constituicdo das
microsferas desenvolvidas neste trabalho foramitogano e a gelatina, que sao descritos nas

préximas seccoes.

2.2Quitosano

O quitosano é um biopolimero derivado de um patdnmatural, a quitina (Figura 1), o
mais abundante na natureza a seguir a celuloseuitthay existe no exoesqueleto de
crustaceos como o caraguejo, 0 camarao ou a lagpestacomo na parede celular de alguns
fungos, sendo um homopolimero constituido por wlddadeN-acetil-glucosamina (Sinha et
al., 2004).
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Figura 1 - Unidade estrutural da quitina (Bansal et al., 2011)

O quitosano (Figura 2) resulta da desacetilacaaliaécda quitina, sendo constituido
por unidades de glucosamina eNtacetil-glucosamina em quantidades variaveis dedaco
com o grau de desacetilagdo. Cada unidade degépetesacetilada possui um grupo amina
primario reactivo. Este biopolimero é biodegradab&compativel, ndo toxico e com outras
propriedades biologicas interessantes e de gratiligade para a industria farmacéutica.
Num contexto comercial, é possivel encontrar cogaito com peso molecular entre os 38000
e 0s 200000 Daltons e com grau de desacetilacé® @n66% e os 95%. Tais propriedades,
juntamente com a protonacdo dos grupos amina e ,oinfldenciam a sua solubilidade
(Bansal et al., 2011). Segundo Bodnar et al. (2@3% pode ser um factor limitador na
aplicacdo deste biopolimero, uma vez que o quitbgapouco soluvel em meio aquoso em
condic¢Bes alcalinas e neutras, assim como na @alos solventes organicos. No entanto, é
bastante soluvel em soluc¢des diluidas da maioe s acidos organicos, como o acido
citrico, o acido tartarico e o acido aceético (pH,5) e solivel com algumas limitacbes em

acidos inorganicos (Bansal et al., 2011).

OH
& NHA¢
g 0 HO—7———/— —0
HO- 0
NH;
X OH ¥

Figura 2 - Estrutura quimica do quitosano(Bodnar et al., 2005)
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2.2.1 Derivados do quitosano

Algumas das aplicacdes do quitosano dependem elaglib da sua estrutura basica
para obter polimeros com diferentes propriedadssin® sendo, existem diversos tipos de

derivados deste biopolimero, conforme se enuncieabala 1.

Tabela 1 - Exemplos de derivados do quitosano e sya®priedades(Bodnar et al., 2005; Kumar et al., 2004)

Derivados do quitosano Descricao/Propriedades

N-Trimethylene Chloride | « Derivado quaternario do quitosano;

Chitosan (TMC) * Maior solubilidade em meio aquoso

* Maior permeabilidade intestinal

* Maior absor¢cédo numa maior gama de valores de pH

Esteres de quitosano » Diferentes perfis de solubilidade
* Insoluveis em condi¢cBes acidas
» Providenciam uma libertagdo controlada em meiccbasi

N-Carboximetil quitosano | ¢ Ingrediente funcional de cremes hidratantes cosoti
* Provoca um efeito duradouro de hidratacdo na pele
* Ajuda a manter a suavidade da pele e protege-artBgdes

ambientais adversas

Poliuretanos de  bases Usados como suporte de enzimas

quitosano * Materiais opacos e flexiveis

* Insollveis em solventes aquosos e organicos
» Cristalinos

2.3Gelatina

A gelatina (Figura 3) resulta da hidrolise do ceélsig do tipo I, a proteina mais
abundante no organismo dos mamiferos e que podensentrada nos 0ssos, tenddes,

ligamentos, vasos sanguineos e discos interveisebra
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Figura 3 - Estrutura tipica da gelatina

A vantagem do seu uso prende-se com o facto deder figar, em determinados
locais, a células, para além de poder ser degradadenaticamente sem producdo de
subprodutos toxicos, isto &, ser biodegradaveloffokt al., 2011). Apesar de uma das suas
principais caracteristicas ser a solubilidade emaag facto de esta ocorrer a temperatura
fisiologica (37°C) obriga a que a sua estruturhdette ser alterada por reticulacdo para poder
ser usada na formulacdo de microsferas (Lau et28l10). Entre as suas inumeras
propriedades encontram-se a biocompatibilidadectofde ndo ser antigénica, a plasticidade
e a capacidade de aderéncia, o0 que a torna exteEmmnvantajosa para aplicacoes

biomédicas e farmacéuticas (Zhou et al., 2012).

Neste trabalho, a gelatina foi escolhida para maregs microsferas de quitosano por
possuir grupos carboxilicos na sua constituicdoque faz com que forme pontes de
hidrogénio com o quitosano, tornando viavel a sustuma (Zhou et al., 2012), e por
apresentar grupos amina primarios derivados doaauido lisina presente na sua estrutura, o

que Ihe permite sofrer reticulacéo por reaccédo ea@anipin (Djagny et al., 2001) .
2.4Genipin

Para que o quitosano e a gelatina incorporem efieate o farmaco e apresentem
perfis de libertacdo desejaveis, € necessario prenmesua reticulagdo. O agente reticulante
mais usado até hoje, o glutaraldeido, mostrouts&dgico para certas concentracdes (Lau et
al., 2010), dai que o genipin tenha comecado axg@orado como potencial alternativa. Este
€ dez mil vezes menos citotdxico que o gluturaleRhbra além disso, alguns estudos (e.g.

Harris et al., 2008; Yuan et al., 2007) demonstoara microsferas de quitosano reticuladas
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com genipin apresentam maior biocompatibilidadena uelocidade de degradacdo menor. A
sua aplicagdo origina estruturas quimicamenteulatias estaveis.

O genipin (Figura 3) € isolado do geniposide do®f daGardenia jasminoides Ellis,
um componente importante da medicina tradicionalesa por possuir actividades bioactivas
benignas. Quando reage com aminoacidos e protedatss,substancia, embora incolor, da
origem a pigmentos azuis que sdo usados na ingaditmentar. O mesmo acontece ao ligar-
se covalentemente ao quitosano e a gelatina, sendmracdo azul um sinal de que ocorreu

uma reaccao de reticulacdo entre a molécula eupgramina dos polimeros (Chen et al.,
2005).

——0H

Figura 4 - Estrutura do genipin (Yoo, Kim, Kim, & Choi, 2011)

2.4.1 Reaccao de reticulacdo do genipin com os gagamina do quitosano e da
gelatina

A reaccao de reticulagdo da molécula de genipin @® grupos amina do quitosano e
da gelatina ocorre em duas fases. Na primeira,ia r@pida, da-se o ataque nucleofilico ao
atomo de carbono C3 do genipin por um grupo amimadpio, levando a formacdo de um
composto heterociclico de genipin que se liga andmzro glucosamina do quitosano (o
Unico que possui grupos amina primarios) ou aogag@amina da gelatina (Figura 5, reac¢ao
1). A segunda reaccao, mais lenta, compreendedditsigfio nucleofilica do grupo éster do
genipin, havendo a libertacdo de metanol e a fofimde uma ligacdo amida secundéaria com
0 quitosano ou a gelatina (Figura 5, reaccao 2)i€BUNg, & Pudney, 2003). Trata-se de um

processo de reticulacao irreversivel devido a eatucovalente das ligac6es formadas.
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A cor azul resulta da polimerizacdo, induzida peldical oxigénio do genipin, que

ocorre assim que o seu composto heterociclicgaebis polimeros na presenca de ar (Butler
et al., 2003).
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Figura 5 - Mecanismo de reticula¢é@o dos polimerosop acgao do genipin(Solorio et al., 2011)

A reaccao de reticulacdo €, como ja foi referiglmstante importante na formulagéo
das microsferas e influencia a incorporacao eeathigdo do farmaco escolhido, cuja anélise é
um dos principais objectivos deste trabalho. Psstg na seccéo seguinte € feita a analise do
estado da arte, que visa a avaliacdo do que jeéizado nesta area e que é de especial
interesse para o desenvolvimento deste projecto.



2.5Incorporacado de farmacos anticangerigenos em micrfesas de quitosano

A Tabela 2 sintetiza os principais trabalhos emealuts na literatura sobre a incorporacdo de farsnanticancerigenos em microsferas
de quitosano, utilizando o método de emulsdo agualeo. Convém salientar que nao pretende ser walegio exaustiva, mas sim enumerar
0s estudos mais relevantes, tendo em conta ogigbgda presente Dissertacao.

Tabela 2 - Reviséo bibliografica da incorporacdo dé&rmacos anticancerigenos em microsferas de quitso

Ref. Microsferas Reticulante Método Farmaco Observacgtes
incorporado

(Blanco, Cs (85% Glutaraldeido Emuls&o com Cytarabine Eficiéncia da incorporacéo do farmafo6%.
Gomez, desacetilado) reticulagéo Libertacao total do farmaco ao fim de 48 horas.
Olmo, quimica Quando embebidas num filme de PLG, formando urersit
Muhfiz, & de co-matriz, a libertacdo total do farmaco daise 9,5
Teijon, horas.
2000) A incorporacéo do filme em ratos demonstrou um ¢ssc

de degradacéo lento.
(Dubey & Cs Glutaraldeido Emulsdo agua 5-FU e Medicdo do tamanho médio das particulas, da sua
Parikh, em oleo Methoxantrone morfologia, da distribuicdo de tamanhos, percemagk
2004) farmaco incorporado, eficiéncia da sua incorporagasua

libertacao.
(Hassan, Microsferas Glutaraldeido Reticulagéo Oxantrazole  Estudo de procedimentos de optimizagaodesing e
Parish, & magnéticas de Cs antes da estatisticos para avaliar 0s parametros necess&ios
Gallo, emulséo e formulag&o Optima.
1992) evaporacao do A percentagem maxima de oxantrazole incorporado

solvente conseguida foi de 3% (m/m).

Cs —quitosano; Gel — gelatina; 5-FU — 5-Fluoroilirac



Tabela 2 (continuagao) - Revisédo bibliografica dancorporagdo de farmacos anticancerigenos em micre@sfs de quitosano

Ref. Microsferas

Reticulante Método

Farmaco
incorporado

Observagdes

(Jameela, Cs (74%
Latha, desacetilado)
Subramoni

am, &

Jayakrishn

an, 1996)

(Jameela Cs (74%

& desacetilado)
Jayakrishn

an, 1995)

(Wang, Cs
Sato,

Adachi, &
Horikoshi,
1996)

Glutaraldeido Emulsdo com
reticulacéo
quimica

Glutaraldeido Emulsado com
reticulacéo
quimica

Glutaraldeido Emulsao com
reticulacéo
quimica

(Zhou et  Cs e Gel (5:1 razac Glutaraldeido Emulsédo 4gua

al., 2013) massica)

em Oleo com
evaporacao do
solvente

Mitoxantrone

Mitoxantrone

Cisplatina

5-FU

Avaliacdo da actividade tumoral enosatmonitorizando o
tempo de sobrevivéncia do animal e a mudanca dpeasu
corporal ao longo de 60 dias. As microsferas deinanasn
potencial para a libertacdo controlada deste fasmac
minimizando a sua toxicidade e maximizando o seitoef
terapéutico.

Estudo da libertacdo do farmacaitro em tampéo fosfato
durante 4 semanas a 27°C. Esta é bastante inthaenpielo
grau de reticulacéo das microsferas.

Implantacdo de microsferas placebo em musculo-&toce
de ratos para avaliar a sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade.

Optimizagéo da formulagdo de microsfelasgjuitosano para
incorporacdo da cisplatina através da analise aedis
estatisticas.

Diametro médio das particulas: 78,4 um

Quantidade de farmaco no interior das particul®;8%
(m/m)

Eficiéncia da incorporacédo do farmaco: 77,5%

Estudo da influéncia da concentragdo de surfaGtagente
reticulante e velocidade de agitacdo no tamanho das
particulas e na eficiéncia de incorporagéo do faoma

TT

Cs —quitosano; Gel — gelatina; 5-FU — 5-Fluorouraci
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7

Nos estudos efectuados ao longo dos anos é naopeeocupacdo de avaliar a
influéncia de diversos parametros na morfologi@sethpenho das microsferas de quitosano
para os objectivos pretendidos. Varios foram o®raatque utilizaram como método de
producdo a emulsdo agua-em-6leo (com ou sem ev@uorke solvente ou outras possiveis
alteragdes), utilizando como reticulante o gluteado. Embora tenha ficado demonstrado
nos artigos referenciados na Tabela 2 que se tiatam agente de reticulacdo eficaz,
possibilitando a producdo de microsferas, tambémva#ios os autores, como Butler et al.
(2003) e Yoo et al. (2011), que referenciam a sxdcidade e avaliam o genipin, um

reticulante natural, como uma alternativa viavel.

A maior parte dos estudos efectuados centradosfamacos anticancerigenos
desenvolve uma avaliacdo de alguns dos paramdiene @ue afectam o desempenho das
microsferas. Segundo Hassan et al. (1992), a Idifilciorporacdo de oxantrazole em
microsferas biodegradaveis deve-se a pouca salabliéi em agua do farmaco e a porosidade
das particulas. Este efeito pode ser contornada piculacdo das microssferas, o que
provoca o aumento da sua densidade e limita a s#paia cadeia polimérica por hidratacéo,
minimizando a difusdo da agua para o interior darim& a difusdo do farmaco para a
superficie da mesma. Resumindo, os autores sugtasiafirmam que quanto maior for grau
de reticulagdo das microsferas, maior serd a incagdo de farmaco, mas apenas até um
certo limite. A concentracdo de agente reticulamta concentracdo de farmaco também
influenciam esse parametro. Esta ideia € reforpadaVang et al. (1996) que, recorrendo a
ferramentas estatisticas, avaliam factores commneetitracdo de quitosano, a raz&o entre o
volume de agua (fase dispersa) e de oOleo (fasénc@)t a velocidade de agitacdo, o tipo de
fase de Oleo, o tipo de quitosano e o tempo déibstgdo. Com o objectivo de encontrar
uma formulacao Optima para a preparacédo das méecessfo estudo conclui que quanto maior
for a concentracdo de quitosano, menor sera abdigio do tamanho das particulas e maior

a quantidade de farmaco incorporado, bem comai#efia dessa mesma incorporacao.

Dubey et al. (2004) defendem que o grau de reijé@d afecta o tamanho das
particulas, assim como a velocidade da agitacdoeaegtas estdo sujeitas durante a sua
formacédo. Uma velocidade de agitacdo mais elevedma microsferas mais pequenas. Isto
porque a agitacao produz energia para a dispees8oldgéo de quitosano em gotas, e maior
energia provoca a diminuicdo do tamanho das p&aticu

12
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Quanto mais pequenas forem as microesferas, re@idamente se dard a libertagédo
do farmaco retido no seu interior, pois menor éamioho difusional e maior é a area de
superficie em contacto com o meio de dissolucduedk et al. (1995) estudam a libertacéo
invitro de microsferas de quitosano carregadas com mitaxes demonstrando também que
0 grau de reticulacdo e a quantidade de farmacorpocado influenciam os perfis de
libertagdo. Observa-se, mais concretamente, dditio de apenas 25% da massa de farmaco

em 36 dias para microsferas com grande densidadsic@lacao.

Num estudo mais recente, Zhou et al. (2013)iaawahs propriedades de microsferas
de gelatina e quitosano carregadas com 5-Fluonbura@meadamente a influéncia da
concentracdo de Span-80, bem como da velocidadmgite;do e concentracdo de agente
reticulante no tamanho das particulas e na efidéme encapsulacdo e de incorporacdo do
farmaco. A investigacdo confirma que velocidades agftacdo elevadas provocam a
diminuicdo do tamanho das particulas, mas concleitgmbém estdo ligadas ao aumento da
eficiéncia de encapsulacdo e de incorporacdo dwmaffb. No entanto, denota alguma
aglomeracdo das particulas a velocidades de agitsigderiores a 600 rpm. Durante o
processo de emulsdo, o Span-80 € utilizado comfactamte, verificando-se que quanto
maior for a sua concentracdo, menor sera o tamaaBoparticulas formadas devido a
diminuicdo da tensé&o interfacial entre as gota®sagie 0 meio de suspensao organico. A
principal funcdo do surfactante € a de estabilzalg® esferas, formando um filme fino a sua
volta e, prevenindo, assim, a sua coalescénciani@mto da concentracdo de Span-80 até um
certo limite provoca o aumento da eficiéncia deapeualacdo e da incorporacdo de farmaco.
Por dltimo, o estudo conclui que até determinadeeotracao de reticulante, o seu aumento
origina uma maior eficiéncia de encapsulacdo enderporacdo do farmaco, comecando
depois a decrescer. Isto porque quanto maior tersidade de reticulacdo, menos elasticas
serdo as cadeias poliméricas, podendo restringematracdo do farmaco para o interior das

microsferas.

Resumindo, os estudos referenciados demonstraf@ito de alguns parametros e o
modo como estes afectam a eficiéncia das micrastlrauitosano na libertacdo de farmacos
anticancerigenos, servindo de base para o méetodondésdo a utilizar na preparacédo das

microparticulas.

No entanto, este tipo de microsferas ndo serveagppara a incorporacao destes

farmacos. Trabalhos mais recentes investigam ahjlatade de libertacdo de muitas outras

13
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moléculas através deste tipo de particulas desguitbe gelatina, tais como: proteinas (Yuan
et al., 2007 e Karnchanajindanun et al., 2011}ofas de crescimento (Solorio et al., 2011 e
Skop et al., 2013); analgésicos (Harris et al.,820@ntibidticos (Zhu et al., 2012), entre

outros.
2.65-Fluorouracil

Uma das formas de caracterizar as microsferasiitiessgno e gelatina desenvolvidas &
através da avaliacdo e comparacao dos seus pelflsedacdo de um farmaco. Assim sendo,
para o presente trabalho, foi escolhido como faonmagdelo o 5-Fluorouracil (Figura 6), que
foi incorporado nas microparticulas estudadas. Esien farmaco anti tumoral utilizado no
tratamento clinico de cancros solidos, tais conwamcro gastrointestinal, pancreético e do
figado. Como é metabolizado rapidamente pelo osgami € necessario manté-lo sempre em
elevadas concentracdes de modo a obter o efe#ipéigtico desejado, 0 que provoca graves
efeitos toxicos (Zhou et al., 2013), potencialmestgados através da sua incorporacdo em

sistemas de libertacéo controlada.

Figura 6 - Estrutura quimica do 5-Fluorouracil
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3. MATERIAIS E METODOS

Um dos objectivos do presente trabalho é, comordéerido, a preparacdo das
microsferas de quitosano e gelatina reticuladas genipin através do método de emulsao
agua-em-6leo. Este processo foi escolhido por msaptar vantajoso no controlo do tamanho
das particulas, por permitir alcancar uma granoiéatia na incorporacdo do farmaco e por
promover uma libertacdo controlada com biodispdiddmle melhorada (Islam et al., 2012).
Para além disso, também se pretende caracterizaniassferas obtidas, pelo que sao
utilizadas técnicas para avaliar a sua morfologias eperfis de libertacdo do farmaco 5-
Fluorouracil. Assim sendo, nesta seccédo, sdo tistad reagentes necessérios nas diferentes
etapas do processo de preparacdo e caracterizasdoadiculas e, € feita a descricdo dos
procedimentos efectuados, assim como dos equipamartilizados e dos parametros

avaliados.

3.1 Reagentes

Tabela 3 - Lista dos reagentes usados no trabalho exjpmental

Categoria Descricao CAS Marca
Polimero  qyitosano proveniente da carapaga _
de caranguejo, 85% desacetilado J012-7-4 Aldrich
Gelatina de pele de porco, tipo A 9000-70-8 Sigma-Aldrich
Surfactante Span 80 1338-43-8 Sigma
Tween 20 9005-64-5 Sigma-Aldrich
Solvente  Eter de petroleo 40-60°C 64742-49-0 Fisher Chemical
Acido acético glacial, 96% 64-19-7 Sigma-Aldrich
Reticulante Genipin - Challenge Biproducts Co.
Farmaco 5-Fluorouracil, 99% 51-21-8 Aldrich
Outros Pastilhas de PBS - Sigma-Aldrich
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3. MATERIAIS E METODOS

Tabela 3 (cont.) - Lista dos reagentes usados no tr@ho experimental

Categoria Descricao CAS Marca

Outros Parafina liquida 8012-95-1 Vencilab

Agua destilada - -

3.2 Métodos

3.2.1 Preparacédo de microsferas de quitosano e gelatina

Foram colocados 50 mL de parafina liquida e 500d@dSpan 80 num copo num
banho de agua a 40°C, com agitacdo magnética depQ0Apos homogeneizagdo, foram
adicionadas gota-a-gota as quantidades definidasalacdes de quitosano em acido acético
e de gelatina em agua, previamente misturadas esmantemperatura. A mistura foi deixada
com a mesma agitagdo durante 20 minutos. Postenenforam adicionados 0,5 mL de
solucdo alcodlica de reticulante, genipin, gotatag A reaccdo foi deixada prosseguir

durante 5 horas.

Ao fim desse tempo a emulséo foi retirada do banitolocada em gelo durante 20
minutos. Depois desse periodo, as particulas fataixadas a sedimentar a temperatura
ambiente durante algumas horas. Apos terem sedin@nd excesso de parafina foi retirado
por decantacdo e pela lavagem com éter de petndéebotte a qual se repetiu 3 vezes.
Posteriormente, deixou-se evaporar o solvente @deatura ambiente. Por fim, de modo a
obter as particulas bem separadas, estas foraospessas em agua com uma gota de Tween
20.

Na Tabela 4 encontra-se a lista de parametromngadoram alterados nos diversos
ensaios, enquanto a Tabela 5 resume as diferentrasedes, nomeadamente a razao entre a

massa de quitosano e gelatina usadas.

Tabela 4 - Parametros mantidos constantes na prepagao das microsferas de quitosano e gelatina

Velocidade de agitagéo (rpm) 600

Temperatura (°C) 40
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Tabela 4 (cont.) - Pardmetros mantidos constantes maeparacédo das microsferas de quitosano e gelatina

Concentracéo da solucéo de gelatina 5% (m/v) em agua destilada
Concentracéo da solucéo de genipin 0,72% (m/v) em éalcool a 70%
Duracéo da reaccéao (h) 5
Concentracéo de surfactante na fase 1% (m/v)
organica
Concentracdo da solucdo de quitosano 1% (m/v) em acido acético

Tabela 5 - Ensaios realizados durante a fase de prapgéo das microsferas

Ensai Razdo massica Volume de solucdo Volume de solucao
nsaio

Cs/Gel (m/m) de Cs (mL) de Gel (mL)
1 1:0 5 -
2 0:1 - 5
3 1:1 4,2 0,8
4 3:1 4.7 0,3
5 1:3 3 2

Cs — quitosano; Gel - gelatina

Para uma melhor analise dos resultados, os en$ai®se 4 referidos na Tabela 5

foram repetidos.
3.2.2 Avaliacdo da morfologia das particulas

Para avaliar o tamanho das particulas, estas lss&rvadas ao microscopio 6ptico
Olympus BH2com o software Soft Imaging System Gmbgle permite a captura para

computador das imagens observadas.

Foram retirados pequenos volumes de amostras asitlgios em laminas de vidro,
para observacdo ao microscopio Optico, em tréssfae processo de preparacado das
microsferas: no final dos 20 minutos em gelo (aisdapensas em parafina), depois de

lavadas com éter de petréleo, e apds a sua suspemsagua com Tween 20. Em todos os
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3. MATERIAIS E METODOS

casos foram obtidas fotografias, com as difereamegliacoes utilizadas. No entanto, apenas
para as ultimas (microsferas suspensas em agudween 20) se realizou uma anélise com a

ajuda dosoftwarepara computaddmageJ.

Os parametros avaliados com esta ferramenta forarea projectada média das
particulas, (equacao 1), o diametro médio equitaléguacédo 2), a circularidade (equacgéo
3), e aroundnesqequacao 4). Nestas equacoesrédpresenta a area projectada do circulo, R

o0 raio equivalente, D o diametro e P o perimetro.

AO = T[Rz (1)

D=2XR (2)

A partir da area projectada da particula (equdgaé possivel obter o seu diametro
equivalente (equacdo 2). Este corresponde ao di@rdetuma esfera com a mesma area

projectada da particula em analise.

Circ = 47;# 3)

A circularidade (equacao 3) fornece informacédoacda forma da particula. Valores

préximos de 1 significam que esta se aproxima ehuld, enquanto valores cada vez menores

e proximos de 0 sédo indicativos de formas alongadas

Dmin
Dmax

Roundness = 4)

A roundnesgequacéo 4) avalia o distanciamento da forma geselatraves da razéo
entre o diametro maximo e o didmetro minimo dai@ae analisada. Valores proximos de 1
sdo indicativos de forma circular, devido a senmgthados valores de diametro obtidos,

enquanto valores préximos de 0 indicam formas gadanais proximas da eliptica.

O software Image permite a analise das imagens recorrendo a de/éesamentas
de grande utilidade. Os procedimentos para a anéfitio demonstrados na Figura 4 e séo

descritos em seguida.
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7

Em primeiro lugar, foi definida a escala da imagdfmbora, como é sabido, o
softwareanalise a imagem epixel, € possivel fazer a sua conversao paicron através da
opcaoSet ScalgFigura 4 a)). Isto acontece porque as imagersrfadquiridas com uma
barra de escala cujo comprimento corresponde aeutm timero deixels Assim sendo, nas
fotografias analisadas,fdixel equivale a 0,647 um. Este comando tem a vantaggperinitir
a obtencao dos resultados nas unidades pretendetds,caso, emicron

De seguida, foi ajustado o contraste da imagemmipedo uma melhor distincdo
entre as particulas e o fundo (Figura 4 b)), eqatea-se a sua binarizacéo, que consistiu em
alterar a sua coloracdo para preto (particulasyaacb (fundo). Depois, procedeu-se a
eliminacdo da barra de escala através da sua &eleadtilizacdo da ferramertdear (Figura
4, c)). Devido a transparéncia e reflectividade pladiculas, nem todas apresentaram um
preenchimento completo, pelo que foi necessariorrec a ferramentdill Holes para

eliminar esse defeito (Figura 4 d)).

Depois da binarizacdo, foi possivel observar aggimnomalias na imagem, que
tiveram de ser eliminadas antes da obtencdo ddsnp#inos desejados, para evitar a sua
contabilizacdo. Uma das mais comuns foi o facto deftwarendo conseguir distinguir duas
ou mais particulas por estas se encontrarem jul$agn, através da utilizagdo da ferramenta
Watershedp softwarepermitiu a detecgdo automatica destes casos ei@fea sua separacao
(Figura 4 e)).

Através da opca&xclude on edgegarantiu-se, também, que objectos cuja area total

nao se encontre no interior da imagem nao fossataluitizados.

Por ultimo foram aplicados dois filtros. Estes piéram evitar a contagem de
particulas de formas e tamanhos nao desejados, s®werifica na Figura 5, ao estabelecer o
valor minimo de circularidade pretendido e o vatuinimo de area contabilizado. Neste

trabalho, foi imposta uma circularidade superiOr&para todos os tipos de microsferas.

Depois de efectuados alguns estudos prelimindessdiu-se contabilizar apenas as
particulas com uma &rea superior a 12°,upara as microsferas 1, que corresponde a um
diametro de aproximadamente 4 pm; uma area supef6rum para as microsferas 3, que
corresponde a um diametro de aproximadamente, Sepma area superior a 1 fipara as

microsferas 4, que corresponde a um diametro adexapadamente, 1,3 um (Figura 4 f)).
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Figura 7 — Diferentes passos para a manipulacéo dmagem para andlise das particulas: a) Estabelecim® da escala
a partir do comando Set scale; b) Aumento do contraste entre as particulas e o @p; c) Binarizagdo da imagem; d)
Preenchimento das particulas com a ferramentd&ill Holes e eliminacdo da barra de escala; e) Separacdo das
particulas com o comandoWatershed; f) Aplicagcdo dos filtros relativamente a circulaidade e a area minima das

particulas, assim como do comandBxclude on edges.
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Figura 8 — Imagem das microsferas que foram efectamente contabilizadas pelsoftware Image J, com as suas

fronteiras delineadas a vermelho

A analise efectuada pekmoftware permitiu obter os valores de é&rea, circularidade,

roundnesgretendidos para cada ensaio.

3.2.3 Preparacdo de microsferas de quitosano e gelatinaom 5-Fluorouracil

incorporado

O processo de preparacéo deste tipo de microsteras tudo idéntico ao descrito na
seccao 3.2.1. A uUnica diferenca residiu na adigb thg de farmaco (sempre 0 mesmo para
cada ensaio) a mistura das solucfes de quitosgatana, que foi adicionada gota-a-gota a
fase organica de parafina e Span 80 a 40°C e d@atagimagnética (Tabela 6). Os restantes

passos mantiveram-se inalterados.

Tabela 6 - Ensaios realizados para a incorporagdo deFU

) Razao massica Massa de 5-FU
Ensaio
Cs/Gel (m/m) (mQ)
I 1:0 5
I 1:1 5
I 3:1 5

Cs — quitosano; Gel — gelatina; 5-FU — 5-Fluorollirac
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3.2.4 Avaliacao dos perfis de libertagédo controlada do fénaco

As particulas provenientes dos ensaios |, Il eefidridos na Tabela 6 foram bem secas
na estufa a 40°C e pesadas. Depois, cada tipo cdesfieras foi colocado num tubo de
plastico, que foi cheio com 10 mL de solucédo tang&d®BS (pH = 7). Os trés tubos foram
colocados numa incubadora a 37°C e com agitacatalode 100 rpm, e retirados para
remover o meio de libertacdo a diferentes intesrale tempo. Sempre que sairam da
incubadora foi necessario proceder a sua centglgaurante 2 minutos a 3000 rpm, para
sedimentacdo das microsferas no fundo do tubo. peomitiu retirar facilmente o
sobrenadante para armazenamento e andlise. Postarte, os tubos com as particulas
voltaram a ser cheios com 10 mL de PBS e retorn@rauitacdo na incubadora, durante o

tempo estipulado.

Procedeu-se a medicdo da absorvancia dos difsresubrenadantes retirados,
contendo 5-Fluorouracil libertado pelas microsfepasparadas, no espectrofotometro de
UVl/visivel. As primeiras quatro amostras foramrestas de 30 em 30 minutos, as duas
seguintes de hora a hora, e as duas Ultimas deeainaguas horas. Por fim, mediu-se a
absorvancia do liquido sobrenadante passadas 2 ht@sde o inicio da experiéncia,

considerando-se esse tempo como o final do ensdibeattacéo.

Para relacionar os valores de absorvancia obtmbsespectrofotometro com a
concentracdo de 5-Fluorouracil, foi previamentedabtma curva de calibracdo (Anexo A),
traduzida pela equacdo 5 (onde A representa a\@msia e ¢ a concentracdo de 5-

Fluorouracil em pg/mL de PBS).

c=17,884 x A (5)

Para fins comparativos, foram calculados algumé@rpetros teéricos: d@heoretical
Drug Loading (TDL - equacdo 6), que representa a razdo entre a ndasgarmaco
inicialmente adicionada e a massa tedrica das sfenas, caso 0 seu peso correspondesse a
soma entre as massas de farmaco e polimero iniei@smassa teoérica de farmaco (MTF -
equacado 7) existente na massa de microsferasvefeetnte analisada, isto €, anteriormente
pesada. Foi também calculado um parametro pratic@ercentagem de massa de 5-
Fluorouracil efectivamente libertado relativamesbevalor esperado (equacéo 8).
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TDL = Mfarmaco (6)

Mgarmacot Mpolimero

MTF =TDL X Municrosferas (7)
% Massa libertada = —£ érma};‘;;fbmad” x 100 (8)

Estes parametros permitiram visualizar a difereegére 0s valores esperados

teoricamente e aqueles que efectivamente se cdotivea pratica.

A avaliacdo dos perfis de libertacdo foi feita &nmos absolutos e em termos

percentuais, tendo em conta a massa de farmactatibe
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4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Conforme referido, o principal objectivo do preserabalho é a preparacdo de
microsferas de quitosano e gelatina, reticuladas genipin, através do método de emulséo

agua-em-o6leo e a sua posterior caracterizacao.

O capitulo 4 debruca-se, na primeira seccao, sabtaracterizacdo das particulas
obtidas, através da analise dos resultados facsltpdlosoftware Image J, que permite a
determinacdo do diametro médio equivalente e bisgéio de tamanhos das microsferas,
assim como da sua morfologia. A segunda seccadeirbbre a avaliacdo dos perfis de
libertacdo do farmaco 5-Fluorouracil ao longo dmpe, obtidos através espectrofotometria
de UV/Visivel.

4.1Determinacéo da morfologia das microsferas

As microsferas foram preparadas a partir do métiedemulséo agua-em-6leo. Como
foi referido na seccédo 3.3.1, este consistiu nedadde parafina liquida e Span 80 hum copo
num banho de agua a 40°C, com agitacdo magnéties Bomogeneizagdo, adicionaram-se
quantidades definidas das solu¢des de quitosando@ho acético e de gelatina em agua,
previamente misturadas e a mesma temperaturagadizo-se posteriormente o genipin. Ao
fim de 5 horas a emulsdo foi retirada do banho lecada em gelo durante 20 minutos.
Depois desse periodo, as particulas foram deixadssdimentar a temperatura ambiente
durante algumas horas. Por fim, retirou-se o excésgarafina e procedeu-se a lavagem com
éter de petroleo, que se deixou evaporar a tenyparambiente. De modo a obter as
particulas bem separadas para mais facil obsenzagaocroscopio, estas foram ressuspensas

em agua com uma gota de Tween 20.

Os primeiros cinco ensaios realizados, descrito3abela 5 da seccdo 3.3.1, foram
obtidos alterando as concentracdes relativas desguo e gelatina, sendo que os primeiros
se basearam em formulacdes de apenas quitosaro(dhe de apenas gelatina (ensaio 2).
Os restantes foram preparados alterando a propanééeica entre 0 quitosano e a gelatina,
tendo-se obtido microsferas a partir de quantidaxi@ssicas de quitosano e gelatina iguais

(ensaio 3), na proporcdo de 3:1 (ensaio 4) e npopgao de 1:3 de quitosano e gelatina
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(ensaio 5). Para cada um deles foi possivel varific alteracdo da cor da emulsdo com o
tempo, de branca para azul, sinalizando a ocoaédai reaccdo de reticulacdo entre a
molécula de genipin e 0s grupos amina quer do spiim quer da gelatina, como se pode
verificar na Figura 9.

Figura 9 - Aspecto visual da emulséo a) antes deaster a reaccgdo de reticulagé@o (coloragdo brancag b) apds
ocorréncia da reaccao de reticula¢éo entre a moléeude genipin e 0s grupos amina de quitosano e delafina

(coloracao azul)

4.1.1 Efeito da razdo massica quitosano/gelatinas caracteristicas morfolégicas
das particulas

As particulas obtidas em cada ensaio (Tabelar&rf@bservadas ao microscépio em
dois momentos distintos do processo: quando ai@dasontravam suspensas em parafina, e
depois de lavadas e ressuspensas em agua conteadyota de Tween 20. Convém realcar,
gue a ressuspensao das particulas ndo pode sempéis total evaporacdo do solvente de
lavagem, uma vez que estas tém uma forte tendé@reggegar quando secas, dificultando a
sua separacdo. Esta foi também a principal raz&o queal ndo foi levada a cabo a sua
observacéo ao microscopio imediatamente apds gdavaom éter de petréleo e secas.

Para efectuar a observacdo ao microscopio dasosfecas desenvolvidas foram

retirados pequenos volumes de amostras e depasigaddAminas de vidro nas duas fases do

26



4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

processo referidas anteriormente (suspensas efinpatavadas e ressuspensas em agua com
Tween 20).

Estes ensaios permitiram observar o tamanho er@logia das microsferas obtidas a
partir de formulacdes com diferentes composicdessioa@s de quitosano e gelatina. Os
ensaios 1 e 2, correspondentes as microsferas@¥ @Qitosano e as microsferas de 100%
gelatina, respectivamente, foram realizados pangpacacdo com os restantes, uma vez que
alguns autores, como Lau, et al (2010), Soloricalet(2011) e Karnchanajindanun, et al
(2011), ja tinham tido sucesso na preparacao tipstele microsferas através do meétodo de

emulsao agua-em-6leo.

Apo6s conclusdo da reacgdo nos ensaios 2 e 5 @gfecas de 100% gelatina e
microsferas de quitosano e gelatina na proporcad:8erespectivamente) as microsferas
obtidas apresentaram uma certa dificuldade em sedamn verificando-se a opacidade dos
sobrenadantes, indicativa da presenca de parti@iassuspensdo. Mesmo depois de
submetidas a centrifugacédo a duas velocidades, gf0e 4000 rpm e, apesar de se ter
observado uma maior sedimentacdo das particulggmab remanesceram em suspensao,
denotando a sua baixa densidade. Esta situacaosigp@#e evitada, muito provavelmente,
através da utilizacdo de uma solugdo de gelatinaodeentragdo mais elevada. A baixa
concentracdo da solucdo usada e 0s poucos grupos aisponiveis podem ter sido

responsaveis por uma menor reticulacéo das pasicsultando na sua baixa densidade.

Assim sendo, considerou-se pouco viavel a preparae microsferas apenas com
gelatina ou com maior quantidade de gelatina dodguguitosano, pelo que estas formulacdes
foram abandonadas.

Apesar das diferencas acima mencionadas, foiymssiservar a elevada esfericidade

das particulas obtidas em cada ensaio efectuado.

Para uma melhor avaliacdo das particulas e olielhgdmagens passiveis de serem
analisadas pelsoftware Image J, repetiram-se 0s ensaios 1, 3 e 4 tendo-se vo#tadservar
as particulas ao microscoépio 6ptico (Figuras 1 12).
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Figura 10 — Microsferas de Cs (ensaio 1, Tabela 5) suspensas em parafina e b) ressuspensas em agua dween 20
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Figura 11 — Microsferas de Cs e Gel (1:1 — ensaip Babela 5) a) suspensas em parafina e b) suspensasagua com

Tween 20
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Figura 12 - Microsferas de Cs e Gel (3:1 — ensaig flabela 5) a) suspensas em parafina e b) ressusp@siem agua com

Tween 20

Como ja foi referido, para uma melhor analise pgadiculas obtidas, as imagens
captadas através de microscopia 6ptica foram @atadm osoftware de analise de imagem

Image J, com vista a quantificacdo de parametros comoea, & diametro equivalente, a
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circularidade e aoundness. As imagens utilizadas para esse efeito foranpagspondentes
as microsferas ressuspensas em agua com Tweerepfis dle terem sido separadas da

parafina e lavadas com éter de petroleo (Figuraglle 12 b)).
4.1.2 Caracterizacao das microsferas por analise daagem

Como foi exposto anteriormente, a andlise de imaige levada a cabo pekmftware
Image J, a partir das imagens obtidas com o microscopic@gFiguras 10, 11 e 12 b)).

Para os diferentes ensaios foi realizado um egtteloninar de modo a determinar o
filtro mais adequado a aplicar na medicdo de cadadas parametros, como referido na
seccao 3.3.3. De salientar que os filtros aplicadasdiferentes de ensaio para ensaio devido
ao tamanho das particulas observadas, que tambéia. VAassim, para 0 ensaio
correspondente a microsferas obtidas com quitosayedatina na propor¢ao 1:1 (ensaio 3) foi
oportuno utilizar um filtro maior, isto €, que néantabilizasse particulas de diametro inferior
a cerca de 5 um, uma vez que pela observacdo dpenmae concluiu que esses pontos
observados constituiam ruido. No entanto, tal mAwesificou no ensaio correspondente as
microsferas obtidas com quitosano e gelatina npgogdo 3:1 (ensaio 4) e foi-lhe aplicado
um filtro bem mais reduzido, contabilizando as ipatas de diametro superior a 1,3 um,
visiveis ao microscopio Optico. Assim sendo, padacensaio foi contabilizado um namero
de particulas diferente. Para o ensaio 1, contaer879 microsferas, para o ensaio 2,

contaram-se 1038 e para o ensaio 4 foram contadbdz 1435 particulas.

Os resultados obtidos relativamente ao tamanhondasoparticulas encontram-se
expostos na Tabela 7, onde a area média e o d@ametivalente médio correspondem a

meédia numérica destes parametros.

Tabela 7 — Resultados obtidos através da analise camsoftware ImageJ de imagens das microsferas correspondentes

aos diferentes ensaios

- .. . L Diametro
) Razao massica Area média .
Ensaio 2 equivalente
(Cs:Gel) (Lm®) ‘4
meédio (um)
1 1:0 198,8 14,4
3 1:1 196,2 14,6
4 31 64,3 6,6

Cs — quitosano; Gel — gelatina
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Estes resultados permitem verificar que as mierasfdos ensaios 1 e 3 apresentam
um diametro equivalente médio muito préximo, ceted4 um. No entanto, para o ensaio 4 é
observado um diametro equivalente médio bastanie maaxo do que os restantes, cerca de 6
um, o que ira certamente influenciar algumas dagprgdades destas microsferas,
nomeadamente a eficiéncia de imobilizacdo do féoneas seu perfil de libertacdo. Este facto
vem corroborar a escolha do filtro utilizado dueaatanalise das particulas para este ensaio,
uma vez que estas sdo muito mais pequenas do gb#idess com as formulacdes dos ensaios
le3d.

Uma vez que a solucdo de quitosano utilizadaddbaixa concentragdo em polimero
(1% (m/v) em acido acético), todas as particulagsgmtam um tamanho relativamente
pequeno. A diminuicdo da concentracdo da solucaguitesano e, por sua vez, da sua
viscosidade, leva a formacdo de gotas menores tduranprocesso de emulsificacéo,

originando microsferas de pequenas dimensodes.

Todavia, a andlise da dimensdo das microsferagaapeom base no diametro
equivalente médio € demasiado redutora, pelo qee,sejuida sdo apresentadas e

caracterizadas as distribuicdes granulométricas gadiferentes ensaios realizados.

Assim, nas Figuras 13, 14 e 15 podem observaisseuevas de distribuicdo de
frequéncia para cada um dos ensaios realizadosaetgna Figura 16 se apresentam as
respectivas curvas de distribuicdo cumulativa. @®gramas (Figuras 13, 14 e 15) foram
obtidos através da contabilizacdo do numero décpéas com valor de diametro equivalente
dentro de cada intervalo aberto. Essa contagempdsiteriormente transformada em
percentagem, tendo em conta o numero total depkasianalisadas (Anexo B).
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Figura 13 - Curva de distribuicdo de frequéncia paa microsferas de quitosano (ensaio 1)
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Figura 14 - Curva de distribuicdo de frequéncia paa microsferas obtidas com quitosano e gelatina nagporg¢éo 1:1
(ensaio 3)
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Figura 15- Curva de distribuicdo de frequéncia paramicrosferas obtidas com quitosano e gelatina na pporgéo 3:1

(ensaio 4)

A observacdo dos histogramas revela desde logo grarale semelhanca entre as
curvas de distribuicdo de frequéncia das microsfdeaquitosano (ensaios 1) e quitosano e
gelatina 1:1 (ensaio 3), sendo a curva de freqaéias microsferas de quitosano e gelatina
3:1 (ensaio 4) significativamente diferente dasdmtes. Esta situacdo ja era expectavel
devido ao facto de as microsferas correspondentsteaensaio apresentarem um diametro
equivalente médio significativamente inferior as daicrosferas dos ensaios anteriores o que
indiciaria diferentes distribuicbes. Como referatderiormente, a observacdo ao microscopio
das imagens relativas ao ensaio 4 revela a presngaicrosferas de tamanho bastante

menor.

As curvas de distribuicdo cumulativa, represergata Figura 16, podem confirmar
estes resultados, ou seja, distribuicdes muito lbamies para os ensaios 1 e 3, contudo
significativamente diferentes da distribuicdo ed#pelo ensaio 4.
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Figura 16 — Curvas de distribuicdo cumulativa ¢ndersize) para microsferas de quistosano (ensaio 1) de qog#ano

gelatina 1:1 (ensaio 3) e quitosano e gelatina Jdnsaio 4)

As distribuicbes de tamanhos apresentadas podercasacterizadas, para além do
diametro médio (apresentado na Tabela 7), atragésuttos parametros, como sejam, a
moda, a mediana (oudl, 0 dio € 0 do. Enquanto a moda corresponde ao valor do diametro
para o qual ocorre a maior frequéncia de microsfems diametros sgf dip € o
correspondem, respetivamente, aos diametros pajaais 50, 10 e 90% das microsferas tém
dimensdes inferiores ou iguais aquele valor, pana distribuicdoundersize. A Tabela 8

resume os valores obtidos para estes diametros@aurn dos ensaios realizados.

Tabela 8 - Valores do diametro médio equivalente, nda, mediana (do), dio, € g para os diferentes ensaios

Razao Diametro ,
. - . Mediana
Ensaio massica  equivalente  Moda (dsg) (um) dio (LM) doo (LmM)
(Cs:Gel)  médio (um) 5o/ (H
1 1:0 14,4 13,1 13,4 7,2 22,9
3 1:1 14,6 13,0 13,8 6,8 23,1
4 3:1 6,6 3,1 4,6 15 12,8

Cs — Quitosano; Gel - Gelatina
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Como se pode observar na Tabela 8, os valorexide bs diametros séo praticamente
iguais para os ensaios 1 e 3, correspondentesrasfiei@s de quitosano e quitosano/gelatina
na proporcdo 1:1, respectivamente. Cerca de 90%desicrosferas possuem diametros
inferiores a 23 um e 10% inferiores a 7 um. Ja msosferas de quitosano e gelatina na
proporcao 3:1 exibem um tamanho consideravelmefgeor. Cerca de 90% das microsferas
possuem diametros inferiores a 13 um, enquantosE@nferiores a 2 pm.

Segundo Zhou et al. (2012), o tamanho das miaesfpode ser influenciado por
diversos factores, tais como a quantidade de guitbg gelatina utilizada, a velocidade de
agitacdo, a quantidade de surfactante utilizadenmalsdo, a concentracéo de reticulante e o
tempo de reticulagcdo. Uma vez que estes paramsé&ramantiveram constantes em cada
ensaio, tendo havido apenas a alteracdo da razésicam&ntre a quantidade de quitosano e
gelatina utilizada, seria de esperar que as disthes dos ensaios 1 e 4 (microsferas de
quitosano e microsferas preparadas com uma prapoggitosano/gelatina de 3:1,
respectivamente) fossem mais semelhantes entiosentanto, esta parecenca verifica-se
entre os ensaios 1 e 3 (microsferas de quitosamoresferas preparadas com uma proporcao
guitosano/gelatina de 1:1). Este facto podera dewea erros derivados da baixa resolucéo
das imagens utilizadas para analise das partioglessnos casos anteriores (ensaios 1 e 3)
podera nao ter permitido a contabilizacédo de pdascde tamanho mais pequeno.

Para além disso, a velocidade de agitacdo eseol@dO rpm), a quantidade de
surfactante utilizado na emulsao (500 mg), a gdadé de reticulante utilizado (0,5 mL) e o
tempo de reticulacdo (5 horas) poderao ter contttbpara o pequeno tamanho das particulas
contabilizadas em cada ensaio, uma vez que, segsdotores referidos anteriormente, um
aumento destes parametros da origem, na genemlidadma diminuicdo do tamanho das

microsferas obtidas.

No que respeita a caracterizacdo morfologica dasosferas, osoftware Image J
permitiu o célculo de alguns parametros de intetesemeadamente, a circularidade e a

roundness, cujos valores médios sdo apresentados na Tabela 9
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Tabela 9 — Valores médios de Circularidade Roundness das microsferas obtidos através da analise de imag pelo

software Image J

Razdo massica

Ensaio (Cs:Gel) Circularidade Roundness
1 1:0 0,891 0,866
3 1:1 0,888 0,870
4 31 0,931 0,785

Cs — Quitosano; Gel — Gelatina

Relativamente a circularidade (equacao 3), foinitid previamente que s6 contariam
para avaliacdo as particulas que apresentassenmalamsuperior a 0,8, de forma a impedir a
contagem de objectos que nao correspondam a nacassipoliméricas. Assim sendo,
verificou-se que as particulas de quitosano e igalatom proporcdo massica de 3:1
apresentam uma circularidade bastante elevadal(Q,p®xima de 1. As microsferas 1 e 3
(particulas de quitosano e particulas de quitosamelatina com propor¢do massica 1:1,
respectivamente), por seu turno, apresentam vall@ste parametro muito semelhantes, mas
também préximos da unidade. Isto vem demonstraraguparticulas analisadas tém uma
forma circular bastante bem definida. A distriboigdeste parametro para os diferentes

ensaios pode ser observada nas Figuras 17, 18 e 19.
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Figura 17 — Curva de distribuicao de frequéncia paa a Circularidade de microsferas de quitosano (en&zl)
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Figura 18 - Curva de distribuicdo de frequéncia paa a Circularidade das microsferas de quitosano e ina na
proporgéo 1:1 (ensaio 3)
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Figura 19 - Curva de distribuicdo de frequéncia paa a Circularidade de microsferas de quitosano e giina na
propor¢éo 3:1 (ensaio 4)
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A distribuicéo dos valores de circularidade va@ltaer muito semelhante para os dois
primeiros ensaios (ensaio 1 e ensaio 3), demomistrgue a moda das distribuicdes se situa,
em ambos os casos, no intervalo de valores deanidade compreendido entre 0,90 e 0,92.
Para o ensaio 4, a distribuicao altera-se, havanaotendéncia mais crescente no valor deste
parametro. A maior frequéncia de microsferas (cedea 25%) possui um valor de
circularidade igual a 1, ou seja, cerca de 25%pdatculas poliméricas analisadas exibem

uma forma perfeitamente circular.

A roundness (equeacao 4) pretende avaliar a proximidade dadatiptica por parte

das microparticulas analisadas, através do caldaloazdo entre o diametro minimo e o
didmetro maximo obtidos para cada objecto analisddw vez que apenas foi utilizado um
filtro para a circularidade, aoundness foi determinada para todas as particulas de
circularidade superior a 0,8. Na Tabela 9, podemds-se que as particulas obtidas atraves
dos ensaios 1 e 3 apresentam um valor proximo @@dra este parametro, o que significa
que se aproximam mais de circulos do que de eliitesé, que a diferenca entre os dois
diametros ndo € elevada. No entanto, embora agylag do ensaio 4 apresentem uma
circularidade superior, o valor da swaundness € inferior ao dos restantes ensaios
(aproximadamente 0,8), apresentando um maior nudengarticulas com a forma eliptica.
As curvas de distribuicdo daundness para os Vvarios ensaios encontram-se representaslas n
Figuras 20, 21 e 22.
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Figura 20 - Curva de distribuicéo de frequéncia paa aRoundness de microsferas de quitosano (ensaio 1)
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Figura 21 - Curva de distribuicéo de frequéncia paa a Roundness de microsferas de quitosano e gelatina na
proporgéo 1:1 (ensaio 3)
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Figura 22 - Curva de distribuicdo de frequéncia paa aRoundness de microsferas de quitosano e gelatina na
proporgéo 3:1 (ensaio 4)

Os valores daoundness das distribuicbes das Figuras 20 e 21 (ensaio ) 8
superiores a 0,5, sendo que a moda das distrimuigmrre para um valor de

aproximadamente 0,94. No entanto, € este tipo dwilliicdo que se pretende, pois é

indicativa de frequéncias maiores para valores eadamais préximos da circularidade, e
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afastados da forma eliptica. A distribuicdo de redadaroundness para o ensaio 4 (Figura
22) mostra uma grande variabilidade comecando 8mdi¢ 1. Isto implica a contabilizacao
de valores baixos e bastante afastados da idealidadédo pela qual o valor médio deste

parametro para o ensaio 4 é inferior ao valor demoepara o0s restantes ensaios.

Posto isto, podera dizer-se que as particuladasbforam efectivamente microsferas,
embora pequenas, com forma circular e esféricaorAdlacédo correspondente ao ensaio 4
produziu microsferas de menor tamanho, maior acradde e menorroundness,
comparativamente com o0s restantes ensaios, queseapaeam resultados bastante
semelhantes entre si. Esta diferenca podera dees-facto de ter sido necessario proceder a
utilizacdo de um filtro menor para o ensaio 4, e gquplicou a contabilizacdo de um maior

namero de particulas.
4.2 Avaliacéo dos perfis de libertacdo do farmaco 5-Fhrouracil

Como ja foi explicado na secg¢éo 3.3.2., foramazaiilos trés tipos de microsferas com
concentracdes relativas de quitosano e gelatieaetifes para este tipo de libertacdo (Tabela
6). As microsferas do tipo | foram preparadas apeoan quitosano, as microsferas do tipo |l
com uma razdo massica de 1:1 de quitosano e gelatias microsferas do tipo IIl com uma
razao massica de 3:1 de quitosano e gelatina. ® mdncorporar o farmaco 5-Fluorouracil
nas microsferas preparadas, este foi adicionadermadsédo agua-em-6leo ao mesmo tempo
que as solucbes de quitosano e gelatina. A qualetida 5-Fluorouracil inicial colocada na

emulsao foi igual em todas as microsferas: 5 mg.

Tendo em conta a massa inicial de farmaco e patena TDL (Theoretical Drug
Loading, equacao 6) foi calculada para cada tipo de méstoqulas, como se pode verificar
na Tabela 10.

Tabela 10 — Valores d& heoretical Drug Loading (TDL) para cada tipo de microsferas

Ensaio Razdo massica Massa de 5-FU Massa de Cs e TDL
(Cs:Gel) (mq) Gel (mg)
I 1:0 50 50 0,091
Il 1:1 50 82 0,057
[l 3:1 50 62 0,075

5-FU — 5-Fluorouracil; Cs — Quitosano; Gel — GelatiTDL —Theoretical Drug Loading (equacao 6)
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Sendo a massa inicial de farmaco igual para sstifvés de microsferas é de esperar
gue o valor de TDL seja superior para aquelas guesantam uma quantidade total de
polimero menor (microsferas do tipo 1) em comparagdm aquelas que apresentam uma

massa polimérica maior.

Depois de secas, as microparticulas foram pesBdtsoperacao teve como objectivo
registar o peso real das microsferas obtidas. Assindo, considerando os valores de TDL
calculados anteriormente, foi possivel determinaguantidade (em mg) tedrica de 5-
Fluorouracil que se deveria encontrar incorporaganassa de microsferas efectivamente

preparada. Os valores obtidos encontram-se regstaal Tabela 11.

Tabela 11 - Massa de 5-Fluorouracil esperada (mg) rinterior das microsferas, tendo em conta os valosede TDL

calculados anteriormente

Ensaio Razao massica Massa real das microsferas MTF
(Cs:Gel) (mg) (mg)

I 1:0 43 3,91

Il 1:1 49 2,82
11 3:1 42 3,13

MTF — Massa tedrica de farmaco (equacéo 7)

Tendo em conta os valores de TDL obtidos antegats) é natural que para aquelas
em que este é menor também a massa teorica dectamearporado o seja. A libertacéo de
5-Fluorouracil em termos massicos nas primeirasofash encontra-se representada nas
Figuras 23, 24 e 25. Embora o periodo total dethigéo tenha sido de 24 horas, durante o
tempo que se seguiu as primeiras 8 horas de Ig@eria quantidade de farmaco contabilizado
na solucéo de PBS foi muito proximo do anteriorraafitido, pelo que, para efeitos graficos,
nao serd relevante a sua analise. No entanto, esessnos valores encontram-se

especificados na Tabela 12, onde se pode contthfacto.
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Figura 23 - Libertagdo massica de 5-Fluorouracil naprimeiras 8 horas a partir de microsferas obtidasho ensaio |
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Figura 24 - Libertacdo massica de 5-Fluorouracil naprimeiras 8 horas a partir de microsferas obtidasio ensaio Il
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Figura 25 - Libertagdo massica de 5-Fluorouracil naprimeiras 8 horas a partir de microsferas obtidasio ensaio |l

Tabela 12 - Comparacgéo dos valores massicos obtidms longo do periodo de libertagdo com os esperadpsya cada

tipo de microsferas

Ensaio Razao Massa de 5-FU Massa de 5-FU  MTF % Libertada
massica liberta ao fim  libertaao fimde (mg) relativamente
(Cs:Gel) de 8 horas (mg) 24 horas (mg) ao esperado
| 1:0 0,705 0,708 3,91 18,1
Il 1:1 0,383 0,388 2,82 13,7
11 3:1 0,327 0,329 3,13 10,5

Cs — Quitosano; Gel — Gelatina; 5—FU — 5-Fluoroilir®tTF — Massa tedrica de farmaco

Da analise da Tabela 12 pode verificar-se a peqdéerenca entre a massa de 5-
Fluorouracil libertado ao fim das primeiras 8 hoeaso fim de 24 horas, sinal de que a
libertacdo ocorre maioritariamente no primeiro @@oi No entanto, a percentagem resultante
da razdo entre a massa de 5-Fluorouracil realnibettada e a MTF foi calculada tendo em
conta o ultimo valor obtido. A diferenca verificaeiatre o MTF e o valor real libertado pode
ser explicada por duas hipéteses. A primeira, & piaivavel, € o facto de o farmaco nao ter
sido totalmente incorporado e de, por isso, teridmayperdas ao longo do processo,

nomeadamente durante a lavagem com éter de petAdkegunda hipdtese, que ndo devera
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ser explicativa desta disparidade, consiste ngdigalo restante farmaco as particulas, ndo

permitindo a sua libertagéo.

Embora um ensaio ndo seja suficiente para tirarclusbes determinantes, os
resultados obtidos podem ser explicados segunaosdis suposicdes. Ao fazer a comparacao
entre eles, conclui-se que as microsferas do emsd® apenas quitosano, sdo aquelas que
apresentam uma % de massa de farmaco libertadaeheaéla, indicativo de que permitiram
uma maior incorporacao de farmaco no seu inteseguindo-se as microsferas dos ensaios Il
e lll, respectivamente. Este resultado podera fiignique a gelatina existente na estrutura
das microsferas representard um eventual entravecogporacdo de farmaco. Contudo, o
facto de as microsferas do ensaio lll, com uma adstal de gelatina inferior a das

microsferas Il, apresentarem uma incorporacao neaacreditar que tal ndo seja o caso.

Outra explicacéo para o fendbmeno pode advir dofgjueoncluido por Hassan, et al.
(1992), Wang, et al. (1996) e Zhou et al. (2018)ores ja referenciados na sec¢ao 2.5. Estes
afirmam que quanto maior for a concentracdo deuletite, maior € a incorporacdo de
farmaco. Uma vez que a concentracdo de massa pome inferior nas microsferas do
ensaio | e a quantidade de solucdo reticulanteethpigp foi mantida constante em cada
ensaio, o grau de reticulacdo deste tipo de ptatiquode ter sido superior ao dos restantes,
permitindo-lhe uma maior incorporacdo de farmasto Iporque o aumento do grau de
reticulacéo até certo limite provoca o aumentoe@sitlade da cadeia polimérica, limitando a
sua expansao por hidratacdo e minimizando a difdedarmaco para a superficie da mesma.
No entanto, o facto de as microsferas do ensajoqlie tém uma menor massa total
polimérica que as Il, apresentarem uma incorporde&darmaco inferior, ndo se coaduna com

esta hipotese.

A Figura 26 permite comparar directamente os paé libertacdo dos trés tipos de

microsferas ao longo de 24 horas.
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Figura 26 - Libertagdo em termos percentuais de 5-Ebrouracil ao longo das 24 horas de liberta¢do paras trés

ensaios efectuados

Ao fim da primeira meia hora de libertacédo, a didae de 5-Fluorouracil passada
para a solucdo de PBS circundante é bastante algpad todos os tipos de microsferas.
Especificando, esta € de 75% para as Il, 82,4%gsal& 86% para as Il (Anexo C). Embora
as do tipo | apresentem uma maior incorporaca@uheaco percentual, a sua libertacdo da-se
de forma mais rapida do que pelas particulas l&sAkstas Ultimas sdo as que apresentam um
perfil de libertacdo percentual mais lento. Enqoizag microsferas do tipo | e Il libertam
cerca de 98% do 5-Fluorouracil incorporado ao fims grimeiras 3 horas, as do tipo | so
atingem tal valor ao fim de 8 horas. E embora asasferas do tipo Ill comecem por libertar
percentualmente valores superiores ao das miceassfér a sua velocidade diminuiu
comparativamente ao longo do tempo, voltando agiatimalores semelhantes apos as

primeiras 3 horas.

Concluindo, aquelas que apresentam um perfil f@aisravel, por proporcionarem

uma libertacdo controlada mais lenta, sdo as p&stido tipo II.

Este facto deve-se a sua constituicdo, por apasem uma quantidade de gelatina
superior as restantes, uma vez que, como afirmaoa £2h al. (2012), quanto maior for a
guantidade de gelatina na composicao das micrgsfarais prolongadamente se efectua a
libertacdo do farmaco. Uma justificacdo para thleta se prenda com a estrutura formada
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pelo quitosano e a gelatina em quantidades masgjoass, que minimiza a difusdo de 5-

Fluorouracil para o exterior, formando microsferamparativamente mais estaveis.

A diferenca entre os perfis de libertacdo podandbEm ser explicada pela diferenca
de tamanhos entre as microsferas desenvolvidaso @mnobservado na Tabela 7 da seccao
4.1, as particulas com igual percentagem massicajuitesano e gelatina (ensaio 3),
apresentam um maior didmetro equivalente médiajcsgne, de acordo com Jameela et al.

(1995), quanto maiores forem as particulas mats ksgra a libertacao do farmaco.
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5. CONCLUSAO

A presente Dissertacdo teve como principal objed preparacdo de microsferas de
quitosano e gelatina reticuladas com genipin, agala utilizacdo do método de emulsao
agua em oleo, para a incorporacdo de um farmadcanoérigeno, o 5-Fluorouracil. Nesse
sentido, foram realizados diversos ensaios ondiesenvolveram particulas com diferentes
razdes massicas de gelatina e quitosano, mantenis gparametros constantes, tais como a
velocidade de agitacdo, a quantidade de agenteleatte utilizado, assim como a de parafina

e surfactante, a temperatura, e a massa de famariacorporar.

Numa primeira fase, as microsferas obtidas naxehtes ensaios foram observadas
ao microscopio optico, o que permitiu efectuar unzgem, relativa aos tipos de microsferas
a analisar posteriormente. Esta baseou-se no fdetcas microparticulas com maior
guantidade de gelatina se apresentarem em suspeassabrenadante, indicativo de uma
baixa densidade, o que néo facilitou a sua sepamag¢avagem da fase oleosa. Os ensaios
foram repetidos na generalidade e as corresporsgdanteosferas foram analisadas quanto a

sua morfologia, incorporacéao e libertacao do fammac

A distribuicdo de tamanhos das microsferas foadeva cabo pelsoftware Image J,
que permitiu a obtencdo de parametros importan@sieadamente, a area projectada das
particulas (de onde foi possivel retirar o diameiyaivalente), a circularidadereundness.
Observou-se um diametro equivalente médio semahzara os ensaios correspondentes as
microsferas de quitosano (ensaio 1) e as micrasfer@paradas com quantidades massicas
iguais de quitosano e gelatina (ensaio 3), cerckddem, enquanto as particulas de quitosano
e gelatina na propor¢cdo massica de 3:1 (ensaipdsentaram um didmetro equivalente
meédio de cerca de 6 um. As curvas de distribuighfvetjuéncia deste parametro também se
revelaram semelhantes para os dois primeiros engansaios 1 e 3). Essa semelhanca foi
comprovada pelos valores da moda, mediange dbo, também eles muito préximos. De
novo, a curva de distribuicéo de frequéncia redadiv ensaio 4 apresentou-se bem distinta das
restantes, apresentando valores de moda, medigmaghgd mais pequenos. Este facto podera

dever-se a erros derivados da baixa resolucao rdagens utilizadas para analise das
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particulas, que nos ensaios 1 e 3 podera ndo tenitigep a contabilizacdo de particulas de
tamanho mais pequeno, onde terdo sido identificeala® ruido.

O software utilizado para a analise de imagem permitiu olsseainda os valores
meédios de circularidade r@undness, indicadores importantes da morfologia das pdescu
Mais uma vez, as microsferas de quitosano e asaf@@@s com quitosano e gelatina na
proporcdo massica de 1:1 apresentaram valoresntmstemelhantes para estes dois
parametros, cerca de 0,90. Para as microsferagashtio ensaio 4 (quitosano e gelatina na
proporcao de 3:1) verificou-se uma circularidadeifamente superior a dos restantes, cerca
de 0,93, e um valor deoundness um pouco inferior, cerca de 0,79. No entanto, na
generalidade, todos os ensaios produziram parsiotdan valores elevados para os dois

parametros analisados, indicativos da sua esfadeid

Seguiu-se a observacdo dos perfis de libertac@ia s trés ensaios realizados,
verificando-se que as particulas de quitosano i@is@ermitiram uma maior incorporagao
de farmaco que as restantes. Esta diferenca naidpden de farmaco incorporada podera
dever-se a um maior grau de reticulacdo destagegfjetando comparadas com as restantes.
No entanto, o baixo valor deste parametro, cerch88e, € um forte indicador das elevadas

perdas exibidas ao longo do processo.

Observaram-se, por fim, os perfis percentuaisiloerthcdo em fungdo do tempo,
tendo-se concluido que as microsferas de quitosagelatina na proporcdo massica de 1:1
(ensaio II) libertaram o farmaco mais lentamenteqde as restantes. Isto €, enquanto as
microsferas de quitosano (ensaio I) e as prepa@agjuitosano e gelatina na proporc¢éo 3:1
(ensaio Ill) libertaram cerca de 98% de farmacopraseiras 3 horas, as microsferas obtidas
pelo ensaio Il (gelatina e quitosano na proporcassica de 1:1) s6 o fizeram ao fim de 8
horas. Este acontecimento pode dever-se a suaitcm@st (iguais massas de quitosano e
gelatina), ou entdo ao tamanho médio das suasylagj uma vez que, segundo a literatura,

quanto maiores forem as microsferas mais lentasskibértacdo de farmaco.

Tendo em conta estes resultados, pode dizer-segjobjectivos do trabalho foram
cumpridos, uma vez que se obtiveram microsferasditerentes formulacdes de quitosano e
gelatina através da utilizacdo do método de emudgda-em-6leo, capazes de incorporar e

libertar o farmaco utilizado, 5-Fluorouracil.
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E importante acrescentar, porém, que muito se faoe para dar continuidade a este

projecto no futuro, como se propde de seguida:

- Avaliar a influéncia de outros parametros (vielade de agitacdo, temperatura,
quantidade de parafina, surfactante e agente latie) na morfologia e perfis de libertacdo

do farmaco pelos tipos de microsferas estudados;

- Testar a reprodutibilidade dos resultados obtiddravés da replicacdo dos ensaios

realizados neste trabalho;
- Testar a libertacdo de outros farmacos pelosnogsipos de microsferas;

- Realizar ensaios com outras propor¢des masgegsiitosano e gelatina, e analisar

as suas diferencas em termos de morfologia e pErfibertacéo;

- Utilizar solugbes com concentracdes de quitogagelatina diferentes das que foram
utilizadas durante este trabalho para a prepardadomicrosferas, e avaliar as diferencas

obtidas.
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ANEXO A

Determinacéo da curva de calibracao

Para determinar a curva de calibracdo utilizada mpuantificar a libertagcdo de
farmaco ao longo do tempo, foi utilizada uma satugée (CM) de concentracédo 0,114 mg

de 5-FU por mL de PBS. Nesse sentido, foram digtmdv5,7 mg de 5-FU em 50 mL de
PBS.

Fazendo diluices sucessivas em PBS de CM, oativee cinco solucdes (de 10 mL)

de concentracdes conhecidas como evidencia a TAldela

Tabela A.1 — Preparacao de solu¢des diluidas paratencao da curva de calibragao

Solugéo Quantidade de CM Concentragéo obtida
utilizada (mL) (ug/mL)
C1 2 22,8
C2 1,5 17,1
C3 1 11,4
C4 0,5 5,70
C5 0,2 2,28

Cada solucédo foi analisada no espectrofotometrndo-se obtido um valor de
absorvancia para cada concentracdo conhecida. #esmgacao grafica dos valores de
absorvancia versus a concentracgéo traduziu-se nura de calibragcdo como a representada
na Figura A.1.

59



ANEXOS

E' 25 -

2 20 -

(@]

% 15 -

g 10 - c=17,884A
§ R2 =0,9915
§ 9

o

O T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

Absorvancia

Figura A.1 — Curva de Calibracao (Absorvancia em fa¢éo da Concentragdo da solugéo, em pg/mL)

A curva obtida passa pela origem, de coordend@3 (ma vez que a lei de Beer-
Lambert em que a mesma se baseia estipula umaaselagroporcionalidade directa entre os
valores de absorvancia e de concentragdo das sslud8sim sendo, pela regresséo linear
realizada, obteve-se uma curva de equacdo ¢ =4&,8®m um R de 0,9915, bastante
préximo de um.
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ANEXOS

Dados utilizados para a construcdo dos histograehasvos ao didmetro equivalente das

particulas produzidas por cada ensaio efectuado.

Tabela B.1 - Dados de frequéncia numérica, frequéreciem % e frequéncia cumulativa em % para cada interalo de

didmetro (em pum) — ensaio 1

Diametro Frequéncia Frequéncia  Frequéncia
(um) numerica (%) cumulativa (%)
4-6 42 4,778 4,778
6-8 75 8,532 13,311
8-10 97 11,035 24,346

10-12 134 15,245 39,590
12-14 136 15,472 55,063
14 -16 111 12,628 67,691
16 - 18 82 9,329 77,019
18 - 20 63 7,167 84,187
20 - 22 33 3,754 87,941
22 - 24 31 3,527 91,468
24 - 26 26 2,958 94,425
26 - 28 16 1,820 96,246
28 - 30 6 0,683 96,928
30-32 3 0,341 97,270
32-34 7 0,796 98,066
34 -36 6 0,683 98,749
36 - 38 2 0,228 98,976
38-40 4 0,455 99,431
40 - 42 1 0,114 99,545
42 - 44 1 0,114 99,659
44 - 46 0 0,000 99,659
46 - 48 2 0,228 99,886
48 - 50 0 0,000 99,886
50 - 52 0 0,000 99,886
52 - 54 1 0,114 100
Total 879 100 -
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Tabela B.2 - Dados de frequéncia numérica, frequéreciem % e frequéncia cumulativa em % para cada interalo de

didmetro (em um) — ensaio 3

Diametro  Frequéncia Frequéncia Frequéncia

(um) numerica (%) cumulativa (%)
4-6 37 3,565 3,565
6-8 81 7,803 11,368
8-10 119 11,464 22,832
10-12 134 12,909 35,742
12-14 168 16,185 51,927
14 -16 147 14,162 66,089
16 - 18 107 10,308 76,397
18- 20 77 7,418 83,815
20 - 22 46 4,432 88,247
22 - 24 40 3,854 92,100
24 - 26 29 2,794 94,894
26 - 28 16 1,541 96,435
28 - 30 15 1,445 97,881
30 - 32 7 0,674 98,555
32-34 9 0,867 99,422
34 - 36 3 0,289 99,711
36 - 38 0 0,000 99,711
38-40 1 0,096 99,807
40 - 42 1 0,096 99,904
42 - 44 0 0,000 99,904
44 - 46 0 0,000 99,904
46 - 48 1 0,096 100
Total 1038 100 -
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Tabela B.3 - Dados de frequéncia numérica, frequéreciem % e frequéncia cumulativa em % para cada interalo de

didmetro (em pum) — ensaio 4

Diametro Frequéncia Frequéncia Frequéncia
(um) numérica (%) cumulativa (%)
0-2 177 12,334 12,334
2-4 398 27,735 40,070
4-6 369 25,714 65,784
6-8 173 12,056 77,840
8-10 92 6,411 84,251

10-12 52 3,624 87,875
12-14 37 2,578 90,453
14 - 16 28 1,951 92,404
16 - 18 12 0,836 93,240
18 - 20 20 1,394 94,634
20 - 22 11 0,767 95,401
22 -24 15 1,045 96,446
24 - 26 10 0,697 97,143
26 - 28 10 0,697 97,840
28 - 30 8 0,557 98,397
30-32 8 0,557 98,955
32-34 7 0,488 99,443
34 - 36 5 0,348 99,791
36 - 38 0 0,000 99,791
38-40 1 0,070 99,861
40 - 42 2 0,139 100
Total 1435 100 -
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ANEXO C

Dados calculados a partir dos valores de absoméintidos pelo espectrofotémetro UV/Visivel pardacansaio efectuado.

Tabela C.1 - Dados determinados a partir dos valosede absorvancia obtidos para as microsferas do exs |

Tempo A Concentragcdo Factorde  Volume Massa Massa : ~ % libertacao
Absorvancia A acumulada % libertacéo
(h) (ng/mL) diluicao (mL) (no) (L) acumulada
0,5 0,653 11,67825 5 10 584 584 82,4 82,4
1 0,3764 6,731538 1 10 67 651 9,5 92,0
1,5 0,1199 2,144292 1 10 21 673 3,0 95,0
2 0,0733 1,310897 1 10 13 686 1,9 96,8
3 0,0713 1,275129 1 10 13 699 1,8 98,6
4 0,0188 0,336219 1 10 3 702 0,5 99,1
6 0,0154 0,275414 1 10 3 705 0,4 99,5
8 0,0026 0,046498 1 10 0 705 0,1 99,6
24 0,0174 0,311182 1 10 3 708 0,4 100,0
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Tabela C.2 - Dados determinados a partir dos valosede absorvancia obtidos para as microsferas do e Il

Tempo Ab ~.. .. Concentracdo Factorde  Volume Massa Massa , ~ % libertacao
sorvancia A acumulada % libertacéo
(h) (ng/mL) diluicdo (mL) (1Q) (L) acumulada
0,5 0,8132 14,54327 2 10 291 291 75,0 75,0
1 0,1681 3,0063 1 10 30 321 7,7 82,7
15 0,0733 1,310897 1 10 13 334 3,4 86,1
2 0,065 1,16246 1 10 12 346 3,0 89,1
3 0,1099 1,965452 1 10 20 365 51 94,2
4 0,0396 0,708206 1 10 7 372 1,8 96,0
6 0,0298 0,532943 1 10 5 378 1,4 97,4
8 0,0296 0,529366 1 10 5 383 1,4 98,7
24 0,0276 0,493598 1 10 5 388 1,3 100,0
Tabela C.3 - Dados determinados a partir dos valosede absorvancia obtidos para as microsferas do etis Il
~ Massa , ~
Tempo A Concentragcdo Factorde  Volume Massa : ~ % libertacao
Absorvancia A acumulada % libertacéo
(h) (ng/mL) diluicao (mL) (¥e)) (L) acumulada
0,5 0,7906 14,13909 2 10 283 283 86,0 86,0
1 0,0968 1,731171 1 10 17 300 5,3 91,2
15 0,0376 0,672438 1 10 7 307 2,0 93,3
2 0,0262 0,468561 1 10 5 312 1,4 94,7
3 0,0609 1,089136 1 10 11 322 3,3 98,0
4 0 0 1 10 0 322 0,0 98,0
6 0,0262 0,468561 1 10 5 327 1,4 99,4
8 0,0016 0,028614 1 10 0 327 0,1 99,5
24 0,0086 0,153802 1 10 2 329 0,5 100,0







