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RESUMO

Neste trabalho obteve-se microesferas de lactatpudiesana pospray dryinga fim
de avaliar seu potencial como sistema de liberagidrolada na quimioembolizacdo de
tumores. O farmaco 5-FU foi adicionado ao lacta@uditosana em solucdo e posteriormente
atomizada para a secagem em um secador por asfgnsdoDryer. As microesferas obtidas
foram caracterizadas por microscopia eletrénicaateedura (MEV), infravermelho (FTIR),
ressonancia magneética nuclear (RMN), anélise teravogétrica (TA) e difracdo de raios X.
Ensaios bioldgicos foram realizados para avaliagis propriedades citotoxicas e
hemocompativeis das microesferas de lactato desgmé. Foram realizados ensaios de
formacdo de trombos e determinacdo da atividadelfitgra. A técnica de secagem por spray
drying mostrou-se promissora para producdo de pacticulas esféricas com estreita
distribuicdo de tamanhos para utilizacdo em quimlmdizacdo de tumores. As microesferas
de lactato de quitosana apresentaram superfi@e disas e sem observacdo de sinal de
aglomeracao; observacdo essa em boa concordamiiaasanedidas de potencial zeta. O
perfil de liberacdo das amostras de 5-fluorouré®iFU) apresentou efeitburst que foi
diminuido ap6s o processo de reticulacdo das nsfgmes de lactato de quitosana com
glutaraldeido na fase vapor. A liberacdo lenta @onéco 5-FU foi associada ao baixo
intumescimento das microesferas de lactato de ganto reticuladas com glutaraldeido. O
processo de reticulagdo das microesferas com gldéado na fase vapor provocou uma
diminuicdo do efeitdurste também um prolongamento da liberacdo do 5-FUerBaios de
citotoxicidade indicaram que as microesferas deafac de quitosana apresentaram
caracteristicas nao citotoxicas, portanto biocoiwpat e adequadas para utilizacdo em
processos clinicos invasivos a exemplo da quimiedizdgédo. Os resultados obtidos dos
ensaios de trombogenicidade e atividade hemo#tigarem que as microesferas de lactato de
quitosana apresentam boas propriedades hemocogipgbara utilizacdo em condi¢cors

Vivo em contato com o sangue.

Palavras Chave:Lactato de Quitosana, Microesferas, QuimioembaofimagEstreptoquinase,

Biomateriais.



ABSTRACT

In this work chitosan lactate microspheres wer@amredby spray drying in order to
assess its potential as a controlled release systehremoembolization of tumors. The drug 5
-fluorouracil (5-FU) was added to the chitosandsetsolution and then it was atomized in a
Spray Dryer. The microspheres obtained were cheniaetl by scanning electron microscopy
(SEM), infrared (FT-IR), nuclear magnetic resonafi¢®IR), thermal analysis (TGA) and X-
ray diffraction. Biological assays were performedssess the cytotoxic and hemocompatible
properties of the chitosan lactate microspheressays about thrombus formation and
determination of hemolytic activity were performéche spray drying technique showed a
promisor drying to produce spherical micropartickth narrow distribution of sizes for use
in chemoembolization of tumors. The microsphereshufosan lactate showed a smooth
surface, hollow and without agglomeration in goadreement with the zeta potential
measurements. The release profile of 5-fluorourg&@tFU) from chitosan lactate
microspheres showedbaurst effect that was decreased after the prodes®sslinking of the
chitosan lactate microspheres with glutaraldehydeapor phase. The slow release of the 5-
FU was associated with théeow swelling ratio of thecrosslinked chitosan lactate
microespheres with glutaraldehyde. The crosslinkpngcess of the microspheres with
glutaraldehyde in vapor phase caused a decreassiddffiect and also a prolonged release of
5-FU release. Cytotoxicity assays indicated thatrtiicrospheres of chitosan lactate prepared
in this work showed no cytotoxic characteristics, biocompatipiind suitability for use in
the chemoembolizatioprocedures. The results of the thrombogenicity y@ssaad hemolytic
activity suggest that the microspheres of chitoksniate present good hemocompatible
properties for use in contact with blood.

Key words. Chitosan Lactate, Microspheres, Chemoembolizatiddtreptokinase,

Biomaterials.
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CAPITULO 1: Introducéo

O hepatocarcinoma, mais comumente conhecido comoecale figado, € o mais
comum dentre os chamados carcinomas. Tem uma ¢éaxeidéncia mundial de 500 mil a 1
milh&o de novos casos [1]. Dentre os casos confiosiaum baixo indice de cura € alcancado
por meio de tratamentos convencionais devido praisiente a velocidade de propagacéo da
doenca e aos altos custos dos tratamentos, emasadanintervencionista.

Como alternativa aos tratamentos intervencionistagjtilizacdo de nanomateriais
associados a processos como a quimioembolizacdmeprm reduzir os conhecidos
incémodos dos efeitos colaterais dos processosiafeirapicos tradicionais e ainda aumentar
a eficiéncia dos tratamentos desses tumores, @mru avanco e possibilitando um tempo
de sobrevida superior.

Na busca por esses novos materiais, 0 emprego rdpostos poliméricos naturais,
como a quitosana, tem alcancado altos niveis ddéefia, devido, sobretudo a sua
capacidade natural de biodegradacdo, biocompdtbid, hemocompatibilidade e baixa
citotoxicidade.

Nesse contexto, surgiu o principal objetivo dessdalho, que foi a sintese e
caracterizagao de microesferas do lactato de guigopara utilizagcdo na quimioembolizacao
de tumores hepaticos. Em segundo plano, porém B&osnimportante, avaliou-se também a
utilizacdo do quimioterapico 5-fluorouracil em umiéom as esferas de lactato de quitosana,
caracterizando o objetivo secundario desse trabdMaoa tanto, foram caracterizadas as
propriedades fisico-quimicas da quitina, o matdrée da quitosana, da quitosana, e do 5-
fluorouracil, através das técnicas de analise derddcopia no Infravermelho por
Transformadas de Fourier (FTIR), Ultravioleta viigUV-VIS), Analise Termogravimeétrica
(TG), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) #grBcao de Raios X.

Esse trabalho é composto de oito capitulos, sendoog capitulos dois, trés e quatro
contém uma revisdo bibliografica sistematica emndordo objetivo principal, um
levantamento sobre os novos materiais utilizadeslmente nos processos de tratamento de
cancer e as técnicas disponiveis para fabricacatateesferas, respectivamente.

No capitulo cinco, sdo descritos os processost@oalienvolvidos na caracterizagdo de
novos materiais de base polimérica e também axé&&cuatilizadas nesse trabalho.

No capitulo seis, sdo apresentados os resultadtido®be no capitulo sete séo

esclarecidas as conclusdes e observacbes obtidastalw desenvolvimento do trabalho.
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Finalizando o trabalho, sdo apresentadas no capittd as sugestdes para estudos futuros
relacionados com a tematica dessa dissertacdo bibdegrafias consultadas para o

desenvolvimento e composicao desse trabalho.
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CAPITULO 2: Revisdo da Literatura

2.1 Hepatocarcinoma: antecedentes e significado

O cancer é por definicdo um conjunto de doencasteueuma origem comum, O
crescimento descontrolado das células de determimegido do organismo. Ao mesmo
tempo, podem ser classificados em dois diferenpes tde acordo com a velocidade de
multiplicacdo das células, sendo assim aquelesifit@slos como malignos apresentam
acelerada multiplicacdo celular, ao contrario dasignos que apresentam lenta multiplicacao
celular, geralmente sem trazer danos para o organis

A origem do cancer deve-se a duas causas princgdigranca genética, quando o0s
filhos recebem dos pais os genes modificados quedaigem a células cancerosas, sendo
responsavel pela menor parcela dos casos, e medaexternos relacionados a frequente
exposicdo aos agentes oncogénicos, como por exengilagismo, alcoolismo, uso de
drogas, exposi¢cdo excessiva ao sol, uso irrespehsier medicamentos e alimentagdo
desregrada.

O cancer é uma neoplasia conhecida pelo homem litdsraéculos. No principio,
acreditava-se que esta era uma doenca que ocomienge em regides desenvolvidas e com
abundantes recursos financeiros como resultadaeerado ritmo de vida da populagc&o. No
entanto, estudos da Organizacdo Mundial da Saud&)@evelam que nos dltimos quarenta
anos, ele vem se desenvolvendo com maior incid@meipaises ainda em desenvolvimento e
transformou-se em um evidente problema de saudeaibundial.

A maior ocorréncia dos casos de hepatocarcinomeeotra-se nas regides da Africa e
Asia. Segundo a WGO (World Gastoreterology Orgditia} os altos indices de mortalidade
dessas regides devem-se principalmente a incaplecpa parte dos érgéos e profissionais
relacionados a saude de reconhecer os casos gem dev enquadrados em alto risco, a falta
de boa formacédo dos profissionais da salde quetparm diagndstico precoce da doenca e a
falta de recursos e de tratamentos eficazes ddpd&ito o diagndstico.

A Organizacdo Mundial da Saude estimou que, ateoo2830, podem-se esperar 27

milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhéesaltes por cancer e 75 milhdes de



21

pessoas, anualmente, com cancer. O maior efeitge dasmento vai incidir em paises de
baixas e médias rendas [1].

Os tipos de cancer podem ser classificados em girssales categorias [2]:

. Carcinoma: E o tipo mais comum, é aquele que sgnarnum tecido epitelial.

. Sarcoma: E um grupo heterogéneo de tumores maliggmosurgem de células
mesenquimais, que sao células derivadas de célala e que podem dar origem a diversos
tipos de tecidos, tais como muscular, epiteliatdgmso, cartilaginoso, etc.

. Leucemia: Atinge as ceélulas do sangue e tem origerpartir de uma
modificacdo genética na medula 6ssea.

. Linfoma: Atinge o sistema linféide que é formaddapmedula éssea, o timo, o
baco e os linfonodos.

. Tumor do Sistema Nervoso Central: E o mais frequeasitre criangas e
adolescentes, atinge principalmente o cérebroezabelo.

No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional dad@r (INCA), a maior incidéncia é
dos céanceres classificados como carcinomas, se@eids sarcomas, linfomas, tumores do
sistema nervoso central e por ultimo aparecemuagieia.

Entre os carcinomas, especial atencéo sera datatresalho ao hepatocarcinoma, que
€ 0 mais comum e mais agressivo dos tumores do glop hepatobiliares [3]. Atualmente o
hepatocarcinoma é o quinto cancer mais comum emeh®ne o0 oitavo em mulheres.
Globalmente, sua incidéncia anual é de 560.000 ;ngasos, sendo que, sua ocorréncia é
maior em paises com maior frequéncia de fatoresisde, como na Asia, pela altissima
incidéncia de hepatite B [4].

Estudos indicam que no Brasil a incidéncia do regaetinoma € maior em individuos
do sexo masculino, ja contaminados com o virus ejzatite B e apresenta uma taxa de
mortalidade para ambos os sexos variando de 0,258égmo Sul, 0,27% no Sudeste, 0,12%
no Nordeste, 0,08% no Norte e 0,05% de casos b0Q0 habitantes por ano [5].
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2.2 Epidemiologias do Carcinoma Hepatocelular

Dentre as causas do carcinoma hepatocelular, msgais ocorréncias sao originadas a
partir de processos infecciosos por hepatite B e fincipalmente a partir de casos de
Cirrose Hepatica, cerca de 80% dos casos, 0 quieaxgm termos, sua frequéncia maior em
homens, que representam a maior parcela da popuwagaminada com cirrose proveniente
do uso excessivo de alcool [6].

No Japéo, Estados Unidos, América Latina e Euragajncipal causa do Carcinoma
Hepatocelular (CHC) é o virus da Hepatite C, o geen obrigando esses paises a
desenvolverem uma extensa campanha anual de vagieat massa, visto que a prevencéao
desse tipo de doenca é a melhor maneira de seolewrarincidéncia de cancer. Ja na Asia,
Africa e alguns paises do leste da Europa, a pahciausa de mortalidade por CHC provém
dos altos indices de Hepatite B cronica.

No Brasil, apesar de néo figurar entre os 10 tgmsancer de maior ocorréncia, um
fato interessante e a0 mesmo tempo preocupangdt& iacidéncia dessa doenca no norte do
Estado do Parana, que segundo as pesquisas desdswola regido, esta relacionada ao uso
indiscriminado de pesticidas organoclorados. Eggede ocorréncia € um bom exemplo de
causa de cancer devido a um agente oncolégico atahi®@u seja, agente carcinogénico

desenvolvido por uma determinada atividade [7].

2.2.1 Fatores de risco

A Hepatite B pode ocorrer de duas formas, aguda@nica. A forma aguda pode durar
apenas algumas semanas ou em alguns casos atéenpsds ser tratada com o auxilio de
medicamentos. Em alguns casos pode curar-se espantante sem a necessidade de
grandes intervencdes, isso ocorre quando a praperdie as células infectadas é menor do
que as células de defesas do organismo. Ja na toémiaa € uma doenca que pode durar por
toda a vida do paciente fazendo-se necessariar@encdo médica para controle e estagnacgéo
da doenca, pois essa forma pode dar origem a albes;as graves no figado, incluindo o
hepatocarcinoma. Nesse caso a quantidade de cBkpasicas afetadas é muito grande e o

organismo nao apresenta defesas suficientes paut@ater o virus sozinho.
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O Virus que causa a Hepatite B é transmitido asral@ sangue e pode ocorrer em
transfusdes, no momento do parto, por agulhas moméalas, por relacdo sexual
desprotegida, através de instrumentos odontologicoataminados e ainda como
consequéncia do tratamento de hemodialise em locaihaixa biosseguranca.

Em pacientes ja contaminados com o virus da Heftio risco da doenca evoluir para
um CHC aumenta progressivamente com a presencégaesdatores de risco como: alto
indice do virus no organismo, sexo masculino, idadencada, presenca ou tendéncia a
desenvolver cirrose, exposicao a aflatoxinas, wpade compostos toéxicos produzidos por
certas cepas dos fungoaspergillus flavug A. parasiticusque contaminam alimentos
armazenados inadequadamente.

Segundo estudos, no Brasil 15% da populacdo ja&dotaminada com o virus da
hepatite B e desses, 1% corresponde a portadoremeataa na forma crbnica [8]. Nos
pacientes com hepatite B, a integracdo do DNA \amIDNA do hospedeiro pode ser um
evento inicial, induzindo alteragbes na expressdolar e no gene do virus da hepatite B
(VHB) devido a rearranjos cromossomais ou produzmdtagénese [7].

A Hepatite C, juntamente com a doenca hepaticablidep ocupa o primeiro lugar em
enfermidades causadoras de doencgas crbnicas din.figa formas de contaminacdo pelo
virus da hepatite C (VHC) sdo semelhantes ao datlie®B, freqientemente causado pelo
contato com materiais cirtrgicos, odontolégicosrngas contaminadas.

No Brasil, desde 1993, ha a obrigatoriedade dassesorologicos (anti-VHC) em
candidatos a doadores de sangue. Assim, a hepastéransfusional tornou-se rara, mas
outros meios, parenterais ou ndo, continuam ardisse a doenca [8].

Os casos cronicos da Hepatite C sao os que merespetial atencdo, pois podem
evoluir para um quadro hepatico inflamatério cadstico do Hepatocarcinoma.

Os meios de tratamento constituem uma tentativendedir a multiplicacéo do virus e
apresentam uma eficdcia de cerca de 50%, um peaterglativamente baixo, devido
principalmente ao alto custo do tratamento quelmtrate é disponibilizado no Brasil, pelo
Sistema Unico de Saude.

A cirrose hepética, ao contrario das Hepatites@ Bao € causada por virus e sim por
um processo difuso de fibrose das células do figadopanhada da necrose hepatocelular,
geralmente oriundo da Hepatite B, do excesso décareeéntos toxicos ao figado, da esteato-
hepatite ndo alcodlica, entre outras causas raxf@tizmente quase 30% dos casos, segundo

dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) n&samiam causa definida.
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A cirrose é a lesdo precursora mais bem conhe@daarcinogénese hepatocelular.
Pode ser compreendida como promotora das trangféeaareoplasicas, pois € responsavel
por induzir ciclos repetidos de proliferacdo dediépitos e a interagcdo dessas células com
leucécitos, fibroblastos e vasos [7].

Outro fator de risco no aparecimento do CHC edicimnado aos altos indices de
contaminagdo com aflatoxina, que € uma toxina priddupor fungos. Ela esta presente em
diversos produtos alimenticios como milho, trigarjrfha de trigo, cevada, nozes, pistache,
arroz, améndoa, feijdo, semente de algodao, camugilye, etc. As principais pesquisas
epidemioldgicas demonstram elevada relacdo enegpasicdo a aflatoxina, que causa a
mutacdo no DNA do genoma do hepatécito, e o risctuhores [7].

A queda do numero de mortes devido ao Hepatocaneinem sido observada em
locais onde os maiores investimentos tém sido idmados para a diminuicdo da aquisi¢ao
dos fatores de risco, o0 melhor exemplo é a quedistida na incidéncia de CHC em Taiwan
apos uma extensa campanha de vacinacdo contrasoddrHepatite B [9]. Sendo assim, a
conduta ideal frente ao CHC € a prevencao printixibepatite viral, prevencédo ao abuso de
alcool, e ainda evitar a formacéao de aflatoxinesvas do correto manejo dos alimentos e seu

correto armazenamento.

2.3 Caracteristicas Bioldégicas do Hepatocarcinoma

O processo de carcinogénese envolve inUmeras elexaspetapas que podem ser
afetadas positiva ou negativamente por diversosrdat ambientais. Essas etapas sao
classificadas em trés categorias, comumente chandmla@stagios: Iniciacdo, Promoc¢éo e
Progressao.

Na Iniciacdo ocorre a exposicdo a um carcin0geno que tem icapole de interagir
com o DNA e provocar uma alteracdo ou uma mutagiiongnente. Esse evento é o
desencadeador de todo o processo, consiste em lbenac@o estrutural permanente no
genoma das células somaticas (mutacdo transmisdaeékulas filhas) que atinge genes
fundamentais para a regulacéo e controle do crestartelular [10].

Na fase d&romog¢éq ndo ocorrem mais alteragdes no material genétow na fase
de iniciacdo, mas sim mudancas na expressdo dangendessa fase atuam os agentes
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chamados de promotores, que atuam no processarsglticdo de sinais ambientais para o
genoma alterado, interferindo assim com a subség@éspressao do mesmo [10].

A Ultima fase, a daProgressaq caracteriza-se por apresentar multiplas altesacte
genéticas, independéncia do processo proliferatiggersisténcia do estimulo. Nessa etapa a
célula se torna imobilizada e hd um aumento pregresla instabilidade gendmica que pode
ser percebido pelo aparecimento frequente de adesaromossomicas [10].

Macroscopicamente, o CHC pode ser classificada@srtipos fundamentais [7].

« Nodular: nédulos solitarios ou multiplos bem derados;

« Macico: padrao que envolve um lobo hepatico iateu que atinge as propor¢cdes de
um lobo. O tumor pode ndao demonstrar demarcacédo definida e acompanha-se de
metastases intra-hepaticas pequenas;

« Difuso: numerosos pequenos focos circundados patadibroso e espalhados por
todo o figado de dificil distingdo com nédulos @ficos.

Ainda, por ser o CHC um dos tumores morfologicamentais heterogéneos,
microscopicamente pode ser classificado em quailodes histologicos distintos [7].

e Grau 1: tumores bem diferenciados, com trabecatadélicadas que também podem
ser entendidas como cilios, filamentos;

« Grau 2: estrutura trabecular basica mantida, qoanegimento de estruturas acinares
ou grandulares, e eventualmente areas papilaresi€=os apresentam um namero maior de
atipia (falta de regularidade demonstrada nas @&segge ocorrem periodicamente) que no
grau 1,

« Grau 3: aumento de atipia nuclear, com presengalt#plos nucledfilos, areas com
perda do arranjo trabecular e presenca de céligantgs;

e Grau 4: padrdo sélido ou medular de crescimensoceulas ndo sdo coesas,
mostrando formas bizarras e a situacdo mais frégieem que ha dificuldade em firmar a
linhagem hepatocelular da neoplasia.

Em fase tardia da evolugcdo, é comum o CHC dissermmaatravés da via
hematogénica. Ja a disseminacao intra-hepatica quutesr precocemente através de ramos
venosos portais. Sendo assim, o primeiro 6rgao coamimente afetado € o pulméao, seguido
em ordem decrescente de frequéncia pela adrestal gastrointestinal, 0ssos, bacos, coragao
e rins [7].
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2.4 Diagnostico de Carcinoma Hepatocelular

Devido ao aumento consideravel de casos de caecBigado que tém sido relatados
atualmente, inUmeros centros de pesquisa tém Mhi@d@l incansavelmente na busca de
técnicas mais precisas de caracterizacdo dessan@fdde, tentando diminuir os casos de
erro e antecipando o diagnostico para que o trattimmais adequado seja rapidamente
iniciado, pois essa enfermidade apresenta um tel@gvolucdo muito curto em alguns casos,
sem apresentar sintomas indicativos da gravidadquddro evolutivo. Segundo dados do
INCA-2011 [1], esse tipo de tumor leva em meédiatguaneses para duplicar sua massa
tumoral, sendo assim, o tempo de vida de um pacaiagnosticado com hepatocarcinoma é
relativamente curto, tornando necesséria a conf@mam fase inicial para que seja possivel
iniciar um tratamento adequado.

O primeiro passo na direcdo correta de se estavelem bom diagnostico € o
conhecimento dos fatores de risco, que segundo @ \§&p:

« Infeccédo crénica pelo virus da Hepatite B ou C;

« Cirrose alcodlica;

 Esteato-hepatite n&o alcodlica,

« Diabete (a sindrome metabdlica é o processo de msis provavel);
« A cirrose por si mesma, de qualquer causa.

Véarios sdo os métodos para diagnostico do Hepaiooana: exames soroldgicos,
ultrassonografia, tomografia, ressonancia magnéseado que os mais utilizados e com
maior eficiéncia sdo as técnicas de diagnodsticorpagens.

Sabe-se que por volta de 80% dos casos tem comenvora cirrose hepatica, logo
quando um paciente € diagnosticado com essa edtmi a Associacdo Européia para
Estudo do Figado (EASL) e Associacdo Americana Eatados das Doencas do Figado
(AASLD), que sao referéncias mundiais em estudssdidencas hepaticas, indicam que se
deve iniciar um monitoramento da evolucdo das ked@epéaticas através da técnica de
ecografia abdominal ainda na fase inicial, muiteazeg assintomatica, e que esse
monitoramento deve ser feito periodicamente enmiates de seis em seis meses [11].

No entanto, estabelecer um diagnodstico conclusieo GHC apenas através da
ultrassonografia, mesmo com os avanc¢os alcancdadabnante (aumentou de 25 para 90%
de exatiddo nos ultimos 10 anos), é tarefa desafiadara o médico hepatologista, pois
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existem diversas variaveis que podem dificultanmfundir o diagnostico, como a localizacéo
do tumor, disturbios da coagulagéo ou presencadante de ascite [12].

Um diagnostico de CHC s6 é conclusivo apés uma sieriexames confirmatorios que
sao solicitados geralmente aos pacientes que satesmm na classificacdo de risco, como o0s
portadores das Hepatites B e C e os cirréticos.

No caso de individuos com cirrose ja estabeledideialmente é feita uma ecografia
abdominal. Se for encontrado algum nddulo, avaiggemeiramente seu tamanho, se o
nodulo for menor que um centimetro, repete-se graia em um periodo de 2 a 3 meses, e
nesse caso as chances de se tratar de um nodiipm aoaligno sdo bem pequenas [11]. Se o
ndédulo tiver um tamanho maior do que um e menoguk dois centimetros, sdo realizadas
duas técnicas de imagem dinamica como, por exemaptomografia computadorizada e a
ressonancia magneética. Se for detectado um paér&astularizacao especifico de CHC nas
duas técnicas utilizadas, conclui-se diretamengesgutrata de um hepatocarcinoma, porém se
é encontrado um padréo de vascularizacao atipiconemou nas duas técnicas de imagem, é
realizada uma bidpsia no nddulo e, caso seu resuft@ja negativo, indica-se repetir o teste
[11].

Se 0 nédulo € maior que dois centimetros, uma (Bm@Eca de imagem é suficiente
para determinar um padrdo vascular atipico ou é@smecNo caso de atipico, é realizada a
biopsia, porém se o padrao vascular for espedi@ possivel concluir que se trata de um
caso de carcinoma hepatocelular [11].

Em individuos que ndo apresentam um caso tipi@iraese, os critérios de diagnostico
por imagem nao sao validos e nesses casos € indieatizar uma biopsia para resultados

mais conclusivos.

2.4.1 Alfa-1 Fetoproteina

O exame soroldgico para determinacdo dos valorealfdel fetoproteina tem sido
muito utilizado nos dias de hoje como uma formalidgnostico precoce dos casos da doenca
porque essa proteina € produzida em grande qudeteha varias situacoes clinicas, inclusive
em casos de lesdo hepdatica. Deve ser associadaas técnicas, pois possui uma baixa
especificidade e sensibilidade em tumores menae$gm.
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2.4.2 Ultrassonografia (US)

A ultrassonografia € o principal exame utilizadoapdiagnostico de CHC em pacientes
portadores de cirrose hepatica ainda em fase assitita.

Apesar de ser uma técnica diagnéstica bastantelusivez a AASLD e a EASL
recomendam que em casos de tumores menores queedtiisietros deve ser utilizada em
conjunto com outras técnicas por imagens e tamigédege fazer uma bidpsia do material
lesionado para evitar o risco de um falso posifi®]. Isso se deve ao fato dos nédulos
menores de dois centimetros terem uma caractertsipoecogénica, ou seja, sdo estruturas
anatdbmicas quase fluidas que refletem mal o utims® por isso podem ser facilmente

confundidos com cistos.

2.4.3 Tomografia Computadorizada (TC)

A tomografia computadorizada é uma técnica comphéaneno diagnostico de CHC,
pois é utilizada em conjunto com a Ultrassonografiiaquando ha um aumento progressivo
na taxa dex 1- fetoproteina. Representa uma seccédo ou fat@ogmw, que € obtida apos o
bombardeamento do local com raios X.

Os parametros avaliados na tomografia computadizizfio: tamanho do tumor,
localizac&o, densidade, presenca de capsulasupeordl, permeabilidade portal, metastases
regionais ou em locais distantes do tumor. An&@ deve ser aplicada constantemente devido
ao fato dos raios X serem radiacdes ionizantespgaem causar mutacdes genéticas nas

células por onde passa o feixe.
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2.4.4 Ressonancia Magnética Nuclear

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é indicadacjpalmente para determinar o
estagio tumoral da doenca e € utilizada também dguanresultado da tomografia ndo é
conclusivo.

Os parametros que sao avaliados na ressonancitars@mho, numero, localizacéo,
intensidade de sinal do nédulo, degeneracdo gadurdratumoral e capsula peritumoral,

permeabilidade da veia porta e presenca de metd$@s

2.5 Abordagem clinica do CHC

Apesar de algumas pessoas doentes ndo apresestatemas caracteristicos do CHC,
dentre os apresentados em maior frequéncia, ens glestagios da doenga, podemos citar
ictericia, ascite e/ou edema, sensacédo de distenpéso na barriga, emagrecimento, dor no
quadrante superior direito, encefalopatia hepatetare e reducdo da massa muscular, que é
comumente apresentada por pacientes cancerososisO#p confirmado o diagndéstico, é
iniciada uma série de exames laboratoriais passifiear em que fase da doenca o paciente
esta. Este processo é chamado de estadiamento.

O sistema de estadiamento é utilizado atualmemgedeinir prognosticos e opcdes de
tratamento. InUmeras opgdes ja foram propostas pelsociacées para estudos das doencas
hepaticas, sendo que o método indicado pela AASIdbda BCLC (Barcelona Clinic Liver
Cancer) que pode ser usado como guia para a estmltipo de tratamento e para obter a
expectativa de sobrevivéncia dos pacientes com Gid¢@do que os outros sistemas de
estadiamento conhecidos sdo Uteis apenas para tnagataxa de sobrevivéncia em cada
estagio [13].

De acordo com o sistema de estadiamento propot®d@d.C, os pacientes portadores
de HCC podem ser classificados segundo cinco estatjferentes da doenca, que séao:
estagio muito inicial, estdgio inicial, estagio eimhediario, estagio avancado e estagio

terminal.
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2.5.1 Estagio muito inicial e inicial

Em um estagio muito inicial, sdo encontrados tusiarglividuais, geralmente de
tamanhos inferiores a 2 cm. As concentracdes deubiha sdo normais e ndo ha registro de
hipertenséo portal.

Podem ser classificados como um estagio iniciahores individuais geralmente de
tamanho menor ou igual a 5 cm ou até trés tumardardanhos inferiores ou iguais a 3 cm
cada um [14]. Sao registradas concentracfes arsrd®ibilirrubina e ha registro de
hipertenséo portal. Nessa fase, sdo empregadasngatos curativos como a ressec¢ao do
tumor, a ablacdo do nodulo ou o transplante hepdfis métodos ablativos, radiofrequéncia e
alcoolizacdo percutanea, sao realizados com miaqgiléncia e sdo indicados quando néao é

possivel fazer a ressec¢do ou o transplante [15].

2.5.2 Estagio Intermediario

Séo classificados em estagio intermediario os ptese que apresentam doenca
multinodular assintomatica, restrita ao figado en sevasao vascular ou disseminacao.
Possuem funcdo hepética e estado geral conservgdmdmente apresentam mais de 3
tumores ou lesdes maiores que 3 cm [14]. Paraes$dgio, segundo os critérios da BCLC, a

forma de tratamento indicada € a quimioemboliz§tép

2.5.3 Estagio Avancado

Sédo classificados nesse estagio os pacientes geseafam invasao vascular ou
espalhamento extra-hepatico [14]. Nesse estagiadcdo de estadiamento segundo a BCLC

indica como forma de tratamento a utilizacdo doioagdento Sorafenibe.
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O Sorafenibe ou tosilato de sorafenibe é uma ddoggrupo das inibidoras de quinase.
Sua fungéo é inibir o crescimento de células caisesrno figado e diminuir a quantidade de

vasos sanguineos no tumor [17]

2.5.4 Estagio Terminal

S&do0 pacientes que possuem muitos tumores de ofligpditica espalhados por todo
organismo, conseqientemente com fungcdo hepatida ewiprometida [14]. Nesse estagio
da doenca sdo empregados métodos paliativos, apemasmedidas de suporte, ou seja, sem

melhora da sobrevida.

2.6 Embolizac&o Arterial de Carcinoma Hepatocelular

A embolizacédo arterial € uma técnica empregadaratamento de diversos tipos de
cancer, sobretudo do carcinoma hepatocelular. €ensa interrupcéo da irrigacdo do tumor
através da obstrucdo da artéria ou veia que legangue até ele. Esse procedimento é
realizado através da introducdo de determinados tip produtos médicos apropriados.

Sendo assim, seu objetivo € entupir a artéria gaeanao seja mais levado sangue até o
tumor, causando assim uma diminuicdo de seu tamanbm alguns casos a sua morte por
desnutrigc&o.

A constatagdo da diminuicdo das dimensdes do tpoue ser feita através das técnicas
de analises por imagem disponiveis e € possivddéanmonitorar a diminuicdo progressiva

do seu tamanho através da diminuicdo da concentdmgniveis de alfa-1 fetoproteina [18].
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2.6.1 Quimioembolizacao Transarterial (QETA)

A quimioembolizacéo transarterial € um processermtivo ao da embolizacdo. Ela
causa o envenenamento do tumor através da injegAedicamentos quimioterapicos dentro
da artéria que irriga o tumor, seguida de seu faen#o.

A QETA é uma técnica intervencionista desenvolvitta Japao, consistindo na
combinacdo de infusdo intra-arterial (seletiva olian@ente seletiva) de agentes
quimioterapicos com materiais embdlicos. Essa &dus feita diretamente no local onde se
encontra o nédulo através de micro cateteres quenséridos, geralmente através da puncao
da artéria femoral direita ou esquerda (técnic&aldinger), diferentemente da quimioterapia
convencional, na qual a medicacdo é adicionadaistensa sanguineo do paciente e nem
sempre consegue atingir o tumor com eficiéncia.[19]

Segundo critérios da BCLC a QETA ¢ aplicada emegmaes em estagio intermediario
ou estagio B, definidos como pacientes com doengénodular assintomatica, restrita ao
figado e sem invasao vascular [16]

A quimioembolizagdo estd indicada inicialmente comnatamento paliativo nos
pacientes que ndo sdo candidatos a tratamentosivoaracomo resseccdo cirdrgica,
transplante ou ablacdo percutanea, tais como aqge& apresentam tumores maiores que 5
cm ou em numero maior que 3 cm [16].

Nesses casos 0 procedimento de quimioembolizag@e somo uma alternativa para
diminuir as dimensdes dos tumores para que osmasienquadrem-se na possibilidade de
resseccao cirargica, segundo os “Critérios de Mil&w para aumentar a sobrevida de
pacientes que estdo na fila do transplante paréegham chance de esperar por mais tempo.

E fato conhecido que, devido ao nimero de doadtee®gios ser consideravelmente
insuficiente, o tempo de espera do receptor tem idior que o tempo de evolugédo natural
da doenca [19]. Sendo assim, a associacdo de uodonitrapéutico visando a desacelerar a
evolucdo do hepatocarcinoma, permitindo a manuterdd@s condicbes necessarias ao
transplante é uma alternativa viavel. Com este quitp, o uso pré-transplante da
quimioembolizagdo com um esquema terapéutico adequente escolhido apresenta poucas

complicacdes e contra indicacdes e € de considexfie@cia antitumoral [19].
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2.6.2 QETA combinado com outros tratamentos intervacionistas

A Oncologia intervencionista € um ramo da medigjuna se apresenta, atualmente, em
crescente desenvolvimento, prometendo se tornaimportante componente de praticas
oncoldgicas nos proximos anos.

A utilizacdo de transcateteres minimamente invasiem sido aplicada em diversos
tipos de cancer, dentre eles o hepatocarcinomap aoma forma de conter o avanco de
tumores e para aumentar a taxa de sobrevida paragjyacientes possam permanecer a
espera do transplante.

Portanto, a utilizacdo da quimioembolizacdo guja@laum monitoramento por imagens
como a ultrassonografia e a tomografia computaddazesta associada a utilizacdo de outras
técnicas intervencionistas como a resseccdo obairgio transplante do érgdo como uma
etapa pré-operatéria ou pré-transplante (terapijavante) e ndo como uma técnica

propriamente curativa.

2.6.2.1 Vantagens e Desvantagens da QETA

No caso especifico do hepatocarcinoma, sua prinéjpée de nutricio € a artéria
hepatica, diferentemente dos outros tipos de tusmuie se nutrem da veia porta (responsavel
por 70% da irrigagdo de sangue do figado). Poragpgmioembolizagcéo pode ser empregada
sem prejuizo do restante do érgéo.

Outra vantagem da utilizacdo da quimioembolizac&o possibilidade de se ter uma
elevada concentragdo do quimioterapico diretamsuibee o tumor, ocasionando uma maior
eficiéncia no tratamento e também ha a reducacefdims colaterais sofridos, pois se tem
uma menor concentracdo da droga circulando nantersanguinea.

As desvantagens da utilizacdo dessa técnica, seglawhntamento bibliogréafico
variado, sdo os elevados custos das varias segéategem ser realizadas periodicamente e a
impossibilidade de se aplicar a técnica em paceoten cirrose avangada e naqueles que

apresentam comprometimento da veia porta [19].
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CAPITULO 3: Projeto Racional de Novos Materiais

para Quimioembolizagcao

3.1 Sistema de Entrega de farmacos Multiestagios

Quando um determinado farmaco € administrado a ngansmo atraves da corrente
sanguinea, apenas uma pequena fracdo atinge wlubaldeve agir, pois uma grande parte
dele ndo chega ao tecido alvo uma vez que é digiolpara outros tecidos. Outra parte sofre
processos de metabolizagdo e excrecao antes dgr &#u alvo, processos esses que sao
naturais ao organismo bioldgico. Para evitar qge scorra, a industria farmacéutica tem
investido no desenvolvimento de sistemas de entdeg&é&rmacos mais eficientes. Esses
sistemas tém como objetivo principal o controlegeral e espacialn vivo,da concentragéo
de farmacos para que o beneficio clinico da sudrestnacdo seja maximizado e os efeitos
adversos minimizados [20]. A eficiéncia dessesesias implica na perfeita associacao
quimica ou fisica do farmaco com materiais biocdimpes que serdo responsaveis pelo
controle de sua taxa de liberagdo no organismombédm servirdo de transportadores,
carregadores de farmacos até o local onde o prinaiiyo deve agir.

Os primeiros estudos realizados com 0 objetivoedeiavolver sistemas transportadores
de farmacos tiveram como base o0 encapsulamentoobtieunas, proposto por Paul Ehrilich
no inicio do século XX, modelo que ficou conhecadmno “Bala Magica de Ehrlich” [21].
Desde entdo, diversos tipos de materiais tem ssfiodados e desenvolvidos com este
objetivo, materiais lipidicos como os lipossomasuksdes diversas, micro e nano géis, micro
e nano particulas biodegradaveis além das nandaapddestes, certamente os materiais

poliméricos sdo os mais investigados [21-22]



35

3.2 O Biopolimero Quitosana: Obtencdo e Propriedade

Fisico-Quimicas

O crescente uso de polimeros naturais tem sidoatelg importancia para os avangos
das ciéncias da salde e suas aplicacbes apresemtamaras vantagens que dentre elas
podem-se destacar principalmente a sua facil oétencbiocompatibilidade e
biodegradabilidade. Os polissacarideos sdao barmm@rs dessas macromoléculas naturais e
sdo geralmente derivados de produtos agricolaseocrubtaceos, a exemplo da quitina e
quitosana.

Quitina e quitosana sdo polimeros atoxicos, bicatkyreis, biocompativeis e
produzidas por fontes naturais renovaveis, cujaprigpdades vém sendo exploradas em
atividades industriais e tecnologicas ha quasentsetanos [23-24]. Suas estruturas sao
constituidas por unidades de 2-acetamido-2-deogiif@piranose e 2-amino-2-deoxi-D-
glicopiranose unidas por ligacdes glicosidicas 4}, entretanto os polimeros diferem
quanto a proporcado relativa dessas unidades e ay@asblubilidade [23-24]. A Figura 1

ilustra as estruturas quimicas dos biopolimerosngué quitosana.

CH,0OH NHCOCH
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FIGURA 1: Representacédo das moléculas de quitina;g
quitosana. Adaptado de [24].

A quitosana € um polissacarideo de cadeia linedi9réco, geralmente obtido pela
desacetilacdo parcial da quitina, conforme ilustrad fluxograma apresentado na Figura 2,

sendo comercialmente conhecido como seu derivadteddeetilado. A quitina € um
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polissacarideo abundantemente encontrado na naterapie constitui 0 exoesqueleto

insetos, crustacedsgostas, amardes, caranguejos e siris [23].

Carapaca de Crustaceos

LT T

Desproteinizacao \ Desmineralizacao
v !
Desmineralizagéo Desproteinizacéo

il

| Desacetilacédo

Quitosana

FIGURA 2: Fluxograma de obtencdo da quitosana @ plar quitina. Adaptado ¢
[26].

A quitosana é um polimero insolivel em solucbesosas com pH superior a se
porém torna-spotencialmente solivel em algumas solugfes acolagie seus grupos am
livres sdo protonadof25]. Como sua solubilidade esta diretamente relaciorama a
quantidade de gruposNHs'), quanto maior a sua quantidade, maior também a
proporcao de ireracOes eletrostaticas repulsivas entre as caglenasor era a sua solvatacao

em agua [25].
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3.2.1 Aplicacbes Biomédicas da Quitosana

Inimeras pesquisas tém sido desenvolvidas na @daodhedicina relacionadas as
diversas possibilidades de aplicacdo do polimeitosana. O grande interesse desse ramo de
estudos se deve as caracteristicas peculiares itlasaqa, tais como sensibilidade as
mudancas de pH, biocompatibilidade, baixa toxitéadegradabilidade além da capacidade
de ser hidrolisada por algumas enzimas humanag) asrisozimas [26].

Alguns trabalhos cientificos tém sido desenvolvidom o0 objetivo de caracterizar a
formacdo de hidrogéis de quitosana por complexagétolitica para utilizacdo como
sistemas de entrega de drogas, culturas de céialabjlizacdo de enzimas e até mesmo
como agente cicatrizante, devido principalmentaia ata hidratacdo e alta densidade de
cargas elétricas, o que permite uma maior difugéglia ou até mesmo das moléculas de

farmacos [27-28]

Outro interessante trabalho relata a utilizacdogdi#éosana para o recobrimento do
nacleo magnético de nanoparticulas de ferrita degar@és dopadas com Gadolinio. Esse
revestimento das particulas com filmes de quitosamao objetivo de proteger o nucleo das
particulas e melhorar a sua funcionalidade [29¢studo demonstrou que as particulas que
foram recobertas com quitosana tiveram suas pagufes magnéticas melhoradas gracas as
excelentes propriedades do filme de quitosana.sHsmdiculas podem entéo ser guiadas por
um campo magnético externo até um sitio espeaddince sera feita a entrega dos farmacos
utilizados como agentes quimiotergpicos. Portadtmais um bom exemplo da utilizacdo da
quitosana em particulas carreadoras de farmacospqde ser utilizada para funcbes

biomédicas [29].

3.2.2 Microparticulas de Quitosana para o Tratamerd do CHC

As microparticulas de quitosana tém encontradasgrossibilidades de aplicacdo em
diversos ramos da engenharia sendo que a Engenleakiateriais aliada aos conhecimentos
de biomedicina, biotecnologia e bioquimica, tempproionado a obtencdo de novos
derivados desse biopolimero com notaveis propresidisico-quimicas e bioldgicas para
diversas aplicacdes tecnoldgicas na area da s8dlleessa vertente, varios trabalhos buscam
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desenvolver alternativas viaveis tanto do lado @ovoo como do lado prético, para o
tratamento das diversas enfermidades que acomepmpuacao mundial, principalmente o

cancer.

3.3 Microparticulas e Nanoparticulas de Quitosana amo

Sistemas Transportadores de Farmacos

A guitosana tem sido amplamente estudada e explatesdde sua descoberta no século
XIX devido as suas excelentes caracteristicas fonaf@éuticas tais como biocompatibilidade,
sensibilidade a alteracdo de pH, biodegradabilidadeaixa toxicidade, sendo por isso
amplamente utilizada em conjunto com farmacos éspes em sistemas de carreamento.

Laranjeira et.al. (2009) publicaram um artigo nasta Quimica Nova no qual faz uma
extensa abordagem das varias formas de utilizagdgudosana interagindo com diversos
farmacos diferentes [30]. Dentre essas formas,oméferas de quitosana foram utilizadas
para encapsular indometacina para tratamento dée at nifidifina para utilizagdo como
antidepressivo. Em estudos relacionados ao tratandencancer, segundo o mesmo autor, N-
lauril carboximetil quitosana tem sido utilizadaaéiberacdo de taxol em diversos tipos de
células cancerosas [30]. Em estudo semelhanterasst#e quitosana reticuladas com
glutaraldeido ou epicloridrina foram utilizadas gdiberacdo de diclofenaco de sodio, um
conhecido antiinflamatério utilizado em diversadicagdes. Esse estudo demonstrou que a
liberacdo de farmacos a partir de matrizes de spit@ € afetada por alteracdes de pH [30].

Laranjeira et.al. (2009) também observaram por meilevantamento bibliografico que
a quitosana pode ser utilizada na forma de miceoasf lipossomas, géis e sais (lactato,
aspartato, glutamato e cloridrato) e ainda bio&dsspara liberagdo controlada do farmaco
cloridrato de vincomicina. Sua propriedade bioadesiambém foi explorada para o
tratamento de cancer de coélodiabetes mellitupara liberacéo sustentada de 5-flourouracil e

insulina respectivamente [30].

As diversas propriedades aliadas a n&o toxicidadgudosana tem proporcionado a sua
utilizacdo junto com farmacos de diversas espéd#ies para aplicacdes biomédicas em
inimeras patologias, 0 que tem despertado um cresdeteresse académico sobre esse

biopolimero
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3.4 Utilizacao de Lactato de Quitosana na Fabricagade

Microesferas

De modo geral, a literatura considera o biopolimgudosana como biocompativel,
sendo essa propriedade dependente da massa molgcalade desacetilacdo e também do
método de preparacéo [31-33] Entretanto, estudmntes demonstram que, similarmente a
outros polimeros catibnicos, a quitosana apressgtaficativa citotoxicidade dependente da
concentracdo do biopolimero [34-35].

Por esse motivo, varios derivados de quitosana diélm pesquisados quanto a sua
citotoxicidade, observando-se que o lactato deosgaita apresenta propriedades nao
citotéxicas bem superiores a seus derivados [36ks8l caso, a reducdo na citotoxicidade
parece ser devido a uma reducdo da interacdo dgascpositivas do biopolimero com as
membranas celulares carregadas negativamentegvm@d vazamento de proteinas e outros
constituintes celulares [37].

Como j& foi dito, a quitosana é um polimero inseliem solugdo aquosa com pHs
proximos ou superiores a sete, porém em solucdgasa®s grupamentos amina livres estédo
protonados, o que Ihes confere solubilidade enmviakes de pHs inferiores a 4,5 - 5,0 [30]. O
lactato de quitosana (Figura 3) por sua vez, aptas®lubilidade proxima ao pH fisiologico
(pH=7,0) o que melhora significativamente as suslcades em sistemas de liberacdo
controlada de farmacos. O lactato de quitosana dielm utilizado em varias aplicacdes
biomédicas, destacando-se os curativos para fezidemmbranas para a odontologia [30-38].

HO

HO

FIGURA 3: Representacdo da molécula de lactataudesana.
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CAPITULO 4: Técnicas de Fabricacéo e

Caracterizacao de microparticulas de Quitosana

4.1 Técnicas Tradicionais

Microparticula € o termo utilizado para se refasdmparticulas sélidas com dimensdes da
ordem de 1 a 500 um. Podem ser constituidas porizemtpoliméricas de materiais
biodegradaveis e biocompativeis e podem ser wtdiz@m diversas aplicacdes de engenharia,
dentre elas, em sistemas de liberacdo controlafi&rm@cos para aplicacdes biomédicas [39-
40].

Em geral, s&o divididas em dois tipos de estruttaagnicroesferas que sao matrizes
poliméricas onde o farmaco pode ser absorvido,rparado ou ligado covalentemente a
estrutura tridimensional formada pelo polimero. @ode ser sintetizado como uma
microcapsula onde o farmaco pode estar na forméasdiquida ou gasosa, encapsulado por
um filme polimérico, constituindo uma estrutura stante a um reservatorio [39-40].

Diversos métodos sdo descritos na literatura phtangdo das microparticulas e a
escolha do método deve ser com base nas propreedadbidrofilia-lipofilia do composto
quimico em questdo. Deve-se também colocar emapeatacteristicas como simplicidade,
rapidez, reprodutibilidade, baixo custo, facilidaa transpor para escala industrial e baixa
dependéncia da solubilidade do farmaco na escaolmaétiodo que sera empregado [39].

Dentre as técnicas usualmente utilizadas, a nadgcional € o método de secagem por
atomizacaogpray drying) devido principalmente a sua eficiéncia. E amplamaetilizado na
industria alimenticia, farmacéutica e quimica emalgd0].

A técnica consiste basicamente em dissolver ou @omar um polimero juntamente
com um determinado farmaco, ocorrendo um processatomizacdo, e em seguida sdo
geradas goticulas que sdo rapidamente secas attav&sa passagem por uma camara de
secagem, a uma temperatura superior ao ponto tiedbdo solvente utilizado, promovendo
a sua rapida evaporagdo e consequente formacaonidegparticulas. Esse processo de
atomizacdo seguido de secagem rapida promove aa¢éonde particulas esféricas de
tamanhos uniformes, que séo caracteristicas apegxidm sistemas de liberacdo de farmacos
[39-40].
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4.2 Controle da distribuicdo de tamanhos de partidas

O controle da distribuicdo de tamanhos das mictmp#das € uma importante
ferramenta que permite aumentar a eficiéncia detersas de liberagcdo de farmacos, pois
interfere na sua velocidade de liberacdo. Existeralmente diversos métodos para controle
do tamanho, sendo que a escolha do método devfeitsecom base nas propriedades das
particulas e no tipo de informagdo que se procoibeesa sua distribuicdo [41]. A difracdo a
laser € a técnica mais utilizada atualmente pa@ @sntrole, e as principais vantagens dessa
técnica séo [42]:

« Compreende uma ampla faixa de tamanhos desde mmicaté
milimetros;

« Medicoes rapidas;

« Reprodutividade e repetibilidade dos resultados;

 Possibilidade de realizar varias medi¢cdes ao meesmpo e

 Calibracao desnecessaria.

A estimativa da distribuicdo dos tamanhos de pdet$cé feita com base na medida da
variacdo angular da intensidade da luz difundidavéas da amostra, proveniente de um feixe
de laser. Particulas pequenas dispersam o feixeaf@o um angulo maior e particulas
grandes dispersam o feixe formando um angulo peq{#2]. Os dados da intensidade de
espalhamento angular sao utilizados para calcutamanho das particulas responsaveis por

criar o padrao de dispersao atraves da Teoriafdsédi da luz de Mie [42].

4.3 Teécnicas Fisico-Quimicas de Caracterizacdo de

Microparticulas

Apés a obtencdo das microparticulas, € iniciado puotesso de caracterizagcdo do
material obtido. As técnicas de caracterizacao igielein em caracterizacdo bioquimica e
caracterizacao fisico-quimica. Levando em cons@derao escopo desse trabalho, serdo
abordados apenas os fundamentos das técnicasaddasizem nossos laboratérios para a
caracterizagdo do material aqui obtido. Quantoracterizagéo fisico-quimica, foi realizada
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nesse trabalho a caracterizacdo das microesferdactdd¢o de quitosana por microscopia
eletronica de varredura (MEV), Espectroscopia nfsalermelho por transformadas de
Fourier (FTIR), Analise Termogravimétrica (TG), @ifometria de raios X (DRX) e potencial
zeta (PZ). As técnicas bioquimicas utilizadas nesabalho foram a citotoxicidade e

hemocompatibilidade.

4.3.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transforradas de Fourier
(FTIR)

As técnicas de analise que utilizam a interacace emtradiacdo eletromagnética e a
matéria para se obter caracteristicas fisicas migags do material a ser analisado, séo
chamadas de espectroscopicas e podem ser divididasspectroscopia de emissdo e de
absorcdo. Na espectroscopia de emissado, os atammusatdrial estudado sdo energizados por
uma fonte térmica ou eletrbnica e seus elétrortarsabara um nivel energético superior,
quando a fonte de energia é cessada os atomosvattsseu estado fundamental e durante
esse processo emitem, na forma de ondas eletrotiag@ energia que haviam absorvido.
Essa energia emitida € quantificada e utilizada panalise do material.

Na espectroscopia de absorcdo, a amostra é pagicia@ntre o detector e uma fonte
que emite a radiacao eletromagnética com o comptorse onda desejado. A analise é feita
comparando-se a radiacao transmitida ou refletdia gmostra com a radiacao da fonte.

A escolha da técnica espectroscopica depende digeadé alguns parametros como
exatiddo necessaéria, quantidade de amostra disgdoféixa de concentracdo da amostra,
componentes da amostra que podem causar interr@nopriedades fisicas e quimicas da
matriz da amostra e da resposta que se pretenée. &bnh se tratando de compostos
organicos, a espectroscopia de absorcéo da radiaci@édravermelho € a mais indicada, pois
existe uma vasta gama de compostos que j& apresents bandas de absorcdo catalogadas
em diversas literaturas.

A espectroscopia de absor¢céo no infravermelho &asenos efeitos que a absorcao da
radiacdo infravermelha provoca no aumento das &mdpk das vibracdes entre as ligacdes
guimicas, que correspondem a niveis de energia ndalgculas. Portanto, pode ser
racionalizado que os espectros de absorc¢éo, emesstexao no infravermelho se originam
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de numerosas variagfes de energia produzidas pglagéo das moléculas de um estado de
energia vibracional ou rotacional para outro e esgmacao ocorre devido ao aumento das
vibracbes moleculares. As vibracées molecularegmodcorrer nas formas de estiramento,
variacdo da distancia interatbmica ao longo do dextigacao entre os atomos, e deformacéo,
que séo caracterizadas por uma variacdo no angtre @uas ligacdes que podem ainda ser
classificadas em quatro tipos: deformacgdo simétrioaplano (scissoring), deformacao
assimétrica no plano (rocking), deformacéo simeétfiza do plano (wagging) e deformacéo
assimétrica fora do plano (twisting) [43]. A Figutalustra esses tipos de vibracdes, que séo
possiveis em qualguer molécula contendo mais de&omos.

A intensidade dessas vibragdes em frequénciasedttes produz o espectro de absorgéao
que representa as diferentes bandas caracterigiicagrupos funcionais que compdem a
molécula, tornando possivel assim a sua identdicapor comparacdo com padrdes
repetitivos. A frequéncia ou comprimento de ondalsor¢cao depende das massas relativas
dos atomos, das constantes das forcas entre eS8dgya da geometria dos atomos [44]

Trés tipos de instrumentos para medidas de absargamfravermelho (IR) estédo
frequentemente disponiveis: (1) espectrofotdmetros dispersivos, e qempregam
monocromador baseado em redes de difracdo, (2¢tesioéOmetros com Transformada de
Fourier (FTIR) que empregam um interferdbmetro ed§)ectrofotbmetros néo dispersivos,
que empregam um filtro ou um gas absorvente, qoeutfizados para analises de gases

atmosféricos em comprimentos de ondas especi#i&s [
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FIGURA 4: Tipos de vibracdo molecular. Adaptadd46]
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A espectroscopia com transformada de Fourier fatiaimente desenvolvida por
astrbnomos, no inicio dos anos 1950, para estudespectro infravermelho de estrelas
distantes, somente por meio da técnica de Fousesimais muito pouco intensos dessas
fontes poderiam ser isolados do ruido ambientdl [43

Atualmente, a identificacdo dos componentes dematéria por este processo tem sido
uma das técnicas mais utilizadas por ser um proedd rapido e com alto indice de
eficacia. Nessa analise, uma radiacao infravermadha todos os comprimentos de onda da
faixa utilizada é passada pela amostra apds sedaupor um interferometro do tipo
Michelson O sinal produzido gera um interferograma no @uablicada a transformada de
Fourier, resultando assim em um espectro idénticopeoduzido pela espectroscopia
dispersiva convencional, sendo importante ressaitaressa técnica difere da espectroscopia
convencional pelo fato de que todos os elementosstducdo para um espectro sdo medidos
simultaneamente, reduzindo assim, enormemente @otemecessario para se obter um
espectro caracteristico da amostra [45].

Como as demais técnicas de caracterizacdo, a FInMRém apresenta vantagens e
desvantagens que devem ser analisadas previangagendo Holler, dentre as principais
vantagens podemos destacar primeiramente o amoweito da energia radiante, ou
Vantagem de Jaquinad, qual € obtida porque os instrumentos com tramsfda de Fourier
possuem poucos elementos Opticos e ndo possuerasfep@ atenuem a radiagdo. Outra
importante vantagem desse método é o seu alto mEdeesolucdo e reprodutividade do
comprimento de onda, permitindo analise de espectimplexos, e ainda podemos destacar
a vantagem de que todos os elementos da fonteeatiny detector simultaneamente
possibilitando a obtencdo de dados do espectro sgundo ou menos.

Neste tipo de instrumento, os requisitos para géiemle interferogramas satisfatorios
e, portanto, espectros satisfatorios sdo a veldeideonstante do espelho movel e o
conhecimento exato de sua posicdo em qualquentastd planaridade do espelho também
tem que permanecer constante durante todo o seurgerde 10 cm ou mais [43]. Essa
técnica também € conhecida como espectroscopiacidimal, pois se baseia no conceito de
que todas as moléculas apresentam certa vibragdsao exatamente estaticas.

A frequéncia das vibrac¢des pode ser calculadaae@acom a Equacao 1 [46]:

VR — |— (1)
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Sendo:v = freqUéncia vibracional, k € uma constante caretica de cada ligacéo

quimica e p € a massa ponderada, que pode seladal@airavés da Equacao 2.

mlsm2*..mn

p= @

ml+m2+---mn

Sendo que m1, m2, mn sdo as massas dos n atomosmpéem a molécula [46].

E importante observar que a frequéncia de vibram@menta com o aumento da
constante k (relacionada a forca de ligacdo quinecaom a diminuicdo das massas dos

atomos que compde o sistema.

A espectroscopia FTIR é uma técnica ndo destrutjue permite a analise
microestrutural de polimeros e apresenta a vadsaté necessaria para ser adequada a uma
rotina padronizada em uma linha de producao indlispermitindo assim o controle de
gualidade e monitoramento dos processos industridisalmente com o0s modernos
espectrometros de reflectancia total atenuada (AdRpétodo de andlise de polimeros
organicos por FTIR é adequado para uso em linharaducdo uma vez que exige preparo
minimo da amostra, € rapido (menos de um minuteittaa por amostra) e pode ser aplicado

para caracterizar qualquer polimero organico.

4.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é unégnica de caracterizacéo
microestrutural de materiais organicos ou inorgasiicujo principio de funcionamento se
concentra na interagdo de um feixe de elétronsasuperficie de um material. A interagao
gera uma seérie de sinais que podem ser utilizadas @ caracterizacdo das propriedades da
amostra tais como composicao, superficie topogradigstalografia, entre outras [47].

De modo geral, o MEV é composto por uma colunaltdevacuo, onde os elétrons sdo
gerados por efeito termibnico através de uma |lamphal tungsténio. Esses elétrons sao
acelerados por uma diferenca de potencial de 0,8 BU kV que é gerada ente o catodo e o

anodo. A Figura 5 ilustra o esquema basico de uw ME
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Fonte de elétrons
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FIGURA 5: Esquema geral do MEV
Fonte: Adaptado dettp://cmrf.research.uiowa.edu/scanning-electroorasicopy Acessado em

06/09/2013

Um material torna-se visivel ao microscopio 6pttomo um resultado de sua interacao
com a radiacao eletromagnética na regidao do vigdd£)-700 nm) utilizada para ilumina-lo.
Dessa forma, a imagem surge como resultado dosodefas ondas eletromagnéticas quando
estas passam pelo objeto. Assim, quanto menor pramento de onda da luz, melhor sera o
poder de resolugédo do microscopio.

O intervalo de comprimentos de onda da luz vidinmgta a quantidade de detalhes que

pode ser resolvida por um microscopio optico, conégpode ser observado na Figura 6.



e

JEDL SEl 150V HS0.000 1'.‘II'_I|E WD 9mm

Micrografia Otica | Micrografia Eletronica

FIGURA 6: Poder de resolugéo do microscopio elétdde varredura (MEV) (Direita)
comparativamente ao microscopio 6ptico (Esqueiapmostras correspondem a caracterizacéo de koela
perlita do ago carbono. Fonte: Adaptaddttp://www.materiais.ufsc.br/lcm/web-
PGMat/MEV_Apresentacao.pdicessado em 06/09/2013

A andlise de materiais em um microscépio eletrodiewvarredura exige que a amostra
apresente algumas caracteristicas que possibiitebservacao da estrutura desejada. Nesse
caso, se a amostra ndo for eletricamente condot@alimulo de cargas elétricas em sua
superficie dificulta ou mesmo impossibilita a olgiam de imagens de elétrons secundarios.
Para contornar este efeito, existe a possibilidddefazer um recobrimento metélico
(geralmente ouro) ou de carbono para tornar a Sagecondutora. Também é possivel
trabalhar em modo baixo vacuo, de maneira que mialgécle 4gua ionizadas possam anular a
carga sobre a superficie da amostra. Caso a amesteda recobrimento condutor é
necessario que sua superficie seja conectada &egmostra com fitas de carbono, cobre ou
cola de prata.

Amostras em forma de p6 ou microesferas podendeggrsitadas sobre o suporte do
MEV através de solucdo e posteriormente deve-s@-dieisecar completamente antes de
colocar no microscopio. Alternativamente tambénmosgsprel depositar pequena quantidade
do p6 ou microesfera sobre uma fita de carbonoatolo-se o cuidado de remover todo o
excesso (com ar comprimido) antes de coloca-lo norostopio. Nesse trabalho, as
microesferas de lactato de quitosana foram deplasitaobre uma fita de carbono seguida da

deposicao de ouro.
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4.3.3Analise Térmica

A confederacgéao internacional de analise térmical@imetria (ICTAC) define a anélise
térmica como um conjunto de técnicas analiticasguass uma propriedade da amostra €
monitorada em funcéo da temperatura ou do temppago a amostra € submetida a uma
variacdo programada de temperatura em uma atmaesdpexifica (inerte ou reativa) [48]. A
Figura 7 resume as varias técnicas da analisedgmmiiizada na caracterizacdo de materiais,

poliméricos, ceramicas, metais e compagsitos.

Fuséao, Entalpia

Propriedades Oticas _ , Emissao de Luz

Propriedades Mecanicas - Propriedades Elotricas

ANALISE TERMICA

Variagao de Massa ~ _ ' : " Propriedades Volumétricas

Propriedades Magnéticas Propriedades Aculsticas

L]

Variagao de Temperatura

FIGURA 7: Técnicas de analise térmica dos materdgdaptado de
http://chasqueweb.ufrgs.br/~ruth.santana/analisgrumental/aula2a.htmihcessado em 06/09/2013.

Nesse trabalho, é de particular interesse o estlaloestabilidade térmica das
microesferas de lactato de quitosana sintetizadaa guimioembolizacdo de tumores. A
estabilidade térmica pode ser estudada com o augdi termogravimetria ou analise
termogravimétrica (TG). A TG é uma técnica de aeatérmica, destrutiva empregada para
monitorar a variagdo de massa de uma amostra egadduha temperatura ou do tempo em
condicOes controladas de atmosfera e temperatura.

As variacdes de massa de uma amostra podem segrétéelas como resultantes de
diversos fendbmenos como a desidratacao, sublimdegomposicéo, entre outras que podem
ser utilizadas para diferentes aplicagbes comadesiia decomposicao térmica de minerais,

minérios, carvao, petroleo, madeira, polimerosatitos, materiais explosivos, estudos sobre
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a corrosédo de metais em atmosferas controladasiosssobre a velocidade de evaporacédo de
liquidos, dentre outras [49].

A anélise termogravimétrica pode ser empregada&srdiferentes modos [48]:

» Termogravimetria isotérmica, que consiste em tegi|a variacdo de

massa da amostra em temperatura constante;

» Termogravimetria quase-isotérmica, que compreeratgiecimento da

amostra em patamares de temperatura até um lionistante;

» Termogravimetria dinamica, que obedece a um pnograde
temperatura previamente definido para 0 aquecimeds amostra,

preferencialmente linear.

Apesar da extensa aplicabilidade da TG devida ipahbente ao seu baixo custo,
devem ser observados também os fatores que poderfeiin em uma analise quantitativa
tais como a quantidade de amostra utilizada, tamamlas particulas, contato
amostra/atmosfera, natureza da amostra, condulitkrmica e ainda fatores relacionados
com o instrumento como taxa de aguecimento, atmasjeometria do forno e porta amostra,

dentre outros [48].

4 .3.4 Difratometria de raios X

A difratometria de raios X (DRX), € uma das prira#ptécnicas de caracterizacdo
microestrutural de materiais poliméricos, ceramicasetalicos e seus compositos,
encontrando aplicacbes em variadas areas do comd@oi, destacando-se principalmente a
Engenharia e Ciéncia dos Materiais e Metalurgimalé@ Quimica e Fisica do Estado Sdlido,
Biofisica de Proteinas, entre outras [50].

A técnica DRX fundamenta-se no fato de que aoagiecom uma estrutura cristalina,
os raios X podem ser difratados. A difracdo podirétamente mostrar detalhes de estrutura
interna dos materiais a exemplo da distancia ileegp em cristais verdadeiros ou a presenca
de cristalitos nos polimeros organicos. A difrag&oraios X ir4 depender da diferenca de
caminho percorrida pelos raios X e o comprimentoodda da radiacdo incidente. Essa

condicdo, expressa pela Lei de Bragg (Equacaada)lestrada na Figura 8 [50].
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FIGURA 8: llustracdo do fendmeno de difracdo dega.
Fonte: [50]

Quando o objetivo do estudo sdo as estruturasalomess, a técnica DRX mede
diretamente a distancia entre planos paralelo®d®g do reticulo cristalino de acordo com a
lei de Bragg [50]:

nd = 2dsenf (3)

Sendo qué. corresponde ao comprimento de onda da radiac&teirte,n € a ordem de
difragdo,d é a distancia interplanar entre os planos seladmhda estrutura cristalin® e o

angulo de incidéncia dos raios X, medido entrexefacidente e os planos cristalinos.

A intensidade de raios X que sofrem difracdo étalinente dependente do nimero de
elétrons que o &tomo possui. Considera-se aindagj@omos sejam distribuidos no espaco
de tal forma que os varios planos de sua estratigtalina possuem diferentes densidades de
atomos ou elétrons, fazendo com que a intensidadelifdacdo seja por consequéncia

diferente para os diversos planos cristalinos [50].

Os planos de difracdo e suas respectivas distanmciagplanares, bem como as
densidades de atomos ao longo de cada plano siaierésticas especificas e Unicas de cada
substéancia cristalina e por esse motivo corresporaleim padréo difratométrico especifico
de cada substancia, sendo comparado a uma imprigg#b de cada substancia. Devido a
essa caracteristica, essa técnica € amplamenizadgil para identificacdo de compostos

cristalinos.
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4.3.5. Potencial Zeta

O Potencial zeta é mais uma ferramenta amplameéititeadia para caracterizacdo de
diversos tipos de materiais tanto para aplicagéesttha, quanto para medidas de controle de
qualidade e ainda em materiais utilizados em peaguiE indicada para a otimizagéo de
formulacbes de suspensfes ou emulsbes e tambémpparsdo da estabilidade de
determinadas formulacgdes.

Em linhas gerais, o potencial zeta € definido caerdo o potencial elétrico no plano
de cisalhamento quando uma particula estd em maoténpela acdo de um campo elétrico.
[51].

E uma grandeza dificil de ser medida, pois é nédesstilizar técnicas de eletroforese.
Mas pode ser estimada através do rastreamento dimertio de particulas carregadas em um
campo de tensdo. A esse fenbmeno, da-se o nomeldkdade eletroforética (quao rapido
uma particula se move em um campo elétrico). Sleulo feito através do modelo proposto
por O'Bryen, que leva em consideracdo as propresiath solvente que tem dependéncia
com a temperatura, tais como: densidade, viscosjgetmissividade dielétrica e velocidade
de propagacgéo do som. [51].

O valor numérico do potencial zeta medido eletramiente ou calculado pelo modelo
de O’'Bryen nos permite tirar conclusbes a respdée propriedades fisico quimicas do
material em solugdo. Um valor de potencial zetatikglmente alto traduz uma boa
estabilidade fisico-quimica da suspensédo colojaik representa que as forgas repulsivas
estdo em evidéncia, evitando a agregacdo das rartimgas em funcdo das colisbes

ocasionas entre particulas adjacentes [52].
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4.4. Caracterizacao Biologica das Microesferas

4.4.1. Citotoxicidadein-vitro

Para que um material sintético possa ser utilizz@oo um sistema implantavel no
organismo humano, duas propriedades biolégicas nieser inicialmente avaliadas em
condicBesn-vitro antes da experimentacao animal, a citotoxicidaal@emocompatiblidade.

Alguns métodos de andlise do comportamento de uteri@asintético quanto a sua
citotoxicidade foram padronizados utilizando-setwals celulares em condigdées vitro,
minimizando e racionalizando a experimentacdo dnir@s ensaios de citotoxicidade
consistem em submeter o material direta ou indiretde ao contato com uma cultura de
células de mamiferos, verificando-se as alteracékgares como a lise das células (morte
celular), inibicdo de crescimento celular e outtsitos ocasionados pelo material sintético
candidato a implantacdo no organismo biologico 38B- O material comprovadamente
citotoxico € representado por aquele que libera elemento ou composto toxico em
guantidade suficiente para causar a morte celNksse caso, o conceito de dose liberada do
composto téxico é considerado equivalente a dosenalda pelas células.

Nesse trabalho, as microesferas de lactato desgmiéoforam estudadas quanto a sua
citotoxicidade apdés incubacdo do meio de culturaales extratos com as linhagens celulares
de células de ovario de Hamster Chinés (CHO) segumchorma ISO 10.993-5 [55]
utilizando-se controle negativo e positivo. A nor&D 10.993-5 foi desenvolvida pela
Organizacao Internacional para a Padronizacaotipulkes procedimentos para a avaliacao
biologica de dispositivos médicos. Essa norma &aga a dispositivos que estejam em
contato direto ou indireto com o organismo biolégozi com fluidos corpéreos. O controle
negativo deve ser um material que ndo produz respootoxica, sendo utilizado nesse
trabalho o proprio meio de cultura celular. Comatome positivo utilizou-se o fenol, um
material que ocasiona resposta citotoxica reproeluti

O parametro mais utilizado para avaliagao da tdame segundo a norma ISO 10.993-5
€ a viabilidade celular, que pode ser evidenciasha auxilio de corantes vitais. No presente
trabalho a viabilidade celular, apds a exposi¢ca@olidhagens celulares descritas aos extratos

das microesferas de lactato de quitosana, foi maedmbs a incubacdo com o corante vital
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MTS [(3-(4,5-dimetiltiazol-2-1)5-(3-carboximetoxii@)-2-(4-sulfofenil-2H-tetrazolio)] e
reagente acoplador de elétrons, PMS (metassuliaferthzina) na razdo 2:1. A indugcédo da
toxicidade pela amostra avaliada é medida em umxa fée concentracdes especifica do
candidato a biomaterial e a concentracdo que pracw reducdo em 50% da absorcéo de
MTS foi considerada como o parametro de toxicidade.
A citotoxicidade IC50%, ou concentracdo de extrpte inibe a formacéo de 50% das

colénias em relacdo ao controle foi estimada apdstamodelos matematicos as curvas
construidas a partir da porcentagem de coloniasafdas em relacdo ao controle, versus a

concentracdo do extrato expressa em porcentaggm [54

4.4.2. Hemocompatibilidade

A hemocompatibilidade pode ser definida como alit@uie que um material sintético
apresenta ao promover uma resposta biolégica apdapguando entra em contato com o
tecido biolégico [56-57]. Esta propriedade das oesferas produzidas nesse trabalho é
imprescindivel, uma vez que estes devem estar antente em contato com os fluidos
bioldgico, nesse caso, o sangue. Infelizmente, uranmaterial sintético, modificado ou néo,
€ 100% compativel biologicamente.

Dentre os varios critérios necessarios para aifitagsio de um material sintético como
biocompativel, a compatibilidade com o sangue telm & grande limitagdo para a aplicacao
dos polimeros sintéticos na area cardiovascular. ube modo geral, um polimero é
considerado hemocompativel ou antitrombogénico & houver ativacdo da cascata de
coagulacdo intrinseca do sangue bem como auséacp@aduetas e leucdcitos ativados
aderidos em sua superficie [58]. Apesar da vatgealura existente acerca da sintese de
polimeros compativeis com o sangue, do ponto da w®rico, o conhecimento acerca do
mecanismo pelo qual uma superficie sintética igeeraom o0 sangue e seus elementos
continua sendo apenas qualitativo.

Neste trabalho, utilizando as rotinas do laboratéde andlises clinicas, a
hemocompatibilidade das microesferas de lactatoguieosana foi avaliada através da
determinacao do tempo de protrombina (TP), trondstipla parcial ativada (APTT) e tempo

de coagulagéo (TC). Tais técnicas encontram-seitéssno Capitulo 5, adiante.
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CAPITULO 5: Procedimento Experimental

5.1 Caracteristicas Fisico-Quimicas da Quitosanatilizada

nesse trabalho

A cadeia polimérica da quitosana é formada predamté@mente por unidades fle
(1—4)-2-amino-deoxi-D-glucopiranose, sendo obtida amntjdades viaveis do ponto de
vista industrial a partir da desacetilagdo alcatinaquitina [59]. A quitina e a quitosana s&o
considerados biopolimeros distintos, sendo a fadmaiopolimero predominante definida
pelo grau de desacetilagdo, ou seja, a quantidaden@h6meros desacetilados em suas
cadeias. Nesse caso, 0 biopolimero é consideratizsgna quando o grau de desacetilacdo
for superior a 50% [60].

A quitosana utilizada foi de procedéncia da Signhdriéh (Cas number 9012-76-4). O
grau de desacetilacdo do biopolimero foi confirmaatoavés da espectroscopia no
infravermelho por transformadas de Fourier (FTIRY. amostras foram analisadas em um
equipamento FTIR da marca Perkin Elmer, modelo tBpmc100 Series, acoplado a um
acessorio de reflexdo total atenuada ATR. As am®$toram analisadas na forma solida de
origem, sem nenhum tratamento especial, no inenal400-4000 cth com resolucéo de 2
cm?, utilizando 16 varreduras por amostra. O grauedmcetilacéo da quitosana foi calculado
de acordo com a Equacéao 4 [60]:

GD = [100 - %] x100 (4)

Sendo GD o grau de desacetilacag,érepresenta a banda de absorcdo correspondente
a deformacdo axial de C=0 de amida a 1620 crssse representa a banda de absorcéo
correspondente ao estiramento axial de -OH, sobte@obanda de estiramento N-H a 3359
cm® e 1,33 é a constante que representa a razdg AAssse para amostras de quitina

completamente N-acetiladas.
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A massa molar média das cadeias poliméricas desama foi obtida através de
medidas viscosimétricas, utilizando um viscosimekeoOstwald modelo 520-10 da marca
Schott.

5.2 Sintese e caracterizacdo do Lactato de Quitosan

Nesse trabalho, o lactato de quitosana foi sirsétizde acordo com nossos trabalhos
anteriores [61]. Nesse caso, 10g de quitosana diomado inicialmente em &acido
metanossulfénico (100 mL) e a mistura foi mantida agitagdo magnética por 4 horas a
temperatura ambiente (25 °C). Adicionou-se a soludg quitosana cloreto de lactoila (4
equivalentes/unidade mérica de Ch) seguido da adigitrietilamina (TEA). O sistema
reacional foi mantido sob agitacdo magnética pondés a temperatura ambiente (25 °C). A
reacdo foi interrompida pela refrigeracdo do sisteam gelo seco. ApGs neutralizacdo do
meio com bicarbonato de sodio (NaH§Q polimero obtido foi dialisado utilizando
membrana de acetato de celulose e agua destilatlaf{ de 14 kDa e tamanho de poro de 50
A) por 7 dias para remocdo do excesso de &acidmw|ateguido de liofilizacdo. Um liquido
viscoso de cor amarelada foi obtido com rendimelet®2%. O lactato de quitosana obtido
foi caracterizado por espectroscopia no infravenmealessonancia magnética nuclear (Bruker
DRX 500) e andlise termogravimétrica. A Figuragstta o mecanismo de esterificagdo do

acido latico com o biopolimero quitosana para atfierdo lactato de quitosana.

(A)

FIGURA 9: Mecanismo de esterificacdo do biopolimgudosana (A) com cloreto de lactoila para a atiten
de lactato de quitosana (B).
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5.3 Preparo das microesferas de lactato de quitosan

As microesferas de lactato de quitosana contenddudrouracil (5-FU) foram
preparadas utilizando a técnispray-drying Ambos, 5-FU e lactato de quitosana foram
dissolvidos em solucédo aquosa de poli (alcool iemjl(PVA) a 1% como coloide protetor a
temperatura ambiente (25 °C). A mistura quitosaR&J5foi sonicada por 2 minutos
utilizando um sonicador de 250 W. Microesferasai¢ato de quitosana carregadas com 5-FU
foram preparadas em uspray-dryerutilizando-se um bico injetor com diametro intede1
mm. A Figura 10 ilustra o principio de funcionantede um equipamento de secagem por
spray épray-dryej. Os parametros de processo foram ajustados pagegaintes condic¢des:
temperatura de entrada 60°C, temperatura said®3&;3elocidade de fluxo de 15 mL/min.
As microesferas obtidas foram lavadas trés vezes t00 mL de agua destilada para
remocado do 5-FU ndo ligado e PVA. Em seguida, asomsferas foram coletadas por
filtracdo e secas a 37 °C por 24 horas. Em segagmicroesferas obtidas foram reticuladas
por exposi¢cdo ao vapor de glutaraldeido 25% w/gn@rAldrich) a temperatura ambiente
(25 °C) por 24 horas. Novamente as microesferasifdavadas trés vezes com 100 mL de
agua destilada para remocao do glutaraldeido eress@ce, em seguida, as microesferas

foram coletadas por filtracdo e secas a 37 °C ¢dio2as.

1= Entrada de ar, 2= Zona de aquecimento, 3 = bico injetor
4 = Fluxo de ar na camara de secagem, 5= Sensor de
temperatura, 6 = Ciclone, 7 = Recipiente de coleta das
microesferas, 8 = aspirador

FIGURA 10: Fluxograma ilustrando o principio dedionamento do equipamento sigray-dryerda

Buchi e bico injetor. Adaptado de http://www.mybucbm/Process.1950.0.htral

http://www.directindustry.com/prod/spraying-systéspsay-drying-nozzles-5300-496825.html
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5.3.1 Funcionalizacdo das microesferas de lactate djuitosana com

Estreptoquinase

O figado desempenha um importante papel no mecardanmemostase produzindo os
fatores de coagulacdo sanguinea, proteinas fiitcasd e seus respectivos inibidores.
Algumas das proteinas sintetizadas no figado sg@oo@ombina, fibrinogénio, fatores de
coagulacéo (V, VI, IX, X, XI, Xl e XIll), o plasimogénio, entre outras. Por sua vez, &
também no figado que séo eliminados todos os fatteecoagulacdo ativados, bem como as
enzimas fibrinoliticas [62]. Portanto, € de se empgue pacientes com doencas hepaticas

possam desenvolver diferentes formas de coagudojs].

A fim de se inibir uma possivel formacao de coaguwo sangue nas microesferas de
lactato de quitosana sintetizadas, a enzima esteipiase foi imobilizada na superficie das
microesferas de acordo com metodologia desenvoéndaossos laboratorios [64]. A enzima
Sk foi imobilizada covalentemente na superficie dagroesferas através de ataque
nucleofilico dos grupos amina da quitosana aosagrugarbonilas do glutaraldeido. Nesse
caso, apos exposicado das microesferas ao vapdutdeatfeido a temperatura ambiente (25
°C), estas foram colocadas em contato com uma&wolde estreptoquinase (Sk) em tampao
PBS, pH 7,4 a uma concentracdo de 1,0 mgam °C por 8 horas. O acoplamento da
estreptoquinase nas microesferas de lactato desqua contendo 5-FU ocorre devido a
formacdo de uma base de Schiff (ligagdo amina).sApdustiva lavagem das microesferas
com solucédo tampéo PBS, pH 7,4 para remocdo danan2k ndo ligada, as microesferas
foram liofilizadas e armazenadas em geladeira (4ACQuantidade de Sk imobilizada nas

superficies das microesferas foi acompanhada pélodn de Bradford [64].

As propriedades fisico-quimicas das microesferdaatato de quitosana obtidas foram
determinadas por microscopia eletrbnica de vareeduanalise termogravimeétrica,
difratometria de raios X (DRX) e potencial zetaeficiéncia do encapsulamento de 5-FU foi
determinada espectrofotometricamente. As proprieslabioldgicas foram determinadas
através de ensaios de citotoxicidade e hemoconiside. Tais técnicas de caracterizacao

sao descritas a sequir.
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5.4 Propriedades Fisico-Quimicas

5.4.1 Andlise da morfologia e distribuicdo do tamamo de particulas de

lactato de quitosana

A morfologia e distribuicdo do tamanho das micreess de lactato de quitosana foram
efetuadas através da microscopia eletronica deedaa (MEV). Foi utilizado um
Microscopio Eletrénico de Varredura da marca Shinadnodelo Superscan SS-550. As
microesferas foram depositadas em uma fita de narbeem seguida metalizadas com ouro
utilizando-se um evaporador (metalizador) da m&hanadzu, modelo lonCoater CC-50.
Uma imagem do porta-amostras contendo as micressperde ser observado na Figura 11. A

deposicao de ouro foi efetuada durante 5 minutos.

FIGURA 11: Amostras de microesferas de lactatoudtosana
depositadas no porta amostras para analise no MEV.
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5.4.2 Difratometria de raios X

Utilizou-se a difratometria de raios X (DRX) coniimalidade especifica de se analisar
a dispersdo do 5-FU nas microeseferas de lactatpiitiezsana. As andlises de DRX foram
realizadas utilizando um difratdmetro da marca msnmodelo DMAX 2000, operando com
radiacdo de Cu-& com uma varreduradZ/ariando de 10° a 100°.

A amostra de quitina necessitou de uma brevedgfig, pois estava na forma de lascas,
0 que acabou dificultando a analise. As amostragudtesana ndao necessitaram de nenhuma
reducdo de tamanho, pois ja se encontravam na flrageentada, e a amostra de 5-FU

também necessitou de uma breve maceracao pardigaranalidade dos resultados obtidos.

5.4.3 Espectroscopia Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

A quantidade de 5-FU nas microesferas de lactatqui®sana e sua liberacdo das
microesferas foram realizadas utilizando-se a ég@m®opia UV-Vis utilizando-se um
espectrofotdmetro Varian, modelo Cary 50. Cerca 1@e mg de microesferas foram
pulverizadas em um almofariz de agata e suspemsaflemL de HCI 0,1 M (pH = 2). A
solucgéo foi filtrada e adicionada a 25 mL de saduginpéo fosfato-salina (PBS), pH 7,4. O
contetdo de 5-FU nas microesferas foi analisado gspectroscopia UV-Vis a 265nm
utilizando um espectrofotbmetro Varian, modelo C&¥ e uma curva de calibracédo
inicialmente preparada. Foi utilizado o comprimetiéoonda proximo a 265nm, pois segundo

levantamento bibliogréfico anteriormente realizagkia é a faixa de maior absor¢éo do 5-FU.

5.4.4 Andlise Termogravimétrica

A estabilidade térmica das microesferas de lactatquitosana foi realizada utilizando-
se um analisador termogravimétrico Mettler TA 4@@@ipado com uma microbalanca M3
com capacidade maxima para 150 mg e sensibilidadgid e forno TG50 capaz de operar

até 1.000 °C, controlado por um microprocessadef TAJtilizou-se a razdo de aquecimento
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de 10°C/min, atmosfera dindmica de nitrogénio de m&/min e cadinho de-alumina. A
temperatura inicial do aquecimento foi de 25 °C temaperatura final foi de 900 °C. As

massas utilizadas no experimento situaram-se 2r@r20 mg.

5.4.5. Potencial Zeta

O potencial Zeta foi utilizado nesse trabalho pam@eterminacéo da carga superficial
das microesferas de lactato de quitosana. A tééniaa fendmeno eletrocinético resultante
do movimento de uma fase sdlida, com carga de Bciperelativamente a uma fase liquida,
contendo um eletrolito. As particulas solidas (fas®vel) carregadas movem-se através do
liguido (fase estaciondria) sob a influéncia deaampo elétrico. Nesse caso, o fenébmeno é
chamado de eletroforese e a mobilidade das mie@ssfdenomina-se mobilidade
eletroforética. O potencial zeta foi determinado greemometria laser-Doppler utilizando um
Zeta sizer Nanoseries (Malvern Instruments Unids).medidas foram realizadas a 25°C
apos diluicdo apropriada da suspensao das amestraampdo PBS, pH 7,4 a temperatura
ambiente (25 °C). Os valores de potencial zetarfaralculados a partir da média dos valores

de mobilidade eletroforética de trés medidas.

5.5 Analises Biologicas

5.5.1 Citotoxicidade

Para avaliacdo da citotoxicidade preparou-se umatextias microesferas de lactato de
quitosana em meio RPMI 1640 (Gifgp na concentracdo de 200 mg/mL, seguindo a
orientacdo normativa da 1ISO 10.993-12 [65]. O eatfai incubado por 48 h a 37 °C e em
seguida filtrado utilizando filtro de seringa corargs de 0,45 pm (Cornifiy A solucéo

resultante foi entdo submetida a diluicdo seriadaaté a concentracdo de 6,25 mg/mL.
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Aliquotas de 50 pL de cada extrato foram transésrigira uma placa de 96 pogos contendo
células da linhagem permanente de ovério de hantstees (CHO-K1), previamente
incubadas por 48 h. As placas foram incubadas p&s #2 h em estufa com 5 % de £037

°C e ao final desse periodo adicionou-se 20 plole&o 2:1 do corante supra vital MT (
(3-carboxi metoxi fenit2-(4,5-dimetil tiazoli)-3-(4-sulfofeni) tetrazélioa 0,2% do acoplador
de elétrons metassulfato de fenazida (PMS) (0,3669) Apds incubacéo por 2 horas, a placa
foi levada a uma leitora ELISA (espectrofotdmetangoplacas de 96 pocos) com filtro de 490
nm para leitura das densidades Opticas contra onctraA citotoxicidade (IC50%) foi
estimada como sendo a concentragédo de extratoipaea formacao de 50% da incorporagao
do MTS em relag&o ao controle, ajustando modeldsméicos as curvas construidas a partir
da porcentagem de col6nias formadas relativamemteoatrole, versus a concentracdo do

extrato expressa em porcentagem.

5.5.2. Hemocompatibilidade

O contato de um material sintético com o0 sanguersesieia uma série de fenbmenos
complexos que podem levar a hemolise (intravascwlaxtravascular) nos vasos sanguineos
e a formacao de trombos. Ambos os fendbmenos sadosvimdesejaveis e podem provocar
efeitos catastroficos no organismo bioldgico queeibeu o material sintético. Vale ressaltar
que a destruicdo acelerada dos eritrocitos pelermabsintético dentro dos vasos sanguineos
leva a hemoglobinemia e, uma vez que a grande iqadetde hemoglobina livre no plasma
supera a capacidade do sistema biologico de remquéae resultar na deposicdo de
hemoglobina nos tecidos, particularmente nos Esses eventos indesejaveis trazem consigo
varias consequéncias desastrosas para o organistbgido que recebeu o material sintético,
causando nefrose hemoglobinudrica, necrose hepéaticdartos focais em decorréncia da
obstrucdo de capilares de pequenos calibres ponbt® [67]. Por esse motivo, as
microesferas de lactato de quitosana foram analssgdanto aos processos de formacao de
trombos e atividade hemolitica, descritos a seguir.
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5.5.3 Ensaio de formacéo de trombos

A interacdo das microesferas de lactato de quitosam o sangue foi avaliada segundo
0 método cinético de formacao de trombos adaptadiéedatura [68]. Sangue humano (4mL)
com anticoagulante foi coletado no momento do ensai tubo siliconado contendo 1 mL de
solucdo de ACD (Citrato/Dextrose - anticoagulante gnpede a hemolise dos glébulos
vermelhos) e mantido refrigerado no decorrer daienserca de 500 mg de microesferas
foram colocadas em uma placa de Petri tampadaram&m seu interior um papel de filtro
umedecido para saturacdo da umidade relativa.t@rsasfoi mantido em estufa a 37 °C por
15 minutos. Em seguida, as microesferas foramathdas ao tubo siliconado preparado com
a solucdo de ACD e a reacdo de coagulacdo fomdacpela adicdo de 20 puL de Ca&l
3,8%. A reacado foi interrompida em diferentes waéys de tempo pela adicdo de agua
destilada (5 a 10 mL). A fixagdo dos trombos failimda por meio da imerséo das amostras
em formaldeido a 37 % durante 5 minutos para fixalgs trombos formados. Em seguida, as
microesferas foram secas sob vacuo a temperaturiemate (25 °C) até peso constante. Como
controle positivo foram utilizadas microesferasvatro e como controle negativo, silicone de
grau médico, adquiridos no comércio local. A qudade de trombos formada foi avaliada

gravimetricamente de acordo com a Equacéao 5.

Trombos(%) = % (5)
M

Sendo Wy 0 peso dos trombos formados no vidro apés 60 nen(referéncia da
coagulacéao total) e Wrepresenta o peso dos trombos formados nas nfieragsapos um

determinado tempo de exposicao.

5.5.4 Determinacéo da atividade hemolitica

Os ensaios de hemdlise determinam o grau de Iseélalas vermelhas do sangue e a

liberagcdo da hemoglobina causada pelos artefa@®riais e/ou seus extratiosvitro. E um
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importante teste de triagem da hemocompatibilidilam material sintético onde é refletida
a fragilidade da membrana do eritrécito (célulanedha) em contato com o material [69-70].

As amostras das microesferas de lactato de qudokaam testadas quanto a sua
capacidade de hemolise (destruicdo dos eritrécbos liberacdo de hemoglobina) por meio
do método de contato direto. Hemacias humanas fa@eatadas previamente ao ensaio e
diluidas em solucdo de Alsever (glicose 100 mMatatde sédio 30 mM, NaCl 70 mM, pH
6,0) na proporcao 1:3 e mantidas a 4 °C. As hemdairam lavadas trés vezes com PBS pH
7,4 para remover materiais em excesso. O numeroéehldas foi determinado de modo
indireto pela liberacdo da hemoglobina na lise goa&estilada. Apds a ultima lavagem, 100
puL do sedimento de hemacias foram adicionados qu@0fe PBS pH 7,4. Em seguida, 100
puL dessa nova suspensédo foram adicionados a 1140@ gagua destilada para rompimento
das células. As densidades oticas foram lidas an#i5450 nm e 380 nm. O célculo da
densidade 6ptica (DO) foi considerado como sendal ig (2 x 415) — (450 + 380) [71]. Uma
curva de calibracdo de densidade Optica versusotiacdo de hemoglobina foi obtida.

A atividade hemolitica das microesferas de lactltauitosana foi determinada apés
incubacdo das microesferas com solucdo tampaopHB 3,4 em tubos contendo cerca de 3 x
10° hemécias. Apds incubac&o por 30 minutos a 37 °@hms foram centrifugados por 10
minutos a 500 x para sedimentar as hemacias napidasa A hemoglobina liberada no
sobrenadante foi lida a 414 nm. Para os céalculgsod=entagem de lise, a quantidade total de
hemoglobina liberada foi obtida provocando-se e dia mesma quantidade de hemacias com
10 pL de solucdo de Triton X-100 a 0,25%. Foi zdifio um branco com tubos que
continham somente as hemacias e tampao para mleodtr lise espontanea, subtraida dos
resultados. A lise espontanea de todos os expasiesalizados se situou em torno de 4,7%.

Silicone grau médico adquirido no comércio locautilizado como comparacao.
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CAPITULO 6: Resultados e Discussao

6.1 Caracterizacao fisico-quimica das microesferage lactato

de quitosana

6.1.1Anélise por FTIR e NMR do lactato de quitosana

A Figura 12 mostra os espectros de infravermellsamaostras de quitina e quitosana
respectivamente. A quitina (Figura 12-A) apresemta forte banda de absor¢ao a 3259 cm-1,
caracteristica das frequéncias de estiramento p®g) hidroxila e Nkl Essa mesma banda
de absorcdo também aparece no espectro FTIR dzsguié, porém com deslocamento para
3359 cnt (Figura 12-B), caracteristico da presenca do giNple em maior proporcdo na
quitosana [60]. Ao mesmo tempo, destaca-se tamlzguitina uma banda de absorcdo a
1375 cn', caracteristica da deformacédo simétrica do grupedlie também esta presente na
quitosana. As bandas caracteristicas de amidaaldefbrmacdo NH da amida Il podem ser
observadas a 1620 ¢ne 1551 crit respectivamente, no espectro FTIR da quitina. No
espectro FTIR da quitosana observou-se uma dindiauggnificativa na intensidade da
banda de absorcédo a 1620 berum sensivel deslocamento na banda de absoré@d an',
caracterizando assim a desacetilagao ocorridaitingg[60].

Para o célculo do grau de desacetilacdo da anaesiaitosana foi utilizada a Equacéo
4, sendo o resultado encontrado igual a 50,3%.rfskgdados bibliogréaficos, quitosanas que
apresentam esse grau de desacetilacdo apresensamsolobilidade em agua [72], sendo

assim, o valor encontrado mostrou-se satisfatorio.
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Figura 12 - Espectro FTIR dos biopolimeros quifidpe quitosana (B), obtidaa naturaa
temperatura ambiente (25 °C).

A Figura 13 mostra o espectro FTIR do lactato déogana sintetizado neste trabalho.
O éster lactato de quitosana apresenta uma intearda de absorcdo a 1748 tm

correspondente ao modo de vibracdo de estiramentarbonilas, caracteristico de ésteres. A
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banda vibracional localizada a aproximadamente X200 é atribuida ao modo vibracional
de estiramento correspondente ao grupo —C-O deesgsteugerindo a esterificacdo das

hidroxilas da quitosana com o acido latico.

3370

Transmitancia (u.a.)

3520

1748

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Namero de Onda (cm-1)

Figura 13 - Espectro FTIR do lactato de quitosaialosin naturaa temperatura ambiente (25 °C).

A Tabela 1 resume as principais bandas de absorgdBTIR para o biopolimero

quitosana [73-74] cuja estrutura esta ilustradkigara 14.

Figura 14 - llustracdo da estrutura quimica daogaia e suas respectivas numeracdes.
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Tabela 1- Principais atribui¢des no espectro IRu#sana [75-76].

Numero de onda (crif) Atribuicéo
3450 — 3500 Indica a presenca de grupos Of0KE e
Cs-OH) e interacOes intra e intermoleculares.
3360 Absorcéo de grupos —NH.
2920 — 2880 Vibragcdes simétricas e assimétricasCie-
no anel glicosidico.
1660 Oscilagdes de C=0 dos grupos;N#sta
relacionado com a desacetilagéo da quitina.
1630 Grupos Nklprotonados.
1560 Oscilacdes dos grupos —NH em amidas.
1590 Oscilacdo de NH
1425 Oscilacéo do grupo GH
1420 - 1320 OscilagGes dos grupos —OH e CH
1380 Oscilagbes dos grupos —CH e deformacgdes

C-CHzno grupo amida.

1150 — 1040 Oscilagdes —C-O-C nas ligagOes glitzsid
do biopolimero.

850 - 840 Vibragéo caracteristica dos grupos@BH.

A Figura 15-B mostra o espectiél-NMR do lactato de quitosana obtido nesse
trabalho. Quando o biopolimero é esterificado coiddlatico, os sinais correspondentes aos
grupos hidroxilas na regido entre 45 e 6 ppm desapm, indicando a reagdo de
esterificacdo. O grau de substituicdo, calculadoadir do espectréi-RMN foi de 0,87

hidroxilas esterificadas por unidade mérica do bliopero [74].
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Figura 15- Espectro H-NMR do biopolimero quitosédipe do éster, lactato de quitosana (B). Solvente
utilizado: D,O. As medidas foram feitas a 70 °C.

6.1.2 Andlise da morfologia e distribuicdo do tamamo de particulas

das microesferas de lactato de quitosana

Como ja observado anteriormente, o biopolimeroogaita € obtido via desacetilacdo
da quitina sendo, portanto, um copolimero formagioymidades$(1—4) 2-amino-2-deoxi-
D-glicopiranose e unidades 2-acetamido-2-deoxiifbgiranose. Embora existam grupos
funcionais hidrofilicos, o biopolimero € hidrofébice insolivel em meio aquoso. A
insolubilidade da quitosana em solventes organeEameio aquoso € atribuida além da
cristalinidade, as ligacdes de hidrogénio entreaakeias do biopolimero, conforme ilustrado
pela Figura 16.
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Figura 16: As ligagdes de hidrogénio no polimeribogana séo devidas as ligagbes de hidrogénio esitre
grupos acetila, aminas e hidroxilas existentesunatades méricas do biopolimero. Adaptado de [77].

Muitas tecnologias tém sido desenvolvidas paratangfo de derivados da quitosana
com solubilidade aumentada, uma vez que as corda®@rocessamento, particularmente a
técnica de secagem pspray dryerrequer um processamento a pH neutro, principaknent
devido a protecdo ao equipamento e a aplicacaaattuop final como biomaterial [78-79].
Ao mesmo tempo deve ser observado que devido arm&sle grupos lactato, o lactato de
quitosana € mais versatil relativamente a quitgséranando solucdes com viscosidade
controlavel em fungéo do teor de lactato no biopetd, melhorando significativamente suas
propriedades formadoras de filmes, o que contripaia a formagao de microesferas [80].

A andlise através da microscopia eletrbnica deedara (MEV) das microesferas
sintetizadas de lactato de quitosana € de fundaianportancia para sua utilizacdo na
quimioembolizacdo de tumores para avaliacdo do rtama identificagdo de possiveis
heterogeneidades nas superficies poliméridastilizacdo da técnica MEV nesse trabalho
teve como objetivo a analise de sua morfologialiay&o do diametro das particulas obtidas,
distribuicdo de tamanho e avaliacdo da presenc@oule poros.

As micrografias MEV das microesferas sintetizadassa trabalho estdo representadas
na Figura 17. E possivel observar que as esferasepgam uma superficie lisa, regular e
praticamente sem poros. A0 mesmo tempo, observauge as microesferas obtidas
apresentam uma boa uniformidade na distribuicd@ameanhos, ndo se observando estados de
aglomeracdao significativos, fator importante a®@rsiderado quando se pretende utiliza-las

para a administracdo de farmacos no organismo281-8
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A micrografia MEV da Figura 18 mostra que as misfems sintetizadas possuem o
nacleo oco, podendo-se observar em seu interigmparddo de pequenas particulas de 5-FU.
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Figura 18: Micrografia MEV de uma microesfera detd#o de
quitosana com sua casca rompida. Observam-searmmia
microesfera particulas de 5-FU.

A distribuicdo média dos diametros das microesfdeakactato de quitosana, calculado
a partir de medic6es dos diametros das esferadagbtitravés das micrografias MEV é
mostrado na Figura 19. Observa-se que as esferaseapam distribuicdo de tamanho em
torno de 80um, o que parece ser adequado, uma vez que o diadee@rtéria que nutre o
CHC é da ordem de 10 a 140 um [83-84].
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Figura 19: Distribuicdo dos tamanhos das esferdaatigto de quitosana
determinado a partir das micrografias MEV.

6.1.3 Analises das microesferas de lactato de qusma por difracéo de

raios-X

A Figura 20 apresenta os difratogramas de raioPRX) das amostras de quitina,
quitosana e lactato de quitosana. O DRX da quffig 20-A) revela a estrutura polimorfica
do biopolimero acetilado correspondente as tré&sfagstalinas distintas denominadasige
B- ey apresentando boa concordancia com a literaturé8®5Por sua vez, o DRX da
quitosana (Fig. 20-B), revela significativa perda dristalinidade ap0s o processo de
desacetilacdo, com o desaparecimento dos pic6s=a@®, 25° e 40°, presentes inicialmente
na quitina. Portanto, pode-se concluir que o psiwede desacetilacdo leva a perda de
cristalinidade. O polimero quitosana utilizado eesabalho exibe um pico largo 8=20°

caracterizando o material como amorfo, em boa cdaccia com a literatura [87-88].
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Figura 20: DRX medido a temperatura ambiente (95%Xjuitina (A), quitosana (B) e lactato de quatws (C).

A difratometria de raios X do lactato de quitoséiRiggura 20-C) revela uma estrutura
amorfa, com perda significativa da cristalinidagésao processo de esterificacdo. A perda de
cristalinidade pode estar associada a efeitos geedmmento estérico e diminuicdo das
ligacdes de hidrogénio no lactato de quitosana.eAl® de cristalinidade e o controle do
processo de reticulagdo contribuem para a formaghonicroesferas com parede lisa e
distribuicdo de tamanhos com boa homogeneidadéorcoa observado em outros trabalhos
da literatura [89].
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6.1.4 Analises Termogravimétricas das amostras deiigjna, quitosana,

microesferas de lactato de quitosana e 5-Fluorourdc

A andlise térmogravimétrica € uma ferramenta acalititilizada na quimica de
polimeros objetivando o estudo da estabilidadeit&me novas formulacdes poliméricas e
sua adequacdo para aplicacdes na biomedicina. éstrda analise térmogravimétrica é
possivel se conhecer as propriedades térmicactdddale quitosana obtendo-se informacdes
sobre seu mecanismo de decomposicao e estabililadea. Alem disso, sera possivel se
observar as alteracbes na composicdo quimica stndauea molecular ocorridas durante o
processo de obtencao das microesferas de lactaatdsana.

A Figura 21 apresenta as curvas TG/DTG sobreppstasa amostra de quitina (Sigma-
Aldrich), submetida a razdo de aquecimento de I0ffCéob atmosfera de2Nonde puderam
ser observados dois eventos térmicos. A primeic@rdposicao, referente a perda de agua,
ocorreu numa temperatura aproximada de 60°C, codape massa de 10%. A segunda
decomposicao, referente a perda de material orgéinicia-se em torno de 300°C até 400°C
aproximadamente com perda de massa em torno de d@%&sponde a temperatura de
degradacdo do polimero. Nao se observa a formagamtlos componentes durante a sua
degradacédo e nota-se também que a degradacaoidmimohdo € completa para a faixa de

aguecimento estabelecida, obtendo-se um residaprdeimadamente 20%.
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Figura 21: Curvas TG/DTG do biopolimero quitina amosfera de p).

A curva TG apresentada na Figura 22 mostra a texoomaposicdo da quitosana, onde
se pode observar a perda de massa em dois est@gsneiro, no intervalo entre 45°C a
115°C, com perda de massa de aproximadamente 12%&egundo com inicio proximo a
220°C até termodegradacdo incompleta e perda deantss cerca de 60% em 600°C. A
massa de residuo obtida foi de aproximadamentea&2800 °C. A diminui¢do da estabilidade
térmica da quitosana relativamente a quitina ja esmerada uma vez que a estabilidade
térmica da quitina aumenta com o grau de acetila@@@ando a forma acetilada prevalece, o

efeito endotérmico aparece em 320 °C, enquantongurma desacetilada o efeito ocorre a
220 °C [90].
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Figura 22: Curva TG/DTG para o biopolimero quit@sam atmosfera de,fy,

A Figura 23 exibe a curva termogravimétrica e serivdda (TG/DTG) para o lactato de
quitosana. Inicialmente, existe uma perda de madssgroximadamente 15% no intervalo de
temperatura de 25°C a 100°C, correspondente a geréigua. Posteriormente, no intervalo de
temperatura de 200°C a 300°C observa-se uma perdessa de aproximadamente 30%. A
segunda etapa de degradacao térmica inicia-segim@adamente 300°C com perda de massa
de aproximadamente 50%. A massa de residuo firsgreddo foi de aproximadamente 5% a

800°C.
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Figura 23: Curva termogravimétrica das microesfdeakactato de quitosana
reticuladas com glutaraldeido.

A curva termogravimétrica do lactato de quitosgm@senta similaridades com a curva
termogravimétrica de copolimeros de enxerto, onperda de massa é caracterizada por dois
degraus onde tais perdas de massa sdo signifeal@aprimeiro degrau corresponde a
degradacdo térmica do polimero enxertado, nesse lmdato de quitosana e, o segundo
degrau corresponde a degradacdo térmica do esmuedetcopolimero, nesse caso, 0
biopolimero quitosana [91].

Com a finalidade de se observar a estabilidade leld Burante a etapa de secagem por
atomizacéo, realizou-se a analise térmica do fasmacmesmo intervalo de temperaturas da
andlise da quitosana e seu derivado, lactato desgmia. Os resultados obtidos referentes a
analise TG/DTG para o 5-FU sdo apresentados naaFgu



79

100 — 0,00
!
¥
80
0,01
i
e 4 002 @
@ L) =
7 i E
o 40 ¥ 8
= ;#ﬁ
ﬁ 0,03
20 i
L
EL\_
. E 0,04
0 200 400 600 800 1000

Temperatura (Graus Celsius)

Figura 24: Analise termogravimétrica do 5-Fluor@ilra

A andlise termogravimétrica do quimioterdpico Seftwracil apresentou resultados
bastante satisfatorios no que se refere a sua tatapede degradacdo, que ocorreu na faixa
de 280°C a 380°C, coincidindo com a faixa de teripes de degradacdo do lactato de
quitosana. Dessa forma, os resultados de TG/DT@nifmn concluir que a estrutura

molecular do quimioterapico € preservada na temyr@ralo processo de atomizagdo por
spray dryer.

6.1.5. Potencial zeta

A Figura 25 mostra o potencial zetg,das microesferas de lactato de quitosana em
funcdo do pH. Observa-se que as particulas apezaenicarga superficial negativa na faixa
de pH explorada, de 3,5 a 7,5. Os resultados pareee consistentes com o fato de que a
enxertia do acido latico no biopolimero quitosaoafere as microesferas camadas de cadeias
carregadas negativamente de acido latico. Tambéme ger observado que o potencial
aumentou a medida que o pH aumenta como resul@adisprotonacdo dos grupos aminas

do biopolimero quitosana. Um potencial zeta alitm@ortante, pois cria uma boa estabilidade
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fisico-quimica da suspensao coloidal devido asdg=mifiorcas repulsivas que tendem a evitar

a agregacao em funcgéo das colisdes de micropaiadjacentes [92].
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Figura 25: Potencid] das microesferas de lactato de quitosana em futgfd! do meio.

6.1.6. Estudo da liberacao do 5-Fluorouracil

As microesferas de lactato de quitosana obtidastpehica de atomizac&pray drying
permitiram que o farmaco 5-FU, que possui um temganeia vida de 10 a 20 minutos,
permanecesse encapsulado em seu interior, com aira incidéncia de defeitos. Dessa
maneira, a membrana de lactato de quitosana pecm@oeno uma barreira para a liberagao
do quimioterapico. Os perfis de liberacdo do 5-Fd thicroesferas de lactato de quitosana
foram estudados com as microesferas nao reticudaguladas com vapor de glutaraldeido
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e sao mostradas na Figura 26. Os perfis de liberadé&cam haver diferencas na liberagcéo do
farmaco apos a reticulacdo das microesferas, pahmente nas primeiras horas. Os perfis de
liberacdo de ambas as microesferas, reticuladao get@ulada de lactato de quitosana sao
complexos e exibem um efeitaurst inicial, caracterizado pela liberacdo de uma grande
quantidade do farmaco nas primeiras horas ou men#tpos oburst o sistema atinge um
estagio de liberacdo que se aproxima mais de un&ica de ordem zero (liberacdo mais
constante).

A liberacdo do 5-FU das microesferas de lactatoqdeosana reticuladas com
glutaraldeido apresentou uma diminuicdo de cerca08 em relacdo as microesferas néo
reticuladas na regido onde a cinética de liberatiéige a ordem zero. Na primeira hora, as
microesferas de lactato de quitosana diminuiratibeadcdo do 5-FU em cerca de 30% em
comparacdo as microesferas ndo reticuladas. Tanda®® ser ressaltado que, pode ser
constatado pelos gréaficos um efeito de prolongameatliberacdo de 5-FU em comparacao

as microesferas de lactato de quitosana nao ratiasl

100
; ; )
0 - (B)
L)
60+
<
D
L 40
Ty
20 |
0 4
I T T T I T I T I
0 10 20 30 40
Tempo (h)

Figura 26 - Perfis de liberacéo do 5-FU a parts shicroesferas de lactato de quitosana nao retiasla
(A) e reticuladas (B) com glutaraldeido, em tamfu&fato pH 7,4.
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As microesferas de lactato de quitosana transpmdadde 5-FU, reticuladas com
glutaraldeido, apresentam como principal vantagetibezacdo prolongada do farmaco.
Estudos tém apontado que a liberagdo prolongada adente quimioterapico
comparativamente a liberacdo rapida traz benefidiogcos para o tratamento da neoplasia
uma vez que o tempo de contato entre o tumor enwaffo é prolongado permitindo assim,
que se atinjam niveis plasmaticos inferiores aosemiados na terapia convencional e
consequentemente menores efeitos colaterais. Aanmeempo, € possivel se obter
concentracdes locais do quimioterapico da ordemcelgtenas de vezes superiores a

quimioterapia convencional [93-94].

6.2 Ensaios Biolégicom vitro

6.2.1 Citotoxicidade

Tendo em vista a importancia de verificar-se a umtade das microesferas de lactato
de quitosana para aplicagdo como biomaterial, farftuados os ensaios de citotoxicidade.
O ensaio de citotoxicidade define o potencial dgederacdo ou morte celular causado pelas
microesferas de lactato de quitosana. Assim, unultee® positivo no ensaio de
citotoxicidade descaracterizaria a condicdo deuitiade das microesferas, sendo possivel
causar um processo de irritabilidade do tecidoobiob seguido de degeneracédo celular. O
estudo da citotoxicidade foi efetuado em colabaragin o laboratoério de biologia molecular
do Instituto de Pesquisa e Nucleares — IPEN/USHotesido selecionado o método de
inibicdo da formacédo de colbnia devido a sua séisile (ISO 10.993-5, 1992) [95].

Os ensaiosn vitro sdo habitualmente efetuados como testes de triagemicio da
avaliacdo da biocompatibilidade de materiais. A IBIDO93-5 (1992) refere-se ao teste de
citotoxicidade como um testan“vitro” de aplicabilidade geral, usado largamente com o
objetivo de sugerir, a partir de seus resultadaosplano de ensaios aplicaveis ao biomaterial.
Uma das vantagens deste teste é a sua alta Selasidjle os resultados obtidos tanto pela

inibicdo do crescimento celular, formacéo de c@énmorte celular e outros, indicam que



83

este tipo de avaliacdo fornece informacgao integdedacdo dos componentes do material no
meio bioldgico.

As microesferas de lactato de quitosana, como neakerial sintético com perspectivas
de utilizacdo como biomaterial, devem ser submetidavaliacdo de sua biocompatibilidade.
Uma vez que as microesferas sdo reticuladas envégee pelo glutaraldeido, a presenca de
residuos oriundos do processo de reticulacdo nmarmbiente bioldgico (sangue) pode levar
a ativacdo do sistema imunoldgico do paciente osmmea degeneracao celular. Torna-se
necessario, portanto, avaliar a citotoxicidade dasroesferas de lactato de quitosana
levando-se em consideracdo os métadostro de analise, uma tendéncia atual na Europa e
EUA. Os ensaios de citotoxicidade consistem emceolo material direta ou indiretamente
em contato com uma cultura de células de mamifgesgicando-se a viabilidade celular por
diferentes mecanismos, entre 0s quais a incorpmrdedcorantes vitais ou a inibicdo de
formagao de colonias (ISO, 1992).

Na Figura 27 observa-se que as microesferas dddai¢ quitosana apresentam IC50%
(indice de citotoxicidade) superior a 100%, podamdo citotoxica, assim como o controle
negativo. Por estes ensaios conclui-se que os gmaeeale purificacdo das microesferas de
lactato de quitosana foram eficientes na remocawdgonentes toxicos oriundos da sintese

quimica.
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6.2.2. Ensaio de formacéao de trombos

A formacao de trombos é um processo indesejavaljtemte de uma série de reacdes
complexas, envolvendo adsorcao de fibrinogénigagfio e adeséo plaquetaria, liberacdo dos
fatores da coagulacdo e deposicdo de leucocitesn@dias [96-97]. O resultado final deste
processo € a formacdo de trombos na superficien@otia. Estes trombos, composto de
fibrina e plagquetas agrupadas, podem causar daoosistema circulatério, como por
exemplo, a obstrucdo de capilares e arteriola9998-

A Figura 28 mostra as curvas que representam #czinda formacdo de trombos nas
superficies das microesferas de lactato de quidgosate laminas de vidro. Observa-se que a
superficie das microesferas de lactato de quitoéasignificativamente menos trombogénica
que a superficie de vidro utilizada como controdgativo (altamente trombogénica). Ao
mesmo tempo, pode ser observado na Figura 28, fambogenicidade das microesferas de
lactato de quitosana (Fig. 28 B) € muito parecidia @ trombogenicidade do silicone grau
médico (Fig. 28 C).
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Figura 28: Cinética da formagé&o de trombos nasrfigjgs das microesferas de lactato de quitosaha (B
e do silicone grau médico (C). O vidro (A) foi it#do como controle negativo (superficie com elavad
propriedade trombogéncia). O nimero de amostrasaetes foi igual a 3 (n=3). Quantidade de estrejtage

imobilizada na superficie polimérica: 27 mg/g.

Observa-se que as microesferas de lactato de go#osao estatisticamente menos
trombogénicas que o silicone de grau médico, imdicagque a estreptoquinase imobilizada
parece permanecer significativamente ativa quantgracesso de fibrindlise de coagulos

formados nas superficies das microesferas.

6.2.3 Determinacéo da atividade hemolitica

As interacdes entre 0os biomateriais no sangue padeénzir a lise dos eritrécitos (ou
glébulos vermelhos). Os eritrocitos sdo célulagparsédas de nucleo e de mitocbndrias, o
que indica baixa atividade metabolica e, portaséocomparada com outras células, menor
diversidade de biomoléculas em seu citoplasma, osesel constituinte principal a
hemoglobina [100]. A hemoglobina é facilmente idfe#da e quantificada devido a presenca
do grupo heme, o qual confere & hemoglobina unessat absorcdo em torno de 540 nm. A

membrana plasmatica dos eritrécitos € constituddaima alta concentracao de acidos graxos
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poli-insaturados (cerca de 50%) e proteinas [18@ftanto, um ensaio importante para
avaliacdo da propriedade hemocompativel de um podird a determinacdo de sua atividade
hemolitica.

Os resultados obtidos no ensaio para determinagdatididade hemolitica das
superficies poliméricas estdo apresentados nad-fur Utilizou-se o vidro como controle
positivo [101]. As microesferas de lactato de cgatta apresentaram atividade hemolitica
inferior a 2%, 0 que permite a classificacdo dasroesferas de lactato de quitosana como

nao hemoliticas [102].
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Figura 29: Hemolise das microesferas de lactaguitesana (LQ). Utilizaram-se como controle

positivo o vidro e controle negativo o siliconegtau médico (SGM).
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CAPITULO 7: Conclusdes

Nesse trabalho, foi sintetizado o lactato de gaitasde forma a se obter um derivado da
quitosana, mais soluvel e facil de ser processaddoemas farmacéuticas mais apropriadas
para a medicina como sistema de liberacdo conaadad5-fluorouracil. Ao mesmo tempo,
estudou-se um processo de secagemspoay dryerpara a obtencdo de microesferas de
lactato de quitosana para utilizacdo na quimioershgdo de tumores. As principais
conclusdes obtidas sado sintetizadas a seguir:

(1) O derivado lactato de quitosana foi sintetizadaraaerizado com sucesso por
técnicas espectroscopicas (NMR, FTIR) e termogrétricas. Nos resultados obtidos através
das analises espectroscopicas, comprova-se a radgaesterificacdo via substituicdo
nucleofilica entre os grupos hidroxilas da quitesaro acido latico. O grau de substituicao,
calculado por RMN indicou ser igual a 0,87 hidrasgilesterificadas por unidade mérica do
biopolimero.

(2) Em relacdo a morfologia das microesferas de lackatquitosana, observou-se
morfologia homogénea. Todas as microesferas apezaen um formato esférico com
distribuicdo de tamanho muito proxima da mono d&pelade. Os tamanhos médios das
microesferas, determinados pelas imagens de mapiseletronica de varredura, ficaram
entre 20 a 80 nm.

(3) N&o foi observada aglomeracéo significativa ensemacroesferas, ficando
estas bastante dispersas, demonstrando que praesszagem por spragptay-drying €
conveniente para o preparo de microesferas dedagéaquitosana para quimioembolizacao
de tumores.

4) As microesferas de lactato de quitosana obtidas jg@ehica despray-drying
demonstraram estabilidade térmica satisfatéria ssymm potencial para utilizagdo em
sistemas de liberac&o controlada de 5-FU.

(5) Os dados de DRX mostram que o derivado lactataudesgna € mais amorfo
que a quitosana, isso ocorre, possivelmente, deaidatroducdo do lactato na cadeia
polimérica da quitosana.

(6) A técnica despray dryingmostrou-se viavel para a obtencdo de microesferas
de lactato de quitosana como sistemas de liberagatrolada de 5-FU. O processo de
reticulacdo das microesferas com glutaraldeidoasa ¥apor provocou uma diminuicdo do

efeitoburste também um prolongamento da liberacéo do 5-FU.
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(7) O potencial zeta das microesferas de lactato ddosgna aumenta
proporcionalmente ao pH e possui valores elevadgsthfisiolégico. Um potencia] alto €
importante, pois cria uma boa estabilidade fisicorica da suspensao coloidal devido as
grandes forcas repulsivas que tendem a evitar egagiio em funcdo das colisbes de
microparticulas adjacentes.

(8) As microesferas de lactato de quitosana apresemt@ia@acteristicas nao
citotdxicas, portanto, biocompativeis e adequadas ptilizagdo em processos clinicos
invasivos a exemplo da quimioembolizagé&o.

(9) Os resultados dos ensaios de hemocompatibilidadmatdo de trombos e
atividade hemolitica, indicaram que as microesfel@dactato de quitosana sdo adequadas

para utilizacdo como biomaterial.
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CAPITULO 8: Perspectivas Futuras

O b5-fluorouracil (5-FU) é um agente antitumoral qoertence a classe dos anti
metabolitos, diferindo da base uracil pela subigéiude um atomo de flior na posicdo 5 do
carbono do anel pirimidicd={gura 30-A. O 5-FU é um dos farmacos mais utilizados na
quimioterapia do cancer e seu mecanismo de acdesta@té esse momento completamente
esclarecido. A hipbtese é que seu metabdlito fivsflar, o 5-fluoro-2"- desoxiuridina-5"-
monofosfato (FAUMP) inativa a enzima timidilatoasg (TS), impedindo assim a sintese das
timinas e consequentemente a sintese do DNA. datiitea tem relatado importantes casos de
resisténcia ao 5-FU no tratamento das neoplasiasm€ranismos de resisténcia ao 5-FU
podem ser adquiridos ou herdados, estando relatbwsnde modo geral, a diminuicdo das
enzimas que convertem o 5-FU aos seus metabdlitesesulta na inibicdo incompleta da
enzima TS. Por isso, torna-se necessario a incldedam quimioterapico coadjuvante nas
microesferas de lactato de quitosana. Acreditadge @gm agente quimioterapico que poderia
ser utilizado simultaneamente ao 5-FU seja a dokaina (DOX) e aosilato de sorafenibe
(TS).

A DOX (Figura 30-B) é um farmaco da familia das antraciclinas, utila
extensivamente na pratica clinica pela sua atiedattineoplasica contra diversos tipos de
neoplasias, principalmente o carcinoma hepatoaelula

O farmaco TS (Figura 30-C) é um medicamento apyedo FDA e comercializado
ha cerca de uma década na Europa e EUA. O TS msbenzimas tirosina quinases,
disparadas de vérios receptores associados ainoeaso do tumor. Além disso, o sorafenibe
bloqueia a acdo das serina treonina quinases, ne&ypas pela proliferacdo dos vasos
sanguineos que alimentam a massa tumoral - ac@itadaaantiangiogénese. Essas enzimas
agem nas células normais quando ha falta de oxigéio paciente com céncer, como o
organismo esta desregulado, ha uma exacerbag@plesssso, fazendo com que o caminho
da proliferacéo fique 'aberto’ o tempo todo. Essuclinicos constataram que o TS retarda o
avanco do cancer e chega a aumentar o tempo ddwigiaciente sem o crescimento evidente

do tumor.
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Figura 30:Estrutura quimica dos quimioterapicos: 5-FU (ARX(B) e TS (C).

Em funcdo do exposto, as seguintes perspectivasatuinorteariam a continuidade
desse trabalho:

1) Incorporar os farmacos doxorrubiciedosilato de sorafenibeas microesferas
de lactato de quitosana para embolizacdo dos sasggiineos que irrigam tumores malignos
hipervascularizados.

2) Estudar os efeitos de adsorcdo do farmaco doxaeinazbie tosilato de
sorafenibenas caracteristicas das microesferas de lactatpuitiesana e na distribuicdo do
farmaco.

3) Desenvolver métodos para avaliar a eluicdo de doimina etosilato de
sorafenibale microesferas de lactato de quitosana e efetmaglacdesn vitro ein vivo.

4) Desenvolver e caracterizar através de técnioasitro, um dispositivo de
administracdo de microesferas de lactato de quitopara quimioembolizacao transarterial.

5) Estudar a farmacocinética e a seguranca das mierassde lactato de
quitosana carregadas com doxorrubicnisilato de sorafenibe emodelo experimental de
embolizacao arterial.

6) Comparar a efetividade das microesferas de ladmiguitosana carregadas de
doxorrubicinae tosilato de sorafenibeom a quimioembolizacéo transarterial convencional
com lipiodol €éster etilico do acido graxo do 6leo de papouladod

7) Analisar a eficiéncia das microesferas de lactat@uitosana carregadas com
doxorrubicina e tosilato de sorafenibe ndratamento coadjuvado da ablacdo por

radiofrequéncia do carcinoma.
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