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Resumo

RESUMO

Nos ultimos anos, a crescente necessidade de desenvolvimento de novos e inovadores
sistemas para a libertacdo de fArmacos, tem levado a comunidade cientifica a pesquisa de
novos materiais, maioritariamente de origem polimérica. O aparecimento destes materiais
abre novas possibilidades aos campos de investigacdo da medicina e farmacologia, uma
vez que os polimeros podem ser facilmente modificados (por reticulacdo fisica ou
quimica) e processados nas mais diversas formas.

Entre os novos materiais estudados encontra-se o quitosano, um polimero de origem
natural extraido das carapacas de animais marinhos. O quitosano tem sido exaustivamente
investigado devido a um conjunto de caracteristicas, como biocompatibilidade,
biodegradabilidade e auséncia de toxicidade.

O objectivo do presente trabalho consiste na preparacao de microsferas de quitosano pelo
método de emulsdao agua-em-o6leo, seguido de reticulagdo, para utilizagdo como sistemas
de libertacdo de farmacos. Apods andlise da literatura disponivel, verifica-se que existe um
hiato de informacgao sobre o impacto das condigdes iniciais da preparacdo de microsferas
nas suas caracteristicas de tamanho e forma, pelo que se considerou importante colmatar a
presente falta com este estudo, uma vez que o conhecimento da morfologia das
microsferas preparadas ¢ fulcral para estudos de difusao.

Em estudos de libertagdo de farmacos, o quitosano geralmente apresenta elevadas taxas
de difusdo e biodegradacdo, juntamente com reduzidas propriedades mecanicas. Na
tentativa de melhorar estas propriedades, as microsferas de quitosano sdo reticuladas
quimicamente com genipin, um reticulante de origem natural.

Para o estudo do impacto das variaveis de entrada no tamanho e na morfologia das
microsferas, variou-se a concentracdo de quitosano, a concentragdo de genipin e a
velocidade de agitagdo da emulsdo agua-em-Oleo, pois na informagdo existente na
literatura esta patente que estas sdo as varidveis mais relevantes.

Depois de obtidas as microsferas, foram recolhidas imagens com uma camara de alta
resolucao acoplada a um microscopio optico, sendo que a dimensao e a morfologia destas
foi analisada por andlise de imagem, com recurso ao software de imagem Image]®.
Foram medidos os pardmetros de tamanho, designadamente o didmetro equivalente, o
perimetro e os diametros de Feret (maximo e minimo), e os parametros de forma: a
circularidade e o factor de forma (AR).

Os resultados obtidos mostram que o didmetro equivalente das microsferas de quitosano
reticuladas com genipin (bem como todas as restantes propriedades de tamanho) diminui
com a diminui¢do quer da concentragdo de polimero quer da concentragdo de reticulante.
O aumento da velocidade de agitagdo da emulsdo também se reflecte numa diminui¢do da
dimensao das microsferas.
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Resumo

As variaveis de entrada ndo aparentam ter qualquer tipo de impacto sobre as
caracteristicas de forma, embora os resultados indiciem que as microsferas mais
pequenas, de menor didmetro equivalente sdo as que, aparentemente, apresentam maior
esfericidade. Estes resultados, de natureza qualitativa, foram consolidados por recurso a
Analise de Variancia (ANOVA).

Palavras-chave: Quitosano, genipin, reticulacao, microsferas, analise de imagem.
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Abstract

ABSTRACT

In recent years, the growing need for the development of new and innovative systems for
drug delivery, has led the scientific community into a search for new materials, mostly of
polymer origin. These materials open up new possibilities for research in the fields of
medicine and pharmacology, since the polymers can easily be modified (by physical or
chemical cross-linking) and processed in various ways.

Among the new materials studied is chitosan, a polymer of natural origin, extracted from
the shells of marine animals. Chitosan has been thoroughly investigated due to a number
of features such as biocompatibility, biodegradability and lack of toxicity.

The objective of this work, consists in preparing chitosan microspheres using the water-
in-oil method, followed by cross-linking, for use as drug delivery systems. In the
available literature, there is a lack of information on the impact of the initial conditions of
the microsphere preparation in their size and shape characteristics, therefore, it was
considered important to fill the gap of knowledge with this study, since the morphology
of the microspheres is central to diffusion studies.

In drug release studies, chitosan usually presents high diffusion rates and biodegradation,
along with reduced mechanical properties. In an attempt to improve these properties, the
chitosan microspheres are chemically cross-linked with genipin, a naturally occurring
cross-linking agent.

To study the impact of the input variables in the size and morphology of the microspheres
the concentration of chitosan, concentration of genipin and the stirring speed of the water-
in-oil emulsion where varied, for in the existing data in the literature it is clear that these
are the most relevant variables.

After the microspheres were obtained, images were collected with a high resolution
camera coupled to an optical microscope, and the size and morphology of these was
analyzed by image analysis, using the ImageJ® image software. Size parameters were
measured, including the equivalent diameter, perimeter and Feret diameters (maximum
and minimum), as the shape parameters: circularity and shape factor (AR).

The results show that the equivalent diameter of the genipin cross-linked chitosan
microspheres (as well as all other properties in size) decreases with the decreasing of the
polymer concentration and the concentration of the cross-linking agent. Increasing the
stirring rate of the emulsion is also reflected in a reduction in the size of the microspheres.
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Abstract

The input variables do not appear to have any impact on the shape characteristics,
although the results suggest that the smaller microspheres, with smaller diameter are

those that apparently have a higher sphericity. These results, of qualitative nature, were
consolidated via ANOVA.

Key-words: Chitosan, genipin, crosslinking, microspheres, image analysis.
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Introdugao

1. INTRODUCAO

O objectivo deste estudo consiste fundamentalmente no desenvolvimento de um
procedimento de preparagdo de microesferas de quitosano, para uso como agentes de
libertacdo de um farmaco — a cisplatina — em accdo terapéutica. A preparagdo de
microesferas de quitosano é levada a cabo através de reaccdo de reticulagdo do polimero,
usando um agente reticulante de origem natural e biodegradavel — o genipin.

A reticulacdo do quitosano promovida pelo genipin é do tipo quimico, pois ha a formacao
de um conjunto de novas ligacdes covalentes entre as diferentes cadeias do polimero.
Estas ligacGes decorrem do ataque da molécula de genipin aos grupos amina primarios do
quitosano. A rede tridimensional assim formada tem propriedades fisicas e bioldgicas de
elevada importancia ao nivel da utilizacdo da matriz para fins de transporte de agentes
terapéuticos (Ko J. , Park, Hwang, Park, & Lee, 2002). De facto, 0 quitosano apresenta
elevada capacidade de absorcdo de agua, biocompatibilidade, biodegradabilidade, e
auséncia de toxicidade, bem como propriedades fisicas/reoldgicas que o tornam um
candidato de elei¢do para uso em sistemas de libertacdo de farmacos. No entanto, estudos
levados a cabo demonstram que matrizes de quitosano, quando usadas para libertacdo de
agentes terapéuticos in situ, revelam elevadas velocidades de libertagdo (Dubey & Parikh,
2004). Este aspecto e largamente influenciado pelo tamanho da molécula que constitui o
principio activo. De facto, a proteina BSA (bovine serum albumin), uma molécula de
grande tamanho, tem velocidades de libertacdo inferiores a da cisplatina, uma molécula
de tamanho reduzido (Das, Jagan, Isiah, Rajesh, Backianathan, & Subhashini, 2011).
Com o objectivo de retardar e prolongar a libertacdo do principio activo, vislumbram-se
vantagens em usar o farmaco imobilizado em microsferas de quitosano reticulado com
genipin e, por sua vez, estas dispersas numa matriz polimérica a ser administrada, por
exemplo por via injectavel, no local de accdo terapéutica. O termo microsfera é aqui
entendido como uma particula compacta constituida por uma rede polimérica na qual a
substancia activa se encontra distribuida no seu estado sélido ou molecular.

Esta estratégia esta a ser desenvolvida num trabalho de investigacdo em curso, sob o tema
“Preparacdo de hidrogéis para administragdo por via injectavel”. Foi neste contexto que
se decidiu levar a cabo o presente trabalho em que se pretende que as microsferas aqui
preparadas sejam usadas para imobilizacdo de cisplatina, e, posteriormente dispersas
numa matriz polimérica termo-sensivel, capaz de ser produzida in situ (Moura,
Figueiredo, & Gil, 2007; Moura, Gil, Faneca, Lima, & Figueiredo, 2011). Além do mais,
esta estratégia é da maior relevancia para adequar a administracdo de farmacos
vulgarmente usados hoje em dia, através de uma técnica minimamente invasiva.

Apesar dos estudos referidos, os procedimentos para a producdo de microesferas de
quitosano por reticulagdo quimica com genipin e subsequente inclusdo de agentes
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Capitulo 1

terapéuticos estdo ainda pouco consolidados (Moura, 2012), antevendo-se a possibilidade
de os optimizar.

O trabalho aqui reportado enquadra-se na unidade curricular de Estagio/Projecto/Tese do
Mestrado em Processos Quimicos e Biologicos e visa contribuir para a caracterizacdo e
optimizacdo do processo de preparacdo de microesferas de quitosano. Uma vez que este
tema se revelou suficientemente vasto do ponto de vista analitico e do tempo necessario
para a realizacdo do trabalho experimental, a parte de inclusdo do agente terapéutico ndo
foi abordada. No entanto, o trabalho desenvolvido constitui realmente uma pequena
contribuicdo para a clarificacdo de um vazio de conhecimento detectado ao nivel da
literatura analisada.

Neste trabalho utilizou-se o método de preparagdo de microesferas de quitosano
reticulado com genipin por emulsdo de dgua-em-éleo (water-in-oil) (W/O). A reac¢do de
reticulagcdo entre o quitosano e o genipin foi avaliada por recorréncia a Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier, daqui em diante designada por FTIR,
enquanto a morfologia das microsferas foi observada por microscopia Optica. As
caracteristicas dimensionais das microesferas, entre elas a distribuicdo granulométrica, o
didmetro médio e alguns factores de forma, tais como a circularidade e o factor de forma,
foram analisadas recorrendo a analise de imagem a partir de fotografias recolhidas em
microscopio optico e posteriormente tratadas com software adequado.

Consideraram-se trés factores como determinantes das caracteristicas dimensionais das
particulas: i: a concentracdo de polimero ii. a concentracdo de reticulante e iii. a
velocidade de agitacdo durante o processo de emulsdo. Para qualquer um dos casos foram
considerados apenas dois niveis de variacdo, tendo-se analisado a adequacdo de um
modelo empirico de caracteristicas lineares como forma de descrever a resposta das
variaveis de saida em resultado do factor em causa. As variaveis de saida consideradas
foram o diametro médio das particulas, o perimetro, os diametros de Feret, a circularidade
e o factor de forma (AR). A influéncia dos factores nas varidveis de saida foi analisada
por recorréncia a Andlise de Variancia (vulgarmente designada como ANOVA). Esta
estratégia oriunda da area de estatistica tem como objectivo detectar efeitos significativos
dos factores introduzidos nas variaveis de saida.

Este trabalho envolve mais quatro capitulos. No capitulo 2 faz-se uma reviséo
bibliogréfica, analisando-se aspectos como os métodos de preparacdo de microesferas de
quitosano reticulado e as bases fundamentais dos métodos analiticos utilizados. No
capitulo 3 introduzem-se 0s materiais e 0s métodos usados e no capitulo 4 apresentam-se
e discutem-se o0s resultados obtidos. Finalmente, no capitulo 5 apresentam-se as
conclusbes  deste trabalho e analisam-se  sugestbes de  continuidade.
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Revisdo Bibliografica

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Numerosos estudos demonstram que matrizes reticuladas de base quitosano, quer com
agentes de reticulacéo ionicos como o sal fosfato dissddico de glicerol ou o tripolifosfato
de sodio, quer com agentes de reticulagdo covalentes como o glutaraldeido ou o genipin,
tendem a ter um tempo de libertacdo do agente terapéutico incorporado de apenas
algumas horas, quando muitas vezes o desejavel seria uma libertacdo que tivesse a
duracdo de alguns dias, semanas, ou até meses (Rao, Kulkarni, Deshmukh, & Suresh,
2010; Seijo & Remufian-Lopez, 2005; Ramachandran, Nandhakumar, & DhanaRaju,
2011; Abreu, 2008). Torna-se, portanto, necessario, encontrar novas formulagdes que
permitam obter as caracteristicas desejadas para o perfil de libertagdo com uma duragédo
que seja conveniente para o tratamento pretendido em termos farmacéuticos.

Nas proximas seccOes serdo discutidos alguns aspectos do comportamento de redes
poliméricas, em particular preparadas sob a forma de microesferas para uso em sistemas
de libertacdo controlada de farmacos.

2.1. Sistemas de libertacao controlada de farmacos

Qualquer terapéutica com uma espécie quimica, independentemente da forma como é
administrada (localmente, oralmente, por inalagéo ou por injeccéo) (Sailaja, Amareshwar,
& Chakravarty, 2010), propaga-se no sistema por recurso a um dado mecanismo de
libertacdo. Este sistema de libertacdo € tdo importante como a substancia a libertar
(Tripathi, Gupta, & Sharaf, 2010; Sinha, et al., 2004). A libertacdo do farmaco pode ser
definida como o processo pelo qual ele atinge o seu alvo.

Actualmente, em aplicacOes terapéuticas, utilizam-se varias formas de administracdo dos
agentes activos, nomeadamente a via sistémica e a via local. A grande diferenca entre elas
reside no facto de a primeira implicar a introducdo da substancia activa no interior do
organismo que vai receber o tratamento e a segunda é uma aplicacdo tépica localizada,
consequentemente muito menos invasiva. Por sua vez, a via de administragdo sistémica
pode ser efectuada de dois modos distintos, como a via enteral e a via parenteral. Na via
enteral enquadram-se 0os meios de administracdo que passam pelo sistema digestivo, tais
como comprimidos e gotas (via oral ou sublingual). Esta via de administracdo do agente
activo tem como principais vantagens a facilidade e conveniéncia da administracdo, uma
vez que pode ser auto administrado, e a elevada capacidade de absorcdo da substancia
activa, uma vez que a absorcdo desta € feita ao longo de todo o sistema gastrico. Além
disso, esta via de administracdo € de todas a mais econdémica (Kwan, 1997). Por outro
lado, tem como principal desvantagem o facto de poder ocorrer destruicdo/degradacao da
substancia activa pelo acido presente no estdbmago, ou sofrer metabolizacao pelo figado, e
consequentemente, ndo chegar a ser absorvida na forma necesséria ao tratamento. Pode,
ainda, causar irritacdo nos tecidos do sistema digestivo. Este meio ndo pode ser utilizado
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em casos de inconsciéncia, podendo, nestes casos, utilizar-se uma administragdo rectal
(Chang, Krammer, Feldman, Ballentine, & Frankel, 1981; Verma, Thakur, Deshmukh,
Jha, & Verma, 2010). Para casos em que o principio activo é facilmente destruido pelo
contacto com os fluidos do sistema digestivo, ou sempre que é necessario um efeito
imediato, utiliza-se a libertagdo por via parenteral. Nesta forma de administragéo
encontram-se incluidas as injec¢cdes subcutaneas, intravenosas, intramusculares e a
inalacdo. Estes métodos tém como vantagem a rapida ac¢do do agente activo e, caso este
seja administrado intramuscularmente, existe ainda uma libertacdo gradual, mantendo os
niveis de accdo do agente activo por mais tempo, bem como o facto de poder ser
administrado em grandes doses, e a pacientes inconscientes. Como desvantagens
apresentam-se o facto de poder ser atingida, muito rapidamente, uma grande concentracéo
da substancia activa no organismo, o que pode proporcionar o risco de sobredosagem bem
como o risco de embolismo, e ainda a presenga de dor na &rea de aplicacdo (Verma,
Thakur, Deshmukh, Jha, & Verma, 2010).

A administracdo do agente activo por inalacdo ndo apresenta, aparentemente,
desvantagens. O aspecto mais relevante da administracdo de farmacos por inalacédo reside
na rapida absorcdo do agente activo e na auséncia de dor devida a ndo utilizacdo de
injeccoes.

Os meios de aplicacdo tdpica incluem a aplicacdo de substancias em creme, gel ou
adesivos na pele ou mucosas, e ttm como principais vantagens o facto de o agente activo
nédo entrar em contacto com os fluidos do trato gastrointestinal, ndo se degradando, bem
como o facto de este meio de administracdo manter os niveis de substancia activa no
organismo constantes (Verma, Thakur, Deshmukh, Jha, & Verma, 2010).

Resumindo, algumas das caracteristicas mais importantes a ter em conta na escolha da via
de administracdo de uma substancia activa sdo a facilidade de aplicacdo e a capacidade de
manutencdo de uma concentracdo constante do agente activo no organismo pelo tempo
necessario para que o tratamento seja eficazmente levado a cabo. Neste contexto surgem
os sistemas de libertacdo controlada (SLC) de farmacos que tém por objectivo prolongar e
melhorar o controlo da administracdo de farmacos de modo a optimizar a sua ac¢do
terapéutica com o minimo de efeitos colaterais. Entenda-se por “farmaco” todos os
compostos bioactivos administrados com intuito terapéutico, desde moléculas de baixo
peso molecular a proteinas e a material genético.

Como referido anteriormente, as formas de administracdo convencionais (comprimidos,
injeccdo e inalagdo) ndo sdo totalmente satisfatdrias, permitindo uma libertacdo rapida e
indiscriminada da substancia activa. Este tipo de libertagdo resulta num aumento da
concentracdo do farmaco no sangue, a qual atinge rapidamente um maximo, a que se
segue uma diminuicdo exponencial como se encontra representado na Figura 2.1. Cada
farmaco possui um intervalo de ac¢édo terapéutica acima do qual esta é toxica e abaixo do
qual e ineficaz. Desta forma, a manutencdo da concentragdo dentro do intervalo
terapéutico pode ser problematica. Assim, para que a concentracdo do farmaco seja eficaz
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e ndo toxica, ou seja, se localize dentro do intervalo terapéutico continuadamente, é
necessario administrd-lo varias vezes ao dia, resultando numa flutuacdo significativa dos
seus niveis no organismo. O objectivo dos SLC reside em manter a concentracdo do
farmaco no organismo dentro do intervalo terapéutico por tempo prolongado, utilizando-
se uma Unica dosagem. A Figura 2.1 compara os perfis de libertagdo de um farmaco,
administrado através de um sistema convencional (por unidose e véarias doses) e de um
sistema de libertacdo controlada, em fungéo do tempo.
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Figura 2-1: Comparagdo dos perfis de libertagdo de um farmaco resultantes da administracdo de um sistema de
libertagdo convencional por dose unica ( ) e varias doses ( = === ) e de um sistema de libertacdo controlada
— —) (adaptado de (Dash & Cudworth, 1998)).

Diversos materiais poliméricos tém sido utilizados na preparacdo de SLC. Todavia, a
biodegradabilidade dos polimeros é um dos requisitos fundamentais na modulacdo dos
SLC, uma vez que é desejavel que um material introduzido no organismo seja
reabsorvido depois de cumprida a sua fungdo, sem necessidade de recorrer a intervencgédo
cirurgica para a sua remocdo (Moura, 2012).

A velocidade de libertacdo de agentes terapéuticos a partir de veiculos de transporte
constituidos por polimeros depende de factores como o tamanho dos poros da rede
polimérica, a afinidade da substancia activa para com o polimero e a sua solubilidade. Ha
ainda a ter em conta a temperatura e 0 pH no local onde ocorre a libertagdo, bem como o
tamanho das moléculas da substancia a libertar (Phaechamud, 2008). Outro factor a
considerar é a densidade da matriz polimérica, a qual depende do peso molecular médio e
da concentracdo do polimero, do tempo de reticulacdo e da concentracdo do agente
reticulante (Ko J. , Park, Park, Wang, & Park, 2003). Em suma, a velocidade de libertagéo
depende da complexidade da rede, da sua organizacéo, vulgarmente medida pelo grau de
reticulagcdo, que por sua vez tem impacto nas propriedades fisicas e reologicas, bem como
nas propriedades de transporte de agentes aprisionados na rede (como é caso de agentes
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terapéuticos). Dentro das propriedades fisicas ha a salientar a resisténcia ao esfor¢o, nas
reolégicas torna-se necessario ter em conta aspectos como a viscosidade e a
viscoelasticidade, e nas propriedades de transporte caracteristicas como a difusividade
dos agentes terapéuticos na rede, a taxa de degradacdo da mesma, bem como o coeficiente
de particdo do agente terapéutico considerando 0 meio que o circunda.

A libertacdo de farmacos a partir de matrizes polimeéricas que constituem veiculos de
transporte € um factor determinante no seu efeito bioldgico. Por isso, a avaliacdo da
cinética de libertacdo é de extrema importancia neste campo de estudos (Barzegar-Jalali,
et al., 2008). Alguns modelos cinéticos sdo largamente usados para representar o
comportamento dos mecanismos de libertacdo, podendo, consequentemente, ser
utilizados como modelo de controlo de libertacdo de drogas (Barzegar-Jalali, et al., 2008).
Note-se que, enquanto modelos, eles servem apenas para prever comportamentos. No
entanto, enquanto ferramentas de definicdo de estratégias de libertacdo controlada, eles
servem para optimizar perfis e formas de administracao.

Actualmente, o desenvolvimento de SLC de farmacos de base polimérica, em particular
sob a forma de microsferas, constitui uma éarea de investigagdo em plena expanséo.

2.2. Uso de microesferas como veiculos de libertacao de farmacos

Muitos sdo os trabalhos encontrados na literatura referentes ao desenvolvimento de
sistemas poliméricos para libertacdo controlada de farmacos sob a forma de microsferas e
vocacionados para as mais diversificadas aplicacdes (oftalmologicas, periodontal e bucal,
gastricas, anticancerigenas, etc) (Agnihotri, Mallikarjuna, & Aminabhavi, 2004; Dasha,
Chiellini, Ottenbriteb, & Chiellini, 2011).

As vantagens decorrentes do uso de microsferas como sistemas de libertacdo de farmacos
devem-se a varios factores. Em primeiro lugar, a imobilizacdo do farmaco numa matriz
proporciona a protecgdo deste contra a degradacédo e/ou inactivagao precoce. Desta forma,
é possivel aumentar a permanéncia da substancia bioactiva na circulacdo sanguinea
reduzindo-se, assim, 0 nimero de doses necessarias, a quantidade de farmaco e,
consequentemente, a toxicidade. Em segundo lugar, a libertagdo de forma progressiva e
controlada do farmaco sustenta a manutencdo de uma concentracdo deste no organismo
dentro do intervalo de accdo terapéutica. Por outro lado, estes sistemas podem ser
administrados pelas vias convencionais de administracdo de medicamentos.

Os sistemas poliméricos, quando usados como veiculos de transporte de agentes
terapéuticos, libertam estas moléculas num periodo de tempo predeterminado, podendo
este variar de alguns minutos a algumas horas, ou até mesmo dias (Harris, Lecumberri, &
Heras, 2010). Para o caso em estudo, referente a libertagdo de cisplatina usando como
veiculo de transporte um sistema injectavel capaz de ser produzido in situ pretende-se
uma libertacdo do farmaco, controlada e prolongada no tempo. Atendendo a que a
cisplatina é um agente citotoxico, indicado no tratamento de primeira linha de varios tipos
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de cancro (como por exemplo: pulmdo, colo do Utero, testiculos, ovarios, bexiga,
garganta, es6fago, entre outros), € altamente desejavel para o paciente a manutencao de
uma concentragdo no organismo dentro do intervalo terapéutico bem como a reducdo do
nimero de tomas durante os tratamentos de quimioterapia. O sistema que esta a ser
desenvolvido envolve uma matriz polimérica injectavel, na qual se dispersam microsferas
carregadas com cisplatina. De modo a maximizar a compatibilidade da matriz com a
estrutura polimérica do material que forma as microsferas, usam-se as mesmas
formulacGes de base.

N&o estd disponivel, ainda, muita informacdo sobre estudos de difusdo em casos de
microsferas incluidas em matrizes poliméricas, e da influéncia desta forma de
administracdo no processo de transferéncia de massa. No entanto, com a acoplagem das
resisténcias a difusdo dos dois veiculos de libertacdo (matriz e microesferas), sera
expectavel que o tempo de libertacdo seja superior ao de cada um, matriz e microsferas,
individualmente, e assim se consiga aumentar a resisténcia a difusdo. Note-se que nesta
analise se estd a assumir que o processo de libertacdo da cisplatina é dominado pela
difusdo. Estudos indicam que tal é uma assuncao razoavel (Harris, Lecumberri, & Heras,
2010).

E de salientar que o uso de matrizes poliméricas onde se incluem microparticulas
dispersas vai aumentar a resisténcia da rede. Por conseguinte, é expectavel que se altere o
coeficiente de particdo entre a matriz de transporte e 0 meio circundante, aumentando
assim, a resisténcia a transferéncia de massa na interface.

2.3. Polimeros usados como veiculos de libertacao de farmacos

Os polimeros mais vulgarmente utilizados como sistemas de libertacdo controlada de
farmacos podem ser de origem sintética ou natural.

De entre os polimeros de origem sintética destacam-se, por exemplo, o poli(etileno-
glicol) (PEG), o poli(acido acrilico) (PAA), o poli(alcool vinilico) (PVA), o poli(acido
glicélico) (PGA), o poli(acido lactico) (PLA), o poli(6xido de fenileno) (PPO), o
poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA), o poli(metil metacrilato) (PMMA) e a poli(N-
isopropilacrilamida) (PNIPAAmM). Estes materiais podem sofrer reticulagéo por processos
quimicos, por radicais livres, térmicos, por alteracdo de pH ou por adi¢do de tipo Michael
(Marra & Tan, 2010; Zarzycki, Modrzejewska, Owczarz, & Wojtasz-Pajak, 2008).

A utilizacdo de polimeros de origem sintética tem como principal vantagem o facto de
poderem ser produzidos de forma reprodutivel e previsivel, ja que sdo constituidos por
blocos estruturais de peso molecular elevado e ligag6es que se degradam previsivelmente,
possibilitando, assim, um grande controlo sobre a matriz polimérica formada e a sua
composic¢do quimica. A desvantagem do uso destes polimeros passa por apresentarem um
défice de actividade bioldgica relativamente aos polimeros naturais (Marra & Tan, 2010;
Yu & Ding, 2008).
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Ja entre os polimeros de origem natural, 0os mais comuns sdo o colagénio, a gelatina, o
quitosano, o sulfato de condroitina, alguns alginatos, como o &gar e a fibroina, entre
outros (Bansal, Sharma, Sharma, P., & Malviya, 2011). A reticulacdo destes pode ser feita
por processos fisicos, idnicos, térmicos, adicdo de tipo Michael ou reaccao-base de Schiff
(D’Ayala, Malinconico, & Laurienzo, 2008).

As principais vantagens da utilizacdo destes materiais passam pela sua
biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa citotoxicidade e pela possibilidade de
manipulacdes quimicas e fisicas da estrutura, as quais podem promover no polimero
novas actividades biologicas. Ja a grande desvantagem dos polimeros naturais passa por
apresentarem propriedades pouco reprodutiveis, nomeadamente falta de controlo
existente a nivel de peso molecular e ligacdes especificas, inerentes a elevada
variabilidade das fontes naturais (Marra & Tan, 2010; Zarzycki, Modrzejewska, Owczarz,
& Wojtasz-Pajak, 2008). Além disso, estes materiais exibem, também, resisténcia
mecanica insuficiente.

Dada a relevancia do polimero natural — quitosano — para o presente trabalho optou-se por
uma abordagem mais alargada das suas propriedades, que seré apresentada de seguida.

2.3.1. O quitosano

O desenvolvimento de sistemas de libertacdo de farmacos constitui uma area de
investigacdo onde o quitosano e os seus derivados tém revelado um potencial ilimitado.
Entre os factores motivadores deste interesse incluem-se a grande abundancia do
quitosano, potenciando um recurso natural economicamente atractivo, e a presenga de um
conjunto invulgar de propriedades quimicas e bioldgicas de elevada utilidade para éareas
especificas, nomeadamente para a area farmacéutica e biomédica.

De entre as propriedades quimicas e bioldgicas destaca-se um conjunto de caracteristicas,
tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioactividade, auséncia de toxicidade,
propriedades de absorcdo, capacidade de formar membranas, bioadesividade, actividade
contra fungos, bactérias e virus e poder hemostatico, que muito tem contribuido para o
sucesso deste polimero natural.

Apesar das inegaveis vantagens associadas ao quitosano, este polimero natural apresenta
algumas limitagdes, nomeadamente as redes tridimensionais (hidrogéis) obtidas a partir
do polimero exibem fracas propriedades mecanicas. No entanto, tal pode ser melhorado
por recurso a agentes reticulantes, como o glutaraldeido e o genipin, que promovem a
formacdo de ligagOes quimicas entre as diferentes cadeias do polimero, aumentando a
robustez mecénica da rede tridimensional (Desa & Park, 2005).

Ainda assim, outro dos inconvenientes de alguns géis de quitosano obtidos por
reticulacdo quimica é a elevada taxa de difusdo das moléculas de fa&rmaco no meio de
libertagdo, o que condiciona a libertagdo a tempos curtos (Roy, et al., 2009). Assim,
naturalmente que a reducdo desta velocidade é objectivamente uma meta a perseguir no
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ambito da funcionalizagdo do quitosano como agente de libertagéo controlada. Uma das
formas de aumentar a resisténcia a difusdo, segundo alguns autores, consiste na inclusdo
do farmaco numa matriz de quitosano sob forma de microsferas (Pregoa, et al., 2010;
Bansal, Sharma, Sharma, P., & Malviya, 2011).

Do ponto de vista quimico, o quitosano é um polissacarideo cationico obtido da
desacetilacdo alcalina da quitina.

A quitina (Figura 2.2), um polimero natural, € o principal constituinte do exosqueleto dos
crustaceos e insectos, encontrando-se também na parede celular de certos fungos. Este
polimero € uma base fraca, insolivel em solventes aquosos e na maioria dos solventes
organicos convencionais, sendo este o principal factor limitante a sua utilizacdo (Sinha, et
al., 2004). Ao contrario, o quitosano exibe solubilidade (para valores de pH inferior a
6,2), nomeadamente em solucBes aquosas de &cidos organicos. A solubilidade é
promovida pela protonacdo dos grupos NH, livres presentes nas unidades desacetiladas,
como se encontra representado na Figura 2.3 (Eroglu, Alpar, & Oner, 2008;
Ramachandran, Nandhakumar, & DhanaRaju, 2011; Silva, Santos, & Ferreira, 2006). As
Figuras 2.2 e 2.3 representam a estrutura quimica da quitina e o seu derivado quitosano,
respectivamente.

CHs
O:<
OH
o NH
HO 0)
NH
:< OH
0]
CHgj
L —In

Figura 2-2: Estrutura molecular da quitina (adaptado de (Rinaudo, 2007)).

De realcar na estrutura molecular do quitosano a presenca de grupos funcionais, tais como
0s grupos amina e hidroxilo que, pela sua elevada reactividade, podem ser usados para
promover a modificacdo quimica do polimero ou a sua ligacao a grupos especificos, como
se vera de seguida.
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Figura 2-3: Estrutura molecular do quitosano (adaptado de (Rinaudo, 2007)).
2.4. Modificacdo do quitosano por reticulacao quimica

A preparacdo de uma rede polimérica tridimensional, insolivel em 4gua ou em qualquer
solvente aquoso, envolve a formacdo de reticulagBes (fisicas ou quimicas) entre as
cadeias do polimero em causa. Geralmente, utilizam-se polimeros com grupos funcionais
altamente reactivos, como o grupo hidroxilo, amina, amida, carboxilo e éter.

Existem dois métodos que podem induzir reticulacGes entre as cadeias do polimero: o
método de reticulacdo fisica e 0 método de reticulacdo quimica.

A reticulacdo fisica envolve forcas de interacdo secundéarias incluindo forgas idnicas,
hidrofébicas e pontes de hidrogénio e ocorre, normalmente, em condi¢cbes moderadas de
temperatura e pH, possibilitando a imobilizacdo de compostos l&beis, tais como proteinas,
e a biocompatibilidade celular. Contudo, as redes fisicamente reticuladas tém, em geral,
fracas propriedades mecanicas quando comparadas com as reticuladas quimicamente
(Ahmadi & Bruijin, 2008; Adekogbe & Ghanem, 2005). Além disso, sdo extremamente
sensiveis a alteragdes no meio envolvente (tais como de temperatura, pH e forca ionica)
as quais podem provocar a reversibilidade das ligacdes e a consequente rotura da rede
tridimensional. Pelo contréario, a reticulagdo quimica origina a formacdo de redes
permanentes, em resultado das ligacdes covalentes que se estabelecem entre as cadeias do
polimero, redes essas bastante estaveis do ponto de vista mecanico. De salientar que em
ambos 0s métodos ha recurso a agentes reticulantes.

Os agentes reticulantes sdo moléculas de massa molecular muito menor que a massa
molecular das cadeias entre duas reticulagdes consecutivas, com pelo menos dois grupos
funcionais reactivos que permitem estabelecer as ligacdes entre as cadeias polimericas.
Daqui resulta uma estrutura reticulada, mais ou menos rigida, com um grau de
entrelacamento (grau de reticulagdo) que € regularmente associado a concentragdo de
ligagbes por unidade polimérica e ao peso molecular médio das cadeias. Esta
concentragdo de ligacGes tem, naturalmente, impacto nas propriedades fisicas e reoldgicas
das matrizes. De facto, a medida que a rede se apresenta mais complexa e desordenada,
maior o numero de ligagdes entre cadeias vizinhas e da prdpria cadeia entre si devido a
ocorréncia de uma reorganizacgéo tridimensional. Ambas as situacfes levam ao aumento
da resisténcia da rede.

14 Salomé Portelas Martins



Revisao Bibliografica

Por outro lado, os agentes de reticulacdo possuem tamanhos de molécula diferentes que
podem ser usados como espacadores (aumentando ou diminuindo o tamanho do poro das
moléculas) da rede reticulada. O aumento de complexidade da matriz polimérica leva a
que exista uma menor difusividade de uma qualquer molécula no seu interior. De facto, a
resisténcia a deslocagcdo de moléculas originalmente aprisionadas é tanto maior quanto
maior for a rigidez da matriz polimérica e o tamanho da molécula, ou seja, se se pretender
um reticulante para libertagdo de uma molécula de tamanho relativamente pequeno,
utiliza-se um reticulante de molécula mais curta, por outro lado, para libertar moléculas
de maior tamanho, como proteinas ou até celulas, pode-se usar um reticulante cujo
tamanho da molécula é maior (Swatantra, Awani, & Satyawan, 2010).

No caso particular do quitosano, o sal fosfato dissodico de glicerol e o tripolifosfato de
sodio sdo os agentes mais utilizados na reticulacéo fisica (idnica) do polimero enquanto o
glutaraldeido é o agente mais utilizado na reticulacdo quimica (covalente) do mesmo. O
principal inconveniente encontrado na utilizacdo deste Gltimo prende-se com o facto de
ele ser considerado toxico.

Actualmente, 0 genipin, cuja estrutura quimica se encontra representada na Figura 2.4,
tem sido muito utilizado como agente de reticulagdo para o quitosano.

OH OH

OCH3;
Figura 2-4: Estrutura quimica do genipin.

O genipin ¢ um produto de origem natural, obtido a partir do Geniposide, extraido dos
frutos da planta Gardenia jasminoides Ellis (Figura 2.5).

Figura 2-5: Flor a) e fruto b) da planta Gardenia jasminoides Ellis.
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Estudos realizados com este reticulante revelam que ele € muito menos citotoxico do que
o reticulante normalmente utilizado para reticular quimicamente o quitosano, o
glutaraldeido, tornando-se assim ideal para uso na area farmacéutica e biomédica (Harris,
Lecumberri, & Heras, 2010).

O processo de reticulagdo do quitosano com o genipin ¢ do tipo quimico e envolve um
mecanismo reaccional que ocorre em duas etapas distintas, evidenciadas na Figura 2.6 (
Butler, Pudney, & Ng, 2003).

Na primeira etapa, denominada a), ocorre uma reac¢do de substituicdo nucleodfila que
envolve a troca do grupo éster da molécula de genipin por uma ligagdo amida secundéria
da molécula do quitosano, ocorrendo simultaneamente produg¢do de uma molécula de
metanol, por cada ligacdo genipin-quitosano formada.

H,N—FR
HN—F H
N—R
E:\“‘c _—UCH; / crcH3 0\,\ -
R
CH,OH
CH,OH OH CH,OH OH CH,OH OH
a)
O, AHCH (.)LH; 0CH3
S :
C O%C _AOCH;
\ HEN R [
(. C—NH—R
O H
g 9 0 SR
CH,OH OH CH,OH CH,OH CH,OH

b)

Figura 2-6: Etapas a) e b) de reticulagdo entre o quitosano e o genipin (adaptado de ( Butler, Pudney, & Ng, 2003)).

A segunda etapa, designada por b), inicia-se com um ataque nucledfilo por parte dos
grupos amina do quitosano ao carbono C3 do genipin, formando um grupo aldeido
intermedidrio. A abertura do anel de di-hidropirano ¢ seguida de um ataque ao grupo
amina secundario formado na reacc¢ao inicial, ficando entdo um atomo de azoto na
posicao 2 da molécula de genipin.

A Figura 2.7 ilustra o0 mecanismo de reticulagdo entre o quitosano e o genipin, descrito
anteriormente.

A reticulagdo covalente do quitosano com o genipin conduz a formagao de uma estrutura
porosa permanente, com propriedades mecanicas, das redes assim obtidas, melhoradas.
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Figura 2-7: Mecanismo de reticulagdo entre o quitosano e o genipin.
2.5. Meétodos de preparacao de microsferas

Nas ultimas décadas, o processamento do quitosano na forma de microsferas tem sido
largamente investigado (Akbuga & Bergisadi, 1999; Agnihotri, Mallikarjuna, &
Aminabhavi, 2004; Berguisadi & Akbuga, 1999; Das, Jagan, Isiah, Rajesh, Backianathan,
& Subhashini, 2011; Kawadakar & Chauhan, 2012).

Nesta seccao serdo apresentados os principais métodos de preparagao de microsferas de
quitosano (Agnihotri, Mallikarjuna, & Aminabhavi, 2004; Sinha, et al., 2004; Dasha,
Chiellini, Ottenbriteb, & Chiellini, 2011). Esta sintese ndo pretende ser exaustiva, mas
apenas caracterizar sumariamente cada um dos processos.

2.5.1. Emulsao agua-em-o6leo (water-in-oil (W/0))

Por ser considerado um método simples de preparagdo de microsferas, a emulsdo agua-
em-6leo (water-in-oil, W/O) ¢ o método mais usado quando se pretende imobilizar um
farmaco. Este método envolve a formagdo de uma emulsdo entre a solugdo polimérica e
uma fase continua imiscivel que, sendo organica, forma uma emulsdo do tipo agua-em-
6leo (W/0).

Este método consiste em dissolver o polimero € o farmaco num solvente aquoso e
posteriormente emulsificd-lo numa solucdo organica, contendo um estabilizante ou
emulsificante, sob agitacdo. No caso de o polimero e o farmaco ndo serem soluveis numa
solucdo aquosa terdo de ser dissolvidos num solvente orginico e emulsificados numa
solucdo aquosa. Neste caso, a emulsdo obtida ¢ denominada 6leo-em-dgua (O/W) e
aplicada apenas nos casos em que o polimero e o firmaco sdo insoluveis em agua.
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Geralmente a emulsdo ¢ estabilizada com um surfactante que deve estar presente na fase
continua. Este reduz a tensdo superficial da fase continua, evitando assim a coalescéncia e
a aglomeragdo das gotas da fase dispersa, e a sua presenca ¢ absolutamente necessaria
quando se pretende obter particulas esféricas individuais. Dos surfactantes tipicamente
utilizados salientam-se o poli(dlcool vinilico) parcialmente hidrolizado (PVA), o
Tween20 e o Spang0.

O método da emulsdo pode ser seguido de reticulagdo o que resulta na possibilidade de
modular as caracteristicas fisico-quimicas das microsferas pela escolha dos componentes
da formulacdo e das condi¢des de preparagdo. Por outro lado, o método ndo requer
temperaturas elevadas nem agentes que induzam a separagdo de fases e ¢ possivel atingir
tamanhos de particula controlados na faixa nano e micrométrica. Conforme ja
mencionado, uma das vantagens desta metodologia ¢ a sua simplicidade de execucio,
porém requer a selec¢ao adequada de solventes, surfactantes e condi¢des de agitagdo.

Na Figura 2.8 ¢ mostrada uma representacao esquematica do processo base de emulsdo
water-in-oil. As caracteristicas das microparticulas obtidas pelo método de
emulsdo/reticulagdo, bem como da libertagdo de farmacos a partir da matriz polimérica,
dependem da concentragdo, solubilidade, massa molar, entre outras propriedades fisico-
quimicas do polimero, dos solventes usados, do tipo e concentragdo do reticulante e do
surfactante, das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, da velocidade de agitagdo e da
temperatura.

Solugdo aquosa de Fase organica

quitosano 1 \|/7 {grande volume)

Emulsionamento
(w/o)

Agente reticulante 1

Agitacdo

Reticulacdo -

Separacdo de
particulas

Figura 2-8: Representag@o esquematica do processo base de emulsdo.
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Na literatura ¢ possivel encontrar vdarios trabalhos que reportam a preparacdo de
microesferas a partir de diferentes polimeros, tais como celulose e seus derivados,
alginatos e quitosano, utilizando o método da emulsdo seguido de reticulacdo (Barzegar-
Jalali, et al., 2008; Soppimath, Aminabhavia, Kulkarnia, & Rudzinsky, 2001; Abreu,
2008).

2.5.2. Emulsido multipla

Este método de preparagdo de microsferas ¢ semelhante ao anterior ¢ ¢ geralmente
utilizado para incorporar firmacos ndo soluveis em agua (Sinha, et al., 2004; Dasha,
Chiellini, Ottenbriteb, & Chiellini, 2011). O processo de emulsdo ocorre em trés etapas. O
farmaco ¢ dissolvido numa fase organica volatil que ¢ adicionada, sob agitacdo, a solucao
aquosa do polimero, formando uma emulsdo (O/W). A emulsdo primaria (mistura da fase
organica com farmaco e solucdo aquosa de polimero) é posteriormente dispersa, sob
agitacdo, numa fase organica oleosa externa para formar uma emulsdo oil-water-oil
(O/W/0), a qual ¢ adicionado o agente de reticulagdo. O solvente utilizado para promover
a dissolu¢do do farmaco, sendo voléatil, acaba por evaporar, deixando o fAirmaco retido nas
microsferas formadas (Ko J. , Park, Park, & Hwag, 2003; Soppimath, Aminabhavia,
Kulkarnia, & Rudzinsky, 2001; Ringe, Walz, & Sabel, 2004). Na Figura 2.9 encontra-se
uma representacdo esquematica do método da emulsdao multipla.

Solugdo aquosa de

quitosano 1 J/— Metanol com farmaco

Emulsdo W/O Fase organica

Emulsdo O/W/O

Apgente reticulante T/

Agitacdo

Reticulacdo

Separacdode
particulas

Figura 2-9: Representacdo esquematica do processo base de emulsdo multipla.
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2.5.3. Coacervacao/Precipitacao

Este método utiliza as propriedades fisico-quimicas do quitosano, uma vez que este €
insolivel em meios de pH elevado, precipitando (coacervando) quando entra em contacto
com solucdes alcalinas (Agnihotri, Mallikarjuna, & Aminabhavi, 2004; Dasha, Chiellini,
Ottenbriteb, & Chiellini, 2011).

As microparticulas sdo produzidas por atomizag¢dao de uma solucdo aquosa de quitosano
(solugdo com pH 4acido) numa solugdo com pH alcalino, utilizando um bocal de ar
comprimido para formar particulas atomizadas que precipitam em contacto com a solugao
alcalina (Ko J. , Park, Hwang, Park, & Lee, 2002). As microsferas formadas por este
método podem ser separadas por lavagem com agua (Dasha, Chiellini, Ottenbriteb, &
Chiellini, 2011; Agnihotri, Mallikarjuna, & Aminabhavi, 2004). O tamanho do bocal do
atomizador, bem como a pressao a que a solu¢do de quitosano ¢ atomizada, controlam o
tamanho das particulas, o reticulante escolhido controla a velocidade de libertagao da
substincia activa. Na Figura 2.10 encontra-se uma representacdo esquematica do método
de producdo de microparticulas de quitosano por coacervagao.

—

|

|

Ventoinha

Solugdo quitosano ”

5olugdo alcalina

Figura 2-10: Representacdo esquematica do método de producdo de microsferas por precipitagdo/coacervagao.

Num outro método de formacao de microsferas por coacervagdo, uma solugao de sulfato
de sodio ¢ adicionada gota a gota a uma solugdo acida de quitosano contendo surfactante,
sob agitacdo e sujeita a ultra-sons. As microsferas formadas por este método sao
seguidamente separadas por centrifugacdo e lavadas em agua desionizada (Agnihotri,
Mallikarjuna, & Aminabhavi, 2004). Este método permite formar microsferas sdlidas sem
a necessidade de usar um agente reticulante ou solventes organicos, reduzindo assim a
toxicidade do produto final (Sinha, et al., 2004).
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2.5.4. Spray-drying

O método de spray-drying, ¢ uma tecnologia muito utilizada em diversos segmentos
industriais incluindo o farmacéutico. Consiste em quatro etapas: a) atomizacdo da
alimentacao pelo bocal atomizador; b) contacto das gotas de polimero com o gas quente;
c) secagem ¢ d) recolha das microparticulas (Agnihotri, Mallikarjuna, & Aminabhavi,
2004).

Neste método, o quitosano ¢ dissolvido numa solu¢do aquosa de acido acético, e nesta
solucdo ¢ incorporada a substancia activa (quer por dissolu¢do quando se tratam de
substancias soluveis em agua, quer por dispersdo, no caso de substancias insoliveis em
agua). A mistura de quitosano-substincia activa é adicionado o agente reticulante. A
mistura final é, entdo, pulverizada sobre uma corrente de ar quente, formando pequenas
goticulas das quais o solvente se evapora rapidamente, deixando particulas secas de
pequena dimensdo (Agnihotri, Mallikarjuna, & Aminabhavi, 2004; Sinha, et al., 2004;
Dasha, Chiellini, Ottenbriteb, & Chiellini, 2011; Desa & Park, 2005). Para separar as
microsferas formadas da corrente de ar usada para evaporar o solvente do quitosano ¢
usualmente utilizado um ciclone com a capacidade de reter particulas de tamanho
micrométrico (do tamanho das particulas obtidas no método de produgdo). Este método
pretende eliminar a necessidade de utilizar um solvente. Na Figura 2.11, encontra-se
representado o método de preparacdo de microsferas por spray-drying.

Mistura quitosano/
substancia activaf reticulante

Entrada de ar quente

Ciclone L Saida de ar arrefecido

: o o,
& 'g & s | Microesferas

Figura 2-11: Representacdo esquematica do método de produgio de microsferas por spray-drying.
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As varidveis a ter em conta na producdo de microsferas por este método sdo alguns
parametros processuais como a pressdo de atomizagdo, o tamanho do bocal do
atomizador, a temperatura da corrente de ar quente, a sua velocidade, e ainda as
propriedades fisico-quimicas da formula¢do, como concentragdo do polimero e do
reticulante, tempo de reticulagdo, entre outras (Ko J. , Park, Park, & Hwag, 2003; Dasha,
Chiellini, Ottenbriteb, & Chiellini, 2011).

2.5.5. Gelificacdo idnica

A preparagao de microsferas de quitosano por gelificagdo idnica tem a vantagem de
permitir obter microsferas por interac¢do idnica entre moléculas com cargas diferentes,
descartando assim a utilizagdo de agentes reticulantes que podem induzir efeitos toxicos
ou outros efeitos indesejaveis (Agnihotri, Mallikarjuna, & Aminabhavi, 2004; Dasha,
Chiellini, Ottenbriteb, & Chiellini, 2011).

Este método implica a solubilizagdo do quitosano numa solugdo aquosa de acido acético.
Nesta fase os grupos amina do quitosano encontram-se protonados, isto é na forma NH3.
Esta solucdo ¢ entdo adicionada gota a gota (ou extrudida através de uma agulha), sob
agita¢do constante, a uma soluc¢ao polianionica (Pregoa, et al., 2010). Devido a interac¢ao
entre os grupos amina positivamente carregados (protonados) do quitosano e as moléculas
carregadas negativamente, como sejam os ides fosfato, sulfato ou citrato, o quitosano
sofre gelificacdo i6nica e precipita, formando microparticulas esféricas (Agnihotri,
Mallikarjuna, & Aminabhavi, 2004; Sinha, et al., 2004; Ko J. , Park, Hwang, Park, & Lee,
2002). Na Figura 2.12 ¢ apresentado esquematicamente o método de formagdo de
microsferas por gelificacdo i6nica.

Agitador

Solucdo de quitosano

Particulas de quitosano

Solugdo polianiodnica

Figura 2-12: Representacdo esquematica do método de preparacdo de microsferas por gelificagdo anidnica.
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2.5.6. Peneira¢ao

Trata-se de um método simplificado de produg¢dao de microparticulas, que embora nao
produza particulas de aspecto uniforme, pode ser facilmente aplicado a processos com
maior volume de produgdo (Agnihotri, Mallikarjuna, & Aminabhavi, 2004; Dasha,
Chiellini, Ottenbriteb, & Chiellini, 2011).

O quitosano ¢ dissolvido numa solugdo aquosa de &acido acético até formar um gel
espesso, que ¢ reticulado numa massa homogénea até apresentar uma textura solida.
Seguidamente, esta massa reticulada € passada por um peneiro, com uma malha de calibre
conveniente para o tamanho pretendido para as particulas (Agnihotri, Mallikarjuna, &
Aminabhavi, 2004; Dasha, Chiellini, Ottenbriteb, & Chiellini, 2011). Na Figura 2.13 ¢
apresentado um esquema da produ¢ao de microparticulas pelo método de peneiracao.

Peneiro
| ®
Reticulacdo I .| °
- —>, @ o o
0%
® o
|
Solugdo de Quitosano . .
. . Microparticulas
guitosano Reticulado

Figura 2-13: Representagdo esquematica do método de produgdo de microsferas por peneiragio.
2.6. Métodos analiticos para caracterizacao de particulas

Nesta seccdo descrevem-se sumariamente os principios basicos dos Métodos Analiticos
usados para a caracterizacdo de variados aspectos, quer da matriz polimérica, quer das
microsferas formadas. Uma das caracteristicas a analisar ¢ a ocorréncia de reac¢ao de
reticulagdo entre o quitosano e o genipin. Esta serd comprovada por recurso a FTIR. Esta
técnica nao permite quantificar o grau de reticulagdo, mas da indicagdes sobre a
substituicao de grupos que ocorre durante a reac¢do de reticulacao.

Relativamente as propriedades das microesferas, as fundamentais neste estudo sdo as que
respeitam a distribuicdo de tamanhos e as que medem a homogeneidade da forma. Esta
analise foi levada a cabo usando microscopia oOptica conjugada com uma camara de alta
resolugcdo. Esta conjuga¢do permite a aquisicio de um conjunto de imagens,
sucessivamente submetidas a procedimentos de andlise de imagem, que facilitam a
quantificag¢do de aspectos variados das microesferas captados nas imagens obtidas.
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2.6.1. Espectroscopia de Infravermelhos com Transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia por FTIR ¢ uma técnica em que luz do espectro do infravermelho ¢
passada pela amostra em andlise. Alguma da radiacdo ¢ absorvida pela amostra, ¢ a
restante ¢ transmitida através da mesma, resultando num espectro. Este espectro
representa uma imagem de absor¢do e transmissdo das ligagdes moleculares da amostra,
criando uma assinatura molecular caracteristica (Braun, 1987). A espectroscopia de FTIR ¢
utilizada para identificagdo de unidades moleculares, por redistribui¢ao de excesso de energia
vibracional, ¢ ¢ uma ferramenta indispensavel na identificagdo e investigacdo de grupos
funcionais em polimeros complexos (Braun, 1987; Muller, 2009)

Uma substancia ¢ composta por varios atomos ligados entre si por ligagdes de tamanho e
caracteristicas vibracionais diferentes. Como cada substancia tem ligacdes caracteristicas,
produz uma assinatura unica no espectro de infravermelhos quando submetida a um feixe de
luz. Assim, ¢ possivel identificar (por andlise qualitativa) todos e quaisquer materiais sujeitos
a andlise (Braun, 1987). Cada molécula individual apresenta a sua propria assinatura
molecular, pelo que ¢ possivel verificar quais as ligagdes que a constituem. A assinatura
formada pelo espectro de FTIR permite fazer varios tipos de analise, desde a analise a pureza
de uma amostra, a identificagdo de substincias desconhecidas, ou, entre outras, a analise da
ocorréncia de reticulagdo em polimeros (Skoog, Holler, & Crouch, 2007). Existem dois
modos de aquisi¢ao de um espectro FTIR, sendo estes o espectro baseado na transmissao, € o
baseado na reflectancia total atenuada (ATR) (Petrozzi, 2012). A espectroscopia de FTIR em
modo ATR possui capacidades limitadas em relacdo a penetragdo na amostra, uma vez que
apenas tem um poder de penetragdo de alguns micron, pelo que a sua analise ¢ mais
qualitativa do que quantitativa (Braun, 1987). A ocorréncia de picos traduz a existéncia de
grupos funcionais cuja assinatura decorre de reflectirem num comprimento de onda definido.
J& a analise espectroscopica por transmissao, tem um grande poder de penetragdo na amostra,
pelo que também pode ser utilizada para analise quantitativa de substancias (Veres, 2005;
Skoog, Holler, & Crouch, 2007). O tamanho dos picos no espectro de infravermelho aponta
directamente para a quantidade de cada substincia especifica presente na amostra.

No caso presente, ao ocorrer a reac¢ao de reticulagdo entre o quitosano e o genipin, verifica-
se a substitui¢do de grupos éster. Portanto, a comparacdo de espectros do quitosano e das
microsferas reticuladas ha-de denotar desvios, e/ou diferentes tamanhos de picos,
correspondentes aos grupos é€ster ¢ amina. Embora outros aspectos possam mascarar esta
evidéncia, ¢ comumente aceite que alteragdes espectrais resultam da ocorréncia de uma
reacc¢do, neste caso de reticulagao.

2.6.2. Analise de imagem

O desenvolvimento das tecnologias de informagao, bem como de software especializado
na andlise de imagem com base nas diferencas de gradiente de cor num suporte
previamente adquirido, permite automatizar parcialmente a anélise de imagens obtidas
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por microscopia Optica e dai extrair informagdo relevante. A imagem posteriormente
submetida a tratamento foi adquirida num microscopio Optico ao qual foi acoplada uma
camara de alta resolu¢do. Com este dispositivo, foram adquiridas fotos de laminas nas
quais se encontravam microsferas. A seguir apresentam-se alguns dos conceitos basicos
da analise de imagem e do seu uso como método de caracterizacdo de tamanho e forma de
particulas.

A andlise foi levada a cabo com base em imagens das microsferas obtidas, por
processamento com o software ImagelJ na versao 1.4.3.67 de 1 de Fevereiro de 2006. Este
software permite contabilizar e analisar as microesferas, em termos de tamanho e de
forma. A aquisi¢do da imagem ¢ o passo mais critico de todo o processo de andlise, pois
determina a maior ou menor fiabilidade dos resultados finais. Assim, requer uma prévia
familiarizacdo do utilizador com as técnicas de microscopia Optica, sendo essencial obter
imagens em boas condi¢des de focagem, resolugdo (compromisso entre a objectiva de
maior ampliacdo, logo melhor resolugdo, ¢ de menor ampliagdo, o que implica ter um
maior numero de objectos por imagem) ¢ com maior nivel de contraste objecto/meio (o
que requer obrigatoriamente uma iluminagdo adequada). Depois de adquirida a imagem
segue-se a sua binarizac¢do, ou seja, a conversao dos niveis de cor numa imagem para um
suporte equivalente a preto e branco (imagem binaria), a remog¢ao do fundo da imagem
para eliminacdo de qualquer objecto presente na lamina utilizada para a aquisi¢do, a
individualizagdo de cada microsfera, e, no caso de existirem espagos em branco no espago
respeitante a cada microsfera, o preenchimento dos mesmos pelo sofiware para eliminar
qualquer erro na contagem de microsferas ou na quantificacdo da area ocupada pelas
mesmas.

A binarizacao faz, em tragos largos, a reducao de uma imagem em tons de cinza para uma
correspondente, a preto e branco. O algoritmo usado para a definicao do threshold para
declarar um pixel como sendo preto ou branco, ¢ o vulgarmente conhecido método de
Otsu (Zhang & Wu, 2011; Singh, Satapathy, Dash, & Routray, 2011). Este método
assume que a imagem ¢ formada fundamentalmente por duas classes de pixel que definem
uma distribuicao de frequéncias bimodal quando representados em termos de cor. De
facto, ha pixel mais claros associados ao fundo, e pixel/ mais escuros associados as
particulas. A determinagdo do threshold ¢ a definigao do nivel de cinzento em que existe
descriminagao de pixel. Esse ¢ calculado por forma a que a variancia intra-classe seja
minima. Apos a determinagdo do threshold a binarizagdo ¢ automaticamente levada a
cabo, sendo atribuido um valor de 0 (branco) ou 1 (preto), a cada pixel. No caso do
software utilizado, a determinagdo do threshold ¢ feita automaticamente, bem como o

processo de binarizagao.

Por ultimo, o software de analise de imagem, Imagel, faz a contagem e medi¢dao dos
parametros utilizados para a caracterizacdo das microesferas.
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A partir do nimero de pixel associado a cada objecto da imagem na forma binaria, ¢é
possivel determinar um conjunto de parametros que podem ser agrupados em parametros
de tamanho (area, perimetro e didmetros de Feret) e em parametros de forma
(circularidade e factor de forma).

1. A érea é contabilizada em pixel®. Este parametro é de crucial importancia
para a analise das microsferas, pois € com base nele que é obtido o didmetro equivalente
baseado na area da seccdo recta das microsferas. O diametro equivalente, d, € definido
como o didmetro do circulo cuja area € igual a area projectada da microsfera em estudo,
sendo dado pela equacéo (2.1):

area
d= (2.1)
T
2. O perimetro é contabilizado em pixel e é obtido através do nimero de pixel que

faz fronteira entre o objecto e 0 meio.

3. O diametro de Feret € definido como o maximo diametro de Feret (F,,4x),
ou como 0 minimo didmetro de Feret (Fp,in). Fmax representa a maior distancia possivel
entre dois pontos numa particula, e € também conhecido como a maior distancia de
paquimetro, F,,;, representa a menor distancia possivel entre dois pontos huma particula,
e € também conhecido como a menor distancia de paquimetro (Malvern, 2012;
Balagurunthan, Dougherty, & Bilinsky, 2001).

4., A circularidade é definida como a razdo entre o quadrado do perimetro de
um circulo com a mesma area da particula (Ap) e o quadrado do perimetro da particula
(P). O valor da circularidade varia entre 0 e 1, sendo que o valor 1 representa um circulo
perfeito, e a medida que o valor diminui, as particulas afastam-se da forma esférica
(Malvern, 2012). A circularidade é formalmente representada por C, e para o caso de uma
esfera, pode ser obtida pela equacéo (2.2):

4T X A 2.2
c=TX% (2.2)
PZ
5. O factor de forma é definido como a razdo entre 0 maior € 0 menor eixo da

elipse que melhor se ajusta a particula em analise, como é mostrado na equagdo (2.3). O
ajuste da elipse a particula é calculado com base em métodos numéricos, que determinam
o valor minimo do erro das distancias dos diferentes pontos da elipse a particula. O valor
do factor de forma, aqui representado por AR, € maior que um, mas € de notar que quanto
mais proximo desse valor for, mais esféricas sdo as particulas:
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Eixo maior
AR = ——

Eixo menor

2.3)

2.6.3. Analise estatistica
Neste trabalho, as ferramentas estatisticas utilizadas foram de trés tipos:

a) representacao de distribuigdes granulométricas usando histogramas, o que permite
captar tendéncias e avaliar se as particulas tem ou ndo distribuigdes proximas da
distribui¢ao normal;

b) célculo de estatisticas descritivas correspondentes as distribuigdes obtidas. Aqui, foi
calculada a média de cada um dos parametros dimensionais das particulas ¢ o desvio
padrao. A média caracteriza, aqui, o primeiro momento da distribui¢do e o desvio padrao
da variabilidade;

c) andlise de varidncia (ANOVA). Esta estatistica visa avaliar se um determinado factor,
objecto de variagdo no conjunto de experiéncias realizadas, tem de facto efeito nos
parametros dimensionais analisados. Note-se que a analise de variancia foi usada para
comparar resultados de experi€ncias, tendo-se usado as métricas das distribui¢des
(primeiro momento) calculadas anteriormente. A seguir apresenta-se com maior detalhe
as bases conceptuais da ANOVA.

A analise de variancia visa testar a significancia estatistica das diferencas entre as médias
de grupos e possibilita a comparagdo de parametros de varias populagdes
simultaneamente (Field, 2000; Miller & Haden, 1988). Para garantir a fidelidade dos
testes, impde-se que os factores sejam independentes (Mitra, 1998).

O método implica a divisdo da variabilidade total dos dados obtidos a partir de um
conjunto de experiéncias em duas partes: a diferenga entre as médias e o erro aleatorio
(dentro das populagdes estudadas) (Cardinal & Aitken, 2005).

O método envolve formular um teste de hipdteses em que a hipotese nula, Hy, modela a
situagdo em que as médias da varidvel dependente resultantes da variagdo de um dado
factor num conjunto de experi€ncias sdo iguais. A outra hipotese, H;, modela a situacao
em que elas sdo estatisticamente diferentes. A base para testar estas hipdteses passa por
estimar a variancia, o°, por dois métodos diferentes: um que no depende da veracidade
de Hy e outro que depende da veracidade de Hy, e comparar as duas estimativas. No caso
de Hy ser verdadeira, as duas estimativas apresentam valores proéximos; no caso de Hy
demonstrar ser falsa, os valores devem diferir significativamente (Madrigal, 1998).

A variabilidade total das observagdes ¢ dada pela soma dos quadrados das distancias de
cada observa¢do a média global, vulgo SST, como se encontra demonstrado na equacao
(2.4). Esta variabilidade ¢ definida como a soma da variabilidade das observagdes entre
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grupos (correspondente & soma ponderada das variagdes das medidas de cada grupo em
relacdo a media global) (SSE) e a variabilidade das observag¢des dentro dos proprios
grupos (corresponde a soma das variagdes das observacdes dentro de cada um dos grupos,
calculadas em relagdo a media global desse grupo) (SSTR) (Mitra, 1998). Note-se que,
neste contexto, um grupo ¢ um conjunto de réplicas em que os niveis de todos os factores
foram mantidos constantes.

SST = SSE + SSTR (2.4)

Define-se, também, a média da soma dos quadrados entre grupos como MSE, a qual esta
definida na equacao (2.5), onde p representa o nimero de tratamentos € », o nimero de
observagdes efectuadas. O coeficiente p(r — 1)¢ indicativo do numero de graus de
liberdade envolvidos no modelo, pelo que:

SSE (2.5
p(r—1)

A média da soma dos quadrados dentro dos grupos da-se a designacio de MSTR, e a

MSE =

formula de calculo é apresentada na equagdo (2.6). O quociente (p — 1)¢é o numero de
graus de liberdade do conjunto de tratamentos, donde vem:

MSTR — SSTR (2.6)
p—1

A analise de veracidade a hipdtese Hy envolve um teste de F, em que F representa o racio
entre MSTR e MSE, como ¢ apresentado na equagao (2.7).

_ MSTR (2.7)
~ MSE

Assim, MSTR ¢ a estimativa da variancia da varidvel dependente no conjunto de todos os
ensaios levados a cabo e MSE ¢ a estimativa da variancia da varidvel dependente no
conjunto dos tratamentos (niveis diferentes de um factor). O valor de F ¢ depois
comparado com o valor critico de f para um nivel de significinciaae (p — 1) ep(r — 1)
graus de liberdade, respectivamente. Este wvalor critico ¢ aqui designado por
fa, ®w-1), par—1)- No caso de F > f, (1) p(r—1)» €ntdo Hy € rejeitada e conclui-se que
um dado factor provoca diferengas significativas na média da variavel dependente. Outra
forma de decidir € calcular o valor de « para a qual f, (p-1), pe—1) = F. No caso deste

valor ser inferior a 5%, entao Hy é rejeitada.
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3. MATERIAIS E METODOS

Nesta sec¢do descrevem-se os principais materiais usados na preparacao de microsferas
de quitosano reticuladas com genipin, bem como os métodos utilizados na execucao
experimental do trabalho.

3.1. Materiais

O quitosano utilizado na preparagdo das microsferas, com uma massa molecular de
~2x10° Daltons e com um grau de desacetilagio de 87%, é proveniente de crustaceos
marinhos e foi adquirido a Sigma-Aldrich, Portugal, na forma de po.

O genipin, cujo nome da IUPAC ¢ metil-2-hidroxi-9-(hidroximetil)-3-oxabiciclonona-
4,8-dieno-5-carboxilato, usado como reticulante quimico, foi fornecido pela Challenge
Bioproducts, Taiwan, na forma de p6 cristalino € com um grau de pureza analitico.

O 6leo mineral, utilizado como fase continua na preparagdo da emulsdo dgua-em-oleo,
com uma viscosidade de 16,8 mm?/s (a 40 °C) e massa voliimica de 848,5 kg/m3 (a20°C)
foi adquirido a empresa José Gomes dos Santos, Portugal.

Todos os outros reagentes e solventes usados no presente trabalho, foram de grau de
pureza analitico.

3.1.1. Preparacao de microsferas de quitosano reticuladas com genipin

A preparagdo das microsferas de quitosano reticuladas com genipin foi levada a cabo
através da técnica de emulsdo 4gua-em-Oleo (W/O), seguida de reticulagdo. O
procedimento experimental adoptado, salvo ligeiras modificagdes, encontra-se descrito na
literatura por diferentes autores (Kawadakar & Chauhan, 2012; Imsombut, Srisuwan,
Srihanam, & Baimark, 2010; Wang, Sato, Adachi, & Horikoshi, 1996; Jose, et al., 2012).

A fase dispersa, polimérica, corresponde a solu¢do aquosa de quitosano em acido acético
(0,5%, v/v), enquanto a fase continua, organica, corresponde ao 6leo mineral. Como
agente surfactante foi utilizado o Span 80.

Um volume de 1,5 mL de solugdo aquosa de quitosano foi adicionado, gota a gota, a 20
mL de 6leo mineral que continha 0,4 g de Span 80, sob agitacdo magnética, a temperatura
ambiente. A emulsdao agua-em-0leo foi deixada estabilizar durante 15 minutos. De
seguida adicionou-se, gota a gota, 0,5 mL de solucdo de genipin (em alcool, 70%) e
colocou-se a emulsdao na estufa sob continua agitagdo magnética a 37 °C. A reacgdo foi
deixada prosseguir por um periodo de 6 horas. No final do ensaio as microsferas foram
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separadas da fase continua por decantagdo, lavadas trés vezes com benzina e secas em
estufa a 37 °C.

A Figura 3.1 ilustra o procedimento seguido na obten¢do das microsferas de quitosano
reticuladas com genipin.

Solucdo aguosa de
quitosang/ fase
polimérica

W

Oleo mineral/
fasecontinua

k

Emulsan Formagao de
aguza-em-oleo microsferas

e

Adicdo degenipin

k'

Reacgao de ;::urm agao de microsferas

reticulacdo estiveis
s
Decantacdo/ Recuparecaodas
- 5 pareg
lavagem microsferas
Wl
Microsferas
reticuladas

Figura 3-1: Representagdo esquematica do método utilizado para a preparagdo de microsferas.

Com o objectivo de avaliar o efeito de alguns parametros processuais na morfologia, no
tamanho e na distribui¢do de tamanhos das microsferas, foram variados os seguintes

factores:
o concentragdo do polimero (1% e 2%);
o concentragdo de genipin (1% e 6%);

o velocidade de agitacdo (400 e 800 rpm).
Ao fim de 6 horas, este método produz microsferas bem formadas, de um azul intenso em

resultado da reac¢do de reticulacdo com genipin. Além disso, as microsferas demonstram
elevada esfericidade, tal como € mostrado na figura 3.2.
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Figura 3-2: Exemplo de microsferas obtidas pelo método de emulsido agua-em-6leo utilizado.

Uma vez preparadas, as microsferas foram submetidas a analise por espectroscopia de
FTIR para avaliagdo da extensdo da reacc¢ao de reticulacdo, ¢ a analise de imagem para
averiguar o impacto na morfologia, tamanho médio e na distribui¢do de tamanhos das
mesmas.

E de notar que durante os ensaios verificou-se que as microsferas tendem a “partir”
quando o tamanho aumenta, possivelmente devido a agitacdo da emulsdo exercer mais
tensdo em entidades de maior tamanho. Um exemplo deste fenomeno ¢é exibido na Figura
3.3. Observou-se ainda que com a diminuicdo do tamanho das microsferas, aumenta a
dificuldade em manter as microsferas separadas apés a preparacdo e durante a lavagem
com éter de petroleo. De facto, elas tendem a agregar-se em resultado de haver um
abaixamento da tensdo superficial.

Figura 3-3: Exemplo de microsferas “partidas” devido a agitacao da emulsdo durante a preparagio.
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3.2. Espectroscopia de FTIR

A técnica de FTIR ¢ comummente utilizada na caracterizagdo quimica de materiais,
designadamente na detecgdo de alteragdes na estrutura quimica de materiais poliméricos,
como ¢ o caso presente. De facto, a técnica de FTIR foi aqui utilizada para avaliar
possiveis alteragdes na estrutura quimica das microsferas, resultantes da reac¢do entre o

quitosano e o agente de reticulagdo usado, o genipin.
3.2.1. Condigdes experimentais

Antes de proceder a analise por espectroscopia de FTIR, foi necessario liofilizar uma
pequena quantidade de microsferas. Para tal, as microsferas foram congeladas a -20 °C, e
depois liofilizadas (num liofilizador Snijders Scientific type 2040, Tilburg, Holland) sob
vacuo (0,50 mbar) a uma temperatura de -50 °C durante 3 dias, para garantir a sublimagao
de todo o solvente. As microsferas desidratadas foram reduzidas a p6 e misturadas com
brometo de potassio (KBr) (numa propor¢do de 0,8 mg de microsferas para 80 mg de
KBr), para preparar pastilhas de 7 mm de diametro.

O espectro de absor¢ao (na zona de infravermelhos) foi obtido num espectrofotémetro
Jasco FTIR-4200 (Tokyo, Japan). O espectro foi registado a 32 scans e a uma resolucao
de 4 cm™, numa gama de numeros de onda de 4000 cm™ a 400 cm™. O espectro de FTIR
do quitosano em poé foi também registado.

3.3. Analise de imagem

Como se referiu na sec¢do 2.6.2, a técnica de andlise de imagem foi utilizada com o
intuito de caracterizar do ponto de vista da forma, do tamanho e da distribuicdo de
tamanhos as microsferas de quitosano reticuladas com genipin. Para averiguar a
reprodutibilidade e a fiabilidade dos resultados obtidos foram realizados 2 ensaios para
cada combinag¢do de condi¢des experimentais (definidas na secgao 3.1.1).

Na impossibilidade de proceder a analise de imagem de todas as microsferas produzidas
para cada ensaio realizado, foram retiradas trés gotas da emulsdo 4gua-em-dleo,
colocadas em laminas e fixadas com lamela para a posterior aquisi¢do de imagens. As
imagens foram adquiridas consecutivamente, num esquema de varrimento que implicou a
divisdo de cada lamina em trés seccdes (superior, central e inferior) no sentido
longitudinal, para garantir a obten¢do da maior variabilidade de objectos presentes na
preparacdo. Este esquema de varrimento possibilitou a aquisicdo de um minimo de 50
imagens por lamina.

Cada imagem adquirida com a cAmara Leica® acoplada ao microscopio optico, foi tratada
através de uma sequéncia de operagdes de manipulacdo com recurso ao software Imagel
(seccdo 2.6.2), de forma a facilitar a contagem e caracterizagdo das microsferas obtidas.
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De seguida, descreve-se a sequéncia de operagdes usada para o tratamento de imagem
com o software em causa. Esta descri¢do ird ser acompanhada, sempre que possivel, com
a sequéncia de imagens correspondentes (Figura 3.4). Para tal, foi escolhida uma imagem
que permite exemplificar todas as manipulagdes sofridas, bem como o resultado final a
partir do qual sdo contabilizados os parametros em estudo.

A imagem representada na Figura 3.4 a) apresenta algumas “anomalias” nomeadamente,
a presenca de um objecto alongado, tipo fibra (canto superior direito), e a existéncia de
muito ruido (canto superior esquerdo), que podem dar aso a uma interpretacio incorrecta
por parte do software, caso a imagem nao seja tratada de modo conveniente. Além disso,
a imagem exibe algumas microsferas juntas, que na auséncia de manipulacido seriam
contabilizadas como uma s, ou ndo seriam contabilizadas por ndo cumprirem os
requisitos de circularidade que irdo ser impostos. Nesta imagem, ¢ ainda possivel
observar a heterogeneidade de tamanhos das microsferas.

Antes de proceder a binarizacdo desta imagem, e por forma a ndo excluir objectos da
mesma, procede-se a um melhoramento da imagem através do aumento de contraste
objecto/meio (Figura 3.4 b)). Uma vez aumentado o contraste da imagem (de facto pode
verificar-se que todas as microsferas apresentam uma maior defini¢do em relagdo ao
meio), segue-se a sua binarizacdo. Esta operacdo transforma a imagem em tons de cinza
numa imagem a preto (objecto) e branco (meio), tal como apresentado na Figura 3.4 c).
No caso do software utilizado, a binarizagdo ¢é feita automaticamente, sem que o
utilizador tenha de proceder a determinagdo do threshold.

No entanto, o binario da imagem pode apresentar alguns problemas, nomeadamente a
nivel do interior das microsferas. Estes problemas ocorrem com regularidade, dado que as
microsferas apresentam muita transparéncia e reflectividade. Assim, ha que executar uma
nova operacdo, disponivel no software, que visa preencher por completo o interior das
microsferas (Figura 3.4 d)).

Todavia, na Figura 3.4 d) sdo ainda visiveis as “anomalias” detectadas na imagem
original (Figura 3.4 a)). O software utilizado possibilita, através da aplicacdo de filtros,
isto €, valores maximos e/ou minimos para determinado parametro (por exemplo para a
area, para a circularidade, etc), a eliminacdo, para cada imagem, dos objectos
“indesejaveis”.
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Figura 3-4: Sequéncia de imagens correspondentes a cada operagdo utilizada na caracterizagdo das microsferas por
analise de imagem. a) imagem adquirida ao microscopio Optico, b) imagem melhorada através do aumento de contraste
objecto/meio, ¢) imagem binarizada, d) imagem obtida apds o preenchimento do interior das microsferas, ) imagem
obtida apos a remogdo dos objectos residuais “indesejaveis”, f) imagem obtida apds a separacdo das microsferas juntas,
g) imagem das microsferas contabilizadas, exibindo os pixel/fronteira.

36 Salomé Portelas Martins



Materiais e Métodos

No caso presente, isto ¢ conseguido impondo dois filtros: um para a drea minima dos
objectos e outro para a circularidade dos mesmos. Os valores impostos basearam-se num
estudo preliminar em que se verificou que uma area de 9 pixel (3° pixel) ¢ uma
circularidade de 0,8 correspondiam a valores minimos daqueles parametros apresentados
pelas microsferas. Desta forma, foi possivel excluir todos os objectos com area inferior a
9 pixel (como por exemplo objectos provenientes da ocorréncia de ruido) e circularidade
inferior a 0,8 (como ¢ o caso de objectos com forma alongada). Além disso, as
microsferas cuja area total ndo se encontre dentro do campo visual do microscopio 6ptico,
ndo sao consideradas, evitando assim erros associados a contabilizacdo de areas
incompletas. O efeito desta manipulagdo encontra-se patente na Figura 3.4 e).

Como foi referido anteriormente, na imagem inicial sdo visiveis microsferas juntas. Para
evitar erros de contagem relacionados com este fendmeno, ¢ feita a separacdo das
microsferas utilizando a ferramenta watershed do software Imagel], que detecta dois
objectos juntos e processa automaticamente a sua separagao. Um exemplo de aplicacio
desta funcionalidade ¢ apresentado na Figura 3.4 f), em particular na ampliagdo
correspondente a uma pequena area da imagem.

Por ultimo, ¢ contabilizado o nimero de microsferas presentes na imagem e determinado
o perimetro de cada uma, através do nimero de pixel que faz fronteira entre o objecto e o
meio (Figura 3.4 g).

Todos os objectos presentes numa imagem foram contados e medidos automaticamente,
através da execugdo sequencial do conjunto de operagdes descritas. Para cada imagem
analisada foi criada uma folha de cdlculo com os pardmetros medidos para cada
microsfera, nomeadamente a area, o perimetro, a circularidade, os didmetros de Feret
(minimo e méaximo) e o factor de forma (AR).

Um dos problemas que surge frequentemente em andlise de imagem ¢ o da
representatividade da amostra, ja que as quantidades depositadas numa ldmina sdo muito
pequenas. De modo a ter um critério de paragem que ndo fosse aleatdrio e fosse aplicavel
a medi¢do dos varios parametros, adoptou-se um critério ja anteriormente utilizado e
presente na literatura (Moura, 1999). Calculou-se, com base no niimero de andlises da
amostra, uma distribui¢do t-student com um grau de probabilidade de 95% e n-1 graus de
liberdade, e com base nesta distribui¢do, calculou-se o desvio padrdo dos valores da
amostra. Como critério de paragem para a assun¢do do valor da média procedeu-se a
inclusdo de microsferas até que o valor do desvio padrio fosse de 5% em relacdo a média,
pelo que os valores obtidos apresentam um coeficiente de variagao de 5%. De acordo com
este procedimento o nimero de microsferas analisado, por ensaio, foi cerca de 1000.

As varidveis area, perimetro e didmetro maximo e minimo de Feret das microsferas, para
que possam ser traduzidos em unidades métricas, necessitam de sofrer uma transformacgao
de pixel para micrometro, que ¢ efectuada pela conversdo directa fornecida pelo software
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da camara Leika® (numa ampliacdo de 10%, 66 pixel corresponde a 50 micrometros e
numa ampliacdo de 20X, 66 pixel corresponde a 100 micrémetros). Para efeitos de
demonstragdo da conversdo, serd usado o exemplo do diametro equivalente das
microsferas analisadas.

y o e ~ , . . 2
O tratamento ¢ iniciado com a obtengdo da area das microsferas preparadas, em pixel,
, . . ., 2 ) .
que ¢ posteriormente convertido para micrémetro” (um°). Para esse efeito faz-se a
~ . 2 2 ~ r1: . ~
conversdo entre pixel” e pm”, segundo a equagdo (3.1), valida para uma ampliacdo de
10x.

A (pixel?) * 502 (3.1
A (um?) = ez

Apbds a conversdo em pm?’, a area das microsferas ¢ transformada no didmetro de uma
esfera perfeita com a mesma area, vulgo o seu didmetro equivalente (d). A transformacao
¢ feita a por recurso a equagao (3.2).

g g [Am®) (3.2)
T

Partindo do didmetro equivalente calculado, foi calculado o valor médio dos didmetros
dda distribuicio de microsferas. O valor médio foi obtido fazendo a divisdo do
somatoério dos valores do diametro equivalente referentes a cada uma das microsferas pelo
numero de microsferas distintas (n), tal como indicado na equagao (3.3):

n
_ 2i=1 4

d, = (3.3)

n

onde d; ¢ o didmetro equivalente da microsfera i.

A base de calculo para o perimetro das microsferas produzidas passa pela obtencdao dos
valores de perimetro em pixel fornecidos pelo software ImagelJ, o qual é sucessivamente
transformando em micrometro através da conversdao facultada pelo software da camara
Leika®. A conversdo dos didmetros maximo e minimo de Feret foi efectuada do mesmo
modo.

Para os parametros circularidade e AR foram apenas calculadas as médias, uma vez que
sendo grandezas adimensionais ndo carecem de conversdo de unidades.
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Apresentagdo e Discussdo dos Resultados

4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos relativos a preparagao
de microsferas de quitosano reticuladas com genipin através do método de emulsao agua-
em-o6leo.

Inicialmente caracteriza-se o plano de experiéncias levado a cabo e, posteriormente,
analisam-se os resultados quanto a influéncia de trés factores (concentragcdo de quitosano,
concentracdo de genipin e velocidade de agitacdo) na distribuicdo de um conjunto de
propriedades de tamanho (didmetro equivalente, perimetro e didmetros de Feret) e forma
(circularidade e factor de forma) das microparticulas medidas por andlise de imagem.

Numa primeira instancia, a analise centra-se na forma das distribui¢des (curvas
cumulativa e de frequéncia), a seguir nos parametros médios das propriedades, bem como
na sua variabilidade. Finalmente, ¢ estatisticamente testada a influéncia de cada um dos
factores nos parametros médios, usando a ANOVA segundo um modelo linear
multifactorial.

4.1. Plano de ensaios para a preparacao de microsferas

A defini¢do dos principais factores com influéncia nas propriedades das microsferas teve
por base estudos de literatura (Harris, Lecumberri, & Heras, 2010; Ko, Park, Hwang,
Park, & Lee, 2002). Com base neste quadro de conhecimento, foram definidas como
varidveis controladas relevantes para as caracteristicas dimensionais de tamanho e de
forma das microsferas:

1. aconcentragdo de quitosano;
2. aconcentracdo de reticulante (genipin);
3. avelocidade de agitacao.

Estas variaveis foram modificadas discretamente segundo o plano de experiéncias
mostrado na Tabela 4.1. E de notar que o plano em causa ¢ do tipo cuboidal, com os

factores (varidveis controladas) variados a vez em dois niveis, considerados extremos
relativamente a produgdo de microparticulas.

A execucdo dos ensaios fez-se de acordo com o procedimento indicado na secc¢do 3.1.1
enquanto a caracterizagdo dimensional das microsferas foi feita com base em andlise de
imagem, de acordo com o descrito na seccao 3.3.
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Tabela 4.1: Plano de experiéncias levado a cabo para analise da influéncia dos factores: concentragdo de quitosano,
concentragdo de genipin e velocidade de agitagdo, no tamanho e na forma das microsferas.

Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentracdo de quitosano (% m/m) 1 1 1 1 2 2 2 2
Concentragdo d’e genipin (% relativa 1 6 1 6 1 6 1 6
ao polimero, m/m)
Velocidade de agitacdo (rpm) 400 | 400 | 800 | 800 | 400 | 400 | 800 | 800

No final de cada um dos ensaios (apos 6 horas de reacc¢do), as microsferas resultantes
foram separadas da fase continua (parafina liquida), lavadas com benzina e secas ao ar. A
Figura 4.1 mostra um exemplar de uma imagem obtida ao microscopio Optico das
microsferas produzidas pelo método de emulsao dgua-em-6leo.

Figura 4-1: Exemplo de microsferas de quitosano reticuladas com genipin, obtidas pelo método de emulsido agua-em-
oleo.

Como se pode ver, as microsferas apresentam elevada esfericidade e uma coloragao
verde-azulada, resultado da reaccdo de reticulacdo entre o quitosano € o genipin. Além
disso, pode observar-se pela Figura 4.1 uma certa tendéncia para a aglomeragdao, muito
provavelmente devido ao facto de as microsferas se encontrarem secas.

4.2. Caracterizacdo do mecanismo de reticulacio por
espectroscopia de FTIR

A ocorréncia da reac¢do de reticulagdo entre os grupos amina do quitosano e a molécula
de genipin foi confirmada por espectroscopia de FTIR.

A Figura 4.2 exibe o espectro do quitosano juntamente com o espectro das microsferas de
quitosano reticuladas com genipin.
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As alteragdes na estrutura quimica das microsferas podem ser reveladas pelo desvio do
pico atribuido a vibragdo do grupo carbonilo, dos grupos amida presentes nas unidades
acetiladas do quitosano, de 1645 cm™ para 1637 cm™, e pelo desvio do pico atribuido as
aminas primarias de 1586 cm™ para 1583 cm™. Além disso, a intensidade de absorgdo do
sinal a 1586 cm™ diminuiu no espectro das microsferas reticuladas, o que pode também
confirmar a reac¢ao entre os grupos amina do quitosano e a molécula de genipin. Foi com
base em observacdes similares que outros autores ( Butler, Pudney, & Ng, 2003)
estabeleceram o mecanismo de reticulagdo quimico entre o quitosano e o genipin (Figura
2.7).

1637
1583

1645
1586

B

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

ndmero de onda (cm?)

Figura 4-2: Espectros de FTIR: (A) do quitosano e (B) das microsferas de quitosano reticuladas com genipin.
4.3. Analise das distribui¢des das variaveis de tamanho e forma

De modo a verificar se as distribui¢des dos valores tomados pelos pardmetros estudados
se aproximam de distribuicdes normais, foram representadas as distribuicdes para cada
parametro. Para cada uma das varidveis de tamanho e de forma foram comparadas as
distribui¢des com o intuito de detectar evidéncias a olho nu.

Com o proposito de simplificar a apresentacdo das distribuicdes e analisar o seu impacto
nas propriedades, foi utilizada uma nomenclatura simples com base nas condi¢des de
preparagao das microsferas que permite facilmente reconhecer a que condigdes estdo
associadas as curvas de distribuicdo mostradas. Assim, a terminologia indica apenas a
percentagem de quitosano e genipin utilizado no ensaio em questdo, bem como a
velocidade de agitacdo que foi usada no mesmo, podendo ser descrita por xCHyGEzzz,
em que x indica a concentragdo de quitosano (1 ou 2%), y a de genipin (1 ou 6%), € zzz a
velocidade de agitacdo (400 ou 800 rpm).
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Tabela 4.2: Tabela indicativa da terminologia utilizada para a apresentagdo das distribuigdes das microsferas
preparadas.

Velocidade de agitagdo (rpm)
Concentracdo de quitosano (%) | Concentrag@o de genipin (%) 400 800
1 1CH1GE400 1CH1GE00
! 6 1CH6GE400 1CH6GES00
1 2CHI1GE400 2CH1GE00
2 6 2CH6GE400 2CH6GES800

A seguir, analisa-se em maior detalhe o efeito da variacdo dos factores em cada uma das
propriedades, de tamanho e de forma, consideradas.

4.3.1. Impacto no diametro equivalente

As curvas de distribuicdo cumulativa e de frequéncia apresentadas na Figura 4.3 mostram
o efeito da variagdo de cada um dos factores avaliados no presente estudo, nomeadamente
a concentragdo de polimero, a concentra¢ao de reticulante e a velocidade de agitagdo, no
diametro equivalente (equacao 2.1) das microsferas de quitosano reticuladas com genipin
pelo método de emulsdo agua-em-6leo. Para todas as condigdes experimentais as curvas
de distribui¢cdo aproximam-se de distribui¢cdes log-normal.

O impacto da concentracdo de quitosano (1 e 2%, m/m) no didmetro equivalente das
microsferas produzidas ¢ mostrado na Figura 4.3 (al e a2), para a mesma concentragdo de
reticulante (1%) e para as velocidades de agitacdo de 400 e 800 rpm. Os resultados
indiciam que concentragdes de polimero mais elevadas conduzem a microsferas de maior
tamanho. Isto acontece porque quanto maior for a concentragdo polimérica, maior € a
viscosidade da solucdo, o que leva a formagdo de goticulas maiores durante o processo de
emulsificagdo, que vao dar origem, naturalmente, a microsferas de maiores dimensoes
(Kawadakar & Chauhan, 2012). A andlise das curvas de frequéncia da Figura 4.3 (al e
a2) permite, ainda, concluir que as microsferas obtidas com solucdes de quitosano de
concentracdo mais elevada (2CHIGE400 e 2CHIGES800) exibem uma maior
variabilidade de tamanhos (curvas de distribuicdo de frequéncia mais alargadas) que as
obtidas com solucdes poliméricas mais diluidas (1ICH1GE400 e 1ICHIGES800).

A concentragdo do reticulante ¢ um parametro determinante na obtencao de microsferas
bem formadas (estaveis). O efeito deste parametro nas curvas de distribui¢do de tamanhos
(cumulativa e de frequéncia) das microsferas ¢ exibido na Figura 4.3 (bl e b2). Como
referido anteriormente, depois de obtida a emulsdo de quitosano em parafina liquida
segue-se a adicdo, gota a gota, da solucao de reticulante (solugdo de genipin), originando
a reticulagdo das microsferas de quitosano a partir da superficie. Como se vé€ pelas
distribuicdes apresentadas na Figura 4.3 (b1 e b2) para duas concentragdes de genipin: 1 e
6 %, o aumento da carga de reticulante motiva um aumento da dimensao das microsferas
(Karnchanajindanun, Srisa-ard, Srihanam, & Baymark, 2010). Este facto pode ser
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explicado pela rapida reticulagdo da superficie para concentracdes de genipin mais
elevadas, impedindo a difusdo do solvente (agua) do polimero que forma as goticulas para
a fase continua (parafina) da emulsdo e a consequente redugcdo do tamanho das
microsferas (Phromsopha & Baymark, 2010). Além disso, as curvas representadas na
Figura 4.3 (bl e b2) mostram que o efeito da concentragdo de genipin no tamanho das
microsferas ¢ mais relevante para concentragdes de polimero mais baixas e para

velocidades de agitagdo maiores (Figura 4.3 (b1l)).
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Figura 4-3: Curvas de distribui¢do (cumulativa e de frequéncia) para o didmetro equivalente de microsferas de quitosano
reticuladas com genipin: al e a2 — efeito da concentragdo de quitosano (1 e 2 %); bl e b2 — efeito da concentragao de
genipin (1 e 6 %); cl e c2 — efeito da velocidade de agitacdo (400 e 800 rpm).
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Por ultimo, o impacto da velocidade de agitagdo (400 rpm e 800 rpm) no didmetro
equivalente das microsferas estd patente nas curvas de distribuicao exibidas na Figura 4.3
(cl e c2) para a mesma concentracdo de reticulante (1%) e para as concentracdes de
polimero 1 e 2 %. Como se sabe, o aumento da velocidade de agitacdo melhora a
dispersdo das goticulas da emulsdo e, consequentemente, previne a agregacdo ¢ a
coalescéncia. Como resultado, verifica-se uma diminui¢do da dimensdo das microsferas
para velocidades de agitagao superiores (ICH1GE800 e 2CH1GES800).

Em suma, as distribui¢des representadas na Figura 4.3 e, de um modo geral, os resultados
de todos os ensaios efetuados, permitem concluir que o didmetro equivalente das
microsferas de quitosano reticuladas com genipin diminui com a diminuigdo quer da
concentracdo de polimero quer da concentragao de reticulante € com o aumento da
velocidade de agitacdo. Tendéncias semelhantes, para a produgdo de microsferas com o
mesmo sistema, s3o descritas na literatura (Kawadakar & Chauhan, 2012;
Karnchanajindanun, Srisa-ard, Srihanam, & Baymark, 2010; Phromsopha & Baymark,
2010).

4.3.2. Impacto no perimetro

Em estudos que envolvam analise de sistemas de particulas, o perimetro ¢ uma
propriedade que agrega aspectos que sdo comuns a medidas quer de tamanho quer de
forma, uma vez que quanto mais regular for a superficie de uma particula, mais
consistente ¢ o seu perimetro. Ou seja, o perimetro estd relacionado ndo s6 com o
tamanho de uma particula (quanto maior for o seu tamanho obviamente maior serd o seu
perimetro) mas também com a forma desta. Por outras palavras, duas particulas com a
mesma area projectada (portanto, com igual tamanho) podem exibir valores de perimetro
muito diferentes, bastando por exemplo, uma delas possuir uma superficie mais irregular
ou uma forma mais alongada. Assim sendo, as distribuicdes com base nesta propriedade,
sO por si, ndo permitem inferir acerca do tamanho das particulas.

Na Figura 4.4 encontram-se representadas as curvas de distribui¢do cumulativa e de
frequéncia que traduzem o efeito da variacdo de cada factor estudado no perimetro das
microsferas (sec¢do 2.6.2).

A semelhanca das curvas de distribui¢dio de didmetros (Figura 4.3), também as curvas de
distribuicdo de perimetros tendem para distribui¢des log-normal. Além disso, para todos
0s ensaios experimentais verificam-se as mesmas tendéncias que as observadas para o
diametro equivalente, ou seja, concentragdes mais baixas de quitosano e de reticulante e
velocidades de agitacdo mais elevadas conduzem a microsferas com menor perimetro.
Neste caso, poder-se-a dizer, muito provavelmente, que esta situa¢do ocorre devido ao
facto de as particulas também possuirem menor dimensao.
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Figura 4-4: Curvas de distribui¢do (cumulativa e de frequéncia) para o perimetro de microsferas de quitosano
reticuladas com genipin: al e a2 — efeito da concentragdo de quitosano (1 e 2 %); bl e b2 — efeito da
concentragdo de genipin (1 e 6 %); cl e c2 — efeito da velocidade de agitagao (400 e 800 rpm).

Relativamente as curvas de distribuicdo de frequéncia da Figura 4.4, as microsferas com
maior perimetro apresentam distribuicdes mais alargadas (ou seja, uma maior
variabilidade) face as distribuicdes exibidas pelas microsferas de menor perimetro.

4.3.3. Impacto nos didmetros maximo e minimo de Feret

Conforme mencionado na sec¢ao 2.6.2, os diametros de Feret medidos pelo software
Imagel sao definidos como a maior (didmetro de Feret méximo) e a menor (diametro de
Feret minimo) distancia de paquimetro medida na particula.
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Para todos os ensaios realizados, os didmetros de Feret (mdximo e minimo) apresentam
distribui¢cdes muito semelhantes as representadas na Figura 4.5. Como pode ser observado
na Figura 4.5 al e a2, o comportamento das duas curvas (curva do didmetro de Feret
maximo e curva do didmetro de Feret minimo) ¢ praticamente coincidente, o que pode
indiciar, desde logo, valores de circularidade e de factor de forma proximos da unidade,
ou seja, microsferas com elevada esfericidade.
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Figura 4-5: Curvas de distribuig¢do de frequéncia tipicas para os didmetros de Feret (maximo e minimo) de microsferas
obtidas para uma concentrag@o de quitosano de 2% e de genipin de 1%, para duas velocidades de agitacdo: al — 400
rpm e a2 — 800 rpm.

De seguida analisa-se e discute-se o impacto dos varios factores na forma das particulas,

designadamente na circularidade e no factor de forma (AR).

4.3.4. Impacto na circularidade

Como anteriormente referido (sec¢do 3.3) foi utilizado um filtro para a circularidade pelo
que apenas particulas com circularidade superior a 0,8 foram contabilizadas pelo sofiware
de analise de imagem. As curvas de distribui¢do cumulativa e de frequéncia apresentadas
na Figura 4.6 mostram o efeito da variacdo de cada um dos factores na circularidade das
microsferas de quitosano reticuladas com genipin (equagdo 2.1). Recorde-se que a
circularidade esta relacionada com a esfericidade da particula sendo que uma particula
perfeitamente esférica apresenta um valor daquela propriedade igual a 1. Quanto mais
afastado o valor se encontrar da unidade mais alongada ¢ a particula.

Pela andlise de todas as curvas de frequéncia apresentadas na Figura 4.6 e, de um modo
geral, para todos os ensaios efectuados, a moda (valor da circularidade para o qual ocorre
a maior frequéncia de particulas) surge para valores superiores a 0,9, o que indica que as
microsferas obtidas, para diferentes condigdes experimentais, apresentam elevada
esfericidade.
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Figura 4-6: Curvas de distribui¢do (cumulativa e de frequéncia) para a circularidade de microsferas de quitosano
reticuladas com genipin: al e a2 — efeito da concentra¢do de quitosano (1 e 2 %); bl e b2 — efeito da concentragdo de
genipin (1 ¢ 6 %); cl e c2 — efeito da velocidade de agitagdo (400 e 800 rpm).

Relativamente ao impacto de cada factor neste pardmetro de forma, a concentragdo de
quitosano parece ndo revelar qualquer efeito sobre a circularidade das microsferas (Figura
4.6 (al e a2)) embora as condigdes experimentais correspondentes as curvas
representadas apontem para um impacto significativo da velocidade de agitacdo naquela
propriedade.

As distribui¢des correspondentes ao impacto da concentragdo de genipin na circularidade
mostram-se inconclusivas (Figura 4.6 (bl e b2)).
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Por ultimo, e como j& avancado, a velocidade de agitacdo afecta significativamente a
circularidade das microsferas sendo que valores de agitacdo mais elevados produzem
particulas com circularidade muito proxima de 1 (Figura 4.6 (cl e c2)).

4.3.5. Impacto no factor de forma AR

Em primeiro lugar deve salientar-se que o factor de forma (AR) foi medido, pelo software
de andlise de imagem, para todas as microsferas com circularidade superior ou igual a
0,8. Em segundo lugar, os valores superiores a unidade estdo relacionados com o modo
como foi definida esta propriedade no presente trabalho (equagdo 2.3).

Relativamente ao impacto de cada um dos factores estudados nas propriedades de forma,
designadamente no factor de forma, ndo foi possivel estabelecer qualquer correlagdo
como ¢ evidenciado, a titulo de exemplo, pelas curvas de distribui¢cao do factor de forma
exibidas na Figura 4.7. Esta figura mostra o efeito da velocidade de agitacdao (400 e 800
rpm) no factor de forma de microsferas obtidas a partir de formulagcdes com as
concentracdes mais baixas e mais elevadas, quer de polimero quer de reticulante
(1CH1GE400 e 1ICH1GES800 versus 2CH6GE400 e 2CH6GES800). De facto, as curvas de
distribuicdo (cumulativa e de frequéncia) ndo denotam diferengas significativas para as
duas velocidades de agitacao testadas.
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Figura 4-7: Curvas de distribui¢do (cumulativa e de frequéncia) para o factor de forma (AR) de microsferas de
quitosano reticuladas com genipin: efeito da velocidade de agitacdo (400 e 800 rpm) para formula¢des obtidas a partir
de al — 1% de quitosano e 1% de genipin e a2 — 2% de quitosano e 6% de genipin.

4.4. Efeito dos factores nos momentos das distribuicoes das

propriedades
Os resultados apresentados nesta sec¢do representam os momentos das distribuigdes
obtidos para cada ensaio realizado. Aqui o primeiro momento € caracterizado pelo valor
médio da propriedade e o segundo pelo desvio padrdo. Todavia, tal como referido na
seccdo 3.3, todos os valores foram obtidos com um desvio padrao de 5% relativamente ao
valor médio, para um intervalo de confianca de 95%.
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A Tabela 4.3 resume os valores médios para cada uma das propriedades medidas, quer de
tamanho quer de forma, das microsferas de quitosano reticuladas com genipin.

Tabela 4.3: Factores variados e respectivos valores médios das propriedades avaliadas por analise de imagem para as
microsferas de quitosano preparadas pelo método de emulséo agua-em-oleo.

Diametro Perimetro | Maximo de | Minimo de
% CH | %GE | RPM equivalente (jm) (um) Feret (um) | Feret (um) Circularidade | AR
1 1 400 14,81 47,04 19,19 13,87 0,94 1,12
1 1 800 10,47 31,96 11,51 9,03 0,95 1,08
1 6 400 32,70 107,21 37,98 29,35 0,88 1,17
1 6 800 21,91 71,67 26,67 19,05 0,90 1,19
2 1 400 31,43 101,16 33,28 29,78 0,92 1,12
2 1 800 23,60 81,80 28,84 25,83 0,91 1,20
2 6 400 38,69 128,29 44,33 36,21 0,90 1,13
2 6 800 30,57 100,93 35,04 28,23 0,91 1,09

CH — quitosano; GE — genipin; RPM — velocidade de agitagcdo; AR — factor de forma

Conforme pode ser visualizado na Tabela 4.3, as formulagdes preparadas com a
concentracdo de quitosano e de reticulante de 1% (as mais baixas testadas) e sujeitas a
velocidade de agitacdo de 400 e 800 rpm (1CH1GE400 e 1CH1GES800) produziram as
microsferas de didmetro equivalente médio mais pequeno, cerca de 15 e 10 um,
respectivamente. A estas formulagdes correspondem, também, os valores mais baixos
quer de perimetro quer de didmetros de Feret. Por outro lado, as mesmas microsferas
apresentam os valores mais elevadas para a circularidade (0,94 e 0,95, respectivamente)
enquanto os valores do factor de forma (AR) sdo, praticamente, os mais préximos da
unidade (1,12 e 1,08, respectivamente).

De sublinhar que a andlise do tamanho das microsferas apenas com base nos valores
médios das propriedades pode ser demasiado simplista pelo que deverd sempre ter-se em
conta a largura das distribui¢des. Todavia, pelas curvas apresentadas na Figura 4.3, as
microsferas resultantes das formulagdes em questdo (ICHIGE400 e 1CH1GES800) sao,
também, as que exibem distribui¢cdes mais apertadas de didmetros.

Decorrente da andlise da Tabela 4.3, ¢ possivel identificar algumas relagdes entre os
factores variados (concentragdo de quitosano, concentragdo de reticulante e velocidade de
agitacdo) e algumas propriedades de tamanho exibidas pelas microsferas (didmetro
equivalente, perimetro e didmetros de Feret). Todavia, a relacdo entre os factores e as
propriedades de forma (circularidade e factor de forma) ndo parecem tdo evidentes.

Assim, como ja concluido através da andlise das distribui¢cdes da Figura 4.3, o didmetro
equivalente médio das microsferas diminui para concentragdes de polimero e de agente
reticulante mais baixas e velocidades de agitacdo da emulsio W/O mais elevadas. A
mesma tendéncia de variagdo ¢ seguida pelos valores médios do perimetro das
microsferas.
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Relativamente aos didmetros maximo e minimo de Feret, observa-se o aumento de ambos
com a diminui¢do da velocidade de agitacdo a que ¢ sujeita a emulsdo dgua-em-0leo
durante a prepara¢do das microsferas. A concentracdo da solucdo de quitosano e a
concentracgdo de reticulante afectam os diametros de Feret (maximo e minimo) na medida
em que estes aumentam com o aumento de ambas as concentragdes. Por ultimo, a
discrepancia entre os valores médios de ambos os didmetros, ainda que pequena (no
minimo ~2 pum e no maximo ~8 um), € explicada, naturalmente, pelo facto de as
microsferas nao apresentarem uma esfericidade perfeita, como pode ser comprovado pela
andlise dos valores médios da circularidade e do factor de forma.

Assim, em relagdo as propriedades de forma, a circularidade ndo denota uma relacdo
directa com os factores estudados (os valores médios sdo muito proximos), no entanto,
verifica-se que as microsferas de menor didmetro apresentam os valores mais elevados de
circularidade.

Por outro lado, a semelhanga do que foi dito para a circularidade, também para o factor de
forma (AR) ndo ¢ possivel estabelecer uma relagdo com os factores, embora os valores
médios mais proximos da unidade paregam corresponder as microsferas mais pequenas.

Finalmente, os valores médios apresentados na Tabela 4.3 apontam para uma ligeira
relacdo entre as propriedades de tamanho e as propriedades de forma, ou seja, as
microsferas mais pequenas, de menor diametro equivalente, sdo as que, aparentemente,
apresentam maior esfericidade. Relacdo semelhante foi estabelecida por outros autores
aquando da preparagdo de microsferas de fibroina de seda através do método de emulsdo
agua-em-oleo, seguido de reticulagdo com genipin (Imsombut, Srisuwan, Srihanam, &
Baimark, 2010).

As relacdes vislumbradas nesta secgéo, entre os factores e as propriedades de tamanho e
de forma das microsferas, poderdo ser demonstradas pelo estudo estatistico apresentado
de seguida.

4.5. Analise estatistica

Nesta seccdo apresentam-se os resultados da ANOVA, que foi levada a cabo com o
intuito de robustecer algumas das observacdes qualitativas que emergem da andlise visual
das distribui¢des de frequéncia e dos seus primeiros momentos. Os testes de ANOVA
foram efectuados com recurso ao package Statistica® (versao 7).

O modelo que representa o sistema ¢ mostrado na Figura 4.8.
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Figura 4-8:Representagdo esquematica do modelo conceptual do sistema.

4.5.1. ANOVA

A andlise de variancia foi efectuada para todos os factores em conjunto, vs uma variavel
de saida de cada vez, assumindo um nivel de significincia (o) de 5%. A média da
distribuicdo de cada propriedade foi usada como medida agregada e, por isso, a ANOVA
foi levada a cabo considerando que as variaveis de saida associadas a cada tratamento sdo
quantificadas pela média.

A ANOVA envolve um teste de hipdteses, em que a primeira hipdtese (hipotese nula) Hy,
implica que existe uma relagdo entre os factores (variaveis de entrada) e os parametros
estudados (variaveis de saida), e a hipdtese H; rejeita a existéncia de relagdo. Os valores p
obtidos para o teste de hipdteses encontram-se na Tabela 4.4 encontrando-se assinalados a
cor vermelha. Eles representam valores p inferiores ao nivel de significancia e
estatisticamente validam a existéncia de uma relacdo entre os factores e as variaveis de
saida (hipotese Hy).

Tabela 4.4:Valores p obtidos para os testes de ANOVA.

PRI TS Diametro Perimetro | Maximo de | Minimo de Circularidade Factor de Forma
Factores equivalente (um) | (pm) Feret (um) | Feret (um) IR
Concentraggo de | 7, 0,0077 | 0,0091 0,0075 0,6609 0,9536

quitosano (%)
Concentragao de 0,0079 0,0093 0,0063 0,0244 0,0772 0,6600
genipin (%)
MELEIBELIEGH 00245 | 00350 | 00283 | 00500 | 0,6609 0,8022
agitacdo (rpm)

Os resultados obtidos por ANOVA denotam que existem algumas relagdes com uma
significancia bastante acentuada entre os factores e os pardmetros de tamanho estudados,
nomeadamente em relagdo ao didmetro equivalente, ao perimetro e aos didmetros maximo
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e minimo de Feret. Mais concretamente, o valor p apresentado para o didmetro
equivalente, em relacdo ao impacto da concentragdo de quitosano e concentracdo de
genipin sdo muito reduzidos, de 0,0074 e 0,0079 respectivamente, que prova que estes
factores tem de facto influéncia nos parametros dimensionais das microsferas. Esta
influéncia pode ainda ser estendida para o perimetro e didmetros méximo e minimo de
Feret, em relagdo a concentragdao de quitosano e de genipin. A Figura 4.9 mostra o efeito
de alguns factores nalguns parametros. Nesta Figura, podemos verificar que a variagdo do
diametro equivalente em resultado da variacdo da concentracdo de quitosano ¢
significativa, sendo que ndo ha qualquer tipo de sobreposicdo dos valores de didmetro
obtidos para os intervalos de confianca a 95%. A mesma analise denota que a velocidade
de agitacdo ¢ também um factor estatisticamente relevante no que diz respeito as
caracteristicas de tamanho das particulas. Estas conclusdes estdo em perfeita
concordancia com as observagdes que resultaram da analise qualitativa anteriormente
levada a cabo.

[CH]; LS Means RPM; LS Means
Current eff ect: F(1, 4)=25 261, p=,00735 Current effect: F(1, 4)=9,8292, p=,03501
Effective hy pothesis decomposition Eff ectiv e hy pothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence interv als Vertical bars dencte 0,95 confidence interv als
® 120
36
k] 110

N 100

Diametro equiv alente
Perimetro

o p

RPM; LS Means [CH]; LS Means
Currert effect: F(1, 4)=7, 7062, p=05002 Curret eff ect: F(1, 4)=,00383, p=95363
Effective hy pothesis decomposition Effactive hy pothesis decomposiion
Vertical bars denote 0,95 confidence interv als Vertical bars denote 0,95 confidence ntervals
34 24
32 2 E= -
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Figura 4-9: Representagdo da decomposi¢do do teste de hipoteses para os factores e parametros a) concentragdo de
quitosano e didmetro equivalente, b) velocidade de agitacdo e perimetro, ¢) Velocidade de agitagdo e didmetro minimo
de Feret, e d) Concentracdo de quitosano e Factor de forma AR.
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A Figura 4.9 b) representa o efeito da velocidade de agitagdo no perimetro das particulas,
sendo possivel verificar que o perimetro ¢ significativamente influenciado pela
velocidade de agitagao, com um valor p de 0,0380.

Observa-se que os factores nao influenciam significativamente os parametros AR e
circularidade, como havia sido constatado por andlise qualitativa das distribuigdes. Estes
resultados reforcam a ideia de que os factores variados nao influenciam
significativamente a forma das particulas, apesar de as particulas com menor tamanho
apresentarem normalmente uma maior esfericidade.

Os parametros circularidade e AR, ndo apresentam valores p considerados significativos,
uma vez que os valores obtidos sdao superiores a 0,05. A Figura 4.9 d) evidéncia uma tal
situagdo, a qual resulta do impacto da concentra¢do de quitosano no parametro de forma
AR nio ser estatisticamente significativo.

Na Tabela 4.5 ¢ apresentada a sintese da variagdo causada nos parametros com face a
alteragdo dos factores.

Tabela 4.5: Sintese da variacdo dos parametros face a alteragdo dos factores.

Diametro | Perimetro | Maximo | Minimode |icularidade| AR
equivalente (um) de Feret Feret (um)
Concentragdo de S (7 S () S (7 S () N N
quitosano (%)
Concentragao de S (7 S () S (7 S(7) N N
genipin
Velocidade de S (V) S (V) S(Y) N N N
agitacdo

A designacdo “S” representa situagdes em que o impacto de um factor numa variavel de
saida € estatisticamente significativa, enquanto “N” representa a situa¢do oposta. O
simbolo “7” ¢ usado para representar uma relacio em que o aumento de um factor
provoca o aumento da varidvel de saida. Por oposi¢cdo, o simbolo “N” ¢ usado para
representar uma relagdo em que o aumento de um factor provoca a diminui¢do de uma
variavel de saida. Verifica-se, como ja foi referido anteriormente, que o aumento da
concentracdo de quitosano, bem como o aumento da concentragdo de genipin, conduzem
ao aumento das medidas de tamanho (didmetro equivalente, perimetro e didmetros
maximo e minimo de Feret) das microsferas produzidas, e também que o aumento da
velocidade de agitacdo da origem a diminuicdo das medidas de tamanho. Os factores
parecem nao ter qualquer influéncia nos parametros de forma (circularidade e AR) das
microparticulas.
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5. CONCLUSOES

A primeira conclusdo a retirar do presente trabalho experimental, mostra que o método
adoptado para a preparagao de microsferas de quitosano reticuladas com genipin (método
de emulsdo agua-em-0leo), produz microsferas de cor verde-azulada, de pequena
dimensao (alguns micron) e elevada esfericidade. Além disso, a metodologia utilizada
revelou ser de simples implementagdo e particularmente interessante, uma vez que a
solucdo de partida contém apenas agua e quitosano. Esta solucdo ¢, entdo, emulsionada
numa fase organica, constituida por parafina, a qual se adiciona um reticulante quimico —
o0 genipin, um agente natural, biocompativel. Assim, ndo sd3o necessarios solventes
organicos (ou outros aditivos), nem manipula¢des complexas ao processo de preparacao
das microsferas de quitosano reticuladas com genipin. As microsferas t€m, pelo menos a
primeira vista, capacidade para desempenharem o papel de sistemas de transporte de
farmacos, necessitando para tal, apenas de ser carregados com os principios activos em
causa.

Muitas vezes a coloracdo das microsferas é usada como indicador da ocorréncia de
reac¢do de reticulacdo quimica entre o quitosano e as moléculas de genipin. No entanto,
no presente trabalho esta pdde, também, ser confirmada com recurso a espectroscopia de
FTIR. Alteragdes a nivel da estrutura quimica puderam ser observadas no espectro de
FTIR das microsferas de quitosano/genipin relativamente ao espectro obtido apenas com
o polimero.

Foram analisados trés factores como determinantes das caracteristicas dimensionais das
microsferas: concentracdo de quitosano, concentragdo de genipin e velocidade de agitacdo
da emulsdo. As caracteristicas dimensionais, designadamente algumas propriedades de
tamanho (diametro equivalente, perimetro e didmetros maximo e minimo de Feret) e
algumas propriedades de forma (circularidade e factor de forma).

Os resultados mostram que o aumento, quer da concentracdo da solugcdo aquosa de
quitosano (de 1% para 2% em massa), quer da concentragdo de genipin (de 1% para 6%,
percentagem massica em relagdo ao polimero), provoca o aumento do tamanho das
microsferas, tal como comprovado pelo aumento do didmetro equivalente, do perimetro e
dos diametros de Feret. Ao contrdrio, o aumento da velocidade de agitacdo (de 400 para
800 rpm), causa a diminuicao de todas as propriedades de tamanho. Todavia, os trés
factores estudados ndo tém qualquer impacto nas propriedades de forma, nomeadamente
na circularidade e no factor de forma das microsferas obtidas.

Por ultimo, os resultados indiciam uma ligeira relacdo entre as propriedades de tamanho e
as propriedades de forma, na medida em que as microsferas mais pequenas, de menor
diametro equivalente, sdo as que, aparentemente, apresentam maior esfericidade.
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A anélise de variancia (ANOVA) permitiu consolidar os resultados obtidos na andlise
qualitativa, no sentido em que atribui significAncia estatistica a relagdo entre a
concentracdo de quitosano, a concentragdo de genipin e a velocidade de agitacdo e a
variagdo das propriedades de tamanho das microsferas (didmetro equivalente, perimetro e
diametros méximo e minimo de Feret), e ndo indica qualquer significancia estatistica para
a relagdo dos factores com as propriedades de forma (circularidade e factor de forma AR).

5.1. Sugestoes de trabalho futuro

De modo a complementar o presente estudo, que incidiu apenas na preparagdo de
microsferas de quitosano reticuladas com genipin e na sua caracterizagao dimensional e
morfologica referem-se, de seguida, algumas sugestdes para trabalhos futuros.

Seria importante proceder a imobilizagdo de um farmaco nas microsferas obtidas pelo
método de emulsdo agua-em-6leo. O impacto dos varios factores na determinagdo da
eficiéncia de imobilizagdo bem como a obten¢do de perfis de libertagdo in vitro seriam
alguns aspectos a investigar.

Todavia, conforme mencionado no Capitulo 1, pretende-se que as microsferas preparadas
neste trabalho sejam usadas para imobilizagdo de um anti-tumoral - a cisplatina, e para
posterior dispersao numa matriz polimérica termosensivel, capaz de ser produzida in situ.
Neste contexto, seria interessante proceder a imobilizagdo da cisplatina nas microsferas,
dispersa-las na matriz polimérica e proceder a estudos de libertacao in vitro. Perfis de
libertacdo da cisplatina a partir das microsferas deveriam ser usados para comparagao.

Por fim, para verificar se as relagdes entre os factores (concentracdo de quitosano,
concentracdo de genipin e velocidade de agitacdo) e as propriedades sdo lineares ou
apresentam uma forma ndo linear, sugere-se a realizacdo de ensaios com valores
intermédios dos factores.
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