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Glossario

Siglas

DLS - Dynamic Light Scattering

PALS - Phase Analysis Light Scattering

TEM - Transmission Electronic Microscopy

ADN - Acido DesoxirriboNucleico

FDA - Food and Drug Administration

SEM - Scanning Electron Microscopy

PALS - Phase Analysis Light Scattering

EE - Eficécia da Encapsulagao

HPLC - High Performance Liquid Chromatography



Sumario

O desenvolvimento de diversas estratégias terapéuticas para administragdo oral de substancias
antitumorais tem registado resultados interessantes no tratamento de certos tumores. Todavia,
muitas destas substancias tém caracteristicas limitantes, como por exemplo, o facto de serem

absorvidas de forma incompleta e pouco reprodutivel ao nivel do tracto gastrintestinal.

A produgdo de micro e nanoparticulas, nas quais o farmaco antitumoral ¢ encapsulado e
veiculado, parece ser uma alternativa promissora, pois promovem uma melhor absor¢ao da
dose ou, em alternativa, direcionam-se para o sistema linfatico. Desta forma, garante-se um
melhor controlo da concentragdo do farmaco ao nivel sanguineo, bem como o seu efeito

terapéutico, a isto se acresce uma melhor adesdo do doente a terapia.

O estudo, que se apresenta nesta monografia, teve como objectivo a preparacdo de um po,
constituido por nano e microparticulas contendo um farmaco anti-tumoral, designadamente, o
Tamoxifeno, passivel de ser administrado oralmente, de forma a optimizar a
biodisponibilidade e /ou favorecendo a captagdo do farmaco pelo sistema linfatico. A
formulagdo estudada permite a dispersdo do fairmaco em matrizes poliméricas e lipidicas,
formando um vector de dimensdes submicrométricas e com estrutura matricial. E de salientar
o facto de os polimeros e lipideos favorecem a biodisponibilidade do Tamoxifeno, permitindo

controlar o local e a sua velocidade de libertacao.

Inicialmente procedeu-se a produg¢do e caracterizagdo das nano e microparticulas e,

posteriormente a produgdo de um po, de forma a tornar o farmaco passivel de ser

administrado oralmente.

As nanoparticulas, contendo o Tamoxifeno, foram preparadas utilizando um polissacarideo
(quitosano) como sistema matricial e por um fosfolipideo (lecitina) como agente tensioactivo.
A producao foi feita através da injec¢ao de 8 ml de uma solucdo metanolica de lecitina (25
mg/ml) e Tamoxifeno (0-1,2 mg/ml) numa solucdo diluida de quitosano (0,1% m/m, 103 cPs
e com grau de desacetilagdo de 95%). As nanoparticulas obtidas foram caracterizadas segundo

a sua dimensdo e carga eléctrica de superficie através da técnica de andlise dimensional



usando Dynamic Light Scattering (DLS) ¢ Phase Analysis Light Scattering (PALS).
Verificou-se que, a medida que se aumentava a concentracdo de Tamoxifeno, evidenciava-se
uma diminui¢do da dimensdo das nanoparticulas de valores de aproximadamente 300 nm
(para uma concentragdo de Tamoxifeno de 50 pg/ml) para pouco mais de 100 nm (para
concentragdes acima de 200 pg/ml). J& no que respeita a carga eléctrica de superficie, esta
permanecia constante, positiva e acima de 25 mV. Relativamente a analise das caracteristicas
morfologicas das nanoparticulas, na analise por Transmission Electronic Microscopy (TEM),
observou-se uma estrutura multilaminar que nao era distinguivel nos sistemas desprovidos de
farmaco. A melhor eficacia de encapsulaciao (80% m/m) foi registada para uma concentragao
de Tamoxifeno baixa (50 pg/ml). Foi entdo possivel verificar que, com o aumento da
concentragdo do farmaco, ocorre uma redugdo da eficacia de encapsulacdo para valores que
rondavam os 50%. Ja para a determinagdo da capacidade de carga de farmaco foi registado

um aumento para valores superiores a 25%.
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I. Introducao

Embora ainda ndo tenham revolucionado inteiramente o nosso quotidiano, os nanomateriais
sdo os componentes chaves no mercado futuro da alta tecnologia. Assim sendo, a
nanotecnologia ¢ a ciéncia, engenharia ¢ manufactura de sistemas de tamanho nano (Inm =
10” metros ou 1 bilionésimo de metro) que podem desempenhar fungdes especificas como

eléctricas, mecanicas, bioldgicas, quimicas ou tarefas computacionais (Sahoo et al., 2003).

A investigacdo cientifica, no ambito da Nanotecnologia, tem criado grande interesse no
mundo dos materiais e das ciéncias da vida surgindo, consequentemente, o termo
Nanobiotecnologia. Desta forma, a Nanobiotecnologia tornou-se, nos ultimos anos, numa
importante técnica para o progresso e¢ desenvolvimento, no que respeita ao tratamento de

diversas doencas mais severas, como os tumores malignos. (Felt et al., 1998).

A tecnologia de libertagdo controlada de farmacos representa uma das fronteiras da ciéncia, a
qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares, ¢ pode contribuir muito para o avanco da
saude humana. Assim, a aplicacdo da Nanotecnologia Farmacéutica ¢ especialmente
interessante quando usada em formulagdes orais, uma vez que aumentam a sua
biodisponibilidade sem qualquer tipo de alteracdo da estrutura quimica do fdrmaco. Assim, o
uso de preparacdes coloidais, nas quais o fArmaco ¢ encapsulado e vectorizado, aumentam a
modificacdo da absor¢do e consequente distribuicdo do farmaco melhorando a sua
biodisponibilidade, na maioria dos casos este tipo de tecnologia tem ainda associada a
vantagem de solucionar problemas relacionados com a toxicidade e estabilidade do farmaco.
Adicionalmente, tem sido descrito que, apds a administragdo oral de nanoparticulas, estas sao
absorvidas. Esta forma de absor¢ao pode ocorrer de trés formas distintas, designadamente: (i)
pelas células gastrointestinais, ou seja, células M existentes nos nodulos linfaticos que se
encontram nas placas de peyer (o mecanismo pelo qual isto acontece ainda ndo se encontra
perfeitamente esclarecido); (ii) por passagem intracelular através dos enterdcitos; (iii) por

passagem paracelular entre os enterdcitos (Sonvico et al., 2006; Brannon-Peppas et al., 2004)

As perspectivas para esta via sdo, certamente, promissoras especialmente se tivermos em
atencdo os farmacos que sdo sensiveis a degradacdo quimica e/ou enzimdtica como, ADN,

peptideos, proteinas macromoléculas e moléculas fotossensiveis para os quais a administragao



por via oral nao era considerada como opg¢ao devido aos valores de biodisponibilidade
visivelmente reduzidos. Neste caso, a encapsulagdo do Tamoxifeno em nanoparticulas pode
proporcionar uma maior resisténcia a absor¢ao uma vez que vai ser “mascarado” escapando,
assim, ao ataque quimico e enzimatico que ocorre a nivel gastrintestinal. Desta forma,
consigue-se atingir um aumento da sua concentracdo a nivel plasmatico. Aumentando a
absorc¢do gastrointestinal ¢ previsivel que ocorra, também um aumento da biodisponibilidade
do Tamoxifeno quando libertado pelas nanoparticulas (Memisoglu-Bilensoy et al, 2005;

Chawala et al, 2006).

Os novos sistemas de Libertagdo Controlada de Farmaco (também designado de Vectorizagao
ou Drug Delivery) combinam varias areas como € o caso da ciéncia polimérica, farmacéutica,
quimica de bioconjugacdo e biologia molecular. Assim, a utilizagdo destes sistemas de
libertagdo controlada de farmacos envolvem um vasto campo de estudos e tem reunido muitos
esfor¢os na area das nanoparticulas. Estes esfor¢os estdo representados pelas novas estratégias
para a vectorizacdo de farmacos, os quais incluem aplicagdes importantes da ciéncia de
polimeros e de solu¢des de agente tensioactivo e a preparagdo de espécies coloidais,
administracdo de vacinas de ADN, além da utilizacdo de técnicas transdérmicas (Jung et al,

2000; Zhang et al, 2004).

O desenvolvimento deste tipo de sistemas tem como principal objectivo manter a
concentragdo do farmaco entre dois niveis por um tempo prolongado, utilizando-se de uma
unica dosagem. Assim sendo, melhoram-se e controlam-se problemas relacionados com a
farmacocinética, farmacodinadmica, toxicidade ndo especifica (pois esta diminui
significativamente apesar do maior tempo de permanéncia na circulagdo) imunogenecidade e
bioreconhecimento dos farmacos. Consequentemente, melhora a sua eficacia devido a uma
libertagdo progressiva e controlada do formaco, a partir da degradacio da matriz. E ainda de
salientar que este tipo de sistemas permite o uso de veiculos com uma natureza € composi¢ao
variada e, ao contrario do que se poderia esperar, nao hd predominio de mecanismos de
instabilidade e decomposi¢do do farmaco (bio-inactivacdo prematura), a sua administragao ¢
considerada segura (sem reacgdes inflamatdrias locais) e conveniente (menor nimero de

doses) ( Brannon-Peppas et al., 2004; Panyam et al., 2003) .



Adicionalmente, os sistemas de Vectorizacao e Veiculagao de farmacos (este tltimo também
conhecido como Targetting) que tém sido desenvolvidos permitem reduzir,
significativamente, a degradacdo e/ou perda de farmaco levando, desta forma, a uma
diminui¢dao dos efeitos secundarios, reac¢des adversas e promovendo um aumento da sua
biodisponibilidade. Os sistemas de transporte de farmacos, também recorrentemente
designados de Drug Carriers, incluem varios sistemas, nomeadamente, micro e
nanoparticulas, micro e nanocéapsulas, lipoproteinas, lipossomas e micelas, as quais se tornam
susceptiveis de serem arquitectadas de forma a sofrerem uma degradagdo lenta, reagirem a um
estimulo ou até mesmo tornarem-se especificas para determinado local. Relativamente aos
mecanismos de veiculacdo, estes podem ainda ser subdivididos em passivos e activos. Neste
projecto foi utilizada a estratégia passiva, ou seja, foi preterida uma acumulacdo do agente
quimioterapéutico na massa tumoral, que teve por base as diferencas de vascularizagdo
existente neste tipo de tecido quando comparado com o tecido saudavel. (Jung et al, 2000;

Zhang et al, 2004)

O termo nanoparticulas aplicado a libertagdo controlada de farmacos ¢ amplo e refere-se a
dois tipos de estruturas diferentes, nanoesferas e nanocépsulas, ambas com notavel capacidade
de absorc¢do e/ou encapsulagdo de determinado farmaco, protegendo-o tanto da degradacao
quimica como enzimatica (fig.1). No que respeita as nanocapsulas, estas constituem os
chamados sistemas do tipo reservatdrio, onde ¢ possivel identificar-se um nucleo
diferenciado, que pode ser solido ou liquido. Neste caso, a substidncia encontra-se envolvida
por uma membrana, geralmente polimérica, isolando o ntcleo do meio externo.
Contrariamente, denominam-se nanoesferas aqueles sistemas em que o farmaco encontra-se
homogeneamente disperso ou solubilizado no interior da matriz polimérica. Desta forma,
obtém-se um sistema monolitico, onde ndo ¢ possivel identificar um nticleo diferenciado

(Avgoustakis et al., 2002; Chandy et al.,1993; Couvreur et al., 1996).
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Figura 1: Exemplos das diferentes formas farmacéuticas: (A) esfera (sistema matricial) e

(B) capsula (sistema reservatorio).

As nanoparticulas produzidas recorrendo-se a polimeros biodegradaveis e, posteriormente,
administradas via per os tém sido alvo de interesse em varios estudos, especialmente, no que
respeita a libertagdo controlada de farmaco. Este tipo de libertagdio  promove o
direcionamento do farmaco a locais-alvo especificos do organismo uma vez que nao ¢
reconhecido por macrofagos do sistema reticuloendotelial de defesa (dependendo de algumas

modificacdes da superficie) (Brigger et al., 2002).

Apesar de se considerar a via oral como a principal forma de administragdo de fArmacos (por
ter uma elevada aceitabilidade e adesdo por parte do doente), esta possui desvantagens, muitas
vezes incontornaveis, como a ineficaz ¢ a ndo eficiente ac¢ao dos mesmos. Assim sendo, a
dificuldade em atravessar a superficie das mucosas e /ou membranas biologicas, a hidrolise
acida estomacal, a degradacdo enzimatica, entre outras, sdo alguns dos exemplos que
condicionam, a partida, o éxito da terapia. A aposta na nanotecnologia tem, entdo, como
intuito colmatar estas inviabilidades, uma vez que esta via tem, também, vantagens como o
baixo custo quer na manufacturagdo quer na administragdo. O uso desta via levanta questoes
quanto a biodegradabilidade das nanoparticulas no organismo humano. Se a matriz polimérica
ndo se degrada in vivo, devera ser, por isso, cirurgicamente removida, implicando um alto
custo e risco para o doente. Assim, as matrizes poliméricas biodegraddveis sao
biocompativeis, isto ¢, degradam-se in vivo em fragmentos menores que podem ser excretados
pelo corpo. Estes produtos de degradacdo ndo sdo toxicos, € ndo devem criar qualquer

resposta inflamatoria. Outra caracteristica importante ¢ a sua degradacdo ocorrer num



razoavel periodo de tempo, requerido pela aplicagao (Brigger et al., 2002; Sonvico et al.,

2006; Brannon-Peppas et al., 2004).

Os sistemas de liberagdo controlada do tipo polimérico sdo classificados de acordo com véarios
mecanismos, ja conhecidos ha algum tempo. Os sistemas controlados por difusdo sdo os mais
comuns e encontram-se descritos dois tipos. No primeiro, o fairmaco forma uma particula
interna envolvida por uma barreira de difusdo inerte. Estes sistemas incluem membranas,
capsulas, nanocépsulas, lipossomas e fibras ocas. O segundo tipo ¢ um solido monolitico,
onde o farmaco ¢ disperso ou dissolvido num polimero inerte, sendo a sua difusdo a etapa
limitante, enquanto que a taxa de libertacdo dependente da escolha do polimero ( Dong et

al.,2004; Jung et al, 2000).

Os sistemas controlados quimicamente fazem uso da bioerosdo de polimeros, resultando na
absor¢ao dos residuos pelo organismo. O farmaco, também pode estar ligado covalentemente
ao polimero e ser liberado por cisdo da ligacdo por ac¢do da dgua ou de enzimas. Nos
sistemas controlados por solvente, o farmaco esta dissolvido ou disperso na matriz polimérica
e ndo se difunde através da matriz. Para que ocorra a difusdo, o polimero deve intumescer-se
(por exemplo, com dgua), tornado o material mais plastico. Deste modo, o fArmaco contido na

matriz pode difundir-se para o meio externo.

Como ja foi referido, o Tamoxifeno ¢ um farmaco amplamente usado em quimioterapia que
pertence a classe dos derivados ndo esteroides do trifeniletileno e ¢ considerado como o
primeiro modelador selectivo dos receptores de estrogénio. Este, sob a forma de base livre, é
hidr6fobo enquanto o citrato do Tamoxifeno, que é o farmaco presente nos medicamentos
existentes no mercado, apresenta uma certa solubilidade em agua (Shin et al., 2006; Chawala

et al., 2003).

Este farmaco foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 1977 como
profilatico e, também, para tratamento do cancro da mama (10-20 mg duas vezes ao dia). E de
referenciar o elevado impacto, a nivel mundial, desta neoplasia uma vez que ¢ o mais comum

em mulheres no mundo ocidental ( Osborne et al., 1998; Jin et al., 2005).



Uma vez que o Tamoxifeno actua como anti-estrogénio, a sua eficacia ¢ comprovada tanto
numa fase inicial como numa fase avancada do tipo de cancro estrogeno-dependente em
mulheres pré e pos-menopausa. O seu mecanismo de ac¢do consiste numa inibicao
competitiva dos receptores do estrogénio que, consequentemente, restringe a expressao dos
genes reguladores do estrogénio diminuindo, desta forma, o tumor (Shin et al., 2006; Osborne

et al., 1998; Jin et al., 2005).

No que respeita ao comportamento do Tamoxifeno, no organismo, este ¢ rapidamente
absorvido apos administracdo oral decorrendo uma extensa metabolizagdo hepatica com
subsequente excrecao biliar dos seus metabolitos. Desta forma, a sua biodisponibilidade ¢
largamente afectada pelo efeito de primeira passagem, pelas bombas de efluxo existentes no
figado e intestino. Esta biometabolizagdo ¢ amplamente catalizada pelo citocromo P450 3A e
2D6 levando a producdo de N-desmetiltamoxileno e 4-hidroxitamoxileno, respectivamente
(fig.2). Um facto comprovado é que, além de estes metabolitos produzidos serem potentes
anti-estrogénios, o 4- hydroxitamoxifeno ¢ aproximadamente 100 vezes mais potente que o

proprio Tamoxifeno (Shin et al., 2006; Osborne et al., 1998; Jin et al., 2005).

O_,-r{ D_r'{
—_—
CYP2D6
) OH
Tamoxifen (TAM) 4-hydroxyTAM
CYP3A
f
e
N-desmethylTAM

Fig. 2 Estrutura do Tamoxifeno e os seus principais metabolitos



O seu tempo de semi-vida, bem como dos seus metabolitos varia entre os 7-14 dias. No
entanto, essas substancias podem ser detectadas no soro durante varias semanas e no tecido

tumoral durante alguns meses apos cessar o tratamento (Osborne et al.,1998).

Infelizmente, como a maioria dos farmacos usados em terapias anti-cancerigenas, em que o
Tamoxifeno ndo ¢ uma excepgao, demonstram uma diminuida e variavel biodisponibilidade e
eficacia devido a suas propriedades fisico-quimicas (lenta absor¢do e efeito da primeira
passagem). Evidenciou-se, igualmente, que existia uma elevada variabilidade intra-especifica,
ou seja verificaram que existiam diferencas significativas da sua concentragcdo no soro de
doente para doente. Esta elevada variabilidade tem repercussdes ndo apenas na eficacia
terapéutica do farmaco mas, principalmente, na sua toxicidade (Memisoglu-Bilensoy et al.,

2005; Shin et al., 2006).

Contudo, o Tamoxifeno ¢ um dos fAirmacos que possui uma toxicidade e efeito nocivo menos
acentuado da gama de medicamentos usados em quimioterapia. De qualquer forma, estdo
comprovados efeitos adversos, como sintomas menopausais (afrontamentos e vaginite
atréfica), menstruagdo irregular, toxicidade ocular (retinopatia, opacidade da cornia),
distirbios tromboembdlicos, trombocitopenia ou leucopenia. Podem ainda, ocorrer alguns
problemas ginecoldgicos como hiperplasia endometrial, polipos quistos nos ovarios e, mais
raramente, cancro endometrial (Shin et al., 2006; Osborne et al., 1998; Jin et al., 2005;

Memisoglu-Bilensoy et al., 2005).

Um dado recente demonstra que, em alguns casos, evidencia-se um certo tipo de resisténcia
ao farmaco mas o seu mecanismo ndo se encontra totalmente conhecido (Chawala et al.,

2003).

No laboratorio do Departamento de Farmacia na Universidade de Parma foi desenvolvido um
sistema hibrido de nanoparticulas, cujo ¢ composto por lipideos e polissacarideos. Neste
sistema, a formagao de nanoparticulas ocorre devido a uma interac¢ao supra-molecular auto-
organizada entre a carga positiva do polissacarideo (quitosano) e a carga negativa do

fosfolipideo (lecitina) (Sonvico et al., 2006).



A lecitina ¢ uma mistura lipidica que contém principalmente fosfolipideos, triglicerideos e
glicolipideos (fig. 3). E considerada uma substincia bem tolerada e ndo toxica,

frequentemente usada para a producdo de lipossomas e micelas (Sonvico et al., 2000) .
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Fig.3 Estrutura quimica da lecitina

O quitosano, por sua vez, ¢ um polissacarideos linear composto por B-(1,4) e D- glucosamina
e N-acetil-D—glucosamina, apresentando uma estrutura similar & celulose (fig. 4). E obtido a
partir da quitina, sendo esta a principal componente do esqueleto dos crustaceos, que
posteriormente, sofre um processo de desacetilagio. E usado, especialmente, para
administracdo de moléculas sensiveis, como ¢ o caso das proteinas e peptideos. No que
respeita as suas caracteristicas, o quitosano ¢ insoliivel em 4gua e relativamente solivel em
acido diluido. Quando a pH inferior a 6,5, o polissacarideo adquire uma carga positiva,
possibilitando assim a formag¢ao de ligagdes ionicas (Illum et al., 1998; Agnihotri et al., 2004;

Borchard et al., 2001; Zhao et al., 2003).
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Fig. 4 Estrutura quimica do quitosano



Foi recentemente comprovado que a camada (também conhecida como coating) de lecitina e
quitosano promove uma maior estabilidade aos nanosistemas, devido a mucoadesividade que
confere ap6s administracdo oral. Um estudo reporta o efeito benéfico de uma camada
hidrofila usando quitosano, que é considerado biodegradavel, biocompativel e seguro, tem
ainda a vantajosa caracteristica de adesdo as mucosas, promovendo a permeabilizagdo através

da alteragdo, reversivel, das jungdes adesivas celulares (Sonvico et al., 2006; Arai et al.,

1968).

O objectivo deste trabalho foi incorporar o citrato de Tamoxifeno em nanoparticulas de
lecitina/quitosano de forma a investigar a sua eficacia de encapsulagdo, assim como a possivel
influéncia de determinados parametros de processamento na estrutura, as propriedades fisico-
quimicas das nanoparticulas, de forma a resolver problemas biofarmacéuticos,

farmacocinéticos e de toxicidade.

\

Adicionalmente, procedeu-se a transforma¢do da suspensdo de nanoparticulas em
microparticulas secas, sem perda das originais propriedades fisico-quimicas do sistema
coloidal, possibilitando assim a produ¢do de uma dosagem sdélida apta a ser administrada por

via per 0s.



II. Material e Métodos

1. Material

1.1. Quitosano

Quitosano ( Chitoclear®) foi obtido através da Primex (Singlufjordur, Island). Os lotes do
polimero tém as seguintes especificacOes: percentagem de desacetilacio ¢ de 95% e

viscosidade de 103 cPs em 1% m/m em acido acético.

1.2. Lecitina

A lecitina Lipoid S45 (lote n® 745260-3) foi adquirida a Lipoid AG (Cham, Switzerland). As
misturas de fosfolipideos contém 47,6 % de fosfatidilcolina e 16,4% de fosfatidiletanolamina.

A composicao lipidica residual ndo foi analisada.

1.3. Citrato de Tamoxifeno (C3;H37NQOyg)

O citrato de Tamoxifeno tem um peso molecular de 563,6, sendo um p6 branco ou quase
branco e cristalino. E ligeiramente soliivel em 4gua e acetona, mais solivel numa solucdo de
acido cloridrico a 0,02 N, e extremamente soluvel em etanol e metanol. Este foi fornecido

pela SolMag contendo o niimero de lote 0640284.

1.4. Outros reagentes utilizados

A 4agua usada neste trabalho foi destilada e filtrada por um filtro 0,45um de acetato de
celulose, cujo foi obtido ao Albert® (Barcelona, Spain). Todos os outros reagentes usados

apresentavam grau analitico de qualidade.



2. Meétodos

2.1. Preparacao da soluciio de lecitina/metanol (25 mg/ml)

A lecitina foi dissolvida em metanol na quantidade de 2,5% (m/v) e sonicada, alguns

segundos, até completa solubilizagdo

2.2. Preparacio da solucio de quitosano a 1%

Foi dissolvido 1g de quitosano numa soluc¢do de 1% de acido cloridrico, de forma a preparar
uma solucdo a 1% (m/v). A solugao foi deixada em agitacdo por 24h para completa dissolugdo

do polimero. Esta solugdo (10 mg/ml) foi guardada a uma temperatura de 4°C até ser usada.

2.3. Preparacio das nanoparticulas de lecitina/quitosano

A suspensao de nanoparticulas foi produzida através de um sistema de injeccdo automatica
(modelo 200, KD Scientifis Inc., Holliston, MA, USA). Injectando, através de uma pipeta de
vidro (didmetro interno de 0,5 mm e taxa de injec¢do de 40 ml/min), 16 ml da solugdo de
lecitina/metanol (25 mg/ml) em 184 ml da solugdo de quitosano, agitada mecanicamente
(Ultra-Turrax® TP 25 basic, com uma cabeca S25 NK-19G, 2 cm de didmetro, uma
velocidade de 11000 rpm; IKA Labortechnik, staufen, Germany).

A solucdo de quitosano foi preparada por diluicdo, com agua destilada, de 1% (m/v) da

solugdo de quitosano em HCL 1%.

A suspensdo final tinha um volume de 200 ml contendo constantes volumes de solucao de

lecitina/metanol (16 ml) e solugdo aquosa de quitosano (184 ml).



2.4. Preparacio das nanoparticulas de lecitina/quitosano contento citrato de

Tamoxifeno

O citrato de Tamoxifeno foi incorporado nas nanoparticulas de lecitina/quitosano através da
técnica descrita no procedimento anterior e dissolvendo o citrato de Tamoxifeno na solucao
de lecitina/metanol. Os lotes que foram produzidos tinham um volume final de 200 ml. As

concentragdes de citrato Tamoxifeno em estudo foram de 600 e 1200 pg/ml.

2.5 Po6 obtido por secagem em leito fluido

A producao do p6 foi conseguida através do uso “mini Spray-Dryer Buchi” mod 191 (Buchi

Laboratoriums-Techink, Switzerland)

Esta técnica tem sido usada com o intuito de obter pds micronizados a partir de solucdes

coloidais.

O spray e secagem ¢ uma tecnologia inovadora que permite a obtencdo de um produto
desidratado partindo de um liquido, independentemente, de este ser uma solucdo, suspensao
ou emulsdo. A secagem em meio fluido (também designado como Spray Drying), como o
nome indica, é um dispositivo de secagem, utilizando um pulverizador. E um método rapido e
eficaz de producdo, mesmo em pequenas quantidades, de substincias na forma de po. As
vantagens deste tipo de método de secagem, quando comparado com outros métodos, por
exemplo a liofilizagdo, sdo a taxa e o tempo de producdo. O curto tempo de residéncia, bem
como o efeito da refrigeracdo resultante da evaporacgdo, torna possivel o manuseamento até de
substancias termossensiveis (Broadhead et al., 1992). Adicionalmente, esta técnica ¢ usada em

variados processos tecnoldgicos tais como:

1. Modificagao do tamanho da particula

2. Aglomeracao de nanoparticulas

3. Secagem de suspensdes



4. Revestimento de particulas

5. Fixagdo de liquido e s6lidos em matrizes

6. Producdo de microparticulas

Este aparelho realiza a absorcdo inicial do liquido, contido no gobelé, usando uma bomba
peristaltica. Sucessivamente, ¢ produzida a pulverizagdo do liquido através de um aparelho
adequado. A massa liquida pulverizada passa por um orificio de saida de didmetro conhecido
(0,7 mm ou 1 mm) sob o efeito de um fluxo de ar comprimido. Ao sair deste orificio dentro
do cilindro (camara de secagem), o liquido ¢ disperso em gotas, as quais sao aquecidas e secas
formando particulas so6lidas. Posteriormente, as particulas recém-formadas saem da camara de
secagem directamente para o local onde vao ser separadas. Esta ¢ a ultima parte do
procedimento, uma vez que consiste num ciclone, e um turbilhdo de ar que direcciona as

particulas para o frasco de recolha (Shaw et al.,1990; Broadhead et al., 1992)

Nao foi possivel usar apenas a suspensdo coloidal para a producdo de nanoparticulas de
Tamoxifeno, sob a forma de pd seco, nao s6 devido a baixa percentagem de solido na solugdo
coloidal, mas também pela perda de material durante o processo. Na tentativa de resolver este
problema, foram utilizados varios excipientes como diluente, sendo que o processo com
melhor rendimento foi aquele em que se usou a P-cyclodextrina. Esta substancia forma

complexos de inclusdo com farmacos pouco soluveis.

O po foi obtido por secagem em meio fluido usando um sistema coloidal (nanoparticulas
contendo citrato de Tamoxifeno) com uma concentragdo de 600 pg/ml. Os pardmetros que

foram mantidos constantes durante cada processo sdo os seguidamente descritos:

e Aspiracdao =100 %

e Fluxo=600L/h

e Diametro do orificio de saida = 0.7 mm



As imagens do p6 foram obtidas através de uma Microscopia Electronica de Varrimento

(técnica também designada de Scanning Electron Microscopy -SEM)

A semelhanca da Microscopia Electronica de Transmissdo, a SEM emprega um feixe de
electroes, mas estes, em vez de atravessarem a amostra, colidem com a superficie desta,
previamente metalizada, e libertam electrdes secundarios. E a partir destes electrdes, que se
obtém uma imagem num monitor de video. O feixe de electrdes primarios ¢ movel e varre a
superficie da amostra. Dai obter-se uma imagem completa da superficie do objecto a observar

(Varela et al., 2005).

O poder de resolugao, deste tipo de microscépios, ¢ da ordem dos 10 nm, e a ampliagdo atinge

valores da ordem de 20.000x.

A preparacdo do material, para ser observado em SEM, requere duas etapas fundamentais: a
desidratacdo e a metalizagdo. Esta ultima consiste na deposicao de uma fina camada de um
metal, empregando-se, geralmente, o ouro. Para tal, o metal ¢ aquecido sob vazio e, ao
vaporizar-se, deposita-se sobrea amostra (Varela et al., 2005).. A figura 5 representa o

tragecto de um feixe de electros no microscopio.

monitor de video

Fig. S Trajecto dos electroes no microscopio electronico de varrimento (SEM)



2.6. Analise do sistema coloidal
2.6.1. Analise dimensional usando Dispersdo Dinamica de Luz (DLS)

No passado, acreditava-se que moléculas em solu¢ao ndo tinham movimento, a menos que
fosse aplicada uma forga externa. Mais tarde, ja se considerava o movimento molecular como
sendo evidente. Em 1914, com a publicacio de uma teoria por Leon Brillouin surge a
utiliza¢do do feixe de luz para a determina¢do da dimensao das particulas, designadamente a

Dynamic Light Scattering (DLS).

A DLS (ZetaPALS, Brookhaven Instruments Corp., Holtsville, USA) ¢ uma técnica,
amplamente, usada para determinar o tamanho de particula na regido submicrométrica. Esta
técnica baseia-se na analise da variacdo de intensidade, durante um periodo de tempo, da luz
medida num angulo fixo. Quando o tamanho da particula possui a mesma ordem de
magnitude de comprimento de onda (1) da luz incidente, a intensidade da luz dispersa muda
em funcdo do angulo. Desta forma, ¢ possivel saber o didmetro da particula. Assim, se esta
tiver um didmetro inferior a 1/10 do comprimento de onda da luz incidente, em vez disto, ¢
possivel fazer uma aproximagdo através da aplicacdo da lei de Ray, em que preve,

principalmente, uma dispersdo de luz isotropica (Xu et al., 2002; Montoncello et al., 2003).

A luz sera espalhada por uma particula em solugdo, se a primeira tiver uma polarizabilidade
diferente da do meio ao redor. Nesse caso, o momento dipolar induzido pelo campo eléctrico
da radiacdo incidente ird espalhar luz em todas as direc¢des. A intensidade da luz dispersa
estd relacionada com a direccdo de polarizagdo da luz incidente (1), do angulo de

espalhamento (a)) e de parametros da solugdo (d).

lad ®

As particulas dispersas, num meio liquido, movem-se ao acaso, ou seja, beneficiam dos
movimentos Brownianos. Este movimento causa flutuagdes de concentragdo num dado
volume da solucdo em funcdo do tempo. Na dispersdo dindmica de luz a intensidade da

dispersdo (em curtos intervalos de tempo) ¢ registada como funcdo do tempo (Grafico 1), e



flutuagdes nessa intensidade de dispersao sdao observadas como variagdes de concentragao no
volume de dispersdo. O tempo necessario para as flutuagdes na intensidade de luz dispersa
acontecerem ¢ a caracteristica mais importante do sinal, uma vez que esse tempo contém

informagao sobre as propriedades dinamicas das moléculas do soluto (Tuchin., 2000).

»
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Gragico 1- Intensidade da variacio da dispersido da luz dinimica em funcio do Tempo

A informagdo mais simples obtida é o coeficiente de difusdo translacional que, para uma

particula esférica € relacionada ao raio hidrodinamico (r,) de acordo com a relagéo de Stokes-

Einsten:

kB ¢ a constante de Boltzman;
5 KeT
67znr,

T ¢ a temperatura absoluta (constante);

1M ¢ a viscosidade;
Assim, uma particula maior tera coeficiente de difusdo menor do que uma particula pequena e
as flutuacdes irdo ocorrer mais vagarosamente.

Existe uma relagdo entre a velocidade de flutuagdo da luz dispersa e o coeficiente de difusdo

das particulas. H4, também, uma funcao de autocorrelagdo da intensidade de luz dispersa.

O grafico 2 permite visualizar, um exemplo de uma fung¢ao de autocorrelagdo, G(t).



G(r) =(I(t,)x I(t, +7)
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Grafico 2 - Representativo da funcido de autocorrelagio

Onde I(ty)) e I(tp + 1) sdo as intensidades de luz dispersa nos instantes ty ¢ (to + 1) ,
respectivamente. No tempo t =ty = 0, a intensidade de dispersdo ¢ a funcio de autocorrelacio
possui um valor maximo. Com o passar do tempo, a intensidade de dispersao em um tempo (to

+ 1) tera cada vez menor correlagdo com a intensidade de espalhamento inicial, ¢ a média

sobre os produtos das intensidades, que ¢ G(t), tende a zero.

Normalmente, admite-se que G(t) decresce, exponencialmente, em fun¢do do tempo. Para

particulas esféricas e monodispersas, G(t) € expresso por:

G(r)=Ae > +B

Desta forma, sendo A e B constantes, I' ¢ a constante de decaimento da curva exponencial

gerada pela fun¢do de autocorrelagdo. Por sua vez, I' ¢ dada por:



D ¢ o coeficiente de difusdo das particulas;

q ¢ o vector de onda da luz dispersa;
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Grifico 3 - Representativo dos valores de I

Por sua vez, q ¢ dado pela equagdo abaixo:

n ¢ o indice de refrac¢do do liquido que dispersa as particulas;

47 o
q=——s5en—

2 0 ¢ o angulo de detecgdo da luz dispersa;
0

)‘0 ¢ o comprimento de onda da luz incidente.

Uma dispersdo dinamica de luz permite, a partir da fungdo de autocorrelagio, obter uma curva
exponencial e, desta obter o valor da constante de decaimento (I'). Tendo-se esse valor, a
partir da 4* equagao, obtém-se o valor do coeficiente de difusdo. O coeficiente de difusdo, por
sua vez, esta relacionado com o raio hidrodindmico através da 1* equagdo. Desta forma,

obtém-se o valor do raio hidrodinamico de particulas(Xu et al., 2002; Montoncello et al.,
2003; Tuchin., 2000).

No entanto, ¢ importante salientar que, como pode ser observado na 1* equagdo, o coeficiente
de difusdo ndo depende, exclusivamente, do raio hidrodindmico das particulas. Depende,
igualmente, de outros factores, que podem estar relacionados com as interacg¢des
intermoleculares. Para a obten¢do do raio hidrodindmico, ¢ necessario extrapolar a

concentragdo da solugdo a zero, para eliminar os outros factores que poderiam interferir na



determinagdo do raio hidrodindmico(Xu et al., 2002; Montoncello et al., 2003; Tuchin.,

2000).

2.6.2. Potencial Zeta ({)

Quase todos os materiais, tanto macroscopicos como sob a forma de nanoparticula, quando
em contacto com um liquido adquirem uma carga eléctrica superficial. Essa carga pode
aparecer de véarias formas, tais como a dissociagdo de grupos ionogénicos (grupos fixos que
estdo ionizados ou sdo ionizaveis dissociando-se em ides fixos e ides moveis) na superficie da
particula bem como a adsor¢do diferencial de ides da solucdo na superficie da particula. A
carga efectiva, na superficie da particula, afecta a distribuicdo de ides na sua vizinhanca,
aumentando assim a concentragdo de contra-ides (ides com transporte contra o gradiente de
concentragdo) junto a superficie. Assim, forma-se uma dupla camada eléctrica na interface da

particula com o liquido (Elimelech et al.,1994).

A teoria da dupla camada eléctrica considera que a carga idnica a volta das particulas ¢

constituida por duas regides, sendo elas:

e Uma regido interna ligada a superficie, que inclui ides fortemente ligados a superficie;

e Uma regido externa, na qual a distribuicdo dos ides ¢ determinada por um equilibrio entre
as forcas electrostaticas e os movimentos térmicos. Desta forma, nesta regido, o potencial
decresce a medida que aumenta a distancia da superficie das particulas, até uma distancia
suficientemente grande, em que atinge um determinado valor na solugdo (normalmente

convencionado como potencial zero);

Num campo eléctrico, como em microelectroforese, cada particula e ido fortemente ligados a
superficie movem-se, dentro da solu¢do, como uma unidade, que ¢ designada de unidade
electrocinética. Considerando a existéncia de um plano de quebra (também designada de
Cutting Surface) que separa a unidade electrocinética do resto da solugdo, assim o potencial
eléctrico gerado entre essa superficie e o meio circundante ¢ chamado potencial zeta, que

pode ser visualizado na figura 6 (Elimelech et al.,1994; Childress et al., 1996).



Quando uma camada de macromoléculas ¢ adsorvida na superficie da particula, ela move o
plano de quebra para longe da superficie e altera o potencial zeta.
Pode entdo, considerar-se que o potencial zeta ¢ fungcdo da carga superficial da particula, de
qualquer camada adsorvida na interface com o meio e da natureza e composi¢ao do meio que

a circunda.
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Fig.6 Demonstracao esquematica do Potencial Zeta

Este potencial pode ser determinado experimentalmente e, como ele reflecte a carga efectiva
nas particulas, correlaciona-se com a repulsdo electrostatica entre elas e com a estabilidade da
suspensdo. Assim, para uma medi¢do experimental deste potencial, tira-se partido da
microelectroforese. Desta forma, numa corrente eléctrica a carga das particulas, de um
sistema disperso, move-se para o polo oposto da sua propria carga e a velocidade de
movimento depende, exclusivamente, do valor do potencial zeta (Elimelech et al.,1994;

Childress et al., 1996).

Numa suspensdo coloidal é necessario o uso de uma técnica mais especifica como Phase
Analysis Light Scattering (PALS) que ¢ uma técnica mais evoluida. A PALS n3o mede a
diferenca de frequéncia, mas sim a diferenca de fase entre o sinal de luz modelado, dado para
uma determinada frequéncia (normalmente 250 Hz) e o sinal obtido da combinagdo de dois
raios. Esta medicdo aumenta a sensibilidade cerca de 100 vezes comparado com a forma

tradicional de determinac¢do de potencial zeta.



2.6.3. Analise por Microscopia Electronica de Transmissao (TEM)

Esta técnica, Transmission Electron Microscopy (TEM), desenvolveu-se nos anos 30 ¢ os
primeiros cientistas a utiliza-la em Biologia, foram Albert Claude, Keith Porter e George

Palade, nos anos 40 e 50.

O microscopio electronico ¢ composto por uma fonte de electrdes, um sistema ocular, um
sistema designado objectiva e outro condensador. Estes sistemas sdo constituidos por lentes
(bobinas) electromagnéticas que actuam sobre o feixe de electrdes, reproduzindo a maior
parte dos sistemas Opticos classicos: lentes convergentes, lentes divergentes, espelhos,

prismas, entre outros (Williams et al., 1996; Reimer et al., 1995).

A fonte consiste num filamento metalico tornado incandescente pelo efeito de Joule. Este
encontra-se inserido num campo eléctrico em que os electroes emitidos pelo filamento sao
atraidos para um alvo. A atracgdo ¢ gerada pela diferenga de potencial (50 a 100 KV) criada
entre o proprio filamento, que neste contexto desempenha o papel de catodo, e o alvo (anodo).
Consequentemente, os electroes deslocam-se a uma velocidade elevada. Para que tal ocorra o
alvo tem de ser perfurado centralmente (ecrds perfurado). Os electrdes que passam através
deste orificio, constituem um feixe apertado mas de tendéncia divergente. Este feixe ¢
condensado pela lente condensadora e incide sobre a preparagdo a ser examinada (amostra)

(Williams et al., 1996; Reimer et al., 1995).

Ao atravessar a preparagdo, os electrdes sao desviados uns mais do que outros. O feixe de
electrdes, com os desvios introduzidos pela preparagdo, ¢ dispersado pela lente objectiva.
Parte desse feixe €, por sua vez, dispersado por outro campo magnético que age como lente de

projeccao (fig 7).

Uma vez que o olho humano ndo ¢ sensivel aos electrdes, a imagem ¢ projectada sobre um
ecra fosforescente de sulfureto de zinco. Neste, os pontos onde embate um electrdo, emitem
fotdes. Consequentemente, pode ver-se a imagem, indirectamente, através da
“descodificacao” realizada pela matéria fluorescente do ecrd. A mesma imagem pode ser
projectada sobre uma pelicula fotografica, ou ainda captada por um sistema de video, e

posteriormente, digitalizada por um computador. No objecto a observar, as zonas mais densas



aos electroes, que induzem, consequentemente, maiores desvios ou mesmo absorg¢ao,
aparecerao menos luminosas no ecra. Pelo contrério, as zonas menos densas, dardo origem a
imagens mais brilhantes no ecrd, isto €, escuras no negativo e claras no positivo fotografico.
Assim, pode dizer-se que a imagem que se observa ¢ a sombra electrénica do objecto

(Williams et al., 1996; Reimer et al., 1995).

Contrariamente aos fotdes, os electrdes ndo podem colidir com quaisquer atomos ou
moléculas. Por esta razdo, o interior do microscopio electronico encontra-se em vazio quase

absoluto, facto que inviabiliza a observagao de seres vivos.

A andlise TEM foi efectuada usando um Philips EM2085 com um sistema de video
MegaView II. Para proceder a esta analise, a amostra foi preparada por dilui¢do da solugdo
(1:4) de um sistema coloidal previamente produzido, a qual foi depositada num suporte
(S162-3 formvar/carbon 300 mesh Cu - Agar Scientific). A amostra foi deixada a fixar
durante 60 segundos e, de forma continua, foi seca lateralmente com um papel de filtro.
Adicionou-se, sucessivamente, uma gota de soluc¢ao de acetato de urano (2% m/v), de forma a
colorar e fixar a amostra durante 20 segundos. Depois disto, o excesso de amostra ¢ de

colorante foram removidos com papel absorvente.

projector

Fig. 7 Esquema representativo do trajecto dos electrdes (em amarelo) através do

microscopio electronico de transmissao (TEM)

2.7. Caracterizacao das Nanoparticulas



2.7.1. Dimensao e Potencial Zeta

As nanopaticulas foram caracterizadas ao nivel da dimensdo (recorrendo ao DLS) e do
Potencial Zeta (pela PALS) usando uma Brookhaven ZetaPALS (Brookhaven Instrument Co.,
Holtsville, NY, USA) com um BI-MAS software para a analise DLS.

Para cada formula¢dao de nanoparticulas foram preparados 3 lotes diferentes e para cada um
foi determinado o diametro e a derivacdo padrao relativa. Para cada andlise foi usado como
controlo de eficiéncia do sistema, nanosferas padrao em latex (Duke Scientific Co., Palo Alto,

CA, USA).

Para as medigoes de DLS, as amostras foram diluidas com agua destilada e filtrada (filtro de
0,45 um). As amostras foram diluidas até o valor da intensidade da luz dispersa rondar os 50-
150 kcps (Parsec (pc) € uma unidade de distancia usada em trabalhos cientificos, neste caso ¢
usada a unidade quiloparsecs (kpc)) de forma a evitar um espalhamento multiplo devido a

elevada concentragdo da amostra.

Na determinagdo do potencial zeta, para cada formulagdo de nanoparticulas foram produzidos
trés lotes diferentes, como controlo de eficiéncia foi usada uma solu¢do coloidal padrao BI-

ZR3 (Brookhaven Instrument Co., Holtsville, NY, USA).

2.7.2. Eficacia de Encapsulamento (EE%) e Analise da capacidade de carga do

citrato de Tamoxifeno

A eficacia da encapsulagdo (EE) do farmaco foi determinada como a razio entre a quantidade
de farmaco encapsulado nas nanoparticulas e a quantidade total de farmaco introduzido no

sistema coloidal (quantidade total de farmaco).

(QuantidadeFarmacoEncapsuladoNanoparticulas)
(QuantidadeFarmacoTotal)

EE% = x100

A quantidade de farmaco encapsulado nas nanoparticulas foi determinado a partir da

centrifugacdo de 10 ml da suspensdo de nanoparticulas, a 5000 rpm (~2200x%g) durante 10



min., de forma a separar os cristais de Citrato de Tamoxifeno que se poderiam ter formado

durante o processo de preparacao.

O precipitado foi liofilizado e dissolvido em 10 ml de metanol, desta forma a quantidade de
citrato de Tamoxifeno foi avaliada por cromatografia liquida de alta pressdao (HPLC, do inglés

High Performance Liquid Chromatography).

O sobrenadante foi, ainda, ultracentrifugado a 43000 rpm (~120,000%g) durante 120 minutos
a 20°C, de forma a separar as nanoparticulas da solu¢do. O sobrenandante foi recuperado e

usado para o doseamento do citrato de Tamoxifeno dissolvido.

O sedimento contendo o citrato de Tamoxifeno, incorporado nas nanoparticulas, foi
liofilizado, pesado e disperso em metanol. Antes da quantifica¢ao, por HPLC, o liofilizado foi

sonicado durante alguns segundos.

A capacidade de carga (%) foi obtida como a razdo entre a quantidade calculada de farmaco

encapsulado nas nanoparticulas e a quantidade total de massa do sistema.

(Quantidade FarmacoEnc apsuladoPa rticulas)
(Quantidade TotalMassa Sistema )

X100

Capacidade DeC arg a% =

2.7.3. Quantificacdo do citrato de Tamoxifeno usando a Cromatografia Liquida

de Alta Pressao (HPLC)

A quantificacdo do citrato de Tamoxifeno foi obtida por HPLC de fase reversa em eluicao
isocratica. O sistema de HPLC (Shimadzu LC-10AT, Italy) é composto por um amostrador
automatico (Waters 717 plus). As areas dos picos foram integradas usando um software
Cromatoplus. A coluna usada para a separagdo foi uma Discovery® C18, 4,6 x 250 mm

(Supelco, Italy) a 25°C.

A fase movel era uma mistura de 40 volumes de acetonitrilo ¢ 60 volumes de agua (contendo
0,9 g/l de dihidrogenofofato de sodio e 4,8 g/l de N,N-dimetiloctalamina ajustada a pH 3.0

com 4cido fosforico) desgaseificada e filtrada (filtro de 0,45 pum) ajustada a uma taxa de fluxo



de 1,2 ml/min, com 10 pl de volume de injec¢ao e um detector com um comprimento de onda

(M) de 240 nm.

A curva de calibracdo usada para este método foi obtida dissolvendo-se 7,585 mg de citrato
de Tamoxifeno em 100 ml de fase movel. A partir da solugdo inicial, foram feitas diluigdes
sucessivas, com uma concentracdo conhecida (0,5;1;2;5;10;25 pg/ml). Apds a obtengdo dos

resultados, estes foram integrados graficamente obtendo-se a equagdo da recta y = 208,8x

(Fig. 11).
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Grafico 4 - Representativo da curva de calibracio para o citrato de Tamoxifeno



III. Resultados e Discussao

A injec¢do de uma solucdo de lecitina em metanol e, seguidamente, em uma solug¢do aquosa
acida de quitosano levou a auto-organiza¢do de nanoparticulas, processo este que pode ser
descrito como uma estrutura propria estabilizada pela interacgdo electrostatica entre a carga

negativa da lecitina e carga positiva do quitosano.

As nanoparticulas de lecitina/quitosano/Tamoxifeno foram caracterizadas segundo o seu
tamanho, carga superficial, eficacia de encapsulacdo e capacidade de carga de acordo com a

variagdo de quantidade de citrato de Tamoxifeno adicionado as preparagoes.

O sistema coloidal foi caracterizado pelo potencial zeta e dimensdo da particula de acordo

com a concentracao de Tamoxifeno no sistema.

Para cada lote, as diferentes concentragdes foram analisadas usando a tecnologia DLS e PALS

para andlise dimensional e de potencial zeta, respectivamente.

Visualizando o grafico representado, este evidéncia os valores de didmetro e de potencial zeta
em fun¢do da concentracdo do citrato de Tamoxifeno, ¢ possivel verificar que a carga das
nanoparticulas ndo altera significativamente, ou seja, ¢ avaliado em torno de um valor
constante positivo de cerca de 35-45 mV. Contrariamente, a medida em que se aumentava a
concentragdo de citrato de Tamoxifeno entre 50 e 200ug/ml, o tamanho da particula diminuiu
substancialmente. Para valores mais elevados, o tamanho das particulas foi constante, estando

compreendido entre 100 e 150nm.
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Grafico 5 — Correlacio entre a variacao da Dimensao e Potencial Zeta em func¢io da

concentracao de Tamoxifeno

Para compreender melhor o que acontece nas nanoparticulas quando se incorpora o farmaco,
visualizaram-se as amostras, com alta resolucdo, recorrendo a técnica TEM, pois permite
caracterizar os coldides morfologicamente. Recorrendo ao uso de acetato de uranio, este

permite uma visualiza¢do mais clara da organizagao das nanoparticulas.

Fig. 8 Imagens TEM das nanoparticulas sem citrato de Tamoxifeno



Fig 9 Imagens TEM das nanoparticulas contendo citrato de Tamoxifeno.

As nanoparticulas sem Tamoxifeno assemelham-se a uma “rocha”, uma vez que se visualiza
uma estrutura com um aspecto rigido. Esta deve-se ao facto de ter na sua constitui¢do o
quitosano, polimero carregado positivamente que se liga, electrostaticamente, com a carga

negativa da lecitina.

Comparando as imagens de nanoparticulas sem farmaco com aquelas contendo Tamoxifeno, ¢
visivel a existéncia de uma estrutura completamente diferente. Estas evidenciam a formacao
de um sistema menos rigido, pois os contornos das nanoparticulas parecem mais deformaveis,
(considerando que estas sdo secas e sob vacuo), de salientar ¢ ainda o facto de estas formarem

uma estrutura em multicamadas

Analisando os resultados obtidos, ¢ entdo possivel concluir que a variagdo tanto no tamanho
como na morfologia das nanoparticulas estd, intrinsecamente, associada a presenca do
farmaco, uma vez que este obriga a que ocorra uma alteracdo estrutural significativa. Desta
forma, com a menos rigida e multilaminar aparéncia das particulas e a diminui¢ao
hidrodinamica do diametro, pode assumir-se que possa estar associado ao quitosano, pois
sendo este o componente mais externo, parece estar menos envolvido no processo de
formagdo das nanoparticulas quando o fairmaco também se encontra incorporado. Isto pode
ocorrer devido a interacgdo electrostdtica entre a carga negativa da lecitina e o citrato
Tamoxifeno, pois esta carrega positivamente um grupo-amino na cadeia lateral alifatica.
Concluindo, ao incorporar na estrutura da nanoparticula o citrato Tamoxifeno, este parece
substituir em parte o quitosano. Claramente, verifica-se a grande influéncia do fairmaco na

estrutura das nanoparticulas preparadas contendo lecitina e quitosano.



Quanto a capacidade do sistema em solubilizar e veicular o citrato de Tamoxifeno (o qual ¢
moderadamente soluvel em 4gua), verifica-se uma alta eficicia de encapsulacdo (para valores
mais elevados de concentragdo de fairmaco, os valores de eficicia de encapsulacdo ndo sdo
superiores a 50-60 %), enquanto a capacidade de carga do farmaco, calculada para o peso
efectivo das nanoparticulas secas e nao para o teoricamente calculado, forneceu resultados
muito promissores, atingindo uma elevada percentagem de firmaco, na quantidade total dos

constituintes, que ronda os 30%.

Observando os resultados ao pormenor e, de acordo com a figura 17, a eficacia de
encapsulacdo do citrato de Tamoxifeno para a concentragdo de 1200ug/ml decresce de 80%

para 50%.
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Grafico 6 - Eficacia de Encapsulaciio (%) e capacidade de carga (%) das nanoparticulas

dependendo da concentracio de citrato de Tamoxifeno

Relativamente a capacidade de carga, ¢ possivel concluir que aumentando a quantidade de
citrato de Tamoxifeno no sistema total, aumenta, igualmente, a percentagem (m/m) deste

farmaco dentro das nanoparticulas.



Através da técnica de secagem em leito fluido, o pd foi obtido usando um sistema coloidal de

nanoparticulas com citrato de Tamoxifeno incorporado, com uma concentragao igual a 600

pg/ml.
-—
we ol
Fig. 10 - Sistema Coloidal. Fig. 11 - Nanoparticulas observadas através de
SEM.

O tnico objectivo desta técnica foi o de produzir um p6 que fosse reprodutivel, de forma a

obter-se uma dosagem solida passivel de ser administrada oralmente.

O excipiente, B-ciclodextrina, usado nesta formulacdo foi determinante para a obtencdo dos
melhores resultados tanto ao nivel do rendimento do processo como na obten¢do de boas

propriedades tecnoldgicas, como por exemplo, uma boa fluidez.

O pd produzido foi analisado morfologicamente usando a técnica de SEM, de forma a
visualizar-se como o excipiente modificava o aspecto e o tipo de nanoparticulas (fig.10 e 11).
Devido a sua forma, estas nanoparticulas parecem ter agregado (devido ao vacuo criado pelo
instrumento), uma vez que aparecem vazias, ocas ou, possivelmente com baixa densidade e

superficie aparentemente lisa.



IV. Conclusao

Este estudo permitiu caracterizar nanoparticulas, de lecitina/quitosano com citrato de
Tamoxifeno encapsulado, tanto ao nivel da distribui¢do por tamanho bem como da sua carga
superficial. Procedeu-se, ainda a uma preliminar investigacdo para possivel producdo de um
po passivel de ser administrado oralmente em que tenha uma correcta dosagem no estado

solido.

Foi possivel optimizar uma concentracdo de fArmaco para ser encapsulado nas nanoparticulas

de forma a obter a melhor capacidade de carga, que neste caso foi de 30% (m/m)

Um farmaco cristalino e com muito baixa solubilidade em agua como o citrato de Tamoxifeno
pode ser, efectivamente, solubilizado e passivamente veiculado (devido a reduzida dimensao
da particula que permite usufruir da vantagem de ser reconhecido pelo 6rgao/local alvo por

um mecanismo designado Enhanced Permeability and Retention effect (EPR)

Este tipo de nanoparticulas tém ainda a vantagem de poderem permear a mucosa
gastrintestinal, caracteristica esta que ¢ conferida pelo quitosano que, uma vez ligado a

lecitina pode aumentar, significativamente, esta permeabilidade.

De salientar ¢, ainda, a grande vantagem existente ao nivel da producdo, pois o processo
requerido para este tipo de nanoparticulas ¢ dotado de uma grande simplicidade. Apresenta-se
como um método mais rapido que a maioria dos métodos comuns, pois os tradicionais
requerem um procedimento mais elaborado inviabilizando, desta forma, a sua evolugdo ate a

escala industrial.
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