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RESUMO

Este trabalho tem como principal objetivo o desenvolvimento de géis injetaveis para
libertacdo controlada e localizada de farmacos em feridas. Desta forma, prepararam-se
nanoparticulas para encapsular o farmaco em estudo que foram posteriormente incorporadas
num gel, que pode ser injetado no local pretendido. Estes sistemas de libertagéo controlada de
farmacos (SLCs) foram produzidos a partir de polimeros de base natural, biodegradaveis e
biocompativeis, como o quitosano e o k-carragenano e usando um farmaco também de origem
natural, o naringin.

O encapsulamento do naringin, um flavondide com diversas propriedades terapéuticas,
entre elas anti-inflamatérias e anti ulcerosa, foi efetuado em nanoparticulas de quitosano
preparadas através do método de gelificacdo i6nica. As nanoparticulas foram formadas por
reticulacdo com tripolifosfato de sédio (TPP), usando um método ja reportado na literatura, e
pela primeira vez com o citrato de dihidrogenado de colina (CD), um liquido iénico que revelou
ser um bom reticulante alternativo ao TPP. A distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas,
assim como a estabilidade ao longo do tempo, foi estudada com recurso a técnica de Dispersao
Dinamica da Luz (Dynamic Light Scattering — DLS) que revelou tamanhos médios proximos
de 180 nm para o caso das nanoparticulas reticuladas com TPP e 330 nm para as nanoparticulas
reticuladas com CD, apresentando ambas uma boa estabilidade durante as 72 horas do estudo.
A morfologia das nanoparticulas foi ainda avaliada por Microscopia Eletronica de Varrimento
(SEM).

No decorrer do trabalho, foram estudados diferentes sistemas de libertacdo de naringin
nomeadamente nanoparticulas de quitosano reticuladas com TPP ou com CD, géis de k-
carragenano com e sem reticulante iénico (KCI) e sistemas combinados de nanoparticulas de
quitosano incorporadas nos géis de k-carragenano, por forma a concluir sobre a eficiéncia de
cada sistema na libertacdo controlada do farmaco.

Os perfis de libertacdo foram estudados em solucéo fosfato salinaa pH 7 e a 37 °C para
todos os SLCs preparados. Os resultados obtidos mostram que 0s sistemas compostos apenas
pelas nanoparticulas apresentaram perfis de libertagdo do naringin mais rapidos, com 60 % do
naringin libertado ao fim de 1 h e a quase totalidade ao fim de 4 h de monitorizacdo. A libertacéo
do naringin a partir dos geéis de k-carragenano revelou ser mais controlada, embora o farmaco
tambem se tenha libertado quase na sua totalidade ao fim de cerca de 6 h de monitorizagéo.
Finalmente, verificou-se que a libertagdo do naringin através dos geéis de k-carragenano

reticulados com KCI, com e sem nanoparticulas incorporadas, € uma alternativa eficaz para



garantir uma libertacdo do farmaco mais controlada, uma vez que, com este sistema, apenas
cerca de 30 % de naringin foi libertado ao fim de 1 h de monitorizagio. Estes dois sistemas
(com e sem nanoparticulas de quitosano) apresentaram perfis de libertagdo muito semelhantes,
verificando-se a libertacdo de apenas cerca de metade da quantidade total de farmaco durante
10 dias de monitorizacdo. Os perfis de libertacdo medidos foram correlacionados com um
modelo matemaético semi-empirico baseado na resolucdo simplificada da segunda lei de difuséo
de Fick (equacdo de Peppas). A partir do modelo foram calculados pardmetros cinéticos que
facilitam a comparacdo entre os diferentes perfis de libertacdo medidos e permitem inferir sobre

0s mecanismos que controlam a libertacdo do farmaco a partir dos diferentes SLCs estudados.



ABSTRACT

This work has as main goal the development of injectable gels for the controlled release
of drugs into wounds. For that purpose, nanoparticles were prepared to encapsulate the
envisaged drug and those were subsequently incorporated into a gel that can be injected at the
desired location. These drug delivery systems (DDS) were produced from natural-based,
biodegradable and biocompatible polymers, such as chitosan and k-carrageenan and also using
naringin as a natural-origin drug. Naringin, a flavonoid with various therapeutic properties,
including anti-inflammatory and anti-ulcer, was encapsulated in chitosan nanoparticles
prepared by the ionic gelation method. Nanoparticles were formed by cross-linking chitosan
with sodium tripolyphosphate (TPP), using a method already reported in literature, and for the
first time with choline dihydrogen citrate (CD), an ionic liquid that has proven to be a good
crosslinker alternative to TPP.

In this work, different naringin delivery systems were studied including nanoparticles
of chitosan crosslinked with TPP or CD; k-carrageenan gels with and without ionic crosslinking
(KCI) and combined systems of chitosan nanoparticles incorporated in k-carrageenan gels, in
order to conclude on the efficiency of each system in the controlled release of the drug. The
release profiles of all DDS were studied in a phosphate buffered saline solution at pH 7 and 37
°C. The results showed that the systems composed only by nanoparticles presented faster
naringin release profiles, with 60% of naringin released after the 1% hour and almost 100%
within 4 h of monitoring. The release of naringin from k-carrageenan gels revealed to be more
controlled although the drug has been also almost completely released within about 6 h of
monitoring. Finally, it was found that the release of the naringin through k-carrageenan gels
crosslinked with KCI, with and without incorporated nanoparticles, is an effective alternative
to ensure a more controlled release of the drug, since only about 30% of naringin was released
after 1 h of monitoring with this system. These two systems (with and without chitosan
nanoparticles) showed very similar release profiles, being verified the release of only about half
of the total amount of drug over 10 days of monitoring. The measured release profiles were
correlated with a semi-empirical mathematical model based on simplified resolution of the
second Fick's law of diffusion (Peppas equation). From this model, Kinetic parameters were
calculated to facilitate comparison between the different measured release profiles, and infer
about the mechanisms which control the drug release from the different studied DDS.
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NOMENCLATURA E SIMBOLOS

CB - Choline Bitartrate (Bitartarato de colina)

CD - Choline dihydrogen citrate (Citrato de dihidrogenado de colina)
CRR - Carragenano

CS - Quitosano

DDS - Drug Delivery System

DLS - Dynamic Light Scattering (Dispersdo Dindmica da Luz)

ECM - Extra Celular Matrix (Matriz Extracelular)

ELS - Electrophoretic Light Scattering (Disperséo Eletroforetica da Luz)
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GP - Glycerol Phospate disodium (Fosfato dissodico de glicerol)

LDV - Laser Doppler Velocimetry

PBS - Phosphate Buffered Saline (tampao fosfato-salino)

pKa - Constante de dissociacdo acida

RET - Reticulante

RMN - Ressonancia Magnética Nuclear

SEM - Scanning Electron Microscopy (Microscopia eletronica de varrimento)

SLC - Sistema de Libertacdo Controlada

TICS - Temperatura Inferior Critica de Solucéo

TPP - Sodium tripolyphosphate (tripolifosfato de sédio)
UV - Ultravioleta
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ENQUADRAMENTO E MOTIVAGAO

Nos ultimos anos, o interesse por parte da comunidade cientifica, no que se refere ao
desenvolvimento de sistemas de libertacdo controlada (SLCs), tem vindo a crescer fortemente,
dadas as numerosas vantagens que estes apresentam comparativamente com as formas de
dosagem convencionais.

Os SLCs funcionam como veiculos transportadores de farmacos, protegendo-os e
garantindo uma libertacdo controlada diretamente no local de acdo. As formas de dosagem
comuns tém a desvantagem de serem, em parte, degradadas pelo organismo até chegarem ao
local pretendido, reduzindo assim a quantidade de principio ativo necessario para o efeito
terapéutico desejado. Para além disso, a exposi¢do do farmaco aos tecidos envolventes, desde
a administracdo até ao local de acdo, poderd causar nos pacientes efeitos secundarios nédo
desejados. Por outro lado, o tratamento convencional requer repetidas administracdes de
farmaco para garantir que a sua concentracdo se encontre dentro do intervalo correspondente
ao nivel terapéutico. Os SLCs permitem contornar estes problemas, possibilitando uma
libertacdo controlada do farmaco, de forma a fornecer doses mais eficazes e seguras aos
pacientes.

O desempenho de um SLC é dependente de um vasto conjunto de fatores, que estdo
relacionados com o local de acdo do farmaco, as caracteristicas do farmaco que se pretende
libertar e o tipo de material polimérico onde se vai incorporar o farmaco. H& que destacar a
importancia dos materiais poliméricos, biocompativeis e biodegradaveis, os quais aplicados in
vivo ndo causam reacGes adversas significativas por parte do organismo. Os materiais
poliméricos podem dividir-se em duas categorias principais, nomeadamente sintéticos e
naturais, sendo que estes ultimos tém ganho especial interesse na preparacdo de SLCs por
apresentarem boas caracteristicas de biocompatibilidade e interacdo celular. Para além disso, e
devido as suas semelhancas com a matriz extracelular, os polimeros naturais podem mimetizar
muitas das caracteristicas e, portanto, favorecer a migracao, o crescimento e a organizacdo das
células, durante a regeneracdo dos tecidos e cicatrizacdo de feridas. Nos polimeros de base
natural, ha que destacar o quitosano por ser considerado um transportador polimérico
interessante na medida em que possui propriedades importantes tais como biodegradabilidade,
baixa toxicidade e boa biocompatibilidade, que o tornam adequado para uso biomédico e
formulagdes farmacéuticas.

Um outro aspeto relevante, no que diz respeito a utilizacdo de materiais poliméricos em

SLCs, consiste na possibilidade em desenvolver sistemas particulados, nomeadamente
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nanoparticulas de dimensdes adequadas para administragdo por via injetavel. Estes sistemas
transportadores tém como fungdo proteger as moléculas encapsuladas de fatores externos,
preservando assim a sua funcionalidade e possibilitando a entrega eficaz dos compostos ativos
ao local de acéo.

Para além das nanoparticulas, existem outros SLCs utilizados como veiculo para o
transporte de substancias ativas até ao local pretendido, como € o caso dos géis. Estes sistemas
sdo usados para descrever estruturas de redes poliméricas reticuladas através de um mecanismo
designado por gelificacdo, podendo classificar-se em fortes ou fracos. Neste tipo de SLCs € de
referir o uso do carragenano, um polissacarideo sulfatado, que apresenta relativa baixa
toxicidade e boas propriedades para aplica¢fes biomédicas.

A maior parte dos SLCs tém o problema da libertagdo das substancias ativas ser
demasiado rapida. Desta forma, neste trabalho, pretende-se incorporar num gel nanoparticulas
de quitosano carregadas com farmaco para o tratamento de feridas, criando assim uma dupla

barreira, de forma a retardar a libertacdo de farmaco.

O presente trabalho encontra-se organizado em cinco capitulos principais cujo foco se
resume da seguinte forma:

O Capitulo 1, Introducéo, apresenta uma breve reviséao bibliografica sobre os principais
aspetos relacionados com o presente trabalho. Inicialmente, € feito um enquadramento geral do
tema, apresentando diversos conceitos subjacentes aos SLCs e, posteriormente é feita uma
descricdo sobre o desenvolvimento de nanoparticulas e géis para o encapsulamento de
farmacos, detalhando as principais caracteristicas destes e 0s seus métodos de preparacdo
frequentemente descritos na literatura. Serdo focados, em particular, particulas, géis e
combinacfes de ambos a base de quitosano e carragenano para libertacdo controlada de
naringin.

No Capitulo 2, Materiais e Métodos, sdo apresentados e caracterizados os diversos
materiais utilizados, bem como os métodos utilizados para a realizacao do trabalho laboratorial.
O capitulo apresenta ainda as técnicas utilizadas para a caracterizacao dos sistemas preparados
(nanoparticulas, géis e nanoparticulas incorporadas no géis) e os ensaios de libertacdo de
naringin dos mesmaos.

No Capitulo 3, Resultados e Discussdo, sdo apresentados e discutidos os resultados
obtidos relativos a caracteriza¢do das nanoparticulas, realizada pelas técnicas de DLS e SEM e
os perfis de libertacdo dos varios tipos de sistemas preparados. Neste capitulo, s&o apresentados
ainda os modelos tedricos que descrevem as curvas de libertacdo e identificam os mecanismos
que predominam em cada caso.
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Por dltimo, o Capitulo 4, Conclusdes, resume as principais conclusées do trabalho e o
Capitulo 5, Perspetivas Futuras, apresenta algumas sugestdes para o desenvolvimento de
trabalhos futuros relacionados com esta area.






OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver sistemas de libertagdo controlada
(SLCs) a base de biopolimeros, do tipo polissacaridos, para libertagdo controlada e localizada
de um composto bioativo de base natural para o tratamento de feridas em diabéticos. Os SLCs
preparados incluem nanoparticulas a base de quitosano, geéis a base de carragenano e sistemas
combinados de ambos visando um maior controlo do perfil de libertagdo do composto bioativo.

As nanoparticulas de quitosano foram preparadas com base no método de gelificacao
ionica, descrito na literatura, usando o reticulante TPP. Para além deste, neste trabalho sera
proposto pela primeira vez o uso de um outro reticulante (CD) para formar as particulas. O
tamanho e a morfologia das nanoparticulas foi estudada por técnicas como a Dispersdo
Dinamica da Luz (DLS) e Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM), respetivamente. A
estabilidade das particulas ao longo do tempo e a temperatura ambiente foi também estudada
por monitorizacdo do tamanho (DLS) e potencial zeta a diferentes tempos durante cerca de 72
horas.

Em seguida, foi preparado o gel de carragenano por fusdo do biopolimero com
temperatura e posterior gelificacdo por arrefecimento. Foi também estudada a influéncia da
reticulacdo ionica com solucédo salina de KCI no perfil de libertagdo do composto bioativo a
partir do gel.

Com o objetivo de obter um perfil de libertagdo mais controlado, combinaram-se ainda
os dois sistemas, particulas e géis. O sistema combinado foi testado para os dois tipos de
nanoparticulas (TPP e CD) e incorporados em géis de carragenano com e sem reticulante.

O composto bioativo em estudo é o naringin por ser um fendlico de base natural obtido
a partir de espécies de frutas citricas e com atividade farmacoldgica ja demostrada no tratamento
de feridas diabéticas.

Por fim, pretende-se obter e comparar os perfis de libertacdo do composto bioativo com
0 objetivo de avaliar o desempenho dos varios SLCs preparados. Para compreender melhor os
mecanismos que controlavam a libertacdo do farmaco a partir dos SLCs preparados, recorreu-

se ainda a modelos matematicos que permitiram estimar os parametros cinéticos.






1 INTRODUGAO

No presente capitulo apresenta-se uma breve revisdo bibliografica sobre os principais
aspetos relacionados com o tema do trabalho proposto. Inicialmente, sera feita uma descrigédo
geral sobre sistemas de libertagdo controlada (SLCs) e, posteriormente, sobre o
desenvolvimento de nanoparticulas e géis para o encapsulamento de farmacos, detalhando as
principais caracteristicas destes e os seus métodos de preparacdo, com vista ao tratamento e

cicatrizacao de feridas.

1.1 Sistemas de libertagao controlada (SLC) de farmacos

Os Sistemas de Libertacdo Controlada (SLC) sdo frequentemente constituidos por
estruturas poliméricas biocompativeis nas quais se incorporam agentes terapéuticos para 0
tratamento de determinadas doencas. Estas estruturas funcionam como sistemas transportadores
de compostos ativos (farmacos, proteinas e outros agentes terapéuticos) até ao local de agédo
pretendido, proporcionando a libertacdo controlada destes, de forma a fornecer doses mais
eficazes e seguras para os pacientes (Shaik et al., 2012). O desempenho de um SLC depende
de um conjunto variado de fatores que incluem o local de acdo do farmaco, as caracteristicas
do farmaco que se pretende libertar, o tipo de material polimérico onde se vai incorporar o
farmaco e as interac@es entre estes (local de acao, farmaco e matriz polimérica).

O tratamento convencional requer o uso de farmacos cuja absor¢do e, consequentemente
a biodisponibilidade, depende de diversos fatores, tais como solubilidade no meio a libertar,
pKa (no caso de farmacos disponiveis na forma de sal), peso molecular e estabilidade quimica,
os quais podem influenciar a resposta terapéutica (Vilar et al., 2012). Com o objetivo de efetivar
a resposta farmacol6gica, reduzindo os efeitos secundarios e diminuindo o nimero de doses de
farmaco, desenvolveram-se os SLCs que procuram melhorar a sua atividade farmacoldgica,
melhorando a farmacocinética (absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo do farmaco) e
alterando as propriedades farmacodinamicas, como 0 mecanismo de acdo, resposta
farmacoldgica e afinidade para o local da acdo (Vilar et al., 2012).

Alguns farmacos tém um intervalo de concentragdo 6timo de forma a serem eficazes
nos locais de agdo e para se obter o beneficio maximo, uma vez que concentragfes acima ou
abaixo deste intervalo podem ser toxicos ou nao ter qualquer efeito terapéutico (Shaik et al.,
2012). Ao controlar a quantidade de farmaco no local desejado e reduzir o tempo de exposicao

nos tecidos adjacentes contribui-se para 0 aumento da eficacia dos tratamentos e reduz-se a



toxicidade e os efeitos secundarios, melhorando assim a adesdo e a confianca por parte do
paciente. Desta forma, a utilizacdo de SLCs apresenta algumas vantagens comparativamente
com os sistemas de dosagem convencional (Chien e Lin, 2007), tais como: controlo da taxa de
libertacdo e da dose terapéutica; manutencdo da concentracdo de farmaco dentro do intervalo
correspondente ao efeito terapéutico; maximizacdo da relacdo dose-eficécia; reducdo dos
efeitos secundérios; diminuigdo do nimero de administracdes; e aumento da confianga por parte
do paciente.

A taxa de libertacdo de farmaco nos SLCs depende das caracteristicas do polimero
utilizado e da estrutura polimérica, uma vez que influenciam o acesso do meio ao farmaco.
Assim, a libertacdo dos agentes terapéuticos é feita através de mecanismos de erosdo/dissolucdo
dos materiais poliméricos e de mecanismos difusionais através do meio de libertac&o.

Atualmente existe uma vasta gama de SLCs, bem como de materiais utilizados na sua
preparacdo. H& que destacar a importancia dos materiais poliméricos, ndo toxicos,
biocompativeis e biodegradaveis, os quais aplicados in vivo ndo causam reacdo adversa
significativa por parte do organismo, que promovem interacOes celulares favoraveis e o
desenvolvimento do tecido. Tendo em conta estas caracteristicas, podem dividir-se 0os materiais
poliméricos utilizados em sistemas transportadores em duas classes que sdao os SLCs
desenvolvidos a base de polimeros sintéticos ou naturais. Os materiais de origem natural estéo
a ser amplamente utilizados devido as suas semelhancas com a matriz extracelular e por
apresentarem boa biocompatibilidade e interacdo celular (Huang e Fu, 2010). Além disso, 0s
polimeros naturais podem ser manipulados para libertar fatores de crescimento e outros agentes
terapéuticos em resposta a sinais fisioldgicos tentando imitar o processo de cicatrizagao natural
e promover a regeneracao rapida de tecidos reduzindo a formacdo de cicatrizes de feridas
(Huang e Fu, 2010).

O recurso a materiais de origem natural para o desenvolvimento de SLCs tem sido
considerado essencial em engenharia de tecidos. Tem-se como exemplo os scaffolds que
funcionam como substitutos bioldgicos que restauram e mantém o normal funcionamento de
tecidos ou o6rgaos danificados (Lee e Atala, 2013). Estes sistemas séo estruturas poliméricas
artificiais que, com o tempo, sdo gradualmente degradaveis e substituidas pelo tecido
neoformado. Uma das aplicagbes fundamentais em engenharia de tecidos consiste na
preparacdo de um scaffold artificial para proliferacdo e diferenciagcdo celular, pelo facto do
processo de regeneracao e reparacao natural de um tecido danificado, fornecendo apenas células
ao local pretendido, ser um processo dificil, uma vez que a matriz extracelular também é perdida

aquando da lesdo do tecido (Huang e Fu, 2010).



Os polimeros naturais podem mimetizar muitas caracteristicas da matriz extracelular e,
portanto, favorecer a migragéo, o crescimento e a organizagdo das células durante a regeneracdo
dos tecidos e cura de feridas (Huang e Fu, 2010). Nos dias de hoje, tém sido utilizados véarios
polimeros naturais a base de proteinas para aplicacfes em engenharia de tecidos, como 0
colagenio, gelatina e fibrina, os quais podem fornecer ndo so suporte fisico para a regeneracao
dos tecidos, mas também matrizes biomiméticas com func@es bioldgicas capazes de induzir
ativamente a regeneragdo dos tecidos (Huang e Fu, 2010). Desta forma, podem ser
desenvolvidos para encapsular fatores de crescimento e outros agentes terapéuticos nas suas
matrizes porosas e proporcionar a entrega sustentada para melhorar o crescimento celular e
morfogénese, conduzindo assim a um tecido organizado funcionalmente (Huang e Fu, 2010).

Os polimeros de origem natural s&o geralmente considerados materiais biocompativeis
para aplicacdes de engenharia de tecidos. A utilizacdo deste tipo de materiais ajuda a evitar um
dos principais inconvenientes da utilizacdo de polimeros sintéticos que consiste na falta de
sinais de reconhecimento celular, apesar dos polimeros naturais serem dificeis de processar e a

taxa de degradacdo ser dificil de controlar (Huang e Fu, 2010).

1.2 SLC a base de nanoparticulas para encapsulamento de farmacos

As nanoparticulas tém recebido grande atencdo gracas ao seu potencial terapéutico e
comparando estas com as microparticulas, o tamanho sub-micro das nanoparticulas oferece um
nimero de vantagens das quais se destaca a absorcdo intracelular mais elevada. As
nanoparticulas sao definidas como transportadores de farmacos de tamanho sub-micro (1-1000
nm) que podem ser constituidos por polimeros naturais ou sintéticos, e serem ou nao
biodegradaveis (Reis et al., 2006). O termo nanoparticula € 0 nome comum atribuido tanto a
nanosferas como a nanocéapsulas. As nanoesferas apresentam uma estrutura do tipo matriz, na
qual os farmacos podem ser adsorvidos pela superficie da esfera ou encapsulados dentro da
mesma (Reis et al., 2006). As nanocapsulas sdo sistemas vesiculares, em que o farmaco esta
confinado a uma cavidade que consiste em um ndcleo interior rodeado por uma membrana
polimérica. Neste caso, as substancias ativas sdo geralmente dissolvidas no nucleo interno, mas
podem ser também adsorvidas na superficie da capsula (Reis et al., 2006).

Os sistemas transportadores a base de nanoparticulas, ttm como funcdo proteger as
moléculas encapsuladas de degradacdo devido a fatores externos, preservar a sua
funcionalidade e entregar eficazmente e de forma controlada os compostos ativos no local alvo
(Janaswamy e Youngren, 2012). A encapsulacdo de farmacos nestes sistemas pode ser

alcangada por incorporagéo na matriz ou por absorcéo a superficie das nanoparticulas (Martinho
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et al., 2011). No entanto, estes podem apresentar incompatibilidades com o sistema digestivo
humano, sendo este um dos seus principais desafios para a otimizacdo deste tipo de SLCs
(Janaswamy e Youngren, 2012).

No que diz respeito a absorcéo intestinal, para além das propriedades relativas ao seu
tamanho, a combinagdo de cargas positivas e negativas da superficie de nanoparticulas com
consequente aumento da hidrofilicidade da matriz parecem favorecer a absorcao
gastrointestinal (Reis et al., 2006). Desta forma, a superficie das nanoparticulas tem um papel
fundamental no que se refere a libertacdo controlada de farmacos. Uma vez na corrente
sanguinea, as nanoparticulas sem modificacdo da superficie ou com carga negativa podem ser
rapidamente sujeitas a fagocitose e eliminadas pelos macrofagos. O sistema reticuloendotelial,
principalmente o figado e o baco, é um grande obstaculo para o direcionamento ativo devido a
sua capacidade em reconhecer esses sistemas, remové-los da circulacdo sistémica, e,
consequentemente, evitar a efetiva entrega das nanoparticulas para outros 6rgaos que nao os do
sistema reticuloendotelial (Kumar et al., 2001). A modificacdo da superficie destes sistemas de
nanoparticulas com polimeros hidrofilicos € a forma mais comum de controlar o processo de
fagocitose e melhorar as propriedades da superficie do sistema (Soppimath et al., 2001). As
propriedades das nanoparticulas podem ser adaptadas usando diferentes polimeros ou proteinas.
As estratégias mais recentes utilizam novos polimeros sintéticos biodegradaveis e polimeros
modificados a base de produtos naturais tais como quitosano e albumina.

Tendo em conta as caracteristicas dos sistemas transportadores descritos anteriormente,
a composicdo polimérica das nanoparticulas (hidrofobicidade, carga superficial e perfil de
biodegradacdo) e o farmaco encapsulado (peso molecular e carga), € de notar a grande
influéncia destes na absorcédo, no padréo de biodistribuicdo e na eliminagdo do farmaco.

Atualmente existem varios métodos disponiveis para a preparacdo de nanoparticulas.
Dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e do local que se pretende tratar, é
possivel escolher o melhor método e o melhor polimero para encapsular o farmaco de forma
eficaz. Os métodos de preparacdo de nanoparticulas podem ser classificados em duas categorias
principais consoante a sua formulacdo seja obtida a partir de uma reacdo de polimerizacdo ou

diretamente a partir de uma macromolécula ou de um polimero pré-formado (Reis et al., 2006).
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1.3 SLCs a base de géis para libertacao de farmacos

Para além das nanoparticulas, existem outros SLCs utilizados como veiculo para o
transporte de substancias ativas até ao local de acdo, como é o caso dos géis. Estes sistemas séo
usados para descrever estruturas de redes poliméricas reticuladas através de um mecanismo
designado por gelificacao, podendo classificar-se em fortes ou fracos (Ferry, 1980).

O processo de gelificagcéo consiste na ligacdo de cadeias macromoleculares que levam
a formacdo de uma estrutura em forma de rede. A gelificacdo pode ocorrer através de uma
variedade de mecanismos que podem ser de natureza fisica ou quimica (Djabourov et al., 2013),
podendo assim os géis classificar-se em géis quimicos (ou permanentes) e géis fisicos (ou
reversiveis). A gelificacdo quimica envolve a formacéao de ligacGes covalentes fortes e estaveis
(Hennink & Nostrum, 2002), resultando num gel forte (Gulrez et al., 2011). A gelificacéo
quimica pode ocorrer através de mecanismos de condensacdo ou polimerizagdo de adi¢do. Por
outro lado, nos géis fisicos, a gelificacdo ocorre por ligacdes fisicas, podendo ainda classificar-
se em géis fortes e fracos (Gulrez et al., 2011). Os géis fortes tém ligacdes fisicas fortes entre
cadeias de polimeros e sdo considerados efetivamente permanentes consoante as condi¢es
experimentais, sendo desta forma semelhantes aos géis quimicos. Frequentemente formam
estruturas em forma de duplas e triplas hélices. Os géis fisicos fracos tém ligacOes reversiveis
formadas a partir de associacdes temporarias entre cadeias, como por exemplo ligacdes de
hidrogénio e idnicas, podendo estas quebrar e reestruturar continuamente. A reticulacéo entre
as diferentes cadeias poliméricas resulta num comportamento viscoelastico e, por vezes,
puramente elastico, favorecendo a estrutura do gel (rigidez), elasticidade e contribuindo para a
viscosidade (Gulrez et al., 2011).

Um hidrogel € uma estrutura de rede tridimensional obtida a partir de polimeros naturais
ou sintéticos que podem absorver e reter grandes quantidades de agua (Rosiak & Yoshii, 1999).
Os hidrogéis apresentam na sua estrutura grupos hidrofilicos polares que lhes conferem
caracteristicas importantes como a capacidade de retencdo de dgua e a permeabilidade (Gulrez
et al., 2011). Estes sistemas quando colocados num meio aquoso conseguem absorver grandes
quantidades de agua através de interacBes que se estabelecem entre os grupos hidrofilicos e a
agua, atingindo, ao fim de um certo tempo, o estado de equilibrio. Devido ao teor significativo
de &gua que conseguem acumular, os hidrogéis possuem um grau de flexibilidade semelhante
ao tecido vivo natural. Dependendo da natureza e composicéao, apds atingirem o nivel maximo
de swelling, o hidrogel comeca a desintegrar-se e/ou a dissolver-se, se as cadeias da rede forem
degradaveis. No caso de se pretender melhorar as funcionalidades dos hidrogéis, é possivel

alterar a sua estrutura quimica controlando a sua polaridade, as propriedades de superficie, as
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propriedades mecanicas e 0 comportamento de swelling (Gulrez et al., 2011). Como exemplo
de hidrogéis, podem citar-se redes reticuladas de polimeros sintéticos (Yang et al., 2014;
Matanovi¢ et al., 2014) ou de biopolimeros naturais, tais como, alginato, quitosano,
carragenano, colagénio, agarose e gelatina (Gulrez et al., 2011, Lee e Mooney, 2001).

Os hidrogéis biodegradaveis que contém ligacOes estaveis sdo vantajosos para
aplicagdes como engenharia dos tecidos, cicatrizacdo de feridas e libertacdo de farmacos
(Gulrez et al., 2011). A biocompatibilidade é outra caracteristica importante exigida para um
hidrogel, uma vez que este tem que produzir o minimo de efeitos nocivos quando em contacto
com tecidos vivos ou fluidos corporais. Para além disso, 0s seus produtos de degradacdo nédo
devem ser toxicos e devem ser idealmente metabolizados em produtos inofensivos ou
excretados pelo sistema renal (Gulrez et al., 2011).

Atualmente existem algumas técnicas descritas na literatura para a preparacdo de
hidrogéis como a reticulacéo fisica, reticulacdo quimica, polimerizacdo de enxerto (grafting) e
reticulagdo por radiagdo (Gulrez et al., 2011). No presente trabalho, irdo ser discutidos com
maior detalhe os hidrogéis preparados por reticulacdo fisica, uma vez que este processo
apresenta algumas vantagens comparativamente com os restantes, tendo sido utilizado este
mecanismo para a preparacao dos géis em laboratorio.

Os géis fisicos ou reversiveis tém vindo a ganhar especial interesse devido a relativa
facilidade de preparacdo e por ndo ser necessario utilizar agentes reticulantes para a formacao
de géis. Estes agentes podem afetar a integridade das substancias bioativas que vao ser
incorporadas e necessitam de ser removidos antes da aplicacdo in vivo. A selecdo cuidadosa do
tipo de hidrocol6ide, concentracdo e pH podem levar a formagdo de uma ampla variedade de
texturas de gel (Gulrez et al., 2011).

Para além das caracteristicas dos hidrogéis anteriormente descritas, estes podem ainda
ser sensiveis a estimulos externos, exibindo variacdes de volume significativas em resposta a
pequenas alteracGes do meio como pH, temperatura, forca idnica, campo elétrico e luz (Rosiak
& Yoshii, 1999; Gulrez et al., 2011). Os hidrogéis sensiveis a temperatura sdo também
conhecidos por géis termosensiveis ou termogéis e atualmente existem inimeros polimeros
sensiveis a este estimulo, tais como, poliésteres, polipéptidos, quitosano e carragenano (Gulrez
etal., 2011).

Este tipo de géis termosensiveis tém sido estudados para o desenvolvimento de
hidrogéis injetaveis que se formam in situ ap6s aplicacdo, constituindo uma abordagem
interessante para o transporte de substancias ativas para um local de acdo especifico de uma
maneira minimamente invasiva. Os hidrogéis injetaveis sdo sistemas promissores para
aplicacGes em engenharia de tecidos, devido ao alto teor de agua, capacidade de encapsular
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homogeneamente células, transferéncia de massa eficiente, propriedades fisicas facilmente
manipulaveis e libertacdo de fa&rmacos (Tan e Marra, 2010; Lee e Mooney, 2001). Os hidrogeis
altamente hidratados podem imitar os ambientes quimicos e fisicos da matriz extracelular (ECM
- Extra Celular Matrix), criando um microambiente propicio para a proliferacdo e diferenciacédo
celular. Para desenvolver um hidrogel adequado como transportador de substancias ativas, a
taxa de degradacdo e as propriedades mecanicas do hidrogel devem complementar o
crescimento do tecido e a ECM natural (Tan e Marra, 2010).

A transicao de fase por meio de estimulos externos como a temperatura tem vindo a ser
utilizada para a regeneracdo de tecidos uma vez que a gelificacdo pode ser realizada através do
aumento da temperatura acima da temperatura inferior critica de solugéo (TICS), que se designa
ser abaixo da temperatura corporal (Tan e Marra, 2010).

1.4 SLCs a base de particulas e géis de quitosano

Um dos polimeros mais utilizados no que se refere a preparacéo de SLCs € o quitosano
gue tem demonstrado ser relativamente seguro como biomaterial para aplicacdes biomédicas.
O quitosano é considerado um transportador polimérico interessante na medida em que possui
propriedades importantes tais como biodegradabilidade, baixa toxicidade, boa
biocompatibilidade e mucoadesividade, que o tornam adequado para uso biomédico e
formulacGes farmacéuticas (Vilar et al., 2012; Martinho et al., 2011).

Tendo em conta que um dos objetivos do trabalho é a preparacdo de nanoparticulas de
quitosano, esta 22 categoria serd focada com maior detalhe. Falar-se-4, inicialmente, da estrutura
e propriedades mais importantes do quitosano e, posteriormente, serdo apresentados os Varios
métodos de preparacdo de nanoparticulas de quitosano ja descritos na literatura.

O quitosano € um polimero natural, pertencente a classe dos polissacarideos,
qguimicamente preparado a partir da desacetilagéo alcalina da quitina a elevada temperatura, em
gue o grupo acetamida da quitina é convertido no grupo amina do quitosano (Lavertu et al.,
2003; Kushwaha et al., 2010; Croisier e Jérdme, 2013). A quitina, Figura 1, € um polissacarideo
de origem natural, presente no exoesqueleto de crustaceos e na parede celular de alguns fungos,
sendo o segundo polimero mais abundante na natureza a seguir a celulose (Rinaudo, 2006;
Kushawaha et al., 2010).
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Figura 1 - Estrutura quimica da quitina (Croisier e Jérdme, 2013).

O quitosano (Figura 2) € um polimero linear, cristalino, composto por duas unidades de
repeticdo, N-acetil-2-amino-2-D-glucopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose, unidas

por ligacOes f-(1—4)-glicosidicas (Rinaudo, 2006; Shukla et al., 2013).
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Figura 2 - Estrutura quimica do quitosano (Croisier e Jéréme, 2013).

O grau de desacetilacdo (GD) do quitosano indica-nos o nimero de grupos amina
presentes nas cadeias e, para o polimero em questdo ser denominado por quitosano, a quitina
desacetilada deve conter pelo menos 60% de grupos amina (Croisier e Jéréme, 2013; Kushwaha
et al., 2010). Dependendo das condicGes utilizadas durante o tratamento alcalino, este
parametro influencia o peso molecular e o grau de pureza final do quitosano (Kushwaha et al.,
2010). Para além disso, o grau de desacetilacdo afeta a solubilidade, a hidrofobicidade e a sua
capacidade para interagir electrostaticamente com polianibes através dos grupos amina
protonaveis do quitosano (Nagpal et al., 2010). Geralmente, 0 quitosano com baixo peso
molecular e baixo grau de desacetilagdo exibe maior solubilidade e uma taxa de degradacéo
mais rapida (Tiyaboonchai, 2003; Nagpal et al., 2010).

O quitosano tem uma constante de dissociacdo acida, pKa, de cerca de 6.5, 0o que
significa que a um pH inferior a 6, 0s grupos amina estdo protonados refletindo o
comportamento policatidnico do quitosano, permitindo que este seja solivel na maioria das
solugdes acidas (Djabourov et al., 2013; Croisier e Jéréme, 2013).

O quitosano possui uma ampla gama de propriedades, devido a presenca do grupo
funcional —-NH>, que lhe confere uma série de caracteristicas importantes, permitindo-lhe ser
aplicado em areas como libertacéo controlada de farmacos, cicatriza¢éo de feridas, dispositivos
biomédicos, tratamento de aguas, entre muitas outras aplicacdes (Kushwaha et al., 2010; Shukla
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et al., 2013; Croisier e Jérdme, 2013). Assim, este polissacarideo apresenta propriedades
peculiares, tais como atividade antibacteriana, antiflngica, e analgésica, mucoadesividade e
efeito regenerativo sobre o tecido conjuntivo (Shukla et al., 2013; Croisier e Jérdbme, 2013). O
quitosano pode ser biodegradado em residuos ndo toxicos (oligossacarideos), que podem ser
facilmente metabolizados ou ainda serem excretados, exibindo a sua biocompatibilidade em
meio fisioldgico (Croisier e Jérdme, 2013), sendo que a taxa da sua degradagdo esta relacionada
com a massa molecular e o seu grau de desacetilagéo.

Os métodos comummente usados para a preparacdo de nanoparticulas de quitosano
baseiam-se na formacao espontanea de complexos entre o quitosano e polianides (Calvo et al.,
1997) ou na gelificacdo de uma solucéo de quitosano dispersa numa emulsdo de 6leo (Reis et
al., 2006). No caso das nanoparticulas de quitosano obtidas pela formacdo de complexos entre
as cargas positivas do quitosano e entre as cargas negativas dos polianides, tem-se o exemplo
do polianido tripolifosfato (TPP) (Calvo et al., 1997; Fan et al., 2012) que permite a formacéo
de particulas com diametros entre os 200-500 nm que apresentam uma forma quase esférica em
Microscopia Eletrénica de Transmissdo (Reis et al., 2006). No que diz respeito ao método de
gelificacdo em emulsdo, é possivel obter nanoparticulas com um diametro de 400 nm. Este
método apresenta uma grande desvantagem comparativamente com a primeira técnica, uma vez
que envolve a utilizacdo de solventes organicos durante o isolamento das particulas, que sdo
dificeis de remover apo6s a formacao das particulas, podendo causar toxicidade (Reis et al.,
2006).

Na Tabela 1 apresentam-se com algum detalhe os métodos mais estudados para preparar
nanoparticulas a base de quitosano.

Recentemente tém sido desenvolvidos hidrogéis de quitosano sensiveis a temperatura e
ao pH que quando injetados sob a forma de “sol” no corpo, sdo capazes de formar um gel in
situ, devido ao aumento da temperatura ambiente para a temperatura corporal de 37 °C. Estes
géis sdo obtidos a partir da adicdo de um sal poliol, como por exemplo o fosfato disddico de
glicerol, a uma solucdo aquosa de quitosano, em que as cargas positivas do quitosano e a parte
anionica do sal interagem entre si através de ligac6es de hidrogénio, interacdes eletrostaticas e
hidrofobicas para formar um hidrogel (Chenite et al., 2000). Estes sais sdo agentes ideais para
transformar solugdes de quitosano puramente dependentes de pH em solugdes de quitosano
dependentes de pH e controladas por temperatura. Os sais de fosfato ddo um comportamento
unico, permitindo que as solucBes de quitosano permanecam liquidas a um pH fisiologico e
temperatura ambiente, facilitando assim a encapsulacdo de substancias ativas, e que se

transformem num gel quando aquecidas a temperatura do corpo (Chenite et al., 2000).
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Tabela 1 - Métodos de preparacao de nanoparticulas.

Método

Procedimento/Principio

Referéncias

Gelificagéo I6nica

O quitosano é dissolvido em meio &cido (por exemplo numa solucdo de acido acético), sendo posteriormente
adicionado um polianido (por exemplo TPP) sob agitagdo mecanica. O mecanismo de formacao das nanoparticulas
é baseado na interacdo eletrostatica entre os grupos amina do quitosano e as cargas negativas do polianido.

(Calvo et al., 1997)
(Fan et al., 2012)
(Shu e Zhu, 2002)

(Agnihotri et al., 2004)

Método Micelar
Reverso/
Microemulsao

O surfactante é dissolvido num solvente organico (n-hexano) para preparar micelas reversas. Posteriormente, o
quitosano dissolvido numa solucdo &cida e o farmaco sdo adicionados com agitagdo constante a solu¢do com
surfactante. A fase aquosa é regulada de forma a manter a mistura numa fase de microemulsdo opticamente
transparente. A esta solucdo transparente, é adicionado um agente reticulante (por exemplo, glutaraldeido) com
agitacdo constante. O solvente organico é evaporado para se obter a massa seca transparente. O material é disperso
em agua e é adicionando um sal de forma a precipitar o surfactante para ser removido. A mistura é entdo submetida
a centrifugacéo e a solucéo sobrenadante, que contém as nanoparticulas com o farmaco, é decantada. A dispersdo
aquosa é imediatamente dialisada durante cerca de 1 hora e o liquido é liofilizada para p6 seco.

(Agnihotri et al., 2004)
(Nagpal et al., 2010)

Spray Drying

Este método baseia-se na secagem de goticulas atomizadas numa corrente de ar quente. Inicialmente, o quitosano é
dissolvido numa solucdo aquosa de acido acético, o farmaco é dissolvido ou disperso na solucao e, em seguida, um
agente reticulante é adicionado. Esta solucdo é entdo atomizada numa corrente de ar quente, ocorrendo a formacao
de pequenas goticulas, a partir das quais o solvente evapora instantaneamente, levando a formacéao de particulas de
fluxo livre. Para se obter o tamanho desejado devem ser controlados varios parametros do processo, tais como o
tamanho do bocal, o caudal de pulverizagdo, a pressdo de atomizagdo, a temperatura do ar de entrada e a extensao
da reticulagdo.

(Agnihotri et al., 2004)
(Kushwaha et al., 2010)

Método de
emulsdo de
coalescéncia de
goticulas

Numa primeira fase, produz-se uma emulsdo contendo uma solugdo aquosa de quitosano juntamente com o farmaco

em Oleo de parafina liquida. De seguida, é preparada outra emulsdo contendo uma solugdo aquosa de NaOH. As
duas emulsbes sdo misturadas sob agitacdo a alta velocidade, levando a formacdo de particulas de quitosano de
tamanho pequeno.

(Agnihotri et al., 2004)

Coacervacao/
Precipitacao

Este método utiliza a propriedade fisico-quimica do quitosano, em que este é insollvel em meio alcalino, mas sofre
precipitacdo/coacervacdo quando entra em contacto com uma solucdo alcalina. As particulas sdo produzidas
dispersando a solucdo de quitosano numa solugdo alcalina como o hidroxido de sédio, NaOH-metanol ou
etanodiamina utilizando um bocal de ar comprimido, para formar goticulas coacervadas. A separacéo e purificagdo
das particulas é feita por meio de filtracdo/centrifugacdo, seguida por lavagem sucessiva com agua quente e fria.

(Nagpal et al., 2010)
(Agnihotri et al., 2004)
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1.5 SLCs a base de géis de k-carragenano

O termo carragenano é usado como nome genérico para a familia de polissacarideos
sulfatados de alto peso molecular com propriedades gelificantes, obtidos pela extracdo de
espécies de algas marinhas vermelhas da classe das Rhodophyceae (Necas e Bartosikova, 2013,
Li et al., 2014). O carragenano é formado por unidades de D-galactose sulfatadas e 3,6-anidro-
galactose (3,6-AG), que podem ser ou ndo sulfatadas consoante o tipo de carragenano, ligadas
entre si por ligagdes a-1,3 e B-1,4 glicosidicas (Necas e Bartosikova, 2013). Este biopolimero
é utilizado na preparacdo de produtos alimentares e de higiene pelas suas propriedades
gelificantes, espessantes e emulsificantes, em aplicacdes farmacéuticas e em medicina
experimental para testar agentes anti-inflamatorios (Necas e Bartosikova, 2013).

Existem diferentes tipos de carragenano dependendo da fonte de onde é extraido, da sua
estrutura quimica (Li et al., 2014) ou da sua solubilidade em cloreto de potassio (Necas e
Bartosikova, 2013). Os trés tipos de carragenano mais importantes, do ponto de vista comercial,
sdo o kappa (k), o iota (1) e o lambda (A). As diferengas principais entre os diferentes tipos e
que influenciam as suas propriedades sdo o0 numero e a posi¢éo dos grupos éster sulfato, bem
como o teor de unidades 3,6-AG (Necas e Bartosikova, 2013). O k-carragenano € constituido
por unidades de D-galactose-4-sulfato e unidades de 3,6-anidro-D-galactose, sendo entéo
caracterizado por um teor de éster sulfato de cerca de 25% e um teor de 3,6-AG de cerca de
34% (Li et al., 2014). A estrutura quimica do k-carragenano encontra-se representada na Figura
3.
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Figura 3 - Estrutura quimica do k-carragenano (Necas e Bartosikova, 2013).

O carragenano exibe caracteristicas de solubilidade apresentadas normalmente por
coloides hidrofilicos, sendo solGvel em &gua e insoltvel na maioria dos solventes organicos. A
solubilidade do carragenano em agua € influenciada por diferentes fatores tais como, o tipo de
carragenano (numero de grupos hidrofilicos (hidroxilo e sulfato) e hidrofobicos (3,6-AG)
presentes na estrutura), 0s contra-ides presentes na solugédo, temperatura e pH (CP Kelco, 2002).

Comparativamente com os restantes tipos de carragenano, o k-carragenano é menos hidrofilico
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e, por isso, menos soluvel, uma vez que apresenta um maior numero de grupos 3,6-AG e menos
grupos sulfato.

Para a maioria das aplicacdes a funcionalidade do carragenano depende em grande parte
das suas propriedades reoldgicas. Tendo em conta que o carragenano forma solucdes altamente
viscosas, a viscosidade é um parametro importante na caracterizacdo destes géis. Esta é
dependente da concentracdo, da temperatura, da presenca de outros solutos, do tipo de
carragenano e do seu peso molecular (Necas e Bartosikova, 2013). A viscosidade aumenta
quase exponencialmente com a concentracdo e diminui com a temperatura. Outros fatores que
podem influenciar as propriedades do carragenano sdo o pH e a temperatura. A altas
temperaturas e a um pH baixo, este composto pode perder a sua funcionalidade. Na presenca
de &cidos o carragenano é suscetivel a despolimerizacao por meio de hidrélise acida levando a
perda de propriedades fisicas atraves da clivagem das ligacdes glicosidicas (Necas e
Bartosikova, 2013). O carragenano em solucdo apresenta estabilidade maxima a um pH igual a
9 e ndo deve ser processado termicamente a valores de pH abaixo de 3.5 (CP Kelco, 2002).

No que diz respeito a atividade bioldgica destes polissacarideos sulfatados, é de destacar
que estes apresentam propriedades que incluem atividade anticoagulante, propriedades
imunomoduladoras, antivirais e efeito antitumoral (Necas e Bartosikova, 2013; Li et al., 2014).
Relativamente a toxicidade do carragenano, estudos efetuados sugerem que ndo existem
grandes diferencas nos efeitos dos varios tipos de carragenano, concluindo que estes possuem
relativamente baixa toxicidade, mostrando também ndo ser teratogénicos (Necas e Bartosikova,
2013).

Os géis reticulados fisicamente podem ser formados quando se arrefecem, por exemplo,
solucdes quentes de carragenano. Neste método, a formacao do gel ocorre devido a formacao
de hélices, associacgdo de hélices e formacdo de zonas de juncdo (Gulrez et al., 2011; Djabourov
et al., 2013). No caso do carragenano, quando este se encontra em solucdo quente, acima da
temperatura de fusdo, apresenta uma conformacéo aleatoria enrolada, que, apds arrefecimento,
se transforma num conjunto de hélices rigidas. Este processo é termoreversivel. Outro
mecanismo de formacao de géis fisicos € através da interacdo ionica entre os grupos funcionais
dos compostos. O k-carragenano gelifica facilmente na presenca de catiGes mono e divalentes
como o potassio e o calcio (Li et al., 2014). A presenca de ides de célcio origina um gel de k-
carragenano fragil, enquanto um gel com ides de potassio € elastico, coesivo e transparente (CP
Kelco, 2002). A rigidez do gel de k-carragenano aumenta com o aumento de concentracao de
ibes de potéssio. O principio subjacente a este método é a gelificacdo de uma solucdo de
polieletrolito com um ido multivalente com cargas opostas como acontece na formacéo de geis

de quitosano reticulados com o sal fosfato de glicerol (Gulrez et al., 2011; Chenite et al., 2000).
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Na presenca de um sal, por exemplo K*, devido a presenca dos grupos sulfénicos do
carragenano (SOz), as duplas hélices agregam-se para formar géis mais estaveis (Gulrez et al.,
2011). O processo de formacéo do gel com k-carragenano encontra-se representado na Figura
4,
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Figura 4 - Esquema representativo da formacdo do gel devido a agregacdo de hélices apos
arrefecimento de uma solucdo quente de carragenano (adaptado de Gulrez et al., 2011).

1.6 Farmacos de base natural usados no tratamento de feridas de
diabéticos

A cicatrizacdo de feridas € um processo complexo que envolve a interacdo entre células
e sistemas mediadores. Este processo encontra-se dividido em vérias fases, tais como, a
coagulacao, inflamacao, proliferacao, reepitelizacao e remodelagem. A transicdo entre as fases
depende da maturacdo e diferenciacdo dos queratindcitos, fibroblastos, mastécitos e
macréfagos que séo as principais células envolvidas na cicatrizagdo de feridas (Liane et al.,
2013).

A neuropatia diabética € uma complicacdo crénica associada a doenca de diabetes,
caracterizada por danos temporarios ou permanentes no tecido nervoso, que levam a perda
progressiva de fibras nervosas periféricas, causada por uma diminuicao do fluxo sanguineo e
por elevados niveis de glicémia. Esta doenca e a doenca arterial periférica, que consiste numa
diminuicdo do fluxo sanguineo nos membros superiores e inferiores, sdo geralmente 0s
principais fatores para o aparecimento de Ulceras, como é o caso da doenca do pé diabético
(Liane et al., 2013).

Na literatura é possivel encontrar inumeras substancias ativas para o tratamento de
Ulceras provocadas pela doenca de diabetes, tais como, fatores de crescimento, células

19



estaminais, proteinas, produtos naturais, entre outros. Dentro dos produtos de base natural
encontram-se, por exemplo, o extrato de Lithospermun erythrorhison que diminui a
permeabilidade vascular, permite a formacéo de tecido e acelera a cicatrizagdo de feridas (Fujita
et al., 2003); a planta da familia das Rehmanniae radix que promove a cicatrizacao das ulceras,
acelerando o processo de regeneracgdo dos tecidos, angiogénese e inflamacéo (Lau et al., 2009);
e 0 extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis) que reduz a inflamac&o e aumenta a contracao
de feridas, promovendo a reepitelizacdo e regeneracdo de tecido, angiogénese e deposicao de
colagénio nas feridas tratadas (Abu-al-Basal et al., 2010).

Estudos recentes apresentam o naringin como substancia bioativa para o tratamento de
feridas de diabéticos, tendo sido o farmaco escolhido para ser incorporado nas varias matrizes
preparadas neste trabalho.

O naringin, cuja estrutura quimica encontra-se representada na Figura 5, € um glicosideo
flavanona (4’,5,7-trihidroxiflavanona-7-ramnoglucosideo), extraido de espécies de frutas
citricas e uvas, que, dadas as suas caracteristicas, contém um enorme potencial terapéutico
(Kandhare et al., 2014). Segundo a literatura, este flavondide possui propriedades anti-
inflamatdrias, antioxidantes, anti-Glcera, anti-cancro, antiaterogénica, hepatoprotetor e
atividades neuroprotetoras (Kandhare et al., 2014; Kandhare et al., 2012). Para além disso, é
um potencial metal quelante, bem como agente de eliminacdo de radicais livres, apresentando
também atividade cardioprotetora e neuroprotetora in vivo e in vitro (Kandhare et al., 2012;
Kandhare et al., 2014).

O OH

Figura 5 - Estrutura quimica do naringin (Sigma Aldrich).

O naringin apresenta-se sob a forma de um p6 bege, com peso molecular de 580.53
g/mol (Sigma-Aldrich®). Este composto é soluvel em alcool, acetona e em agua, sendo a sua
solubilidade em &gua de 0.5 mg/ml a 20 °C (Pulley, 1936).

Estudos realizados por Kandhare et al., 2014 mostraram resultados promissores ap6s

utilizag&o de naringin em pomada (4% wi/w) para promover a cicatrizagdo de feridas em ratos.
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Para além disso, outros estudos realizados em ratos diabéticos relataram que o naringin

apresenta propriedades antidiabéticas e anti-apoptoticas (Kandhare et al., 2014).
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2 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados 0s

usados/adotados para a concretizacdo dos objetivos propostos. Primeiramente, faz-se uma
descricdo dos reagentes e dos procedimentos experimentais utilizados para a preparacdo das

nanoparticulas e para a preparacao dos geis. Por fim, serdo descritas as técnicas analiticas

usadas para a caracterizagdo dos mesmos.

2.1 Materiais/Reagentes

Os reagentes quimicos utilizados nos diferentes procedimentos experimentais, as suas

caracteristicas (CAS number, peso molecular, pureza, distribuidor, etc) encontram-se

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Lista de reagentes utilizados.

materiais e métodos

Nome

] o Caracteristicas CAS Distribuidor
(Formula Quimica)
Quitosano Baixo Peso molecular 9012-76-4 Sigma-Aldrich®
(CeH1104N)* n (161).n
Grau de desacetilacdo 75-85%
Hidroxido de Sédio Pureza: 1310-73-2 Eka
(NaOH) >98% (Akzo Nobel Company)
Acido Acético Pureza: 64-19-7 Fluka (Riedel-de Haén)
(C2H402) >99%
Acido Cloridrico Pureza: 7647-01-0 Panreac Quimica SA
(HCI) 37%
Tripolifosfato de Sodio Peso molecular: 7758-29-4 Sigma-Aldrich®
(NasP3010) 367.864 g/mol
Bitartarato de Colina Peso molecular: 87-67-2 Sigma-Aldrich®

(CoH1NO?)

253.25 g/mol

experimentais



Citrato dihidrogenado
de colina
(C11H21NOg)

T-Carragenano
(C24H36025S,)

k-carragenano
(C24H36025S,)

Fosfato Dissodico de
Glicerol

(CgH?NazoGP)

Naringin (Cz7H32014)

Cloreto de calcio

(CaCl,)

Cloreto de potassio
(KCI)

Peso molecular:

295.29 g/mol

Pureza: >98%

Peso molecular:

>100000 g/mol

Peso molecular:

>100000 g/mol

Peso molecular:

216.04 g/mol

Peso molecular:

580.53 g/mol

Pureza: >95%

Pureza:
>93%

Pureza:
>99%

77-91-8

9062-07-1

11114-20-8

55073-41-1

10236-47-2

10043-52-4

7447-40-7

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

2.2 Procedimento Experimental

Neste trabalho pretende-se desenvolver sistemas de libertacdo controlada (SLCs) com o
objetivo de encapsular um farmaco, o naringin, para o tratamento de feridas. Para o
encapsulamento do farmaco produziram-se nanoparticulas de quitosano com base na técnica de
gelificagdo ionica e caracterizaram-se as nanoparticulas com recurso as técnicas de Dynamic
Light Scattering (DLS) e Scanning Electron Microscopy (SEM). Posteriormente, incorporaram-
se as nanoparticulas carregadas com naringin em géis de carragenano e procedeu-se a
caracterizagdo destes por SEM. Para além disto, realizaram-se ensaios de libertagdo dos varios
sistemas individuais (particulas, géis e particulas incorporadas no geis) para comparar 0s Varios

perfis obtidos. A Figura 6 esquematiza as varias etapas do trabalho experimental que serdo

descritas mais sucintamente de seguida.
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Verificacdo da
Modificagdo do quitosano modificagdo através

de RMN

\ 4

Preparagdo dos nanoparticulas de
géis de CRR quitosano para

Caracterizagdo das

nanoparticulas por
DLS e SEM

Preparacio das

encapsulamento do
naringin

v v Caracterizagio dos

Incorporagdo das nanoparticulas nos géis

géis através de SEM

Estudos de libertacéo

Figura 6 — Etapas do procedimento experimental.

De forma a facilitar a leitura das legendas das figuras apresentadas no capitulo seguinte,

utilizaram-se os seguintes codigos para representar os diferentes tipos de sistemas preparados:

NP/CS/TPP/NAR0.5 — Nanoparticulas de quitosano reticuladas com TPP
incorporadas com 0.5 mg/ml de naringin;

NP/CS/CD/NAR0.5 — Nanoparticulas de quitosano reticuladas com CD
incorporadas com 0.5 mg/ml de naringin;

CRR2.5/NARO.5 — géis de k-carragenano com uma concentragdo de 2.5% (w/v)
com 0.5 mg de naringin incorporado;

CRR2.5/NAR1 — géis de k-carragenano com uma concentracéo de 2.5% (w/v)
com 1 mg de naringin incorporado;

CRR2.5/KCI5/NARO0.5 — geis a base de k-carragenano com uma concentracdo
de 2.5% (wl/v) reticulados com 5% de KCl e com 0.5 mg de naringin
incorporado;

CRR2.5/KCI5/NAR1 — géis a base de k-carragenano com uma concentragédo de
2.5% (w/v) reticulados com 5% de KCI e com 1 mg de naringin incorporado;
CRR2.5/KCI10/NARQ.5 — geis a base de k-carragenano com uma concentragdo
de 2.5% (w/v) reticulados com 10% de KCI e com 0.5 mg de naringin

incorporado;
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e CRR2.5/KCI10/NARL1 — géis a base de k-carragenano com uma concentracao de
2.5% (w/v) reticulados com 10% de KCI e com 1 mg de naringin incorporado;

e CRR2.5/NP/CS/TPP/INARO.5 — géis a base de k-carragenano com uma
concentracdo de 2.5% (w/v) com nanoparticulas de quitosano reticuladas com
TPP carregadas com 0.5 mg/ml de naringin;

e CRR2.5/NP/CS/ICD/NAR0.5 — géis a base de k-carragenano com uma
concentracdo de 2.5% (w/v) com nanoparticulas de quitosano reticuladas com
CD carregadas com 0.5 mg/ml de naringin;

e CRR1.25/NP/CS/TPP/NAR0.5 — géis a base de k-carragenano com uma
concentracdo de 1.25% (w/v) com nanoparticulas de quitosano reticuladas com
TPP carregadas com 0.5 mg/ml de naringin;

e CRR1.25/NP/CS/CD/NAR0.5 — géis a base de k-carragenano com uma
concentracdo de 1.25% (w/v) com nanoparticulas de quitosano reticuladas com
CD carregadas com 0.5 mg/ml de naringin;

e CRR2.5/KCI5/NP/CS/TPP/NAROQ.5 — géis a base de k-carragenano com uma
concentragéo de 2.5% (w/v) reticulados com 5% de KCI e com incorporacdo de
nanoparticulas de quitosano reticuladas com TPP carregadas com 0.5 mg/ml de
naringin;

e CRR2.5/KCI5/NP/CS/ICD/NARO0.5 — géis a base de k-carragenano com uma
concentracdo de 2.5% (w/v) reticulados com 5% de KCI e com incorporacdo de
nanoparticulas de quitosano reticuladas com CD carregadas com 0.5 mg/ml de
naringin;

e CRR2.5/KCI10/NP/CS/TPP/NARO0.5 — géis a base de k-carragenano com uma
concentracdo de 2.5% (w/v) reticulados com 10% de KCI e com incorporacao
de nanoparticulas de quitosano reticuladas com TPP carregadas com 0.5 mg/ml
de naringin;

e CRR2.5/KCI10/NP/CS/CD/NARO0.5 — géis a base de k-carragenano com uma
concentracdo de 2.5% (w/v) reticulados com 10% de KCI e com incorporacdo
de nanoparticulas de quitosano reticuladas com CD carregadas com 0.5 mg/ml

de naringin.

2.3 Modificagao do quitosano

Antes da sintese das nanoparticulas, modificou-se o quitosano, de forma a aumentar o

seu grau de desacetilacdo (GD), ou seja, aumentar o nimero de grupos 2-amino-2-desoxi-D-
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glucopiranose (unidades desacetiladas). Esta modificacédo foi feita para aumentar o nimero de
grupos amina disponiveis na cadeia do quitosano, que apds protonados irdo fortalecer o
processo de reticulagdo fisica deste com os agentes reticulantes utilizados na preparacdo das
nanoparticulas.

A modificacdo do quitosano foi feita tendo em conta a temperatura e a concentracao de
NaOH, uma vez que o grau de desacetilacdo aumenta com o aumento da temperatura e com a
concentracdo de NaOH (Chang et al., 1997). Esta etapa foi realizada com uma solucéo alcalina
de 60% (m/v) de NaOH, 26 ml da solucgdo alcalina por grama de quitosano e a temperatura de
100 °C durante 4 horas, segundo as condicGes experimentais utilizadas por Chang et al., 1997,

Para determinar o grau de desacetilacdo obtido apds modificacdo, recorreu-se a técnica
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) do Laboratério do Centro de Quimica de Coimbra

que sera descrita de seguida para melhor compreensao do seu funcionamento.

2.3.1 Caracterizagao do quitosano (RMN)

A técnica de RMN tem por base um fenémeno fisico em que os nucleos de determinados
atomos sujeitos a um campo magnético absorvem e reemitem radiacdo eletromagnética. Esta
energia corresponde a uma frequéncia de ressonancia especifica que depende da intensidade do
campo magnético e das propriedades magnéticas dos atomos (Hornak, 2011). Esta técnica é
ndo destrutiva e permite obter informacdo estrutural, fisico-quimica e eletronica no estado
solido ou liquido assim como informacéo acerca da dindmica molecular.

A preparacao das amostras para a analise passou por dissolver 10 mg de quitosano em
1 ml de agua deuterada e 5 pl de acido acético. O espectro obtido esta representado na Figura

1H_70C
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}
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Figura 7 — Espectro de RMN do quitosano.
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Por integracdo dos picos H1D e H1A e através da Equacdo 1 (Lavertu et al., 2003)
calculou-se que o grau de desacetilagdo obtido foi de 96%, verificando-se, assim, um aumento
neste parametro em relagéo ao quitosano comercial (75-85%, valor indicativo de acordo com o
distribuidor).

H1D
H1D+H1A

D (%) = ( )x 100 (1)

2.4 Preparacdo de nanoparticulas

Para o0 encapsulamento do farmaco, naringin, foram produzidas nanoparticulas com base
na técnica de gelificacdo idnica do quitosano (Fan et al., 2011) utilizando diferentes
reticulantes. Nesta sec¢do serd apenas explicado a sintese das nanoparticulas, uma vez que foi
necessario otimizar previamente as nanoparticulas para posteriormente se imobilizar o farmaco
nas mesmas. Na subsecc¢do seguinte (Subseccao 2.4.1) seré descrita a metodologia desenvolvida
para o encapsulamento do farmaco.

Na producdo das nanoparticulas foram preparadas varias solu¢bes de quitosano para
testar varios reticulantes: Tripolifosfato de Sodio (TPP), Bitartarato de Colina (CB) e Citrato
dihidrogenado de Colina (CD). Inicialmente, testaram-se diferentes concentragdes de quitosano
e de reticulante até otimizar o tamanho de particula pretendido (ver Anexo I).

Outro parametro que se estudou foi a influéncia da dissolu¢do do quitosano em &cido
acético (CH3COOH) e acido cloridrico (HCI). Quando se dissolveu o quitosano numa solugao
de &cido cloridrico ndo se observou a formagdo de nanoparticulas com o tamanho pretendido
nem com boa estabilidade quando comparado com o acido acético. Segundo Gartner et al., 2011
0 quitosano diluido em meio &cido contém unidades de glucosamina sob a forma de aminas
protonadas e neutras. Quando o quitosano esta dissolvido num meio fraco, como 0 CH3zCOOH,
apenas uma fracdo dos grupos amina estarad protonada, ao contrario do que acontece com um
acido forte, como o acido cloridrico, em que 0s grupos amina vao estar todos protonados. A
fracdo dissociada do &cido desempenha um papel importante na forca iénica da solucdo e
quando o CH3COOH esta em excesso, 0 grau de dissociagdo continua a ser bastante baixo ao
contrario do que acontece com 0 HCI. Um excesso de CH3sCOOH ou outro cido fraco é mais
favoravel para a solubilidade do quitosano, uma vez que ndo se observa salting out
(precipitacdo), ao contrario do que acontece quando se utiliza HCI em concentragdes maiores
que 1 M (Rinaudo et al., 1999). Para além disso, Gartner et al., 2011 verificou que quando o
quitosano era dissolvido em HCI as interacOes eletrostaticas eram muito mais fortes e as
estruturas mais rigidas ao contrario do CH3COOH, em que as interacfes eram mais fracas e as

estruturas apresentavam maior mobilidade. O tipo de acido utilizado na dissolugéo do quitosano
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também influencia a viscosidade da solucdo de quitosano. Com 0 CH3COOH a viscosidade €
muito menos influenciada do que quando o HCI (Rinaudo et al., 1999).

Tendo em conta todos os factos apresentados anteriormente fez-se a dissolucdo do
quitosano em &cido acético. A producdo de nanoparticulas de quitosano reticuladas com TPP
foi feita com base no procedimento ja descrito na literatura (Fan et al., 2012). Cerca de 5 mg
de quitosano foram dissolvidas em 10 ml de uma solugdo de acido acético com uma
concentracdo de 0.2 mg/ml. A solugéo de quitosano foi misturada com um agitador magnético
durante cerca de 42 horas a temperatura ambiente. O pH da solucdo resultante foi
aproximadamente 3.7, sendo este ajustado para 4.7-4.8 usando uma solu¢do de NaOH com uma
concentracdo de 0.005 g/ml. Antes do ajuste do pH, a solucdo de quitosano foi filtrada com
recurso a um filtro de seringa (tamanho do poro 1.2 um) para remover os possiveis residuos
insolGveis presentes na solugéo.

Os reticulantes usados foram dissolvidos em 3 ml de &gua destilada com diferentes
concentragdes (1.5 mg/ml, 1.75 mg/ml), sendo que o TPP foi colocado no frigorifico a
temperatura de aproximadamente 4 °C. Os restantes reticulantes foram mantidos a temperatura
ambiente, uma vez que quando se experimentou utiliza-los a 4 °C, exibiram resultados piores.

A solucdo de quitosano foi aquecida num banho-maria a 60 °C durante 10 minutos.
Posteriormente, esta solucdo foi colocada a agitar a 800 rpm numa placa de agitacéo e a solugéao
de reticulante foi adicionada gota a gota a solucdo de quitosano, deixando esta a agitar durante
10 minutos. O procedimento foi 0 mesmo para todos os reticulantes, no entanto para o
reticulante CD, ainda se experimentou trocar a ordem de adi¢do, ou seja, adicionou-se a solucao
de quitosano a solucdo de CD. E de referir que, para cada tipo de reticulante, fizeram-se duas

solucBes de nanoparticulas por forma a avaliar a reprodutibilidade do procedimento.

2.4.1 Encapsulamento do farmaco nas nanoparticulas

O encapsulamento do naringin e a sintese das nanoparticulas foi efetuada em
simultaneo, uma vez que o quitosano e o naringin foram dissolvidos no mesmo meio sendo
posteriormente adicionado o agente reticulante para a formacéo das nanoparticulas carregadas
com o farmaco.

O procedimento para a sintese das nanoparticulas carregadas com naringin foi
essencialmente 0 mesmo que para as nanoparticulas sem o naringin. Inicialmente procedeu-se
as mesmas etapas descritas no Sec¢do 2.4. até a adicdo do agente reticulante. A introducdo do
farmaco foi feita quando se aqueceu a solugdo de quitosano num banho-maria a 60 °C e deixou-

se dissolver o naringin na solucdo de quitosano durante mais 10 minutos. A concentra¢ao do
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naringin utilizada foi de 0.5 mg/ml e 1 mg/ml, tendo sido colocado 6.5 mg e 13 mg,
respetivamente, nos 10 ml de solucdo de quitosano. Posteriormente, adicionou-se o reticulante
nas mesmas condicdes descritas anteriormente.

A sintese das nanoparticulas carregadas com naringin foi feita utilizando apenas o TPP
e a CD, uma vez que foram estes 0s agentes reticulantes que apresentavam melhores resultados

relativamente ao tamanho e a estabilidade das particulas ao longo do tempo.

2.4.2 Meétodos de caracterizagdao das nanoparticulas

A distribuicdo de tamanhos das particulas foi analisada através de uma técnica de
Dispersdao Laser, mais especificamente a Dispersdo Dinamica da Luz (Dynamic Light
Scattering - DLS), conhecida também por Quasi-Elastic Light Scattering (QELS) ou Photon
Correlation Spectroscopy (PCS). Esta é uma técnica ndo invasiva e bem estabelecida para a
medicao do tamanho de particulas ou moléculas, menores que 1 nm, de soluc¢des ou suspensdes
(Malvern, 2014).

O equipamento utilizado para a determinacdo da distribuicdo de tamanhos foi o
ZetaSizer Nano da Malvern do Laboratdrio de Tecnologia de Soélidos do Departamento de
Engenharia Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra
(FCTUC). Este equipamento permite medir ndo s6 o tamanho de particula através da Dispersao
Dindmica da Luz mas também o potencial zeta através da Dispersdo Eletroforética da Luz
(Electrophoretic Light Scattering-ELS) (Zetasizer Nano Series User Manual, 2004).

O principio de funcionamento para determinar o tamanho das particulas é simples: a
amostra € iluminada por um feixe de laser e 0 movimento browniano das particulas em
suspensdo faz com que a luz laser seja espalhada com intensidades diferentes (Zetasizer Nano
Series User Manual, 2004). A analise dessas flutuacdes de intensidade da luz dispersa permite
determinar a velocidade a qual as particulas sdo difundidas devido ao movimento Browniano.
O sistema ZetaSizer Nano mede esta taxa de flutuacdo da intensidade e, em seguida, utiliza-a
para calcular o tamanho de particulas (Zetasizer Nano Series User Manual, 2004). Com a
distribuicdo do coeficiente de difusdo € possivel a conversao para uma distribui¢do do diametro
hidrodinamico utilizando a equacdo de Stokes-Einstein (Equacéo 2) (Zetasizer Nano Series
User Manual, 2004; Horiba Scientific, 2014).

Y
" 3muDy

(2)
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onde D é o coeficiente de difusdo, Kg é a constante de Boltzman, T é a temperatura
absoluta, p é a viscosidade dindmica e Dy é 0 diametro hidrodindmico.

O Z-average é o parametro usado em DLS, também conhecido pela média de
cumulantes, que traduz o melhor resultado da distribui¢c&o do didmetro hidrodindmico (Malvern
Instruments Worldwide, 2011). Para caracterizar o tamanho das particulas utiliza-se o diametro
hidrodindmico (Dn) que é o didmetro equivalente de uma esfera que possui 0 mesmo coeficiente
de difusdo translacional da particula que esta a ser medida.

No que diz respeito ao potencial zeta, o principio fisico fundamental aqui utilizado é o
daeletroforese. A dispersao é injetada numa célula que contém dois elétrodos e, posteriormente,
¢ aplicado um campo elétrico a esses elétrodos. As particulas que tém carga efetiva deslocam-
se em dire¢do ao elétrodo com carga oposta com uma velocidade designada por mobilidade que
esta relacionada com o seu potencial zeta. Esta velocidade das particulas € medida utilizando o
Laser Doppler Velocimetry (LDV). A velocidade das particulas é dependente da forca do campo
elétrico, da constante dielétrica do meio, da viscosidade do mesmo e do potencial zeta das
particulas (Malvern, 2014).

Como referido anteriormente, o potencial zeta foi medido através da Dispersdo da Luz
Eletroforética que é uma técnica utilizada para medir a mobilidade eletroforética das particulas
em dispersdo ou moléculas em solucdo (Malvern, 2014). Esta mobilidade é medida pelo
ZetaSizer Nano e de seguida convertida em potencial zeta através da aplicacdo da equacao de
Henry (Zetasizer Nano Series User Manual, 2004). Para tal, recorreu-se a (Equacao 3).

UE _ 2 ¢ zf(ka) (3)
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onde Ue é a mobilidade eletroforética, z é o potencial zeta, ¢ € a constante dieléctrica, 7
é a viscosidade e f(ka) é a funcdo de Henry.

O potencial zeta é uma medida da magnitude da repulsdo ou atracdo eletrostatica entre
as particulas e € um dos parametros fundamentais que afeta a estabilidade (Malvern, 2014). Este
parametro serve para caracterizar se a particula imersa num liquido tende a flocular ou ndo. Se
todas as particulas em suspensao tiverem um grande potencial zeta negativo ou positivo entéo
estas tém tendéncia para se repelirem umas das outras e nao floculam. Contudo, se as particulas
tiverem valores de potencial zeta baixos significa que ndo existe nenhuma forga para prevenir
que as particulas se agreguem e floculem. Desta forma, consideram-se particulas estaveis
aquelas que possuem potencial zeta mais positivo que +30 mV ou mais negativo que -30 mV
(Zetasizer Nano Series User Manual, 2004).
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Um dos fatores que mais afeta o potencial zeta é o pH. Se se adicionar uma solu¢do mais
alcalina a uma particula em suspensdo com potencial zeta negativo as particulas tendem a
adquirir uma carga mais negativa. No caso de se adicionar &cido a esta suspenséo serd alcangado
um ponto em que as cargas negativas sdo neutralizadas. Se se ultrapassar 0 ponto em que as
particulas estdo totalmente neutralizadas existira um aumento das cargas positivas. O ponto em
que o potencial zeta € zero é conhecido por ponto isoelétrico significando que o sistema coloidal
esta menos estavel (Zetasizer Nano Series User Manual, 2004).

Relativamente a morfologia das particulas, esta foi analisada atraves da Microscopia
Eletrénica de Varrimento (Scanning Electron Miscroscopy - SEM) disponibilizada pelo
Instituto Pedro Nunes (IPN) em Coimbra. O SEM permitiu avaliar ndo s6 a morfologia das
particulas, mas também o seu tamanho e as suas caracteristicas de superficie. O principio de
funcionamento do Microscopio Eletronico de Varrimento é relativamente simples. Um feixe de
eletrbes € produzido na parte superior do microscépio através de uma espécie de canhao de
eletrdes. Este feixe é direcionado verticalmente para a amostra ao longo do microscépio, o qual
é mantido em vacuo. Até atingir a amostra, o feixe de eletrdes atravessa campos e lentes
eletromagnéticas que focam o feixe na direcdo pretendida. Quando o feixe atinge a amostra,
eletrbes e raios-X sdo ejetados a partir desta, sendo coletados a partir de detetores que 0s
convertem num sinal que é enviado para um monitor, produzindo a imagem final (Purdue
University, 2014). Estes sinais, que derivam das interag0es entre o feixe de eletrdes e a amostra,
podem fornecer informacdes sobre a amostra, incluindo morfologia externa, composicao
quimica, estrutura cristalina e orientacdo dos materiais que a compdem (Geochemical
Instrumentation and Analysis, 2014) normalmente quando conjugados com outras técnicas de
analise.

Para a preparacdo das amostras de nanoparticulas para a analise, espalharam-se
pequenas gotas numa fita adesiva de grafite, colocada sobre o suporte metalico do microscépio
eletronico e secaram-se as amostras a 40 °C. Como se tratam de particulas poliméricas, foi

necessario o seu revestimento com uma camada de ouro uma vez que estas ndo sdo condutoras.

2.5 Preparagao de géis a base de k-carragenano carregado com naringin

Um dos principais objetivos do trabalho € retardar o perfil de libertacdo do farmaco. Para
tal, produziram-se nanoparticulas de quitosano para serem incorporadas em géis possiveis de
serem injetados no local pretendido. Assim, foram estudados os géis de forma individual para

posteriormente se incorporarem as nanoparticulas.
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Numa primeira fase, produziram-se hidrogéis de quitosano segundo as condic¢des de
Chenite et al., 2000, utilizando glicofosfato (GP) como reticulante fisico, uma vez que é um
termogel que gelifica a 37 °C, e tentou-se incorporar as nanoparticulas nestes. As concentracdes
utilizadas neste ensaio encontram-se apresentadas no Anexo Il. Inicialmente, produziram-se
apenas os hidrogéis de quitosano e avaliou-se a influéncia do tipo de acido (&cido acético ou
acido cloridrico) utilizado para dissolver o quitosano na formacgéo do gel. Verificou-se que,
neste caso (e ao contrario da formacdo das nanoparticulas de quitosano), o HCI era 0 mais
indicado, uma vez que levou a formacdo de um gel, ao contrario do &cido acético que nédo
originou a formacdo de um gel nem de qualquer tipo de estrutura rigida. Posteriormente,
incorporaram-se as nanoparticulas de quitosano no hidrogel de quitosano dissolvido em HCI
mas o sistema apresentou pouca estabilidade. Isto talvez pelo facto das nanoparticulas
apresentarem carga positiva bem como o hidrogel de quitosano, ndo havendo qualquer tipo de
interacdo (havendo provavelmente repulsdo de cargas) entre os dois tipos de sistemas para
manter a estrutura estavel.

Para além dos ensaios descritos anteriormente, foram feitos testes para produzir géis de
quitosano usando liquidos iénicos como agentes de gelificagcdo. Foram testados os mesmos
liquidos i6nicos utilizados para a preparacdo das nanoparticulas, como a CB e a CD. Os
resultados mostraram que a CB nao apresentou qualquer acéo gelificante, ao contrario da CD,
em que se produziram estruturas préximas de um gel. Contudo, ap6s incorporacdo das
nanoparticulas de quitosano nestes sistemas, ndo se verificou a formacdo de geéis estaveis (ver
Anexo Il e Anexo llI).

Para contornar este facto recorreu-se a outro biopolimero que possui grupos carregados
negativamente na sua estrutura e um maior poder gelificante, tal como referido na Sec¢éo 1.3.
Inicialmente, testaram-se o t-carragenano e k-carragenano com diferentes concentragdes até se
concluir qual o tipo e concentracdo de carragenano mais indicado para a aplicacdo desejada,
tendo-se decidido pela utilizacdo do k-carragenano numa concentracdo de 2.5 % (w/v) (ver
Anexo V).

Para a preparacgéo do gel carregado com narigin dissolveram-se 50 mg de k-carragenano
em 2 ml de &gua destilada num banho a 70 °C durante 1 h com uma agitacdo de 1200 rpm.
Posteriormente, diminui-se a temperatura para 60 °C e adicionou-se 0.5 mg ou 1 mg de naringin
(concentracdo de naringin de 0.25 mg/ml e 0.5 mg/ml, respetivamente), deixando este a
dissolver durante mais 1 h. Retiraram-se as amostras do banho e deixaram-se a
arrefecer/envelhecer durante cerca de 14 h. A sintese do gel foi realizada em seringas para

facilitar a obtengdo de géis com dimensao uniforme em forma de disco.
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2.6 Preparagao de géis a base de k-carragenano e nanoparticulas de
quitosano carregadas com naringin

Apos o estudo individual dos sistemas de libertagdo preparados, conjugaram-se os dois
sistemas, nanoparticulas e géis, com o objetivo de retardar o perfil de libertacdo, uma vez que
ao incorporar as nanoparticulas nos geis tem-se duas resisténcias a transferéncia de massa.

Prepararam-se previamente as nanoparticulas de quitosano carregadas com naringin
segundo a metodologia descrita na Subseccdo 2.4.1. De seguida, procedeu-se a preparacdo dos
géis a base de k-carragenano em seringas. Dissolveram-se 2.5% de k-carragenano em 1 ml de
agua destilada num banho a 70 °C durante 1 hora com uma agitacdo proxima de 1200 rpm e,
apos arrefecer o banho para 60 °C, adicionou-se 1 ml da solugéo de nanoparticulas encapsuladas
com naringin, deixando a agitar a 800 rpm durante mais 1 h. Retiraram-se as amostras do banho

e deixaram-se a arrefecer/envelhecer durante a noite.

2.7 Estudos de libertagao de naringin a partir de diferentes matrizes

Por forma a determinar o perfil de libertacdo do naringin foram realizados testes in vitro
a partir de diferentes matrizes (hanoparticulas, gel e nanoparticulas incorporadas no gel) em
meio fisioldgico simulado, constituido por uma solugcdo tampao fosfato-salino (PBS) com um
pH préximo de 7. As amostras foram colocadas em frascos de 20 ml imersas em 15 ml de PBS
e deixadas sob agitacdo orbital (100 rpm) e a 37 °C (no thermoshaker), tendo-se efetuado
recolhas do meio sobrenadante a varios tempos para, posteriormente, quantificar o naringin
libertado por espectrofotometria UV/visivel.

Para efetuar os ensaios de libertacdo a partir das nanoparticulas, colocou-se cerca de 1
ml das mesmas em membranas de dialise que por sua vez foram colocadas em frascos de 20 ml
com 15 ml de PBS. No caso dos géis, com e sem incorporacao de nanoparticulas, colocaram-
se os cilindros que se formaram dentro da seringa (tal como descrito nas seccdes 2.5 e 2.6)
diretamente na solucéo de PBS (15 ml). Para além disso, realizaram-se os brancos dos diferentes
sistemas utilizados.

Em intervalos de tempo definidos, t(h)=0; 0.25; 0.5; 0.75; 1; 1.5; 2; 2.5; 3; 4; 5, 6; 7; 8,
retiraram-se amostras de cerca de 2.5 ml e analisaram-se num espectrofotometro UV/visivel
Jasco, modelo V650. Inicialmente, esta técnica foi utilizada para a determinacdo da curva de
calibracdo do naringin e, posteriormente, para determinar o perfil de libertacdo deste através

das varias matrizes.
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A espectroscopia € uma técnica que mede a interacdo de moleculas com a radiacao
eletromagnética. A luz perto do ultravioleta (UV) e na gama do visivel do espectro
eletromagnético tem uma energia correspondente de cerca de 150-400 kJ mol™ (Schmid, 2001).
A energia da luz permite aos eletrbes que se encontram no estado fundamental passem para o
estado excitado. Um espectro é obtido quando a absorcéo de luz € medida como uma funcgéo da
sua frequéncia ou do seu comprimento de onda (Schmid, 2001).

Os espectrofotdmetros contém normalmente duas fontes de luz: uma lampada de
deutério, que emite luz na regido do UV e uma lampada de tungsténio-halogéneo para a regido
do visivel. A luz depois de passar por um monocromador € focada na cuvete e a quantidade de
luz que passa através da amostra é detetada por um fotomultiplicador ou um fotodiodo que, por
sua vez, produz o espectro da amostra analisada (Schmid, 2001).

A espectrofotometria tem como base a lei de Lamber-Beer (Equacédo 4) que relaciona a

absorcéo da luz com as propriedades do material através do qual a luz atravessa (Braga, 2010):
A=¢ecd (4)

Onde A é absorvancia, ¢ € o coeficiente de absorc¢éo, ¢ é a concentracdo e d é a distancia
percorrida pelo feixe através da amostra.

A quantidade de luz que atravessa a solucdo é designada por transmitancia, T, e é
expressa pela razéo entre a intensidade da luz transmitida, I;, e a intensidade da luz inicial do
feixe de luz, lo (Braga, 2010):

I
r=— (5
Iy
Estas duas equacdes apresentadas anteriormente podem relacionar-se entre si, uma vez
que a absorvancia (A) é o inverso logaritmico da transmitancia, sendo, assim, possivel conhecer

A através de T:

I
A =log (I_O) = ecd (6)
t

Assim, obtendo a absorvancia a partir do espectrofotometro foi possivel determinar a
concentragdo do naringin na amostra, relacionando a absorvancia obtida com a curva de
calibracdo do farmaco (ver Anexo IV). A equacdo da curva de calibracdo encontra-se
representada na Equacdo 7, sendo ¢ a concentracdo e A a absorvancia, tendo-se obtido um
coeficiente de correlagdo de 0.9955.

c=0.03624 (7)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAQO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos neste trabalho, bem como a
respetiva discussdo, no que respeita a caracterizacdo das particulas e dos géis, e 0s ensaios de
libertacdo feitos a partir dos diferentes sistemas preparados para libertacdo controlada do
farmaco naringin. Sempre que necessario foram também analisados os sistemas sem farmaco

para efeitos comparativos e melhor compreenséo dos sistemas.

3.1 Analise morfoldgica dos diferentes sistemas preparados

A Figura 8 mostra o aspeto da solucdo de particulas obtidas da reticulacdo com TPP
(Fig. 8 (a)) e das particulas reticulada com CD (Fig. 8 (b)). No caso das nanoparticulas
reticuladas com TPP, a solugdo ficou com um aspeto turvo, confirmando a formacéo de
nanoparticulas. No caso das particulas reticuladas com CD, a solucéo ficou com um aspeto mais
limpido, provavelmente pelo facto de se terem formado um menor nimero de particulas com

tamanho ligeiramente maior.

Figura 8 — Particulas reticuladas com TPP (a) e reticuladas com CD (b).

Tal como ja foi descrito, as nanoparticulas foram incorporadas em géis de k-
carragenano, resultando em estruturas com aspeto de gelatina, como se pode observar pela
Figura 9. Do lado esquerdo da imagem, encontram-se dois géis com naringin, apresentando
uma estrutura mais transparente e ligeiramente amarelada, e do lado direito, encontram-se dois

géis com particulas incorporadas, apresentando um aspeto mais turvo.
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Figura 9 — Géis de k-carragenano 2.5% (w/v) incorporados com naringin (& esquerda)

e incorporados com nanoparticulas carregadas com naringin (a direita).

Para avaliar a morfologia dos diferentes SLCs, recorreu-se a técnica de SEM que teve
por objetivo confirmar a existéncia de particulas com tamanhos a escala nano, para além de
conhecer a sua morfologia, e caracteristicas de superficie. Tal como ilustra a Figura 10 (a, b e
c) obtiveram-se nanoparticulas de TPP com uma morfologia quase esférica. Através da Figura
10 (e, fe g) é possivel verificar a existéncia de particulas de CD com caracteristicas semelhantes
as particulas preparadas com TPP, apresentando também uma forma quase esférica. No que
respeita ao tamanho, constata-se que as particulas de CD parecem ser as que tém um maior
tamanho. Para além disso, no caso das imagens das nanoparticulas reticuladas com TPP, ¢
visivel uma maior densidade de particulas, quando comparadas com as imagens das
nanoparticulas de CD. E de notar ainda que os tamanhos das particulas apresentados pelo SEM
aparentam ser ligeiramente menores do que aqueles revelados pelo DLS (ver Seccdo 3.2), uma
vez que as amostras para a analise de SEM terem que ser secas previamente, revelando
didmetros de particulas secas o que ndo acontece no caso do DLS, onde os diametros obtidos
sdo caracteristicos de particulas consideradas hidratadas.

No caso dos géis de k-carragenano com nanoparticulas carregadas com naringin, foi
possivel concluir através da Figura 10 (d, h), a existéncia de nanoparticulas no meio dos géis.
Atraves das varias imagens apresentadas, é possivel observar-se ainda a presenca de particulas
com tamanhos maiores do que aqueles obtidos para as nanoparticulas, que devem resultar de

possiveis aglomeragdes entre particulas.
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10 - NP/CS/TPP/NARO.5: ampliadas 15000 vezes (a); ampliadas 20000 vezes
(b); ampliadas 35000 vezes (c). CRR2.5/NP/CS/TPP/NARO0.5 (d). NP/CS/CD/NARO.5:
ampliadas 15000 vezes (e); ampliadas 20000 vezes (f); ampliadas 35000 vezes (g).
CRR2.5/NP/CS/CD/NARO.5 (h).
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Na Figura 11 encontram-se representadas as imagens ampliadas 15000 vezes relativas
ao gel de k-carragenano com naringin (a) e ao gel com naringin reticulado com 5% de KCI (b),
sendo possivel concluir através destas que a reticulacdo induz maior rugosidade a matriz de

Carragenano.

Figura 11 - CRR2.5/NARQ0.5 (a) e CRR2.5/KCI5/NARO.5 (b) ampliados 15000 vezes.

A Figura 12 representa o gel de carragenano com nanoparticulas de TPP carregadas com
naringin (Fig. 12 (a)) e o gel de carragenano reticulado com 5% de KCI e com nanoparticulas
de TPP carregadas com naringin (Fig. 12 (b)), ampliados 15000 vezes. Ao observar a figura é
de notar mais uma vez que a reticulagéo veio tornar a matriz mais densa e com mais rugosidade,
verificando-se também com mais detalhe nas imagens ampliadas 35000 vezes. Para além disso,
é observavel a falta de presenca de nanoparticulas nos dois casos, podendo significar que estas

estdo mais integradas na matriz, ndo se verificando a sua presenga a superficie.

Figura 12- CRR2.5/NP/CS/TPP/NAROQ.5 (a) e CRR2.5/KCI5/NP/CS/TPP/NARO.5 (b) ampliados
15000 vezes e com um detalhe de 35000 vezes.

Na Figura 13 encontram-se representados o gel de k-carragenano com nanoparticulas de
CD carregadas com naringin (Fig. 13 (a)), ampliado 20000 vezes, e 0 mesmo gel reticulado
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com 5% de KCI (Fig. 13 (b)), ampliado 15000 vezes. E possivel concluir novamente através
destas imagens que a reticulagdo induz rugosidade ao sistema. No entanto, contrariamente ao
gue acontece com a matriz de carragenano com as nanoparticulas de TPP, aqui sdo visiveis as
nanoparticulas de CD, apresentando-se em algumas zonas em forma de aglomerados, o que
deve significar que as particulas de TPP devem estar mais integradas na matriz do que as de
CD. Contudo, seriam precisas mais imagens de SEM para tirar conclusdes mais esclarecedoras

acerca desta questdo.

Figura 13 - CRR2.5/NP/CS/CD/NARQ.5 ampliado 20000 vezes (a) e
CRR2.5/KCI5/NP/CS/CD/NARQ.5 (b) ampliado 15000 vezes e com um detalhe de
35000 vezes.

3.2 Distribui¢dao de tamanhos das nanoparticulas ao longo do tempo

O tamanho das particulas € um dos parametros mais importantes no que diz respeito ao
seu uso como SLC, uma vez que influencia significativamente muitas propriedades das
particulas, designadamente a cinética de libertacdo do farmaco. Desta forma, procedeu-se a
analise da distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas de quitosano reticuladas com TPP e com
CD, fazendo um estudo do seu comportamento ao longo do tempo. Nesta seccdo serdo
apresentados trés pardmetros essenciais para a caracterizacdo das nanoparticulas
nomeadamente o tamanho (aqui definido como Z-average), o indice de polidispersividade
(PDI) e o potencial zeta. Estes pardmetros foram avaliados com recurso a técnica DLS.

A Figura 14 (a) apresenta os resultados obtidos do tamanho das particulas de quitosano
reticuladas com TPP, com e sem incorporacio de naringin. E possivel verificar a existéncia de
particulas a escala nano e, considerando que 0s erros experimentais associados Ssdo
relativamente pequenos (desvio padrdo baixo), verifica-se que as particulas com naringin

aumentaram ligeiramente o seu tamanho. De qualquer forma as nanoparticulas mantém-se
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estaveis ao longo das 72 h de monitorizacéo tendo-se verificado um aumento de ~ 4 % e ~ 16
% no caso das particulas sem e com farmaco, respetivamente. O aumento verificado para as
particulas com farmaco ocorreu entre as 2 e as 24 h apdés sintese das nanoparticulas, mantendo-
se constante (dentro do erro experimental) apos esse periodo. Estes resultados parecem indicar
que na presenca de naringin o sistema precisa de mais algum tempo para atingir o equilibrio e
tornar-se um sistema estavel.

A Figura 14 (b) apresenta os resultados obtidos para o tamanho das particulas de
quitosano reticuladas com CD, com e sem incorporacio do farmaco. E de salientar, desde ja,
que por lapso o tamanho das particulas sem o farmaco ndo foi feito para as 24 e 48 h. No
entanto, ao fim de 72h verificou-se que o sistema se encontrava estavel.

Os resultados indicam que é possivel obter nanoparticulas estaveis usando a CD como
reticulante do quitosano. No entanto, obtiveram-se particulas com um tamanho relativamente
maior aos das particulas reticuladas com TPP. No caso das nanoparticulas sem naringin, o
tamanho variou entre 213 e 222 nm. Para as particulas com naringin obtiveram-se valores
ligeiramente maiores, com variac6es entre 331 e 347 nm, e de acordo com os resultados obtidos
usando o TPP como reticulante. De notar que os ensaios de estabilidade das particulas sem o
farmaco prolongaram-se para além das 72 h, obtendo-se um valor de Z-average de 217 nm ao
fim de 10 dias. Contudo, como as variagfes ndo foram significativas, ndo se encontram

apresentados aqui a continuacdo destes estudos.
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Figura 14 — Z-average (nm) das particulas de quitosano reticuladas com TPP (a) e reticuladas com
CD (b) com incorporacdo de naringin (E5) e sem incorporacdo de naringin (E).

No que diz respeito ao PDI, como se pode observar pela Figura 15 (a), verificou-se que
as particulas reticuladas com TPP e sem o farmaco apresentam um PDI mais elevado do que as
particulas com farmaco. Nas particulas sem naringin, o PDI nédo varia de forma significativa,
apresentando um valor préximo de 0.27 ao longo das 72 h. No caso das particulas com naringin,

o PDI também se mantém relativamente constante com um valor aproximado de 0.20. E de
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PDI

notar que no caso das particulas com naringin, os desvios foram consideravelmente elevados,
provavelmente devido a erros do operador e a fatores inerentes ao equipamento. Tendo em
conta que os valores de PDI nos dois casos foram relativamente baixos (PDI <0.5), pode-se
afirmar que se esta proximo de um sistema monodisperso (Zetasizer Nano Series User Manual,
2004). Este resultado é importante para os estudos de libertagdo, uma vez que a
polidispersividade limita seriamente a eficiéncia de libertacdo do fA&rmaco (Fan et al., 2012).

0,4
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0,1 1

48
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 15 - PDI das particulas de quitosano reticuladas com TPP (a) e reticuladas com CD com
incorporacdo de naringin (F5) e sem incorporacao de naringin ().

No caso das particulas de quitosano reticuladas com CD (Figura 15(b)) conclui-se que
o valor do PDI é mais elevado para o caso das particulas com farmaco. Para as particulas sem
o farmaco obteve-se um PDI com valores entre 0.19 e 0.22 e no caso das particulas com o
farmaco obteve-se um PDI com valores entre 0.24 e 0.27, com valores de desvios padrdo
consideravelmente pequenos. Estes valores revelam que os dois sistemas, particulas sem o
farmaco e particulas com o farmaco, como apresentam valores de PDI consideravelmente
pequenos, estdo préximos de um sistema monodisperso.

Na Figura 16 (a) encontram-se representados os valores obtidos para o potencial zeta
das particulas reticuladas com TPP, com e sem o farmaco. No caso das nanoparticulas sem
naringin, o potencial zeta variou aproximadamente entre +48 mV e +50 mV, apresentando
desvios relativamente elevados. J& para as nanoparticulas com naringin, os valores obtidos
foram ligeiramente mais baixos (~18 %). O valor positivo do potencial zeta indica que as
particulas possuem carga positiva em torno da sua superficie, como seria de esperar, devido aos
grupos protonados do quitosano. Isto verificou-se também nas particulas incorporadas com o
farmaco, o que indica que este esta incorporado na matriz e nao aderido a superficie. Para as
particulas serem consideradas estaveis, como referido na Subseccdo 2.4.2, tm que apresentar

um potencial zeta de + 30 mV (Zetasizer Nano Series User Manual, 2004), o que ndo acontece

43



em nenhum dos casos. No entanto, € de notar que no caso das particulas com naringin estas
apresentam um valor de potencial zeta mais proximo do valor referente as particulas quando se
encontram estaveis. Com o reticulante CD (Figura 16 (b)) obteve-se um potencial zeta que varia
entre 37 e 40 mV para as particulas sem farmaco e valores ligeiramente maiores, variando
aproximadamente entre 41 e 43 mV para as particulas com farmaco. Desta forma, € possivel
concluir que, tal como no caso das nanoparticulas reticuladas com TPP, estas particulas estdo

proximas de se encontrar estaveis.
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Figura 16 - Potencial zeta das particulas de quitosano reticuladas com TPP (a) e reticuladas
com CD (b) com incorporagéo de naringin (¥) e sem incorporagéo de naringin ().
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Ao analisar os resultados dos parametros obtidos das nanoparticulas de quitosano
reticuladas com TPP preparadas no laboratorio, verifica-se que estes estdo muito proximos dos
ja reportados na literatura. Fan et al., 2012 estudou o efeito de varios parametros na formacao
destas nanoparticulas com o objetivo de melhorar a estabilidade e aumentar a
monodispersividade destas, tendo obtido particulas de tamanho entre 130 e 240 nm, com um
PDI que variava entre 0.05 e mais que 0.2 e com um potencial zeta que variava entre + 26 mV
e+40 mV.

Ao comparar os resultados obtidos para as particulas reticuladas com TPP e as particulas
reticuladas com CD, observa-se que os valores dos parametros avaliados, quando se usa 0
reticulante CD, séo relativamente maiores. No entanto, estes resultados continuam dentro da
gama de valores esperada, concluindo que o CD pode ser usado como reticulante em alternativa
ao TPP.

E de referir ainda o papel fundamental do pH no que se refere a estabilidade das
particulas ao longo do tempo, uma vez que quando ndo se acerta o pH da solucéo de quitosano

para 4.8 (tal como descrito na Seccgdo 2.4) estas apresentam tamanhos médios superiores.
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3.3 Estudos de libertacdo do naringin a partir de diferentes matrizes

Os ensaios de libertacdo do naringin in vitro permitiram obter diferentes curvas de
libertagdo consoante a matriz utilizada. Os perfis de libertacdo do naringin, obtidos a partir dos
diferentes sistemas, serdo apresentados de seguida com a sua correspondente analise.

Na Figura 17 encontram-se representados os perfis de libertagdo do naringin a partir das

nanoparticulas de quitosano reticuladas com TPP e com CD.
120
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Figura 17- Perfis de libertacdo NP/CS/TPP/NARO0.5 (1) e NP/CS/CD/NARO.5 (¢).

Ao observar as duas curvas, e tendo em conta o desvio experimental, é possivel concluir
que ndo existe uma diferenca significativa entre os dois tipos de reticulante no que diz respeito
a percentagem de naringin libertada. Os perfis de libertacdo para os dois reticulantes sdo muito
semelhantes até ao final da primeira hora de libertacdo, quando se liberta cerca de 60% de
naringin. A partir das 6 h de libertacao o perfil acabou por estabilizar, verificando-se a libertacéo
quase total do farmaco: 96 % de naringin para as particulas reticuladas com TPP e 92% para as
reticuladas com CD.

A libertacdo a partir das nanoparticulas foi bastante rapida, o que pode ser justificado
pelo facto do farmaco nédo apresentar carga e, assim, ndo existir qualquer tipo de interacdo ionica
com o0 quitosano, por forma a permitir um melhor controlo da libertacdo, como acontece na
maioria dos sistemas encontrados na literatura (Dong et al., 2013; Yoksan et al., 2010; Calvo
etal., 1997).

A partir da Figura 18 (a) e (b) é possivel avaliar o efeito da concentragdo do farmaco
nos géis a base de k-carragenano 2.5% (w/v) carregados com 0.5 mg de naringin e com 1 mg

de naringin, respetivamente. Os perfis de libertagdo estdo representados em relagcdo a massa de
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naringin libertada por massa de carragenano (Fig. 18(a)) e em termos de percentagem de
naringin libertada (Fig. 18 (b)).
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Figura 18 - Perfis de libertacdo do CRR2.5/NARO0.5 (£:) e CRR2.5/NARL1 (&) em relacdo a
massa de naringin libertada por massa de carragenano (a) e em % de naringin libertada (b).
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Ao observar a Figura 18, conclui-se que o gel com uma quantidade menor de naringin
liberta menos farmaco comparativamente com o que tem uma maior quantidade de naringin.
No entanto, em termos de % de naringin libertada, obtém-se resultados idénticos ambos com
desvios relativamente pequenos.

De acordo com as massas de naringin incorporadas no gel de k-carragenano é possivel
preparar sistemas de libertacdo que correspondem a diferentes dosagens terapéuticas,
nomeadamente 10 mg naringin/g de carragenano e 20 mg naringin/g carragenano (Fig. 18 (a)).
Estes valores tedricos ndo sdo atingidos pelo que se conclui que a libertacdo de naringin ndo é
total, sendo a dosagem conseguida in vitro e nas condicdes testadas de 7.8 mg de naringin/g de
carragenano e 18.5 mg de naringin/g de carragenano, respetivamente. Ao analisar a Figura 18
(b) verifica-se que o perfil de libertacdo das duas curvas € muito semelhante até as 3 h do ensaio
(com libertacdo de 63% para o gel com 0.5 mg de naringin e cerca de 64% para o gel com 1 mg
de naringin). A partir dessa hora, a percentagem de naringin libertada é maior para o gel com 1
mg de naringin, libertando-se até 87%, e menor para o gel com 0.5 mg de naringin, libertando-
se cerca de 75%.
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A Figura 19 mostra o efeito da utilizacdo do KCI em diferentes concentragdes, 5% e
10%, atuando como reticulante do k-carragenano e tendo sido incorporado 1 mg de naringin

nos diferentes geis.
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Figura 19 - Perfis de libertacdo do CRR2.5/KCI5/NAR1 (0),CRR2.5/KCI10/NARL1 (@)
e CRR2.5/NAR1 (&), em relagdo a massa de naringin libertada por massa de
carragenano (a) e em % de naringin libertada (b).

Através das curvas representadas na Figura 19 (a) € possivel observar-se o efeito da
utilizacdo do reticulante KCI em termos de massa de naringin libertada por massa de
carragenano, podendo concluir-se que os geéis reticulados, através da imersdo destes numa
solucgéo de KCI, libertam menos naringin que o gel sem reticulante, uma vez que se estabelecem
ligacGes entre os iGes positivos K™ e 0s grupos negativos OSO3™ do carragenano, levando a
formacdo de uma estrutura mais reticulada e mais rigida. Para além disso, verifica-se que as
duas concentracdes de KCl testadas, 5% e 10%, tém o mesmo efeito na libertacdo, apresentando
um perfil semelhante nos dois casos. Isto acontece, provavelmente, pela razdo de que 5% de
KCI seja suficiente para reticular todos os grupos carregados do carragenano. E de notar
também que os perfis de libertacdo dos géis reticulados a partir das 3 h tendem a estabilizar,
libertando uma dose de cerca de 10 mg de naringin/g de carragenano, enquanto o gel sem
reticulante s a partir das 6 h € que comeca a estabilizar, libertando cerca de 18 mg de naringin/g
de carragenano. De acordo com a Figura 19 (b) conclui-se que o sistema sem reticulante liberta
cerca de 86% de naringin ao fim de 8 h enquanto os géis com reticulante libertaram apenas
cerca de 53% e 51% de naringin, para 10% e 5% de KCI, respectivamente e para 0 mesmo
periodo de tempo.

Perfis de libertacdo e conclusbes semelhantes foram observadas para geis de k-
carragenano (2.5% m/v) carregados com 0.5 mg de naringin com 5% de KCI e sem reticulante,
tal como apresentado na Figura 20 (a) e (b). Neste caso os géis ndo reticulados com KCI

libertaram mais naringin, atingindo cerca de 7.6 mg de naringin/g de carragenano ao fim de 8
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h e os géis reticulados com 5% de KCI libertaram apenas cerca de 5.4 mg de naringin/g de
carragenano. Na Figura 20 (b) observa-se que o gel ndo reticulado apresenta um perfil de
libertacdo ligeiramente mais rapido, comparativamente ao gel reticulado com 5% de KCI. Ao
fim de 3 h de libertacdo, o gel sem reticulante liberta cerca de 60% de naringin e o gel reticulado
liberta cerca de 45% de naringin. E de referir que nenhum dos géis libertou o farmaco na
totalidade ao fim de 8 h, in vitro e nas condigdes experimentais estudadas, sendo que o gel sem
reticulante libertou cerca de 72% de naringin e o gel com reticulante libertou cerca de metade,
54% de naringin.
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Figura 20- Perfis de libertacdo do CRR2.5/KCIS/NARO0.5 (@) e CRR2.5/NARO.5 (£), em
relagdo a massa de naringin libertada por massa de carragenano (a) e em % de naringin
libertada (b).

Estes resultados mostram que é possivel controlar a dosagem terapéutica de naringin a
partir de géis de k-carragenano alterando quer a quantidade de naringin incorporada quer a
percentagem de reticulacao do gel com KCI.

Tendo em conta, que o desempenho dos sistemas individuais ndo apresentaram 0s
resultados pretendidos, procedeu-se a introducdo das nanoparticulas nos géis com o objetivo de
obter uma libertacdo mais controlada, uma vez que conjugando estes dois sistemas ter-se-iam
duas resisténcias a difusdo do farmaco.

Nas Figura 21 (a) e (b) encontram-se representadas as curvas correspondentes aos géis
com nanoparticulas carregadas com uma concentracdo de naringin de 0.5 mg/ml e com duas
concentragdes de k-carragenano, 1.25% e 2.5% (w/v). Ao observar as diferentes curvas verifica-
se novamente que o tipo de reticulante utilizado na preparagdo das nanoparticulas ndo exibe
uma diferenca significativa em termos de dose de naringin libertada. Para além disso, é de notar

ainda a existéncia de um degrau nos perfis dos geis com 1.25% de carragenano entre as 3 e as
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4 h de monitorizagdo (com um aumento de cerca de 35% na quantidade de naringin libertado
por massa de k-carragenano) atingindo a maxima libertacdo, 20 mg de naringin/g de
carragenano, ao fim de 8 h. No caso dos géis com 2.5% de carragenano o farmaco vai-se
libertando mais gradualmente, verificando-se a existéncia de um degrau muito mais ténue entre
as 4 e 6 h de libertacdo monitorizacdo (com um aumento de cerca de 18% na quantidade de
naringin libertado por massa de k-carragenano). Ao analisar a Figura 21 (b) verifica-se que 0s
géis com uma concentracdo de 1.25% de carragenano libertam a totalidade do naringin
incorporado enquanto os geis mais concentrados libertam cerca de 90%. Isto deve-se talvez
pelo facto do carragenano estar a atuar como reticulante do quitosano das nanoparticulas, uma
Vez que 0 carragenano apresenta cargas negativas e o quitosano cargas positivas, estabelecendo-
se uma ligacdo idnica entre estes dois compostos. Além disso a maior concentracdo de k-

carrragenano também aumenta a resisténcia que o farmaco tem que vencer para se libertar da
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Figura 21 - Perfis de libertagdo do CRR1.25/NP/CS/CD/NARO.5 (O0), CRR1.25/NP/CS/CD/NARO0.5
(m), CRR1.25/NP/CS/TPP/NARO.5 (%) e CRR2.5/NP/CS/CD/NARO0.5 (#), em relacdo a massa de
naringin libertada por massa de carragenano (a) e em % de naringin libertada (b).

O efeito do reticulante KCI no perfil de libertacéo dos sistemas compostos por particulas
e géis foi também estudado. A Figura 22 (a) e (b) apresentam os perfis de libertacdo dos géis
constituidos por 2.5% (m/v) de k-carragenano com nanoparticulas carregadas com uma
concentracéo de 0.5 mg/ml de naringin e com e sem reticulagdo do gel com uma solugéo de 5%
de KCI.

Tal como discutido anteriormente o reticulante KCI induz uma diminuicdo na
quantidade de naringin libertada pelos géis reticulados. Ao fim das 3 h de libertacdo, os géis
com nanoparticulas ndo reticulados libertaram cerca de 7 mg de naringin/g de carragenano

enguanto os géis com nanoparticulas reticulados libertaram cerca de 4.5 mg de naringin/g de
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carragenano. No final da libertacdo, 8 h, os géis sem reticulacdo libertaram o naringin quase
totalmente, aproximadamente 9 mg de naringin/g de carragenano, e os géis reticulados com 5%
de KCI libertaram 5 mg de naringin/g de carragenano, o que corresponde a cerca de metade da
quantidade de farmaco incorporada no sistema (Figura 22 (b)). Ao fim das 8 h de libertacéo os
géis sem reticulacdo libertaram 90% de naringin, ao contrario dos géis reticulados que
libertaram apenas 51% de naringin.
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Figura 22 - Perfis de libertacdo do CRR2.5/KCI5/NP/CS/TPP/NARO0.5 @) e
CRR2.5/KCI5/NP/CS/CD/NARO.5 (4), e CRR2.5/NP/CS/TPP/NARO.5 (#) e
CRR2.5/NP/CS/CD/NARQ.5 (%), em relacdo a massa de naringin libertada por massa de
carragenano (a) e em % de naringin libertada (b).

Para efeitos comparativos apresentam-se na Figura 23 os perfis de libertagdo do naringin
a partir dos diferentes sistemas de libertacdo preparados. A Figura 23 (a) e (b) apresentam 0s
sistemas a base de nanoparticulas reticuladas com TPP e CD, respetivamente. Tal como
discutido anteriormente, os sistemas que permitem obter uma libertacdo do farmaco mais
controlada sdo os sistemas reticulados com KCI (gel reticulado com 5% de KCI com e sem
nanoparticulas) apresentando estes dois sistemas, perfis de libertacdo muito semelhantes. O
sistema constituido apenas pelo gel de k-carragenano apresenta um perfil de libertacdo
intermédio enquanto os sistemas constituidos pelas nanoparticulas de quitosano sdo os que
apresentam uma libertacdo mais rapida e total do naringin. Estas conclusdes sdo validas e muito
semelhantes para os dois tipos de nanoparticulas preparadas neste trabalho o que mais uma vez

confirma que a CD é uma alternativa ao TPP como reticulante das nanoparticulas
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Figura 23 - Perfis de libertacdo do: NP/CS/(TPPa/CDb)/NARO0.5(0); CRR2.5/NARO.5(/);

CRR2.5/NP/CS/(TPPa/CDb)/NARO.5(#); CRR2.5/KCI5/NARO.5 (X);
CRR2.5/KCI5/NP/CS/(TPPa/CDb)/NARO.5().

Para uma melhor compreensdo dos fendmenos que ocorrem nas estruturas das diferentes
matrizes, na Figura 24 estdo representadas as possiveis interagdes existentes nos géis de k-
carragenano reticulados com KCI e com naringin incorporado (a), nos géis de k-carragenano
com nanoparticulas carregadas com naringin (b) e nos géis a base de k-carragenano com

nanoparticulas carregadas com naringin e reticulados com KCI (c).

(@) Y (b) (©)

Figura 24 - Esquema representativo das possiveis interacdes presentes nos geis:
CRR2.5/KCI5/NARO.5; CRR2.5/NP/CS/(TPP/CD)/NARO.5;
CRR2.5/KCI5/NP/CS/(TPP/CD)/NARO.5.
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Ao analisar a Figura 24 (a) pode inferir-se que o que acontece ao reticular o gel com
naringin € que um par de hélices estabelece interacdes por pontes de hidrogénio. O ido sédio
liga-se a uma parte dos grupos sulfato presentes na hélice para equilibrio de cargas, resultando
em interacdes entre hélices fracas, mediadas por moléculas de 4gua. No segundo caso, Figura
24 (b), em que as nanoparticulas estdo incorporadas na matriz de carragenano, as interacdes
dao-se através dos grupos sulfato negativos do carragenano e as cargas positivas do quitosano.
No caso dos sistemas combinados, Figura 24 (c), supfe-se que existem os dois tipos de
interacdes, ou seja, interacdes entre cargas positivas do quitosano e cargas positivas dos ides de
sodio com as cargas negativas do k-carragenano.

Pela observacéo dos perfis de libertacdo dos varios sistemas apresentados anteriormente,
pode supor-se que a libertacdo do naringin a partir das diferentes matrizes esteja dividida
essencialmente em duas etapas. A primeira etapa corresponde a um periodo de libertacdo mais
rapida, seguindo-se uma segunda etapa correspondente a um periodo de libertacdo mais lento.
Para compreender melhor os mecanismos que controlam a libertacdo do farmaco a partir dos
SLCs preparados, recorreu-se a modelos matematicos que permitem estimar 0s parametros
cinéticos e, assim, inferir sobre 0s mecanismos predominantes da libertagéo.

Os coeficientes cinéticos de libertacdo foram calculados a partir da equacéo Korsmeyer-
Peppas (Equacdo 8) (Korsmeyer et al., 1983), fazendo o ajuste das respetivas curvas de

libertacdo do naringin. Ao determinar o logaritmo da Equacéo 8 € possivel chegar-se a Equacdo

M ~ . . . ~
9. Representando o logM—f em funcédo do log t é possivel determinar os valores dos parametros
(o]

cinéticos, n e k.

L=kt (8)

M

log;\:—t =logk + n.logt (9)

Onde M representa a massa de naringin libertada num tempo t, Moo a massa de naringin
libertada num tempo infinito, k € a constante de libertag&o, t representa o tempo de libertacéo e
n 0 exponente de libertag&o.

Os parametros cinéticos calculados através da Equacéo 9 até ]':—t < 60%, para 0s varios
sistemas utilizados para a libertacdo do naringin, estdo apresentados na Tabela 3. No caso dos

sistemas constituidos por géis, os resultados mostram que os valores do expoente de libertacdo

(n) para a maior parte dos sistemas estudados sdo inferiores a 0.45. Isto sugere que,
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considerando os géis como sistemas cilindricos, a libertacdo do naringin para estes sistemas
ocorreu por um mecanismo de difusdo pseudo-Fickiana até aos 60% de libertacdo do farmaco
(Natu et al., 2008).

Tabela 3-Pardmetros cinéticos para a ;:—t < 60%.

[oe}

M < 60%
M,
Si n . k/h? . RZ
istemas (média) | P®VIO | (media) | P®VIO | (media)

Nanoparticulas (TPP) 0.435 0.001 0.626 0.022 0.998
Nanoparticulas (CD) 0.427 0.010 0627 | 0.043 0.999
Géis 0.404 0.142 0598 | 0.007 0.992
Géis reticulados com KCI 0.469 0.006 0558 | 0.020 0.997
Géis + Nanoparticulas (TPP) 0.323 0.049 0631 | 0.019 0.996
Géis + Nanoparticulas (CD) 0.347 0.031 0560 | 0.017 0.996
Géis + Nanoparticulas (TPP) 0.457 0.042 0.593 | 0.001 0.999
reticulados com KCI
Geis + Nanoparticulas (CD) 0412 | 0017 | 058 | 0.007 0.999
reticulados com KCI

Excecdes foram detetadas para a libertacdo do naringin a partir dos sistemas gel
reticulado com KCI e gel com nanoparticulas de TPP reticulado com KCI onde a difuséo
ocorreu através de um mecanismo de transporte anémalo (difusdo associada com swelling),
uma vez que apresentam um valor de n superiores a 0.45 (0.469 e 0.457, respetivamente)
(Siepmann & Siepmann, 2008). No caso das nanoparticulas, considerando que estas apresentam
uma forma esférica, 0 mecanismo que controla a libertacdo € a difusdo Fickiana (n~0.43)
(Siepmann & Siepmann, 2008).

No que diz respeito a constante de libertagdo k, as nanoparticulas e os géis com
nanoparticulas de TPP incorporadas apresentam valores muito idénticos e os maiores (k=0.63),
0 que significa que estes sistemas apresentam uma difusdo mais rapida quando comparados
com os restantes. O gel com naringin e 0 gel com as nanoparticulas reticulado com KCI
apresentam um k proximo dos 0.60, sendo o gel com naringin reticulado com KCl e o gel com
nanoparticulas de CD, os sistemas com um valor de k mais pequeno (k=0.56), sugerindo uma

libertagdo mais controlada em compara¢do com 0s outros sistemas.
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Na Tabela 4 encontram-se apresentados os valores dos parametros cinéticos para a

- My , - ,
regidao em que M—t é linear. Os resultados mostram que as nanoparticulas apresentam um valor
(o)

do expoente de libertagcdo muito semelhante (0.40<n<0.41), concluindo-se que 0 mecanismo
que controla a libertacdo do naringin a partir destas matrizes, admitindo que as particulas séo
esféericas, € uma difusdo do tipo Fickiana. No caso dos géis, e considerando que estes sistemas
apresentam uma forma cilindrica, como estes apresentam valores de n entre 0.31 e 0.44,
conclui-se, através da Tabela 4, que o mecanismo que predomina durante a fase inicial da
libertacdo é também uma difusdo do tipo pseudo-Fickiana. Ao comparar estes valores da gama

. M .
linear com os valores de M—t < 60%, conclui-se que abrangendo os pontos em que o modelo

[c<]

matematico se encontra linear, os valores dos pardmetros cinéticos diminuem, mas o tipo de
mecanismo associado a cada sistema mantem-se.

Relativamente a constante de libertacdo, os sistemas que apresentam um valor de k
maior sdo as nanoparticulas reticuladas com TPP e o gel com as nanoparticulas de TPP
(k=0.62), o que sugere que estes sistemas apresentam um mecanismo de difusdo mais rapido
que os restantes sistemas. As nanoparticulas apresentam uma constante de libertacdo proxima
de 0.61, seguindo-se os geis com um valor de k de cerca 0.60. Os géis reticulados com KClI e
com nanoparticulas de TPP e CD incorporadas apresentam uma constante de libertagdo da
ordem dos 0.57. De seguida, com os menores valores da constante de libertagdo (k=0.55),
encontram-se 0s géis com nanoparticulas reticuladas com CD e os géis reticulados com KCI, o

que revela que estes sistemas apresentam uma libertacdo mais sustentada.

A .z M¢ .
Tabela 4- Pardmetros cinéticos para a M—t linear.
(o]

Gama linear
Sistemas n (média) Desvio k/h™ Desvio R?
(média) (média)

Nanoparticulas (TPP) 0.413 0.001 0.616 0.033 | 0.997
Nanoparticulas (CD) 0.400 0.015 0.613 0.039 0.997
Géis 0.404 0.142 0.597 0.008 0.992
Géis reticulados com KCI 0.439 0.010 0.546 0.017 0.995
Géis + Nanoparticulas (TPP) 0.307 0.001 0.623 0.015 0.997
Géis + Nanoparticulas (CD) 0.323 0.032 0.552 0.015 0.994
Géis + Nanoparticulas (TPP) | 0.407 0.003 0571 | 0009 | 0.994
reticulados com KCI

Géis + Nanoparticulas (CD) 0.381 0.009 0575 | 0010 | 0.998
reticulados com KCI
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Na Figura 25 encontram-se representados os resultados dos modelos considerando a

utilizacdo da equacdo de Korsmeyer-Peppas na gama A’;’—t <60%e ;:—t linear. Os resultados

(=)

permitem concluir que em todos os caso 0 modelo descreve bem os sistemas até 60% da
percentagem de naringin libertada, gama em que a difusdo é provavelmente 0 mecanismo de
libertacdo mais importante. No caso dos sistemas gel com particulas de TPP e gel com particulas
de CD verifica-se que a difusdo é o mecanismo predominante durante todo o periodo de

libertagdo uma vez que o modelo ajusta de forma bastante razoavel toda a curva.
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Figura 25 - Modelos de ajuste para: NP/CS/TPP/NAROQ.5 (a); NP/CS/CD/NARQ.5 (b);
CRR2.5/NARO0.5 (c); CRR2.5/KCI5/NAROQ.5 (d); CRR2.5/NP/CS/TPP/NARO0.5 (e);
CRR2.5/NP/CS/CD/NARQ.5 (f); CRR2.5/KCIS/NP/CS/TPP/NARO.5 (g);

CRR2.5/KCI5/NP/CS/CD/NARO.5 (h). A linha a cheio representa;:—t < 60% ealinhaa

. M .
tracejado representa M—t linear.
o0
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4 CONCLUSOES

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas e 0 desempenho dos SLCs
preparados na forma de nanoparticulas, géis e nanoparticulas incorporadas em géis para a
libertacdo controlada de um farmaco de origem natural, o naringin.

Numa primeira fase, foram produzidas nanoparticulas de quitosano através do método
de gelificacdo idnica, utilizando um reticulante ja conhecido, o TPP, e outro reticulante, CD,
tendo-se estudado, com recurso a técnica de DLS, a distribuicdo de tamanhos destas particulas
ao longo do tempo. Atraves desta técnica foi possivel verificar que as nanoparticulas com o
farmaco encapsulado apresentavam tamanhos médios de 180 nm, para o0 caso das
nanoparticulas reticuladas com TPP, e 330 nm para as nanoparticulas reticuladas com CD,
apresentando, nos dois casos, um potencial zeta préximo dos +40 mV, verificando-se uma boa
estabilidade durante as 72 horas do estudo. Para além disso, foi possivel concluir que o
reticulante CD apresenta ser uma boa alternativa ao TPP, sendo fundamental realizar mais
estudos para otimizar a quantidade de CD necesséria a preparacdo de nanoparticulas. As
imagens de SEM permitiram concluir novamente que foram produzidas particulas com forma
esférica e com tamanhos a escala nano.

Na etapa seguinte do trabalho, procedeu-se a sintese de géis a base de k-carragenano
com naringin incorporado e de geis com nanoparticulas carregadas com naringin. Procedeu-se
a caracterizacdo destes sistemas com recurso a SEM e, por comparacao entre as imagens obtidas
dos dois sistemas, foi possivel concluir a existéncia de nanoparticulas no gel.

Posteriormente, realizaram-se ensaios de libertacdo dos trés sistemas preparados, para
avaliar os seus desempenhos como sistemas de libertagdo controlada, concluindo-se que as
nanoparticulas carregadas com naringin eram o sistema com o perfil de libertacdo mais rapido,
seguindo-se 0s géis com as nanoparticulas carregadas com naringin e, por altimo, os géis com
0 naringin. Ao analisar com maior detalhe os perfis de libertacdo, concluiu-se que as
nanoparticulas, ao fim de 1 h do ensaio, libertaram cerca de 60% da quantidade total de naringin
incorporada, sendo que ao fim de 4 h, ja tinham libertado o farmaco na sua totalidade,
verificando-se um perfil semelhante para as particulas reticuladas com TPP e com CD. Uma
das razdes provaveis que justificam a libertagdo ser mais rapida a partir das nanoparticulas, é
talvez pelo facto do naringin ndo apresentar carga negativa capaz de interagir com os catides
presentes no quitosano e, assim, retardar o perfil de libertacdo. No que diz respeito as

nanoparticulas incorporadas no gel, estas libertaram cerca de 52% do naringin ao fim da
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primeira hora e ao fim das 8 h do estudo libertaram cerca de 91%, apresentando novamente um
perfil bastante semelhante quando se utilizava particulas reticuladas com TPP e com CD,
comprovando novamente que o reticulante CD é uma boa alternativa ao TPP. O perfil de
libertacdo do naringin a partir dos géis, estudado com uma quantidade de naringin de 0.5 mg e
de 1 mg, revelou ser ligeiramente melhor, uma vez que ao fim da primeira hora, em ambos 0s
casos, libertou-se cerca de 45% do naringin e, ao fim de 8 h, o gel com 0.5 mg de naringin
libertou cerca de 75% e o gel com 1 mg de naringin libertou 87%.

Com o objetivo de obter uma libertacdo mais prolongada do farmaco estes sistemas, gel
com naringin e gel com nanoparticulas carregadas com naringin, foram ainda reticulados com
KCI. Estes dois sistemas foram também analisados com recurso a técnica de SEM e, a partir
das imagens obtidas, foi possivel concluir que a reticulacdo induziu maior rugosidade a matriz
de carragenano. Para além disso, as imagens dos géis com nanoparticulas, sugerem que as
particulas de TPP estdo mais integradas na matriz do que as de CD, uma vez que as particulas
reticuladas com TPP ndo sdo tdo visiveis como as particulas de CD. No entanto, seriam precisas
mais imagens para comprovar estas questoes.

No que se refere aos perfis de libertacdo do farmaco a partir dos géis com naringin e aos
géis com nanoparticulas carregadas com naringin, ambos reticulados com KCI, concluiu-se que
o efeito do KCI garantia uma libertacdo mais controlada do farmaco, apresentando estes dois
sistemas, perfis de libertacdo do naringin bastante idénticos, verificando-se apenas a libertacdo
de cerca de metade do farmaco durante os 10 dias de estudo. Os géis com naringin foram
reticulados com 5% e 10% de KCI, concluindo-se que nédo existia grande diferenca entre as
duas concentrag6es, significando que 5% de KCI era suficiente para garantir uma reticulagéo
eficaz.

Comparando, de forma geral, os perfis de libertacdo das varias matrizes utilizadas, é
possivel concluir que os sistemas que permitem ter uma libertacdo do farmaco mais controlada
sdo o gel reticulado com 5% de KCI com nanoparticulas de CD e o gel com nanoparticulas de
TPP carregadas com 0.5 mg/ml de naringin, seguindo-se o gel com 0.5 mg de naringin
reticulado com 5% de KCI, apresentando estes dois sistemas perfis de libertacdo muito
semelhantes. A estes dois sistemas, segue-se 0 gel com 0.5 mg de naringin e, posteriormente, 0
gel com nanoparticulas de CD, bem como o gel com nanoparticulas de TPP carregadas com 0.5
mg/ml de naringin, sendo os sistemas de particulas de quitosano reticuladas com CD e TPP
com 0.5 mg/ml de naringin os que apresentam uma libertagdo mais répida e total do naringin.

Para compreender melhor os mecanismos que controlavam a libertacdo do farmaco a

partir dos SLCs preparados, recorreu-se ainda a modelos matematicos que permitiram estimar
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n e gy . ~ . . M
0s parametros cinéticos da libertacdo, tendo sido aplicados os modelos para M—t < 60% e para
s

Mt ;- M . . .
a gama em que M—t é linear. Para M—t < 60% conclui-se que para a maior parte dos sistemas
[e] o0

géis, exceto o gel reticulado com KCI e o gel com nanoparticulas de TPP reticulado com KCl,
a libertacdo do naringin ocorreu por um mecanismo de difusdo pseudo-Fickiana. A libertacdo
do naringin a partir dos sistemas gel reticulado com KCI e gel com nanoparticulas de TPP
reticulado com KCI foi feita através de um mecanismo de transporte anémalo (difusdo
associada com swelling). No caso das nanoparticulas, considerando que estas apresentam uma
forma esférica, 0 mecanismo que controla a libertacdo foi essencialmente difusdo Fickiana
tanto para as particulas reticuladas com TPP como CD. No que diz respeito a constante de
libertacdo k, as nanoparticulas e os géis com nanoparticulas de TPP incorporadas apresentam
valores muito idénticos e os maiores (k=0.63) quando comparados com 0s restantes sistemas, 0
que significa que estes sistemas apresentam uma difusdo mais rapida quando comparados com
os restantes. O gel com naringin e o gel com as nanoparticulas reticulado com KCI apresentam
um k proximo dos 0.60, sendo o gel com naringin reticulado com KCI e o gel com

nanoparticulas de CD, os sistemas com um valor de k mais pequeno (k=0.56), sugerindo uma
. ~ . ~ . My 4
libertacdo mais controlada em comparagdo com 0s outros sistemas. Para a gama em que M—t é
o]
linear, os valores dos parametros cinéticos diminuem, mas verificam-se 0s mesmos mecanismos
de libertacdo. Os resultados indicam que os géis com nanoparticulas reticuladas com CD e os

géis reticulados com KCI apresentam uma libertacdo mais sustentada, revelando-se 0s mais

indicados para a aplicacdo que se pretende.
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5 PERSPETIVAS FUTURAS

Face a alguns resultados obtidos durante a realizacdo deste trabalho, sugiram novas
ideias com o objetivo de resolver determinados problemas encontrados aquando da
investigacao.

Uma das etapas fundamentais do trabalho foi a modificagdo do quitosano que teve como
objetivo aumentar o nimero de grupos funcionais do quitosano passiveis de reticulacdo ionica.
Este processo de modificacdo foi realizado com um tratamento de hidroxido de sédio em
condicdes de temperatura e concentragfes muito fortes que poderdo ter levado a quebra da
cadeia do polimero. Tendo em conta estas questdes, tentou-se medir o peso molecular do
quitosano com recurso a Cromatografia por Exclusdo de Tamanho (SEC). No entanto, 0s
resultados obtidos ndo permitiram tirar conclusées sobre o peso molecular do quitosano, sendo
necessario mais tempo para otimizar as condi¢fes necessarias para a realizacdo desta técnica.

Outro dos problemas detetados foi o facto de ndo ter sido possivel quantificar o naringin
encapsulado nas nanoparticulas. A quantificacdo do farmaco tinha como objetivo verificar se
este tinha sido incorporado na sua maioria. Pretendia-se, assim, precipitar ou sedimentar as
nanoparticulas e analisar o sobrenadante para verificar se existia algum farmaco neste.
Inicialmente, centrifugaram-se as nanoparticulas para a sua sedimentacdo, porém a centrifuga
disponivel no laboratorio ndo foi suficiente para as fazer sedimentar. Desta forma, recorreu-se
a um método alternativo, concretamente a precipitacdo das particulas com adicdo de GP e
analisou-se o sobrenadante com recurso a espectrofotometria. Contudo, verificou-se a
desestabilizacdo das nanoparticulas com este procedimento, ndo sendo possivel realizar a
quantificacdo do farmaco encapsulado. Para poder contornar os problemas existentes e
quantificar o farmaco de forma eficaz, seria necessario o recurso a uma ultra centrifuga para
que fosse possivel sedimentar as nanoparticulas sem as destabilizar.

Outro aspeto importante a considerar no futuro é a otimizacdo das nanoparticulas de
quitosano reticuladas com CD. A quantidade deste reticulante usada no presente trabalho foi
fixa relativamente a proporcdo utilizada de TPP para efeitos comparativos. No entanto, e apesar
dos resultados das nanoparticulas com CD terem sido bastante satisfatérios, dever-se-do fazer
mais estudos de forma a otimizar a proporcéo quitosano e CD para a preparacéo deste tipo de
nanoparticulas.

No que diz respeito a sintese dos géis de k-carragenano reticulados com KCI, outra

guestdo bastante importante a estudar no futuro é a percentagem de reticulante a usar.
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Efetivamente os resultados obtidos mostraram que sem a reticulacdo do gel a libertacdo era
muito rapida, e que com 5% e 10% de reticulante era demasiado lenta ndo se verificando a
libertacdo total do farmaco. Seria entdo interessante estudar melhor o efeito de concentragdes
menores de reticulante para favorecer a libertacdo controlada do naringin. Este estudo é
importante tanto para controlar os perfis de libertacdo dos géis como as propriedades reoldgicas
destes. Relativamente as propriedades reoldgicas do gel, estas ndo foram possiveis de ser
avaliadas por problemas no equipamento que ndo permitiram a execucdo dos ensaios em tempo
atil. A realizacdo destes ensaios seria de extrema importancia para conhecer a viscosidade e o
comportamento reoldgico dos géis em funcdo da temperatura, propriedades essenciais para o
desenvolvimento de géis injetaveis. Esta técnica, pode ajudar a otimizar o processo de
gelificacdo através do conhecimento da temperatura de gelificacdo uma vez que a concentracao
de reticulante usada no presente trabalho podera ndo ser a mais indicada para que o gel seja
injetavel no corpo.

Por fim, seria necessario realizar testes in vivo para conhecer a concentragdo de naringin
ideal ao tratamento das feridas e a possivel toxicidade associada a estes sistemas. A realizacdo
destes testes seria também importante para avaliar o comportamento dos géis em organismos
vivos, uma vez que a degradacdo do polimero sera provavelmente muito maior do que a

verificada nos ensaios in vitro.
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ANEXO | — Ensaios de otimiza¢do das nanoparticulas

Tabela 5 — Concentragdes utilizadas nos ensaios de otimizagdo das nanoparticulas

RET Massa | Vol [CS] [CS] Massa | Vol [RET] | [RET] VF [CS] [CS] [RET] [RET]
CS CS mg/ml | % (wt) | RET | RET | mg/ml | % (wt) | solugdo | corrigida | corrigida | corrigida | corrigida
mg ml mg ml ml mg/ml % (wt) mg/ml % (wt)
TPP1 | 8.75 5 1.750 0.0018 | 1.960 2 0.980 | 0.0010 7 1.250 0.0013 0.280 0.00030
o TPP2 5 10 0.500 0.0005 | 1.500 3 0.500 | 0.0005 13 0.385 0.0004 0.120 0.00012
- TPP3 5 10 0.500 0.0005 | 1.750 3 0.583 | 0.0006 13 0.385 0.0004 0.135 0.00013
CB1 5 10 0.500 0.0005 | 1.500 3 0.500 | 0.0005 13 0.385 0.0004 0.115 0.00012
8 CB2 5 10 0.500 0.0005 | 1.750 3 0.583 | 0.0006 13 0.385 0.0004 0.135 0.00013
CB3 5 10 0.500 0.0005 | 1.250 3 0.417 | 0.0004 13 0.385 0.0004 0.096 0.00010
CD1 5 10 0.500 0.0005 | 1.500 3 0.500 | 0.0005 13 0.385 0.0004 0.115 0.00012
8 CD2 5 10 0.500 0.0005 | 1.750 3 0.583 | 0.0006 13 0.385 0.0004 0.135 0.00013
CD3* 5 10 0.500 0.0005 1.70 3 0.583 | 0.0006 13 0.385 0.0004 0.135 0.00013

*Neste caso o quitosano foi adicionado ao reticulante.
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ANEXO Il — Ensaios de sintese dos géis a base de quitosano

Tabela 6 — Concentragdes utilizadas nos ensaios de sintese dos géis a base de quitosano

RET Massa | Vol [CS] [CS] Massa | Vol [RET] | [RET] Vf [CS] [CS] [RET] [RET]
CS CS mg/ml % (wt) | RET | RET | mg/ml | % (wt) | solucéo | corrigida | corrigida | corrigida | corrigida

mg ml mg ml ml mg/ml % (wt) mg/ml % (wt)

CD1 200 9 22.222 0.0222 250 1 25 0.025 10 20 0.020 25 0.025

a CD2 200 9 22.222 0.0222 500 1 50 0.050 10 20 0.020 50 0.050
o CD3 200 9 22.222 0.0222 750 1 75 0.0750 10 20 0.020 75 0.075
CD4 200 9 22.222 0.0222 1000 1 100 0.100 10 20 0.020 100 0.100

) GP1 200 9 22.222 0.0222 560 1 560 0,56 10 20 0.020 56 0.056
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ANEXO Ill — Ensaios dos géis de quitosano reticulados com CD

Figura 25 — Imagens relativas aos ensaios dos
géis de quitosano reticuladoscomCD a4 °Cea
37 °C.
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ANEXO IV — Ensaios de sintese dos géis a base de k-carragenano

Tabela 7 — Concentragdes utilizadas nos ensaios de sintese dos géis a base de k-carragenano.

RET Mass | Vol | [CRR] | [CRR] | Massa | Vol | [RET] | [RET] VFf [CRR] [CRR] [RET] [RET]
a CRR | mg/ml | % (wt) | RET | RET | mg/ml | % (wt) | solugdo | corrigida | corrigid corrigida | corrigid

CRR | ml mg mi mi mg/ml a mg/ml a

mg % (wt) % (wt)

KCI1 10 1 10 1 5 0.5 10 1 15 6.666 0.007 3.333 0.003

KCI2 10 1 10 1 10 0.5 20 2 15 6.666 0.007 6.666 0.007

KCI3 40 2 20 2 25 0.5 50 5 2.5 16 0.016 10 0.01

g KCl4 40 2 20 2 50 05 100 10 2.5 16 0.016 20 0.02
KCI5 40 1 40 4 100 1 100 10 2 20 0.02 50 0.05

KCI6 50 2 25 25 50 0.5 100 10 2.5 20 0.02 20 0.02

KCI7 50 2 25 2,5 100 0.5 200 20 2.5 20 0.02 40 0.04

o | CaCl1 40 . 40 4 100 ! 100 10 2 20 0.02 50 0.05
S | CaCl2 5 2 2.5 2.5 50 0.5 100 10 25 2 0.002 20 0.02
CaCl3 | 50 2 25 2.5 100 0.5 200 20 2.5 20 0.02 40 0.04
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ANEXO V — Curva de calibracao do naringin

Concentragdo (mg/ml)

0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0

Absorvancia (283 nm)

Figura 26 — Curva de calibragdo do naringin para os ensaios de libertacéo.
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ANEXO VI — Ensaios de preparagao das nanoparticulas

Tabela 8 — Concentragdes finais utilizadas para a preparacéo das nanoparticulas carregadas com naringin e respetiva estabilidade.

RET Solugdes massa CS Vol CS |[CS]corrigida|massa RET Vol RET [RET]corrigida| Vf solucdo |[CS]/[RET] pH pH final
mg ml mg/ml mg ml mg/ml ml
TPP1 5 10 0,385 1,5 3 0,115 13 3,33 4,89 4,98
TPP TPP1.1 5 10 0,385 1,5 3 0,115 13 3,33 4,84 4,92
CD1 5 10 0,385 3 0,077 13 5,00 4,82 4,79
CD CD1.1 5 10 0,385 3 0,077 13 5,00 4,82 4,79
Teste 1 (2h depois) Teste 2 (24h depois) Teste 3 (48h depois) Teste 4 (3 dias depois)
RET  Solugbes| Tamanho particula PDI Potencial zeta | Tamanho particula PDI Potencial zeta | Tamanho particula PDI Potencial zeta | Tamanho particula PDI Potencial zeta
Zeta-Average d.nm mV Zeta-Average d.nm mV Zeta-Average d.nm mV Zeta-Average d.nm mV
TPP1 175,8 0,263 40,45 215,5 0,282 39,2 177,05 0,1265 39,1 207,75 0,302 39,15
TPP TPP1.1 179,85 0,143 41 191,55 0,1265 40,6 203,45 0,141 39,65 205,8 0,1025 40,25
media 177,825 0,203 40,725 203,525 0,20425 39,900 190,250 0,134 39,375 206,775 0,202 39,700
desvio 2,864 0,084 0,389 16,935 0,110 0,990 18,668 0,010 0,389 1,379 0,141 0,778
CD1 304,2 0,258 41,85 304,3 0,24 43,25 285,85 0,22 44,3 365,2 0,254 40,65
CcD CD1.1 390,6 0,262 41 375,15 0,24 39,55 356,35 0,25 41,65 297,4 0,282 43,75
media 347,400 0,260 41,425 339,725 0,239 41,400 321,100 0,236 42,975 331,300 0,268 42,200
desvio 61,094 0,002 0,601 50,099 0,002 2,616 49,851 0,022 1,874 47,942 0,020 2,192
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