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REsSumMoO

A tecnologia de libertacdo de farmacos (drug delivery systems — DDS) é uma area emergente que
podera contribuir, de forma muito significativa, para o avanco terapéutico através do desenvolvimento
de DDS menos toxicos e mais eficazes. Neste contexto, a encapsulacdo e a impregnacédo de farmacos
em estruturas cristalinas nanoporosas do tipo zeolito tém despertado crescente interesse no
desenvolvimento de DDS. Diversos estudos de toxicologia mostraram que os zedlitos sdo materiais nao
téxicos para o uso em terapéutica medicinal. Além disso, estudos em culturas celulares com zedlitos
mostraram que aumentam a proliferacédo celular tornando-os atrativos como biomateriais.

Resultados recentes com o 5-fluorouracil (5-FU) encapsulado em zeolitos mostraram que os sistemas
eram eficazes como DDS, apresentando elevada potenciacao.

0 5-FU é um dos medicamentos mais utilizados na quimioterapia do tratamento de cancro colorretal
(CCR) e cancro da mama (CM), nas ultimas décadas. O 5-FU apresenta elevada toxicidade, podendo a
terapéutica com este medicamento tirar partido de desenvolvimento de novas estratégias de
administracdo ao paciente. No presente trabalho foram preparados novos DDS a base do 5-FU tendo
como suporte diferentes estruturas zeoliticas, do tipo FAU, LTA, BEA e ETS. Os DDS foram obtidos por
dois métodos de preparacao distintos, um em fase liquida e outro em fase vapor. O efeito dos DDS
preparados foi testada na viabilidade de duas linhas celulares humanas distintas: HCT-15 e RKO

(modelos de CCR) e Hs578T e MDA-MB-468 (modelos de CM).

Palavras-Chave: 5-FU, zeodlitos, libertacao controlada de farmacos, cancro colorretal, cancro da

mama, DDS






ABSTRACT

The drug delivery systems technology (DDS) is an emerging area which may contribute very
significantly to the therapeutic advance and the development of less toxic and more effective DDS. In
this regard, encapsulation and impregnation of drugs into the nanoporous crystalline structure type
zeolite have an increasing interest in the development of DDS. Several toxicology studies showed that
the zeolites are non-toxic materials for use in medical therapy. Furthermore, studies in cell culture
showed that zeolites with increased cell proliferation making them attractive as biomaterials.

Recent results with 5-fluorouracil (5-FU) encapsulated in zeolite showed that this systems are effective
as DDS and showed high potentiation.

The 5-FU is one of the most common drugs used in chemotherapy treatment for colorectal cancer and
breast cancer in recent decades. The 5-FU has high toxicity and may therapy with this drug take
advantage of developing new strategies for administration to the patient. In this work were prepared
new DDS based on 5-FU being supported in different zeolite structures, like FAU, LTA, BEA and ETS.
The DDS was obtained by two different preparation methods, liquid phase and vapor phase. The effect
of DDS was tested in two different human cell lines: HCT-15 and RKO (colorectal cancer model) and

Hs578T and MDA-MB-468 (breast cancer model).

Keywords: DDS, drug delivery systems, zeolites, 5-FU, 5-fluorouracil, colorectal cancer, breast cancer
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CAPiTULO 1

INTRODUCAO






INTRODUGAO

1.1. OBJETIVOS
Com este trabalho de investigacao pretende-se desenvolver sistemas drug delivery (DDS) baseados em
estruturas zeoliticas para o tratamento dos carcinomas colorretal (CCR) e da mama (CM), usando
modelos in vitro.
As estruturas zeoliticas do tipo FAU, LTA, BEA e ETS foram selecionadas para preparar os DDS com o
5-fluorouacilo encapsulado pelos métodos em fase liquida ou em fase vapor.
Os sistemas sdo caraterizados por diversas técnicas espetroscopicas e analiticas.
0 mecanismo de libertacdo do farmaco nos DDS sera estabelecido.
A bioviabilidade celular dos DDS preparados sera avaliada em duas linhas celulares humanas distintas,

HCT-15 e RKO modelos de CCR e Hs578t e MDA-MB-468 modelos de CM.

1.2. ORGANIZAGAO DA TESE
Esta tese esta organizada em 5 capitulos principais onde se descreve o trabalho de investigacéo
realizado. O contexto e ambito da tese sao introduzidos no presente capitulo.
No segundo capitulo - estado da arte - sdo abordados os fundamentos tedricos associados aos
sistemas drug delivery, zedlitos e modelos de libertacdo associados a materiais porosos, necessarios a
compreensao do trabalho desenvolvido.
No terceiro capitulo - Procedimento experimental, serao apresentados os materiais e os procedimentos
utilizados para a preparacao dos sistemas drug delivery, bem como as técnicas analiticas utilizadas
para a caraterizacao dos mesmos.
No quarto capitulo - analise e discussao dos resultados - sao incluidos os resultados obtidos ao longo
de todo o trabalho experimental, assim como a discussdo dos mesmos.
Por ultimo, no quinto capitulo - Conclusdes e Perspetivas Futuras - serdo apresentadas as conclusdes

finais deste trabalho de investigacao e sugestdes para trabalhos futuros.

0 trabalho apresentado nesta tese foi desenvolvido no Centro de Quimica, Departamento de Quimica
da Escola de Ciéncias da Universidade do Minho e no Instituto de Investigacdo da Vida e da Saude

(ICVS) da Escola de Ciéncias da Saude da Universidade do Minho.
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112 (2013), pp. 237-244.

Comunicacoes em congressos:

Ana F. Machado, Ricardo Amorim, Filipa Morais-Santos, Pier Parpot, Antonio M. Fonseca, Isabel C.

Neves, Fatima Baltazar — ‘Potentiation of b-fluorouracil entrapped in zeolite as drug delivery systems
for in vitro models of colorectal and breast carcinomas’, no XXl Porto Cancer Meeting & Il Porto-
Bordeaux Joint Meeting — Translational Research in Cancer, Bringing Basic Science and Pathology to

Clinical Oncology, comunicacdo em painel.

Ana F. Machado, Jeimison D. Santos, Patricia Neto, Ricardo Amorim, Filipa Morais-Santos, Pier Parpot,
Manuel F.R. Pereira, Anténio M. Fonseca, Fatima Baltazar, Isabel C. Neves — ‘Drug Delivery Systems
Based on Zeolites’, no 9° Encontro Nacional de Catalise e Materiais Porosos (IX ENCMP), comunicacédo

em painel.

Ana F. Machado, R. Amorim, F. Morais-Santos, P. Parpot, M. F.R. Pereira, A. M. Fonseca, F. Baltazar,

[. C. Neves — ‘An experimental study of 5-fluorouracil encapsulated in nanoporosity of zeolite structures
as carriers for drug delivery’, no 1st Symposium on Medicinal Chemistry of University of Minho,

comunicacao em painel.



CAPIiTULO 2

ESTADO DA ARTE






ESTADO DA ARTE

A grande maioria dos agentes antineoplasicos usados no tratamento de cancro apresentam atividade
citotoxica, isto é, interferem por varios mecanismos de acao com os acidos nucleicos levando a
destruicao celular. Tendo em conta o seu mecanismo de acao podem dividir-se em agentes
alquilantes, antimetabolitos, inibidores de topoisomerases, inibidores de tirosina cinases, entre outros.
Relativamente aos antimetabolitos, estes agentes estruturalmente sdo analogos de metabolitos

celulares e atuam como falsos substratos interferindo desta forma na sintese de ADN e RNA [1].

2.1. ANTIMETABOLITO: 5 - FLUOROURACILO

O 5-fluorouracilo ou 5-FU, nome comercial para o 5-fluoro-1H,3H-pirimidina-2,4-diona, foi sintetizado e
patenteado em 1957 por Charles Heidelberger [2]. Apresenta-se sob a forma de um po cristalino de
cor branca, de formula molecular C,H,FN,O,, com peso molecular 130,08 g/mol e com ponto de fusao
a 282 °C. E pouco solivel em agua e levemente soltvel em alcool.

E usado ha mais de 40 anos no tratamento de varios tipos de tumores sdlidos, tais como cancro do
ovario, colorretal, gastrointestinal, figado, mama, cabeca e pescoco. O 5-FU é um composto organico
heterociclico, analogo do uracilo com um atomo de flior na posicdo C-5 em vez do atomo de

hidrogenio, Figura 2.1 [3-5].
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Figura 2.1. Estrutura da base nucleotidica uracilo (a) e do farmaco 5-Fluorouracilo (b).

Devido a sua estrutura, o 5-FU pode-se incorporar no ADN e RNA provocando a inibicao irreversivel da

timidilato sintetase (TS) e por conseguinte provocar morte celular [5,6].



2.1.1. MECANISMO DE AGAO
No interior da célula, o b5-FU é transformado em diferentes metabolitos citotoxicos que sao
incorporados no ADN interferindo diretamente na Fase S do ciclo celular inibindo a sintese de ADN por

parte destas o que lhes induz apoptose.

0 mecanismo do 5-FU é um processo complexo e por isso tem sido alvo de um estudo extensivo a sua
compreensao [7]. O 5-FU durante a sua acdo é convertido em trés metabolitos ativos: 5-fluoro-2'-
deoxiuridina-5-monofosfato (5-FAUMP) que provoca a inibicdo da TS provocando danos no DNA, 5-
fluoro-2’-desoxiuridina-5'-trifosfato (5-FAUTP) que danifica o DNA e 5-fluorouridina-5'-trifosfato (FUTP)
gue danifica o RNA.

O principal mecanismo de ativacdo do 5-FU é a sua conversdo em 5-fluorouridina-5’-monofosfato (5-
FUMP), Figura 2.2. Esta conversao pode ocorrer diretamente por acdo do orotado-fosforribosil
transferase (OPRT) com o cofator fosforribosil pirofosfato (PRPP), como pode ocorrer de forma indireta
através da fluorouridina (FUR) por meio da acdo sequencial da uridina fosforilase (UP) e da uridina
quinase (UK). O 5-FUMP ¢é entao foforilado dando origem a 5-fluorouridina-5'-difosfato (5-FUDP) que
por sua vez pode ser fosforilada dando origem ao metabolito ativo 5-FUTP ou entdo pode ser
convertida em 5-fluoro-2'-deoxiuridina-5’-difosfato (5-FdUDP) por acdo da ribonucleotido redutase (RR).
Neste caso especifico, o 5-FAUDP pode ainda ser fosforilado ou desfosforilado para gerar os

metabolitos ativos 5-FAUTP e 5-FAUMP, respetivamente.

Uma via alternativa de ativacdo envolve a conversdo de timidina fosforilase que vai catalisar a
transformacdo de 5-FU a 5-fluoro-2’-deoxiuridina (5-FUDR) que é entdo fosforilado pela timidina
quinase (TK) dando origem ao 5-FUMP [7,8]. Assim sendo, o 5-FU exerce os seus efeitos
anticancerigenos principalmente através da inibicdo da timidilato sintetase (TS) e desta forma
compromete o ciclo normal de reproducdo de células cancerigenas. A interrupcdo da TS blogueia a

sintese de pirimidina timidina que é um nucleosideo importante na replicacdo do DNA.

Cerca de 80 % do 5-FU administrado ¢ degradado pela dihidropirimidina desidrogenase (DPD) presente
no figado [5,7,8].
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Figura 2.2. Mecanismo de acdo do 5-FU (5-fluorouracil) com os respetivos intervenientes: FUDR (5-fluoro-2’-
deoxiuridina), FUMP (5-fluorouridina-5’-monofosfato), FAUMP (5-fluoro-2’-deoxiuridina-5-monofosfato), FAUDP (5-
fluoro-2’-deoxiuridina-5’-difosfato), FAUTP (5-fluoro-2’-desoxiuridina-5'-trifosfato), TS (timidilato sintetase), FUDP
(5-fluorouridina-5'-difosfato), FUTP (5-fluorouridina-5'-trifosfato), FUR (fluorouridina), UP (uridina fosforilase), UK
(uridina quinase), TK (timidina quinase), RR (ribonucleotido redutase), OPRT (orotado-fosforribosil transferase),

PRPP (co-factor fosforribosil pirofosfato) e DPD (dihidropirimidina desidrogenase) [8].

Até a data, ha apenas duas formas de administracao do 5-FU, a intravenosa [9] e a topica [10].
Quando administrado por via intravenosa é muitas vezes combinado com outros farmacos. A forma

tépica € usada no tratamento de cancro de pele e queratoses actinicas [11].



2.2. CANCRO

0 cancro é a segunda principal causa de morte no mundo depois das doencas cardiovasculares [12].
Normalmente, o cancro é um processo lento que se inicia numa unica célula. Isto &, ocorre uma
mutacdao num gene determinante que depois se desenvolve em multiplos estagios através de
alteracbes genéticas e epigenéticas que resultam na transformacdo de uma célula normal em
cancerigena [13, 14]. Estas alteracdes modificam a expressao ou funcao de genes que regulam 0s
processos celulares fundamentais.

Embora diferentes tumores possuam diferentes carateristicas, ha algumas propriedades que lhes séo
comuns como o facto de estas células serem autossuficientes relativamente aos sinais de crescimento
tornando-se desta forma auténomas, terem auséncia de resposta aos sinais de inibicao de
crescimento e apoptose, terem a capacidade de sobreviver sob condicdes que induzem a apoptose em
células normais, replicacdo ilimitada, capacidade de induzirem a angiogénese para sustentar o

crescimento e ainda a capacidade de invadir e metastizar [14, 15].

2.2.1. CANCRO COLORRETAL

O cancro colorretal (CCR) é a quarta causa de morte por cancro no mundo e a terceira em Portugal
[16].

A maioria dos casos de CCR surgem esporadicamente, sem historial da doenca na familia, embora
sindromes de cancro na familia podem ser responsaveis até 5 % dos casos. Pacientes com doencas
inflamatorias crénicas no intestino, como colite ulcerativa e doenca de Crohn tém elevada
probabilidade para o desenvolvimento deste tumor [14].

Predisposicao genética e fatores externos como alimentacdo de baixo teor de fibras e vegetais e
elevado teor de gordura, carnes vermelhas, alcool, tabaco e pouco exercicio fisico podem levar ao
desenvolvimento de CCR. Existem duas sindromes com predisposicao hereditaria que sdo o cancro
colorretal hereditario sem polipose (HNPCC) e polipose adenomatosa familiar (PAF) [17, 18].
Inicialmente surgem uns pdlipos intestinais ndo cancerigenos que se desenvolvem até a formacao de
cancro, a qual se denomina de ‘sequéncia adenoma-carcinoma’. A sequéncia adenoma-carcinoma
consiste na transformacao do epitélio normal em carcinoma, passando por diversas etapas como
mostra na Figura 2.3. Estas alteracdes devem-se a alteracdes em genes supressores tumorais como a
mutacdo no gene APC, DCC e p53. A detecdo e remocdo destes polipos pode reduzir o risco de

cancro. O diagndstico precoce pode levar a uma cura completa [14, 15].
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APARENCIA MORFOLOGICA ALTERAGAO MOLECULAR

Epitélio Normal )
Perda ou mutagédo do gene APC no cromossoma 5¢g

Epitélio Hiperproliferativo
Perda de metilagac do ADN
Adenoma Inicial
Mutagdo do gene RAS no cremossoma 12p
Adenoma Intermédio
Perda do supressor tumoral no cromossoma 18q
Adenoma Tardio

A\ LU LU LA

) Perda do gene p53 nc cromossoma 17p
Carcinoma

Figura 2.3. Evolucdo a nivel molecular do cancro colorretal, desde o epitélio normal até ao carcinoma

[adaptado de 15].

0 tratamento do cancro colorretal depende da fase de desenvolvimento do cancro. Quando descoberto
nas fases iniciais, o tratamento consiste em cirurgia e em algumas situacdes pode ser necessario
recorrer a quimioterapia ou radioterapia como terapia complementar para garantir a destruicédo de
todas as metasteses e desta forma evitar o aparecimento de novos tumores. A cirurgia baseia-se na
remocao completa ou de parte do célon que esta afetada. Na quimioterapia o tratamento é feito a
base de farmacos que destroem as células cancerigenas. E usada para diminuir o tamanho do tumor
ou atrasar o seu crescimento, também é usada para melhorar os sintomas e prolongar a sobrevivéncia
em fases mais avancadas de cancro. Pode-se recorrer a quimioterapia antes ou depois da cirurgia
bem como na primeira fase de tratamento. O 5-FU é um dos farmacos mais utilizados neste tipo de
cancro e aumenta a probabilidade de cura em muitos pacientes. Muitas vezes é conjugado com outros

agentes quimioterapéuticos [19, 20].

2.2.2. CANCRO DA MAMA

O cancro de mama (CM) é a primeira causa de morte por cancro nas mulheres no mundo
[16].Também ocorre nos homens mas com uma taxa de incidéncia muito inferior, apesar de se
verificar um aumento nos ultimos 25 anos [21].

O cancro de mama (CM) é uma doenca heterogénea com carateristicas histolégicas e biologicas
distintas. Estudos demonstram que a divisdo entre recetores de estrogénio (ER) positivos e negativos é
uma carateristica importante na analise do cancro de mama. Revelaram-se assim quatro sub-tipos
moleculares de CM: luminal (A e B), normal-like, HER2+ e do tipo basal (ou triplo negativo).

Os tumores do tipo luminal foram diferenciados entre A e B porque ha uma diferenca nos niveis de

expressao dos genes ativados para os recetores de estrogénio e uma diferenca nos niveis de genes
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relacionados com a proliferacdo, o que resulta numa diferenca de grau histolégico entre A e B. Os
subtipos HER2+ e 0 basal estdo associados a um comportamento clinico mais agressivo e complicado.
O subtipo basal corresponde a cerca de 20 % dos cancros de mama. Tém a particularidade de dar
negativo para os recetores de estrogénio e progesterona, bem como falta de sobre-expressao de HER2.
E por esta razdo que este subtipo também é chamado de fendtipo triplo negativo. O subtipo basal
carateriza-se pela supressdo do gene BRCA1 que regula o ciclo celular e previne a proliferacéo
descontrolada, o que torna este subtipo de cancro mais dificil de combater porque nestes casos de CM

se verifica resisténcia as atuais terapias [22-25].

2.3. SISTEMAS DE LIBERTAGCAO DE FARMACOS

Com o avanco dos tempos e das tecnologias o desenvolvimento de sistemas de libertacdo controlada
de farmacos representa uma area transversal da ciéncia uma vez que engloba diferentes aspetos
multidisciplinares mas que estd a ganhar grande importancia. Estes sistemas de libertacao de
farmacos tém grande importancia em quimioterapia uma vez que os agentes antineoplasicos sao de
toxicidade elevada e este tipo de formulacdo permite uma nova abordagem no tratamento do cancro e
podem ser uma mais-valia na medicina [26-28].

Estes sistemas de libertacdo de farmacos sdo frequentemente descritos como DDS ‘drug delivery
systems’ e comparativamente aos sistemas de dosagem convencional oferecem inumeras vantagens.
Com estes sistemas ha um controle na concentracdo de libertacdo do farmaco e maior eficacia
terapéutica uma vez que a libertacao ocorre de forma progressiva e controlada; diminuicao significativa
da toxicidade do farmaco e diminuicao dos efeitos secundarios; libertacdo em locais especificos do
organismo evitando desta forma a degradacao precoce. Outra mais-valia destes sistemas é que eles
permitem manter a concentracdo de farmaco mais tempo no organismo assegurando uma maior
biodisponibilidade, prolongando assim o intervalo de administracao de doses [26-30].

Requisitos essenciais para um DDS é serem de baixa toxicidade, biocompativeis e biodegradaveis. O
sistema DDS ¢é composto por duas partes, suporte e fase movel (farmaco). O suporte pode ser de
varios tipos de materiais e é responsavel por proteger as propriedades fisico-quimicas do farmaco até a
sua libertacao no local de acdo. Nanoparticulas poliméricas, silica mesoporosa, nanoparticulas
ceramicas, micelas poliméricas, dendrimeros e lipossomas sao alguns dos suportes ja existentes em

DDS [27, 31].
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Ao longo das ultimas décadas tém-se investido no estudo e no desenvolvimento de DDS cada vez mais
eficazes. Os zeolitos devido as suas propriedades estruturais tém demonstrado grande potencial para

o transporte e entrega de farmacos.

2.3.1. ZEGLITOS

Sdo uma classe de minerais que possuem uma estrutura porosa. O primeiro zedlito foi descoberto
pelo mineralogista sueco A.F. Crgnsted em 1756, ao qual lhe chamou Stilbite. Cransted descobriu que
apds o aquecimento rapido de um mineral este comeca a saltitar a medida que a agua se evapora e
dai surgiu o termo zedlito que deriva das palavras gregas Zeo (ferver) e Lithos (pedras) [32].

Zeolitos sao aluminossilicatos cristalinos que tém dimensdes bem definidas e uma estrutura
tridimensional constituida por atomos de Si e Al ligados entre si por pontes de hidrogénio. Os atomos
de Si* e Al** (denominados por atomos T) ligam-se a quatro atomos de oxigénio formando os tetraedros
SiO, e AIO;,. Cada atomo de oxigénio ¢ partilhado por dois atomos T resultando assim uma estrutura
continua ou rede. Esta rede tem um défice de carga devido ao atomo de Al que é compensada com a
inclusao de catides, normalmente metais alcalinos e alcalino-terrosos, que se ligam de forma covalente
a estrutura. A Figura 2.4. mostra a forma como os tetraedros se ligam entre si para formar a estrutura

cristalina.

i o i
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Figura 2.4. Esquema da rede zeolitica formada pelos tetraedros SiO, e AlO, [32].

Desta forma os zeolitos tém uma area interna muito grande por comparacao a area externa, isto deve-
se ao facto de ser uma rede tridimensional formada por unidades estruturais basicas que se arranjam
de forma ordenada. Este tipo de estrutura carateristica dos materiais zeoliticos confere-lhes
propriedades excecionais.

A formula quimica de um zeolito é representada através da equacdo Mx/n [AlxSiyO2(x+y)].pH,0, em
que n indica a carga do catido metalico (M). Um parametro também muito utilizado na descricdo da
composicdo quimica de um zeodlito é a razdo Si/Al, que segundo a regra de Lowensteins assume

valores nunca inferiores a 1. Nos zeolitos naturais esse valor esta compreendido entre 5 e 6 [33].
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Em 1954 a Union Carbide comercializa os primeiros zeolitos sintéticos como uma nova classe de
materiais industriais. Surgem assim os zedlitos A, Y e X com utilizacdo comercial na separacao de
gases, purificacdo do ar e catalisadores de reacdes diversas. Entre 1967 e 1969 sao sintetizados os
primeiros zedlitos de elevado teor de silica, os zeolitos beta e ZSM-5. O desenvolvimento nesta area
permitiu a utilizacdo dos zedlitos nas mais diversas aplicacdes, como a introducao do zedlito A em
detergentes por Henkel ou Persil, para a remocdo de fosfatos. Surgindo assim, mais um importante
papel na vertente ambiental [34].

O desenvolvimento elevado que se verificou nos anos 80 e 90 do século passado foi principalmente
ligado as condicbes de sintese zeolitica e estruturas mesoporosas. Até a data sédo conhecidas cerca de
80 espécies de zedlitos naturais e mais de 150 espécies sintéticas.

Como ja referido anteriormente, os zedlitos sdo constituidos por unidades elementares formadas por
tetraedros TO, de SiO, e AlO, que se podem ligar de inimeras maneiras diferentes, formando unidades
secundarias, as SBU ‘Secondary Building Units'. As SBU’s depois de conjugadas ddo origem a
inimeras células unitarias. Como é um grupo de materiais com um vasto nimero de arranjos
cristalinos diferentes criou-se uma associacdo que os cataloga e agrupa, a IZA — International Zeolite
Association que foi fundada em 1977 e é reconhecida pela IUPAC que denomina e atribui a
nomenclatura das estruturas zeoliticas conhecidas até a data [35].

Esta classe de materiais tem carateristicas muito particulares que lhe confere propriedades muito
interessantes, podendo assim ser utilizados em diversas areas. Uma delas é a biomedicina que faz
uso dos zedlitos como sistemas de libertacao de farmacos uma vez que sao biocompativeis e nao

apresentam toxicidade para as células [36, 37].

Além dos habituais zeolitos obtidos a partir de silicio e alumino, os aluminossilicatos, também ¢
possivel obter zedlitos com silicio e titdnio, os titanosilicatos. Os titanosilicatos podem ocorrer
naturalmente, o primeiro a ser descoberto foi o Zorite que apareceu em quantidades vestigiais na
Russia em 1973 [38].

Um novo material microporoso foi sintetizado em 1983 por Enichem substituindo as unidades
elementares formadas por tetraedros TO, com aluminio por unidades com titanio em coordenacao
tetraédrica. Os titanossilicatos microporosos sao solidos cristalinos tridimensionais com uma estrutura
bem definida contendo titanio, silicio e atomos de oxigénio, que podem ter origem natural ou sintética

[39, 40].
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Posteriormente, em 1988 uma nova familia de titanossilicatos, os ETS (Engelhard Titanium Silicate)
sao sintetizados com o titanio em posicao octaédrico na estrutura, em quantidades estequiométricas
(50:54). O solido mais importante desta familia é o ETS-10 e tem formula quimica
(Na,K),TiSi,.50,,.4H,0 [40].

No presente trabalho foram utilizados zedlitos de diferentes tipos, aluminossilicatos do tipo Faujasite

(NaY), Linde Type A (NaA) e Bea (HBeta) e titanosilicatos do tipo ETS-10.

2.3.1.1. ZEOLITO FAUJASITE (FAU)
0 zedlito Y é uma estrutura do tipo faujasite (corresponde ao codigo de trés letras FAU atribuido pela
IZA). A formacdo da célula unitdria resulta da combinacdo entre cavidades sodalita e prismas
hexagonais, formando no centro da célula unitaria uma supercavidade FAU. Cada poro é formado por
um anel de doze membros com diametro de 7 A, a supercavidade interna tem um diametro de
aproximadamente 13 A e ¢ formada por 10 cavidades sodalita. A Figura 2.5. mostra a forma da célula

unitaria e 0 modo como as unidades SBU se conjugam [36)].

\ Supercavidade FAU

Cavidade Sodalita (SOD)

Figura 2.5. Esquema da estrutura do zeolito Y, tipo Faujasite (FAU) composta por unidades sodalita e prismas

hexagonais. [36]

O zedlito Y apresenta uma razdo de Si/Al de 2,5 aproximadamente. A sua formula quimica é
| (Ca,Mg,Na,)29(H,0),,, | [Al.,Si,,,0...]. O zeolito Y utilizado neste trabalho foi sintetizado na forma sodica,
Nay.
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2.3.1.2. ZEOLITO LINDE TYPE A (LTA)
0 zedlito A é uma estrutura do tipo Linde Type A (corresponde ao codigo de trés letras LTA atribuido
pela IZA) como mostra na Figura 2.6. A formacdo da célula unitaria é formada por uma cavidade

sodalita com 24 atomos T, 6 anéis de quatro membros e 8 anéis de seis membros [35, 43].

Figura 2.6. Esquema da estrutura do zedlito A, tipo Linde Type A (LTA) composta por unidades sodalita [35,
43].

2.3.1.3. ZEOLITO BEA
0 zedlito beta é uma estrutura do tipo BEA. E um zeolito sintético de alto teor de silica. Foi reportado
pela primeira vez em 1967 [44]. Estruturalmente é formado por um sistema de poros tridimensionais

compostos por anéis de 12 lados, Figura 2.7. Cada poro tem aproximadamente de diametro 7 A [45,

46].

Figura 2.7. Esquema da estrutura do zedlito beta [45].
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2.3.1.4. TITANOSILICATO ETS-10
O titanosilicato ETS-10 (Engelhard Titanosilicate Structure 10) foi sintetizado pela primeira vez por
Engelhard. A sua estrutura consiste num arranjo entre tetraedros SiO, e octaedros TiO, que foi
posteriormente esclarecida por Anderson et al. [47]. O ETS-10 tem uma estrutura de poros
tridimensionais formada por anéis de 12 lados, Figura 2.8. Este tipo de estrutura & muito semelhante
ao zedlito BEA [48]. Apresenta uma estrutura de abertura de poros tubular com 8 A [49]. A sua

formula quimica geral é [(Na,K),TiSi,0,,.4H,0] [50].
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Figura 2.8. Estrutura do titanosilicato ETS-10 formada pelo arranjo entre os tetraedros SiO, e os octaedros
TiO,: (@) Um arranjo da cadeia; (b) Cadeia simples; (c) vista tridimensional da estrutura ETS-10 [adaptado de

51].

2.4. MODELOS CINETICOS
Sempre que é desenvolvido um novo sistema que impligue uma fase solida é necessario compreender
o perfil de libertacao do farmaco e estabelecer os parametros cinéticos. Em consequéncia disso, tém
sido propostos varios modelos matematicos que ajudam na interpretacao dos perfis de libertacao de
farmacos. O transporte de substancias ativas no interior de sistemas e a sua libertacao sdo resultado
de interacbes complexas entre fenomenos fisicos e quimicos. Assim as carateristicas fisico-quimicas
do farmaco e do suporte (por exemplo, porosidades), ndo aparecem descritas nos modelos
matematicos, mas apesar da complexidade dos fenémenos envolvidos alguns modelos matematicos

conhecidos sdo utilizados para interpretar as curvas de libertacao [52]. Tendo em conta o tipo de DDS
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preparados, apenas alguns modelos cinéticos sdo usados para explicar o perfil de libertacdo. Os
modelos matematicos mais comuns sao: cinética de ordem zero, cinética de primeira ordem, Modelo

de Weibull, Modelo de Korsmeyer-Peppas, Modelo de Higuchi e Modelo de Crowell.

2.4.1. ORDEM ZERO

A cinética de ordem zero descreve a libertacdo de farmacos em varios tipos de formas tais como
sistemas transdérmicos, revestidos, sistemas osmoaticos, sistemas que nao se desagregam e libertam

o farmaco lentamente. A cinética é expressa pelo modelo cinético [53]:
Q¢ = Qo + Kt

onde Q, ¢é a quantidade de farmaco acumulado por unidade de tempo t, Q, € a quantidade inicial do

farmaco e K, é a constante de libertacdo de uma cinética de ordem zero.

2.4.2. PRIMEIRA ORDEM

Este modelo tém sido usado para descrever a absorcao e/ou dissolucao de alguns farmacos. Mas tém
sofrido alteracdes consoante o tipo de sistema em estudo. Desta forma, a equacao que melhor

expressa o perfil de libertacdo dos DDS preparados é [53]:

K
10g(Qu — @) = 10g(0a) — (355 ¢

onde, Q. é a quantidade total de farmaco libertado, Q, é a quantidade de farmaco libertado no tempo

t, e K, é a constante de libertacéo de primeira ordem.

2.4.3. MODELO DE WEIBULL

E uma adaptacdo da equacdo empirica descrita por Weibull para o processo de dissolucao/libertacdo
do farmaco. E uma equacdo muito versatil que pode ser aplicada com sucesso em quase todos os

sistemas de libertacédo [53].
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A equacao Weibull exprime a fracdo cumulativa de farmaco m na solucao no tempo t:

m_l_explﬂl
a

gue rearranjada fica:

log I—ln (1 — (QQ—t>)l = bXlogt —loga

onde a ¢ um parametro de escala relacionado com o tempo decorrido de ensaio, T, € um parametro de
localizacdo que representa o tempo de laténcia antes do processo libertacdo/dissolucdo e b é um
parametro da forma que caracteriza a curva de libertacdo como exponencial (b=1, caso 1), como
sigmoidal (b>1, caso 2) ou com inicial declive acentuado e posterior comportamento exponencial (b<1,

caso 3). A partir do rearranjo da equacdo podemos obter uma relacao linear do qual se retiram os
A ~ , . 1
valores dos parametros a e b. O pardmetro a é calculado a partir do valor da ordenada (Z) no tempo

t=1. O parametro b é obtido a partir do declive da reta. A partir dos pardmetros a e b podemos tirar
o valor do tempo de dissolucdo T, em que a = (T;)?. As formas farmacéuticas que seguem este

modelo, o log da quantidade de farmaco dissolvido em funcao do log do tempo € linear.

2.4.4. MODELO DE KORSMEYER-PEPPAS

Korsmeyer [53] desenvolveu um modelo simples que relaciona exponencialmente a libertacédo do

farmaco com o tempo, que pode ser descrito como:

L _ken

Qoo

Onde K, é a constante cinética que considera as carateristicas estruturais e geométricas e n é o

expoente de libertacdo de farmaco que indica o mecanismo de libertacdo do farmaco. O valor de n é o

declive da reta obtida pela representacdo grafica do log (g—t) em funcao do logt, a partir da

o)

equacao:
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log (QQ—t> =logK +nlogt

Em seguida, Peppas usou o valor de n para caracterizar diferentes mecanismos de libertacao,

conforme tabela 2.1.

Tabela 2.1. Interpretacao dos mecanismos de libertagdo a partir do valor de n.

Valor de n Mecanismo
0,5 Difuséo Fickiana (Lei de Fick)
0,5<n<1,0 Transporte anémalo
1,0 Transporte Caso-ll
>1,0 Transporte Super-Caso-ll

2.4.5. MODELO DE HIGUCHI

Higuchi desenvolveu varios modelos teoricos para explicar a libertacao de farmaco a partir de formas
solidas e semi-solidas. Genericamente podemos definir o modelo simplificado de Higuchi pela

equacao:
Q, = Kyt'/2
onde K, é a constante de libertacao/dissolucao de Higuchi [53].

2.4.6. MODELO DE CROWELL
Crowell reconhecendo que a area de uma particula é proporcional a raiz cubica do seu volume, definiu
que:

1

1
0, -0,/ = Kst

onde Q, é a quantidade inicial de farmaco existente na forma farmacéutica, Q, é a quantidade restante
de farmaco na forma farmacéutica ao tempo t e K, € a constante que relaciona a superficie/volume.

Este modelo aplica-se a formas farmacéuticas tais como comprimidos [53].
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A Tabela 2.2. mostra a compilacdo dos modelos matematicos usados nos quais os sistemas de

libertacao de farmaco preparados melhor se enquadram.

Tabela 2.2. Modelos matematicos usados para descrever as curvas de libertacdo de farmacos.

Modelos Matematicos Equacoes
Ordem Zero Q¢ = Qp + Kt
Primeira Ordem log(Qe — Q) =10g(Qs) — ( K )t
ot 2,303
. Q:
Weibull log|—=In|1- Q_ = bXlogt —loga
Q¢
Korsmeyer-Peppas log Q_ =logK +nlogt

Higuchi Q, = Kyt'/2

Crowell Q;/3 - Q:/3 = Kt
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CAPITULO 3

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL






PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O capitulo 3 descreve o trabalho laboratorial realizado de forma sucessiva ao longo da tese e que se
pode dividir em quatro fases distintas.

A primeira fase refere-se a preparacdo dos sistemas de libertacdo de farmacos (drug delivery systems,
DDS) usando como suporte zeolitos. Numa segunda fase efetuou-se a caraterizacdo dos DDS
preparados. As técnicas utilizadas foram a analise elementar, técnicas espetroscopicas (RMN do
estado solido, infravermelho (FTIR) e ultravioleta do visivel (UV/Vis)), microscopia eletronica de
varrimento (SEM- Scanning electron mycroscope), isotérmicas de adsorcdo de azoto e analise
termogravimétrica (TGA). A terceira fase refere-se ao estudo do perfil de libertacdo do farmaco do DDS
por dois métodos: cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e por espetroscopia de UV/VIS. A
preparacao e parte da caraterizacao descrita nas trés primeiras fases foram realizadas no
departamento de Quimica da Escola de Ciéncias da Universidade do Minho.

Por ultimo, numa quarta fase fez-se o estudo de viabilidade celular em linhas celulares de carcinoma
colorretal e carcinoma mamario de forma a verificar a eficacia dos DDS preparados. Esta fase realizou-

se na Escola de Ciéncias da Saude e da Vida da Universidade do Minho.
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3.1. PREPARACAO DOS DDS

3.1.1. REAGENTES

Na preparacdo dos DDS, usou-se o farmaco 5-fluoro-1H-pirimidina-2,4-diona usualmente conhecido
por S-fluorouracilo (5-FU), po cristalino de cor branca, e a acetona como solvente. A Tabela 3.1.

apresenta as carateristicas principais de cada um deles.

Tabela 3.1. Carateristicas do farmaco e do solvente usados na preparacéo dos DDS.

Reagentes e Formula Massa Pureza

Marca
Solvente Molecular Molecular (g/mol) (%)
5-FU C.H,FN,0, 130,08 99 Sigma-Aldrich
Acetona CH,COCH, 58,08 99,5 José Manuel Gomes dos Santos

As estruturas porosas em po utilizadas neste trabalho foram as derivadas de aluminosilicatos,
Faujasite (FAU, NaY), Linde Type A (LTA, NaA) e Beta (BEA, HBEA) e a derivada de titanosilicatos, ETS
(Engelhard titanosilicate material, ETS-10). Os zeolitos NaY, NaA e HBEA sdo comerciais e o ETS-10 foi

sintetizado na Universidade de Aveiro. A Tabela 3.2. descreve as carateristicas dos zedlitos.

Tabela 3.2. Carateristicas dos zedlitos usados na preparacao dos DDS.

Zeolitos Cadigo Tamanho do poro (nm) Marca
NaY FAU 0,71 Zeolyst International
NaA LTA 0,45 Sigma-Aldrich
HBEA BEA 0,65 Zeolyst International
ETS-10 ETS 0,76 -

Os zeolitos, antes de sua utilizacao, foram colocados numa estufa de secagem a 120 °C, durante 24

h, de forma a garantir que a agua adsorvida na estrutura cristalina do zedlito era libertada.
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3.1.2. METODOS DE PREPARAGAO:
Fase liquida - Encapsulamento
Os DDS foram preparados de acordo com o procedimento estabelecido e descrito na literatura [54,
55]. Uma solucdo de 260 mg de farmaco 5-FU (1,99 mmoles) em 30 mL de acetona foi adicionada a
200 mg de zedlito e deixou-se sob agitacdo a 300 rpm durante 48 h a temperatura ambiente.
Passadas as 48 h, deixou-se repousar a suspensdo até a deposicdo completa do DDS na base do
balao. Filtrou-se por gravidade o sobrenadante usando um funil de placa porosa G4. Deixou-se o funil e
0 baldo na estufa durante 24 h a 60 °C, apos as quais se transferiram os solidos para frascos
devidamente rotulados. A nomenclatura usada para identificar os sistemas de libertacdo de farmacos
neste trabalho foi 5-FU@Zedlito, onde FL significa que o farmaco foi encapsulado pelo método de fase

liquida na estrutura porosa.

Fase Vapor — Impregnacao

0 método utilizado foi adaptado do procedimento descrito por [56]. Num almofariz de Agata, misturou-
se 100 mg de zedlito com 95 mg de farmaco 5-FU (0,73 mmoles). Transferiu-se esta mistura para um
balao e adicionaram-se 4 gotas de acetona, de forma a obter uma pasta. O sistema sob vacuo, foi
colocado num banho de 6leo, durante 3 h a 60 °C. Apos este periodo, o sélido foi colocado numa
estufa durante 24 h, apos as quais se transferiram os DDS para frascos devidamente rotulados. Neste
caso, a nomenclatura utilizada foi b-FU@Zedlito,, onde FV significa que o farmaco foi impregnado pelo
método da fase vapor na estrutura porosa.

Na Tabela 3.3. estdo apresentadas as nomenclatura de cada DDS preparado através dos diferentes

métodos.

Tabela 3.3. Sistemas de libertacao de farmaco (DDS) preparados.

DDS Fase Zedlito
5-FU@NaY,, Liquida NaY
5-FU@NaY,, Vapor NaY
5-FU@NaA,, Liquida NaA
5-FU@NaA,, Vapor NaA

5-FU@HBea,, Liquida BEA
5-FU@HBea,, Vapor BEA
5-FU@ETS-10,, Liquida ETS-10
5-FU@ETS-10,, Vapor ETS-10
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3.2. TECNICAS DE CARATERIZACAO

Neste topico serdo descritas sucintamente todas as técnicas usadas para a caraterizacdo dos DDS

preparados na primeira fase do trabalho.

3.2.1. ANALISE ELEMENTAR

A analise elementar € uma técnica analitica que quantifica os elementos constituintes da amostra e a
sua proporcao. Esta técnica foi usada para verificar a existéncia do farmaco e a sua integridade nos
materiais porosos. Desta forma fez-se a analise quimica elementar de carbono e nitrogénio para se
verificar a razdo C/N, valor este proveniente apenas do farmaco, uma vez que estes elementos néo
estdo presentes nos materiais suporte, podendo-se assim fazer uma comparacao direta entre a razao
C/N experimental e teorica.

As analises elementares foram realizadas num aparelho de analise elementar LECO CHNS 932. As

amostras foram submetidas a um aquecimento de 1000 °C durante 3 min numa atmosfera de hélio.

3.2.2. ESPETROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE ESTADO

sOLIDO (RMN DE ESTADO SOLIDO)

A espetroscopia de ressonancia magnética nuclear ja € usada ha muitos anos na pesquisa
farmacéutica, com real importancia na descoberta de novos farmacos uma vez que esta técnica
permite a elucidacao da estrutura, analise conformacional e também permite verificar a existéncia de
impurezas na amostra analisada.

Recentemente, o uso do RMN de estado solido tem vindo a aumentar muito pelo elevado interesse em
caraterizar amostras solidas com aplicacdes em diversos dominios da ciéncia [57].

Esta técnica baseia-se no facto das transicoes eletronicas dos nucleos atémicos poderem ser induzidas
por aplicacdo de um campo magnético. Até aos finais de 1970 a técnica de RMN era essencialmente
aplicada a liquidos. No entanto, com o desenvolvimento de técnicas de RMN mais sofisticadas tornou-
se possivel a obtencao de espetros de solidos com boa resolucao. A técnica de RMN de estado solido
fornece informacao acerca da estrutura e pode ser aplicada a amostras cristalinas, microcristalinas e
amorfas. Tornou-se um método muito utilizado na caraterizacédo de solidos devido a introducéo da
técnica de rotacdo da amostra em torno do angulo magico (MAS-RMN). Esta técnica é também
aplicada a zedlitos, cuja rede comporta nlcleos com momento magnético nao nulo #Si e #Al. Assim,

utilizando RMN de =Si e de #Al pode determinar-se a razdo de Si/Al [58]. Através do =C pode-se
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determinar a presenca de compostos de carbono na rede e as suas interacbes com a estrutura
zeolitica.

As analises de RMN do estado solido foram realizadas na Universidade de Aveiro num espetrometro
Bruker Avance (frequéncia Larmor de 400 MHz, *H) com wide-bore 9.4 T para o =C de rotacdo da
amostra em torno do angulo spinning (=C-CP/MAS NMR) e para o espetro de MAS do #Al. A 4 mm foi
aplicada a dupla ressonancia com sonda MAS a 100,6 MHz (:=C) e 104,2 MHz (#Al) nas frequéncias
de Larmor. As amostras foram centrifugadas em porta amostras de ZrO, utilizando o angulo de
spinning a velocidades de 14 kHz. O espectro de =C-CP/MAS NMR foi obtido utilizando a rampa
(variando de 100 % a 50 % em amplitude usando 100 pontos); o tempo de contato foi 3,0 ms; o
impulso de excitacéo para *H a 90° foi 2,5 us; o comprimento do campo de radio frequéncia aplicado
para CP foi de 87 kHz para o *H e 68 kHz para o *C; a correcao do ciclo foi de 5 s. A dissociacao de
TPPM-15 foi utilizada durante a aquisicao do sinal basico TPPM com um comprimento de impulso de
4,75 us ao longo do canal de 'H, usando uma radio frequéncia no campo de for¢ca de 100 kHz. Para
as analises de Al MAS, foi aplicado um comprimento de impulso de 0,50 us, equivalente a um angulo
de inversdo de 10 °. Os desvios quimicos do =C sado apresentados em ppm em relacdo ao TMS e
calibrados em relacdo a referéncia externa, glicina (CO, 176,03 ppm). Todos os desvios quimicos do
27l sdo referenciados em relacdo a solucdo saturada de AI(NOQ,),. As amostras foram colocadas num
recipiente fechado em contacto com uma solucdo saturada de K,SO, (humidade relativa de 97 %)
durante duas semanas, antes da aquisicdo dos resultados de RMN do estado sélido. Este protocolo foi

necessario para garantir a hidratacdo das amostras e posterior reprodutibilidade dos resultados.

3.2.3. ESPETROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER

-FTIR

A espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier € uma técnica analitica muito util em
analise estrutural de compostos, pois permite identificar grupos funcionais e elucidar a estrutura
molecular de compostos organicos e inorganicos puros, assim como de impurezas associadas a estes
[59, 60].

Esta espetroscopia de absorcéo, baseada na vibracdo dos atomos e das moléculas, utiliza a regiao do
infravermelho (IV) do espetro eletromagnético que se situa entre 4000 — 200 cm*. Quando uma
amostra é sujeita a radiacao IV, existe uma certa fraccao da radiacao incidente que é absorvida a uma

determinada energia, gerando-se assim um espetro IV. A energia a que qualquer banda de absorcao
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aparece no espetro de IV corresponde a frequéncia de vibracao de uma dada ligacao quimica na
amostra [59].

As analises foram realizadas num espetrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier
(ABB FTLA2000) na regido de 4000 — 500 cm* em modo de transmissao, com 32 varrimentos e uma
resolucao de 4 cm'. Para analise das amostras solidas, utilizou-se 100 mg de brometo de potassio
(KBr) as quais se juntaram 2 mg de DDS tendo-se homogeneizado a mistura num almofariz de agata.
Em seguida prensou-se 0 p6 homogéneo durante 5 min, numa prensa (Manfrendi) com uma pressdo

de 10 toneladas de forma a obter uma pastilha.

3.2.4. ESPETROSCOPIA DE ABSORCAO UV/ViIs

A espetroscopia de absorcao na regiao do ultravioleta e visivel utiliza radiacdo eletromagnética cujos
comprimentos de onda variam entre 200 — 700 nm. E uma técnica bastante utilizada uma vez que
pode ser usada para analisar amostras de forma qualitativa ou quantitativa. Além disso € uma técnica
de baixo custo e com grande aplicabilidade.

A espetroscopia de absorcdo molecular é importante para a identificacdo dos grupos funcionais na
molécula. Mais importante, entretanto, sao as aplicacbes da espetroscopia de absorcéo visivel/
ultravioleta para a determinacdo quantitativa de compostos contendo grupos que absorvem na regiao
do Ultravioleta e visivel. A absorcao da regiao visivel e ultravioleta depende, em primeiro lugar, do
numero e do arranjo dos eletrdes nas moléculas absorventes. Como consequéncia, a banda de
absorcao pode ser correlacionada com o tipo de ligacdo que existe na espécie que esta a ser
estudada.

De um ponto de vista pratico, o aspeto mais importante do calculo quéantico é a determinacao de
quanta luz é absorvida pela amostra. Isto € descrito pela lei de Beer-Lambert, que da a relacao entre a

intensidade da luz que incide na solucéo (1), e a intensidade da luz que atravessa a soluco (l).

Iy
Log (7> =A = &cl
A = absorvancia
€ = absorvidade molecular
¢ = concentracao do material que absorve

| = espessura da amostra através da qual a luz passa.
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A absorcao pelos compostos organicos e inorganicos esta relacionada com uma deficiéncia de eletrdes
na molécula. Nos compostos organicos, 0os que possuem dupla ligacao absorvem fortemente na regiao
do ultravioleta. Os compostos que possuem ligacdes conjugadas podendo absorver radiacdo na zona
do visivel. Quanto mais extenso for o sistema conjugado, mais longos serdo os comprimentos de onda
absorvidos. Nos compostos inorganicos, o comprimento de onda de absorcao das transicdes “d-d”
depende do metal envolvido, do numero de grupos coordenados, da basicidade, dos atomos doadores
e da geometria dos grupos coordenados.

Os espetrofotometros sdo instrumentos capazes de registar dados de absorvancia em funcédo do
comprimento de onda. O espetro de absorcdo é carateristico para cada espécie quimica, sendo
possivel a identificacdo de uma espécie quimica por seu “espetro de absorcao”. A carateristica mais
importante dos espetrofotdmetros é a selecao de radiacbes monocromaticas, o que possibilita
inumeras determinacdes quantitativas regidas pela Lei de Beer. Na regiao espectral ultravioleta/visivel
S80 necessarios componentes oticos de quartzo e detetores altamente sensiveis capazes de detetar
radiacbes nessa extensa faixa espectral. Os espetrofotdémetros, em geral, contém cinco componentes
principais: fontes de radiacao, monocromador, recipientes para conter as solucdes, detetores e

indicadores de sinal [61, 62].

No presente trabalho recorreu-se a técnica de espetroscopia UV/Vis com duas finalidades, quer na
analise qualitativa dos DDS preparados quer na analise quantitativa no estudo de libertacdo do 5-FU.

Os espetros de absorcao de UV/VIS foram medidos com células de quartzo de 1 ¢cm, na regido de
comprimento de onda entre 200 a 400 nm, num aparelho de espetroscopia UV-250 1PC - UV-Vis
Recording Spectrophotometer da Shimadzu e o tratamento dos resultados foi com o software UVProbe
2.10. Para a andlise qualitativa dos DDS preparados, tracou-se o espetro da referéncia (2 mg zeolito

em 3 mL de PBS) e em seguida os espetros dos respetivos DDS.

3.2.5. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA
A analise de termogravimetria (TGA) é uma técnica quantitativa que se baseia no estudo da variacdo
de massa de uma amostra a medida que a temperatura vai aumentando. Este método utiliza altas
temperaturas e geralmente este processo ocorre sob atmosfera inerte de azoto ou argon [63]. Pode
ser aplicada no estudo da decomposicdo térmica de substancias organicas, inorganicas e de muitos
outros tipos de materiais, bem como no estudo sobre a velocidade de destilacao, evaporacao de

liquidos e na sublimacao de solidos.
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A termogravimetria pode ser utilizada para medir variacbes de massa de uma amostra a qual pode
resultar de uma transformacdo fisica (evaporacdo, condensacdo, sublimacdo, etc.) ou quimica
(decomposicdo, oxidacdo, etc.) como a oxidacdo ou desidratacdo. Os registos da variacdo da massa
em funcdo da temperatura ou tempo sdo denominados termogramas. Os termogramas fornecem

assim informacéo sobre a estabilidade térmica da amostra, velocidades de reacao e composicao [63].

0 uso da técnica de TGA serviu para determinar a quantidade de farmaco e a estabilidade térmica dos
DDS preparados. Os ensaios termogravimetricos foram realizados na Universidade do Porto, utilizando
um STA 409 PC/4/H lux da Netzsch sob atmosfera de hélio de elevada pureza (99,99 % de pureza
minima) com um fluxo constante de 50 mL min*. Utilizaram-se cadinhos de oxido de aluminio da
Netzsch nos quais se colocou uma massa de amostra conhecida. A temperatura da amostra foi
medida com um termopar localizado no centro do cadinho, com uma rampa de aguecimento desde a

temperatura ambiente até 700 °C a 10 °C/ min de forma a avaliar a estabilidade térmica.

3.2.6. ISOTERMICAS DE ADSORCAO

Adsorcdo é a adesdo por parte de moléculas de um fluido (adsorvido) a uma superficie solida
(adsorvente). Os sdlidos porosos como o carvao ativado e os zedlitos sdo otimos adsorventes. A
adsorcao pode ser um fendmeno fisico ou quimico. A adsorcéao fisica de gases e vapores permite obter
informacoes gerais acerca da porosidade destes materiais. Deve ser referido o gas ou vapor usado na
adsorcéo, especialmente no caso de um material microporoso, pois as moléculas de adsorvato so
conseguem aceder a poros de dimensdes superiores ao seu tamanho, podendo pois os valores obtidos
ndo corresponderem a toda a superficie do sélido. O grau de adsorcdo depende da temperatura, da
pressao do gas utilizado e da area da superficie. Através desta técnica é possivel saber 0 mecanismo
de adsorcao, a area superficial e a distribuicdo e tamanho dos poros da amostra [64-66].

Nas isotérmicas de adsorcdo opta-se geralmente pelo gas nitrogénio, a sua temperatura de ebulicao (-
196 °C). Esta escolha deve-se as propriedades quimicas da molécula de azoto e a sua facil
manipulacao em laboratorio [64]. A caraterizacao estrutural dos zedlitos usados baseou-se nas
isotérmicas de adsorcao de N, determinadas a -196 °C e foi realizada na Universidade do Porto. Para
tal utilizou-se um aparelho QuantaChrome NOVA 4200e. As amostras foram previamente

desgaseificadas a 150 °C sob vacuo. Os volumes microporosos (V.....) foram obtidos através da

aplicacdo do método de Barrett, Joyner e Halenda (BJH) e as areas de superficie dos mesoporos
(S.......) foram determinados pela aplicacdo da equacdo BET [64].

mesoporo
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3.2.7. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO - SEM

A microscopia eletronica de varrimento é uma técnica analitica muito utilizada na caraterizacao da
topografia superficial de materiais organicos e inorganicos numa escala nanométrica e micrométrica,
fornecendo uma imagem muito ampliada da superficie do material em estudo. O conhecimento
detalhado da microestrutura dos materiais permite o entendimento e, em muitos casos até, a previsao
das suas propriedades e comportamento [67]. As imagens obtidas por esta técnica podem ter
ampliacdes até 300 000x, dependendo do aparelho utilizado. A andlise superficial de SEM das
amostras sélidas foi obtida recorrendo a um microscopio eletrénico de varrimento Leica Cambridge
S360 equipado com sistema EDS, e obtiveram-se imagens com ampliacdes de 5000x e 10000x. As
amostras foram previamente colocadas numa fita de carbono sendo a posteriori recobertas com uma
fina camada de ouro sob vacuo, durante 15 min, usando-se um equipamento Fisons Instruments

SC502.

3.3. ESTUDO DO PERFIL DE LIBERTACAO DO 5-FU

O estudo de libertacdo de farmaco é fundamental para compreender o mecanismo de saida do
farmaco a partir do DDS. Para definir o perfil de libertacdo usaram-se duas técnicas analiticas: a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a espetroscopia de absorcao UV/VIS.

Os estudos de libertacéo in vitro do 5-FU a partir dos DDS foram realizados em fase liquida através da
simulacdo do fluido corporal a pH fisiologico, pH 7,4 e a 37 °C. Este fluido foi obtido utilizando
quantidades conhecidas de uma solucdo tamp&o de fosfato (PBS, NaH,PO,/Na,HPO,) 0,10 M em
agua/metanol (40:60), com um pH 7,4.

Inicialmente, para a quantificacdo obteve-se duas curvas de calibracao com concentracdes entre
0,0005 mg/mL a 0,1000 mg/mL, para a posteriori relacionar os valores obtidos por ambas as

técnicas.

3.3.1. ESTUDOS DE LIBERTAGAO POR HPLC

Num gobelé com 50 mL de solucdo de PBS, a 37 °C e com uma agitacdo de 60 rpm, adicionaram-se
10 mg de DDS (t=0 min); em tempos pré-determinados foram retiradas aliquotas de 5 mL e repostos
5 mL de meio fresco (solucdo de PBS) com o objetivo de manter o volume da solucdo constante. As
aliquotas retiradas foram filtradas com filtros Syringe Filter da WhatmanTM de 4 mm Single Use Filter

Device 0,2 um PTFE Membrane Polypropylene Housing e injetadas no HPLC.
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0 HPLC usado foi um Jasco LG-2080-04 Quaternary Gradient Unit, com um detector UV/VIS Jasco UV-
975 e uma bomba Jasco PU-980. Para a determinac&o do 5-FU usou-se uma coluna LiChroCart 250-4
RP-18e/5 wm da Merck com um loop de 20 uL. Como eluente usou-se solucao de PBS com um fluxo

de 0,4 mL/min e com um detetor de UV a um comprimento de onda de 260 nm.

3.3.2. ESTUDOS DE LIBERTAGAO POR UV/VIS

O procedimento realizado foi idéntico ao procedimento descrito acima para o método em que se usou
0 HPLC, mas neste estudo as aliquotas foram de 2 mL.

O aparelho de UV/VIS usado foi um UV-Vis Recording Spectophotometer UV-250 1PC da Shimadzu,
com o software UVProbe 2.10. Das aliquotas retiradas, 0,5 mL foram colocados na célula de quartzo e
adicionou-se 2,5 mL de PBS. As absorvancias maximas obtidas foram num comprimento de onda de
260 nm.

Independente das técnicas utilizadas, foi feita mais que uma réplica para a quantificacao de 5-FU. A
quantidade de farmaco libertado (Q) é descrita como uma funcao do tempo decorrido de ensaio (t), em
que Q = f(t). Primeiramente, a quantidade de 5-FU libertada foi calculada usando a seguinte equacao

[37].

vt—1
n =n, +— 5;“I’l
t t v t
wim

onde "‘eré 0 nUmero de moles corrigido ao tempo t (considerando as alteracdes no volume), n, é o
numero de moles calculado a tempo t, v € o0 volume da aliquota retirada e V é o volume total da
solucdo (50 mL). Posteriormente esta quantidade foi ajustada para massa de DDS utilizada para os

estudos de libertacao, de acordo com a equacao:

onde "or & 0 nUMero de moles corrigido ao tempo t, V € o volume total e W é a massa de DDS (mg).
Os modelos cinéticos testados neste trabalho foram os seguintes: cinética de ordem Zero, cinética de

primeira ordem, , Modelo de Weibull, Modelo de Korsmeyer-Peppas, Modelo de Higuchi e Modelo de

Crowell.
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3.4. TESTES DE VIABILIDADE CELULAR

Para avaliar a eficiéncia dos DDS preparados neste trabalho realizaram-se testes de viabilidade celular
no Instituto de Ciéncias da Vida e da Saude (ICVS). Foram usadas quatro linhas celulares humanas
(Figura 3.1), duas do modelo de carcinoma colorretal RKO (a) e HCT-15 (b) fornecidas pela Dra.
Raquel Seruca do IPATIMUP, Porto) e duas do modelo de carcinoma da mama (MDA-MB-468 (c) e
Hs578T (d) fornecidas pelo ATCC (American Type Culture Collection).

(a) (b) (c) (d)

Figura 3.1. Aspeto morfologico das linhas celulares humanas usadas, modelos de colorretal: RKO (a) e HCT-

15 (b) e modelos de mama: MDA-MB-468 (c) e Hs578T (d).

O procedimento experimental para os testes de viabilidade celular com as diferentes linhas baseiam-se

no procedimento experimental descrito de seguida.

3.4.1. PLAQUEAMENTO DAS CELULAS

As diferentes células cresceram em frascos com meio de cultura DMEM enriquecido com 10 % de soro
fetal bovino (FBS) e 1 % (v/v) de Pen Streep, incubadas a 37 °C numa atmosfera com 5 % de CO,

(Tabela 3.4.).

Tabela 3.4. Carateristicas das solucdes usadas nos testes de viabilidade celular.

Solucoes Composicao Marca

DMEM [+] Glucose, [+] L-glutamina, [-] Piruvato Gibco, Invitrogen, USA
FBS Fetal Bovine Serum Gibco, Invitrogen, USA
Pen Streep 1 % (v/v) penicilina/streptomicina Gibco, Invitrogen, USA
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Aspirou-se 0 meio de cultura dos frascos de cultura e adicionou-se 3 mL de PBS para lavar as células
e retirar 0 meio que ainda estava presente. Em seguida adicionou-se 1,5 mL de tripsina e deixou-se
atuar durante 5 min. Passado esse tempo, adicionou-se 3 mL de meio DMEM fresco (para desativar a
tripsina que tinha como finalidade desagregar as células do fundo do frasco de cultura Falcon).
Transferiu-se para um tubo Falcon e centrifugou-se durante 5 min a 900 rpm, apds 0s quais se
verificou a formacdo de um pellet (células depositadas no fundo do tubo) e uma suspensdo. Aspirou-se
essa suspensao e adicionaram-se 8 mL de meio DMEM para ressuspender o pellet. Desta suspensao
retiraram-se 10 YL para um eppendorf e adicionaram-se 20 UL de azul de tripano, agitou-se e
recolheram-se 20 ML desta mistura para se inserir no hemocitometro para fazer a contagem do
numero de células vivas (células que nao adquiriram a coloracao azul) depois da adicdo do corante
azul de tripano. A contagem foi feita com o auxilio de um microscopio Olympus IX81.

0O hemocitometro usado foi um Tiefe ® Depth com profundidade de 0,100 mm e de 0,0025 mmz, da

Neubauer, Marienfeld, Germany, que esta representado na Figura 3.2.

Figura 3.2. Fotografia do hemocitémetro usado (a) e representacdo de uma das camaras de contagem (b), os

quadrados com coloracédo azul representam as areas de contagem das células.

Apds a contagem com o hemocitometro efetuaram-se os calculos para determinar o volume de células
a usar por poco. Depois de adicionados os respetivos volumes de células e meio em cada poco,
deixaram-se as placas a incubar na estufa durante 12 h a 37 °C e sob atmosfera com 5 % CO,.

Usaram-se placas com 96 pocos cada.
Nos procedimentos foram entdo plaqueadas células HCT-15 (7500 células / 100 pL poco) e RKO

(6000 células/ 100 ML poco) do modelo colorretal e células Hs578T (10000 células / 100 YL pogo) e
MDA-MB-468 (20000 células / 100 YL poco) do modelo de mama.
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3.4.2. SOLUCOES STOCK

Prepararam-se solucdes stock 0,5 mg/mL para cada um dos zedlitos e respetivos DDS preparados.
Colocaram-se as solucdes preparadas durante 2 min no ultrassom (Fungilab S.A.) para homogeneizar
a solucao e evitar a formacao de aglomerados. Em seguida prepararam-se para cada amostra cinco
concentracoes diferentes a partir da diluicao da solucao stock. As concentracdes preparadas foram
0,1, 0,05, 0,025, 0,01 e 0,005 mg/mL. Apds as 12 h de incubacao das células, aspirou-se 0 meio
das placas e adicionaram-se 100 ML de amostra com zeolito por poco. Para cada concentracao

preencheram-se trés pocos (experiéncia em triplicado). Deixou-se a incubar durante 48 h.

3.4.3. AVALIAGAO DA VIABILIDADE CELULAR

Apds as 48 h de incubacao aspirou-se 0 meio de cultura e lavaram-se 0s pocos duas vezes com
solucdo PBS para remover as amostras e garantir que estas nao ficassem depositadas nas células. Em
seguida, adicionou-se 50 ML/poco de TCA 10 % (acido tricloroacético) frio e deixou-se durante 1 h para
fixar as células. Passado este tempo lavaram-se as placas trés vezes com agua desionizada para
remover completamente o TCA. Deixaram-se as placas ao ar na hotte para secarem. Depois de secas
adicionou-se 50 ML/poco de sulforodamina B 0,4 % e deixou-se atuar durante 20 min, para corar as
células. Apos os 20 min lavaram-se trés vezes as placas com acido acético 1 % e deixou-se secar. Em
seguida solubilizou-se a sulforodamina B com 100 YL de uma solucao Tris base 10 mM durante 10
min a temperatura ambiente sobre um agitador com plataforma da Grant Bio. Por fim foi lida a
absorvancia a 570 nm com uma absorvancia background de 655 nm em 10 varrimentos, num
espetrofotometro de microplacas NanoQuant infinite M200 da Tecan, com o software i-control 1.6 (for
infinitive reader).

A analise estatistica dos resultados obtidos foi efetuada através do software GraphPad Prism 5®.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo descrevem-se os estudos de optimizacao das condicdes experimentais na preparacao
dos sistemas DDS, sua caraterizacdo, a avaliacdo e quantificacdo da libertacdo do farmaco e os

estudos de viabilidade em modelos de células tumorais.

4.1. ESCOLHA DOS DIFERENTES MATERIAIS SUPORTE PARA 0S DDS
Os diferentes tipos de materiais suporte usados na preparacao dos DDS foram selecionados através de
testes de toxicidade nas linhas celulares com o intuito de verificar se o respetivo zeolito & prejudicial,
isto &, se apresenta toxidade quando é utilizado nas linhas celulares. Foram realizados testes para os
zeolitos NaY, NaA, HBeta e ETS-10 nos modelos de linhas celulares humanas RKO e HCT-15 para o
cancro colorretal.
Em ambas as linhas celulares, as estruturas avaliadas nao apresentam toxicidade. A titulo de exemplo

a Figura 4.1. mostra o efeito dos zedlitos NaY e NaA na linha celular HCT-15.

NaY NaA
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S = 8 & sof
o 2 504 @ =}
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|Zeolite] mg/mL [Zeolite] mg/mL

Figura 4.1. Efeito dos zeolitos NaY e NaA na viabilidade da linha celular HCT-15.

Os resultados obtidos foram bastante satisfatorios para o NaY e o NaA, verificando-se que estes

zeodlitos nao apresentam qualquer citotoxicidade para as células nas condicdes testadas, pelo que

estes zedlitos podem ser utilizados como suportes na preparacdo de DDS.
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4.2. CARATERIZACAO DOS DDS PREPARADOS

O farmaco 5-FU apresenta-se na forma de um pdé fino e de coloracdo branca. Os DDS preparados

apresentam a coloracao do material suporte utilizado na preparacao.

4.2.1. ANALISE ELEMENTAR
Nos sistemas DDS preparados, a presenca dos elementos quimicos carbono e azoto s6 é devida ao
farmaco 5-FU pelo que podemos relacionar diretamente a razdo C/N tedrica com a razado obtida por
analise elementar. Podendo-se desta forma confirmar a presenca e a integridade do farmaco nos DDS

preparados.
Na Tabela 4.1. é apresentada a razdo C/N para o farmaco e para os DDS preparados em fase liquida.
Nos sistemas 5-FU@NaY e b-FU@NaA verifica-se um aumento nao significativo da razao

comparativamente ao valor teorico.

Tabela 4.1. Valores da razdo C/N dos DDS preparados em fase liquida.

Razao 5FU 5-FU@NaY, 5-FU@NaA, 5-FU@HBeta, 5-FU@ETS-10,,

C/N 1,71 1,79 1,76 1,70 1,74

Na Tabela 4.2. sdo apresentados os valores da razdo C/N para o farmaco e para os DDS preparados
em fase vapor. Para os sistemas 5-FU@NaY,, 5-FU@NaA., e 5-FU@ETS-10,, observam-se diferencas
nao significativas do valor da razao relativa ao valor da razao do farmaco. Para o sistema 5-
FU@HBeta,, o valor da razéo é significativamente mais elevado o que podera ser atribuido a presenca

de acetona retida no sistema.

Tabela 4.2. Valores da razdo C/N dos DDS preparados em fase vapor.

Razao 5FU 5-FU@Nay, 5-FU@NaA, 5-FU@HBeta,, 5-FU@ETS-10,,

C/N 1,71 1,69 1,76 1,83 1,72

Em anexo, nas Tabelas Al, A2, A3 e A4 apresentam-se os valores obtidos por analise elementar para

cada um dos sistemas preparados.
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4.2.2. RMN po ESTADO SOLIDO

Os estudos por RMN do estado solido tiveram por objetivo avaliar as interacdes do farmaco com a
estrutura suporte e a sua integridade no DDS., Na Figura 4.2 apresentam-se os espetros de RMN de

=C CP/MAS do farmaco 5-FU e do DDS 5-FU@NaY,,.

5-FU@NaY

T T T T T T T T T T
200 50 100 50
3C [ppm]

Figura 4.2. Espetro de RMN de =C CP/MAS para o farmaco 5-FU e para o DDS 5-FU@NaY...

Através da comparacao de espetros do farmaco livre e do farmaco encapsulado verifica-se a presenca
dos picos carateristicos do 5-FU no espetro do 5-FU@NaY,. No entanto, os picos tEm menor
intensidade e o sinal atribuido ao C4 apresenta menor desvio quimico, similar ao do C2. Estes desvios
sao pouco significativos indicando que provavelmente as interacdes entre o farmaco e o suporte sao
fracas.

Na Figura 4.3. estdo apresentados os espetros de RMN de #Al CP/MAS para o zedlito NaY, para o

sistema 5-FU@NaY,, e para o sistema Acetona@Nay.

60.9

5-FU@NaY

a

acetone@NaY

L

100 ZIAl [ppm] 50

Figura 4.3. Espetros de Al CP/MAS RMN para o zeolito NaY, para o sistema 5-FU@NaY,, e para o sistema
Acetona@NaY.
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A analise dos espetros indica que o método de preparacao dos sistemas de libertacao nao provoca
qualquer alteracao na estrutura zeolitica, uma vez que o pico atribuido ao Al surge com o mesmo
desvio quimico em todas as amostras estudadas (zedlito sozinho, sistemas zeolito-farmaco e zedlito-
acetona).

A andlise dos resultados de RMN do estado sélido (=C e #Al) indica-nos que o farmaco esta presente

nos DDS preparados e que a interacdo entre o farmaco e o zedlito ndo altera as suas estruturas.

4.2.3. INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER

A aplicacdo da técnica de FTIR é importante na caraterizacdo dos DDS preparados, uma vez que a
partir da analise dos espetros de infravermelho é possivel verificar a presenca do farmaco 5-FU nos

zeolitos bem como a integridade da estrutura.
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Figura 4.4. Espetro de infravermelho FTIR correspondente ao 5-FU, zeolito ETS-10, 5-FU@ETS-10,, e 5-
FU@ETS-10,,.

A Figura 4.4 apresenta os espetros de FTIR para o farmaco, zeolito e DDS preparados.

Pela analise do espetro de infravermelho do zedlito ETS-10 é possivel observar a presenca de bandas
de absorcao estruturais que lhe sao carateristicas. A 3600 cm® observa-se uma banda larga
proveniente das vibracdes de alongamento dos grupos OH presentes na estrutura zeolitica sob a forma
de Si-OH-Ti. A banda a 1600 cm* deve-se a presenca de moléculas de agua no zedlito. Entre 1250 e
900 cm observa-se uma banda larga que corresponde as vibracdes de alongamento Si-O. Observam-
se ainda entre os 700 e 500 cm* bandas que se devem as vibracdes de alongamento Ti-O e ainda as

vibracdes de deformacao O-Si-O e O-Ti-O [46].
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O espetro do 5-FU apresenta as bandas de absorcdo carateristicas da molécula. Entre os 3350 -
3200 cm* observa-se uma banda larga tipica do grupo amida (N-H). Entre os 1800 e os 1500 cm-
verifica-se uma banda intensa proveniente das vibracdes da ligacdo C=0 do grupo carbonilo. A cerca
de 1300 cm* observam-se bandas de média intensidade caracteristicas das ligaces C=C.

Apds a analise dos espetros obtidos para as amostras de DDS, 5-FU@ETS-10, e 5-FU@ETS-10,, pode-
se inferir que o farmaco esta presente nos DDS, e que mantém a sua integridade estrutural, bem
como se pode afirmar que o farmaco nao provoca quaisquer alteracdes na estrutura do zedlito.

Em anexo, Figuras Al, A2 e A3, apresentam-se os espetros de FTIR para as estruturas zeoliticas NaY,
NaA e HBeta respetivamente. Os espetros mostram a presenca do farmaco em todos os DDS e
confirmam que o farmaco e o seu processo de preparacdo nao provocam qualquer alteracao na

estrutura dos zedlitos.

4.2.4. ESPETROSCOPIA DE ABSORGAO UV-ViIs

A analise por espetroscopia de UV/Vis permitiu quantificar a saida do farmaco nos estudos de

libertacdo e avaliar a integridade molecular do farmaco presente nos DDS.

4.2.5. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

Os estudos termogravimétricos sdo importantes para avaliar a estabilidade e grau de pureza dos
sistemas preparados e a quantificacao de farmaco por sistema DDS preparado.

A analise de TG foi realizada com um gradiente de aquecimento constante de 10 °C/ min com um
fluxo constante de 50 mL/min até aos 700 °C para garantir a sublimacao total do 5-FU.

A Figura 4.5. mostra o termograma com as curvas de variacdo de massa em funcao do tempo de
aguecimento para o zeolito HBeta e os respetivos sistemas DDS preparados por encapsulamento e por
impregnacao. Analisando a curva de variacao obtida para o zedlito verifica-se uma perda de massa
inferior a 5 % entre os 100 — 150 °C. Esta perda de massa é atribuida as moléculas de agua
presentes no zedlito. Relativamente as curvas obtidas para os DDS preparados observa-se uma maior
perda de massa, sendo possivel definir dois intervalos de variacao. No intervalo de temperatura entre
0s 150 e os 290 °C observa-se uma baixa perda de massa que corresponde ao inicio da fusdo do 5-
FU e a perda das moléculas de agua que estdo presentes nos DDS. O segundo intervalo, entre os 290
e 0s 350 °C, com perda de massa muito mais significativa, perda de quase 50 %, que corresponde a

decomposicéo total do farmaco 5-FU presente no DDS.
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Através da primeira derivada da analise termogravimétrica (figura 4.5 (b)) é possivel ver a que
temperatura ocorre a percentagem de perda de massa maior. No caso do sistema 5-FU@HBeta,,
perda maxima de percentagem de massa ocorre a uma temperatura de cerca de 300 ¢ e no caso do

sistema 5-FU@HBeta., ocorre a cerca de 330 °C. Estes resultados permitem inferir que o 5-FU é um

farmaco bastante estavel.
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Figura 4.5. Termograma (a) para o zeolito HBeta e para os respetivos sistemas DDS preparados por

encapsulamento (5-FU@HBeta,) e por impregnacao (5-FU@HBeta,,) e a derivada de termogravimetria (DTG) (b)
dos sistemas HBeta.

Em anexo sdo apresentados os resultados (Tabela A5 — A8), bem como os termogramas e DTG (Figura

A4 — A6) obtidos nas analises por termogravimetria de todos os sistemas DDS preparados.

Os termogramas dos restantes zedlitos e DDS apresentam o mesmo comportamento mas com
percentagens de perda de massa diferentes. Nos zedlitos de partida apenas se observa perda de
massa proveniente das moléculas de agua presentes nas estruturas e ronda os 5 -10 %. Relativamente
aos sistemas DDS preparados por encapsulamento (fase liquida), a perda de massa observada é de
50,1 % para o 5-FU@NaY (Figura A4 em anexo), de 50,1 % para o 5-FU@NaA (Figura A5 em anexo) e
60,2 % para o 5-FU@ETS-10 (Figura A6 em anexo). Quanto aos sistemas DDS preparados por
impregnacao (fase vapor) verifica-se uma perda de massa de 60,1 % para o 5-FU@NaY, 61,8 % para o

5-FU@NaA e 55,8 % para o 5-FU@ETS-10 (Figuras A4, A5 e A6 respetivamente).

Através dos resultados da analise termogravimétrica calculou-se a quantidade de 5-FU presente em
cada um dos sistemas DDS preparados. A Tabela 4.3. apresenta os valores da concentracdo de 5-FU

presente em cada um dos DDS. Relativamente aos resultados obtidos para os DDS preparados por
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encapsulamento (FL) verifica-se que a razdo experimental é relativamente mais baixa que a tedrica, o
que pressupde uma perda de massa de 5-FU aquando da filtracdo por gravidade. Quanto aos
resultados obtidos para o método de impregnacao a razao experimental permanece igual a razao

tedrica uma vez que por este método nao ocorre perda de massa.

Tabela 4.3. Quantidade de 5-FU presente em cada um dos sistemas DDS preparados.

DDS RTelSrid:aa l‘Experimentala m5-FU (mg)

NaY 5-FU@NaY, 1,30 0,98 98
5-FU@Nay, 0,95 0,95 95
NaA 5-FU@NaA, 1,30 0,75 150
5-FU@NaA, 0,95 0,95 95
-FU@HB 1 172

HBeta 5-FU@HBeta,, ,30 0,86
5-FU@HBeta,, 0,95 0,95 95
ETS-10 5-FU@ETS-10, 1,30 0,99 198
5FU@ETS-10,, 0,95 0,95 95

» Razéo entre [5-FU] e [ZEQO]

4.2.6. ISOTERMICAS DE ADSORCAO

Para verificar as carateristicas texturais dos zedlitos depois do processo de preparacdo dos DDS
recorreu-se as isotérmicas de adsorcdo de N, a -196 °C. A Tabela 4.12. apresenta os resultados
obtidos nas isotérmicas de adsorcao de N,.

Os volumes do microporo e as areas de superficie mesoporosa foram calculados pelo método t e as
areas superficiais pela equacao BET [50].

Apds a avaliacdo das isotérmicas de adsorcao obtidas verifica-se que as estruturas avaliadas sao
microporosas. As Figuras 4.5 e 4.6 mostram as isotérmicas para os zeolitos NaA e HBeta e as dos
respetivos sistemas preparados por encapsulamento (FL) e impregnacéo (FV).

Ambos os zeolitos exibem isotérmicas do tipo |, de acordo com a classificacdo IUPAC. Estas

isotérmicas apresentam o comportamento de adsorcao tipico de sélidos microporosos [68].
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Tabela 4.4. Resultados obtidos nas isotérmicas de adsorcao.

S..+ 10 V...* 0,005 S...t5 d,. 0,5 V., £ 0,005

Zeolito
(m/g) (cm/g) (m/g)r (cm/g) (cm/g)
NaY 792 0,340 19 0,038
5-FU@Nay, 10 0,000 10 3,8 0,020
NaA 290 0,156 50 3,8 0,097
5-FU@NaA, 139 0,053 32 3,8 0,042
5-FU@NaA, 92 0,015 36 3,2 0,034
HBeta 571 0,161 209 3,8 0,276
5-FU@HBeta, 72 0,000 72 3,8 0,147
5-FU@HBeta,, 56 0,000 56 3,8 0,117
5-FU@ETS-10,, 6 0,000 6 3,2 0,016
5-FU@ETS-10,, 6 0,000 6 4,2 0,017

a Volume do microporo obtido pelo método t
b Area dos microporos (area meso + area macro)
¢ Volume total dos poros por P/P0=0,987

A andlise das isotérmicas de adsorcdo de todos os DDS preparados mostram uma diminuicdo na area
BET e do volume microporoso devido a presenca do farmaco 5-FU nas estruturas zeoliticas em ambos
0os meétodos de preparacao utilizados. Ainda é possivel referir que no método de preparacao por
impregnacao (FV) além da diminuicdo da area interna também se verifica uma ocupacéo total da area

superficial o0 que se pode traduzir numa impregnacao total quer no interior quer no exterior do zeolito.

200+
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Figura 4.5. |sotérmicas de adsorcao do zeolito NaA e dos sistemas DDS preparados por encapsulamento 5-

FU@NaA, e por impregnacéo 5-FU@NaA...
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Figura 4.6. Isotérmicas de adsorcdo do zedlito HBeta e dos sistemas DDS preparados por encapsulamento 5-

FU@HBeta,, e por impregnacao 5-FU@HBeta,,.

4.2.7. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO - SEM

Através da microscopia electronica de varrimento pdde-se avaliar se houve alguma alteracdo na
morfologia dos zedlitos aquando do processo de encapsulamento ou de impregnacao do farmaco 5-

FU.

Na Figura 4.7 estdo representadas as micrografias para o zeélito NaA. Na micrografia a) do DDS 5-
FU@NaA,, é observavel o aglomerado de farmaco 5-FU na superficie do zedlito. Na micrografia b) ndo
é ta0 percetivel esses aglomerados de farmaco, uma vez que com o aumento de ampliacao é visivel
uma secdo menor, mas ainda assim é observavel o 5-FU nas paredes do zeolito. Além disso verifica-se
que o zedlito NaA apresenta a morfologia carateristica de um aluminossilicato com agregados de

particulas pequenas.

EWT= 15.0 KV WD= 8 mm  MAG= X 10.0 K PHOTO= 0
|

Figura 4.7. Micrografias obtidas por SEM, 5-FU@NaA,,, resolucao 5000x (a) 5-FU@NaA,, resolugdo 10000x
(b).
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A analise das micrografias a, b e ¢ da Figura 4.8 permite-nos concluir que ndo houve alteracado na

morfologia do zedlito HBeta (a) depois da impregnacao do farmaco 5-FU em (b) e (c).

Figura 4.8. Micrografias obtidas por SEM do zedlito HBeta (a) e dos sistemas DDS 5-FU@HBeta, (b) e 5
FU@HBEeta,, (c), micrografias com ampliacao 10000x.

A Figura 4.9 mostra as micrografias de SEM para o zedlito ETS-10 (b). O ETS-10 apresenta uma
morfologia carateristica de um titanossilicato, cristais com uma forma quase cubica que tendem a

formar aglomerados que leva a formacao de cristais alongados, Figura 4.9 (a).

L= SE1 ! KY  WD= & mm MAG= 00 070= 0 o o v WD= 8 mm MAG= X 10.0 K PHOTO= 0
5 2.

UNIY. MINHD

Figura 4.9. Micrografias obtidas por SEM do zedlito ETS-10, com resolucdes de 5000x (a) e 10000x (b).

A Figura 4.10 mostra as micrografias de SEM do sistema DDS 5-FU@ETS-10 preparado pelo processo

de encapsulamento. As particulas de zeolito ETS-10 mantém a conformacao cubica.
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EHT= 15.0 KV WD= 8 mm MAG= ¥ 5.00 K PHOTD= 0 = s EHT= 15.0 KV WD=8 mm MAG= ¥ 10.0 K PHOTD= 0
5.00um b———————§ 2.00ym ————
NIN

Figura 4.10. Micrografias obtidas por SEM do sistema 5-FU@ETS-10,,, com resolucdes de 5000x (a) e 10000x
(b).

Na Figura 4.11, referente ao DDS 5-FU@ETS-10 preparado pelo processo de impregnacao, observa-se
que o farmaco 5-FU n&o altera a morfologia do zedlito ETS-10, mantendo a mesma forma cubica.

também sao observados alguns aglomerados de pequena dimenséao de 5-FU.

(a) (b)

L= SE1 EHT= 15.0 KV WD= 8 mm MAG= X 5.00 K PHOTO= 0 = SE EHT= 15.0 KV WD= 8 mm  MAG= X 10.0 K PHOTO= 0
5.00m ——— 2.00um ——t
UNIY. MINHO ) . MINHO

Figura 4.11. Micrografias obtidas por SEM do sistema 5-FU@ETS-10,,, com resolugdes de 5000x (a) e 10000x
(b).

Pelas micrografias de SEM obtidas pode-se concluir que nenhum dos métodos de preparacdo dos

DDS, encapsulamento e impregnacdo, alteram a morfologia e as caracteristicas estruturais dos

zeolitos usados como suporte.
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4.3. ESTUDO DO PERFIL DE LIBERTAGCAO IN VITRO

Com o intuito de definir uma cinética de libertacdo para os sistemas DDS preparados usaram-se duas
técnicas analiticas, o HPLC e a espetroscopia de absorcdo UV/VIS.

Em estudos preliminares, comecou-se por injetar a solucdo padrao (5 mg 5-FU/50 mL PBS) para
determinar o tempo de retencdo do 5-FU a 260 nm. Observou-se um pico aos 6 min de retencéo,

Figura 4.12.

Intensidade
N

- T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
tempo (min)

Figura 4.12. Cromatograma da solucao padréao (5 mL 5-FU/50 mL PBS) obtido a 260 nm por HPLC.

Para a quantificacdo dos ensaios obtiveram-se duas curvas padrdao de calibracdo que séo
apresentadas em anexo nas Figuras A9 e A10. A Figura A9 mostra a curva obtida para o estudo de
libertacdo por HPLC com uma equacdo da reta A = 6068,1 ¢ + 0,0543 com R? = 0,9964, em
que A representa a area e ¢ a concentracao da aliquota. A Figura A10 apresenta a curva obtida por
espetroscopia de absorcdo UV/Vis que apresenta um equacdo da reta Abs = 984,9 ¢ — 0,0077
com um R? = 0,9697, em que Abs representa o valor da absorvancia medida e ¢ a concentracao da

aliquota.

4.3.1. LIBERTACAO DO 5-FU POR HPLC

No estudo da libertacdo do 5-FU foi realizado por HPLC. Neste processo, com o objectivo de
determinar a concentracdo do farmaco libertado pelos DDS em solucao de PBS, as aliquotas retiradas
em tempos predeterminados, foram injetadas no HPLC. As aliquotas foram analisadas a 260 nm. A
Figura 4.13 mostra os cromatogramas para as aliquotas do sistema 5-FU@ETS-10, em PBS em

tempos diferentes. O mesmo estudo foi realizado para os outros DDS preparados.
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Figura 4.13. Cromatograma do sistema 5-FU@ETS-10FL de todas as aliquotas retiradas, obtido a 260 nm.

A partir dos cromatogramas obtidos e do calculo das respetivas areas procedeu-se ao tratamento dos
resultados e a concentracao das aliquotas foi calculada a partir da equacao da curva de calibracao
obtida para o método de HPLC. Depois de calculadas as concentracdes e as respetivas quantidades de

farmaco por sistema tracou-se o perfil de cada um, Figura 4.14.

3
- —=
- 5-FU@NaY
—-o— 5-FU@NaA
—— 5-FU@HBea
—— 5-FU@ETS-10
14
O. T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

t (min)

Figura 4.14. Perfil de libertacdo do 5-FU a partir dos DDS 5-FU@Zeo preparados por encapsulamento (fase

liquida), a pH 7,4 usando PBS como meio a 37 °C e durante 90 min, usando a técnica de HPLC.

A Figura 4.14 mostra o perfil de libertacao do 5-FU a partir do sistema preparado por encapsulamento
(fase liquida). Este perfil € demonstrado pela representacdo grafica da quantidade de farmaco 5-FU
(Q) em funcao do tempo de libertacdo. Pela analise do grafico verifica-se que para todos os sistemas
ocorre uma libertacédo rapida logo nos primeiros minutos indicando que a libertacédo do farmaco nao
aparenta depender do tipo de estrutura do zeolito. As dimensdes do farmaco 5-FU sao adequadas ao
tamanho dos poros o que facilita difusao a partir destes. Pela analise dos resultados obtidos verifica-se
para o tempo O h uma elevada quantidade de farmaco na solucéo, resultante da existéncia de farmaco

na superficie do sistema DDS.
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A figura 4.15 mostra o perfil de libertacao do 5-FU a partir dos sistemas preparados por impregnacao

(fase vapor) que é demonstrado pela representacao grafica da quantidade de farmaco 5-FU (Q) em

funcao do tempo de libertacao.

=)

£
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£

G

= 3 —a— 5FU@NaY

g —e— 5FU@NaA
2 —— 5-FU@HBea
] —¥— 5FU@ETS-10
O\ T T T T T

15 45 60 75 90
t (min)

Figura 4.15. Perfil de libertacdo do 5-FU a partir dos DDS 5-FU@Zeo preparados por impregnacao (fase

vapor), a pH 7,4 usando PBS como meio a 37 °C e durante 90 min, usando a técnica de HPLC.

Na tabela 4.5 estdo apresentados os valores de Q, de cada um dos sistemas preparados para o minuto

10 e 90. Pela analise destes resultados ja se verifica que aos 10 min o sistema ja se encontra em

equilibrio com o meio e que o Q,permanece constante.

Tabela 4.5. Valores de Qt dos DDS aos 10 min e 90 min de libertacao.

Q. ( x 10< mol/mg)

DDS
10 min 90 min
5-FU@NaY,, 5,98 6,03
NaY
5-FU@NaY,, 5,36 6,53
5-FU@NaA,, 6,41 6,65
NaA
5-FU@NaA, 6,82 7,30
5-FU@HBeta,, 8,89 9,01
HBeta
5-FU@HBeta,, 5,56 7,32
5-FU@ETS-10,, 7,02 7,08
ETS-10
5-FU@ETS-10,, 7,03 7,29
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4.3.2. LIBERTAGAO DO 5-FU POR UV/VIs

0 estudo do perfil de libertacdo usando a técnica UV/Vis foi essencialmente para avaliar a viabilidade
do método. Para tal, cada uma das aliquotas retiradas foi analisada por UV/Vis num intervalo de
comprimento de onda de 200 a 400 nm.

A figura 4.16 mostra os espetros de absorcao por UV/Vis obtidos no ensaio de libertacdo do 5-FU a
partir do sistema 5-FU@NaA,. Os espetros apresentam a banda de absorcdo do 5-FU num

comprimento de onda maximo de 260 nm, apresentando todas as mostras 0 mesmo valor de A,

— 5min

8 min
1.04 — 10 min

Abs

0.4+

0.2
N\

0.0 T T T T ‘\;’l T T -
200 225 250 275 300 325 350 375!
Comprimento Onda (nm)

1
400

Figura 4.16. Perfil de libertagdo do 5-FU a partir do DDS 5-FU@NaA,, durante 48 h, obtido por UV/Vis.

451 - HPLC
-+ UV/Vis

00 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

t (min)

Figura 4.17. Comparacao dos valores de Q, da libertacdo do 5-FU a partir do DDS 5-FU@NaA,, durante 90

min usando duas técnicas distintas: HPLC e UV/Vis.

Verificou-se que o estudo do perfil de libertacao por absorcao de UV/Vis é um método bastante viavel

em comparacdo ao HPLC, uma vez que é mais pratico, mais rapido e mais econémico.
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4.3.3. MODELOS MATEMATICOS CINETICOS
Para definir melhor o perfil de libertacao do 5-FU recorreu-se a aplicacdo dos modelos matematicos
cinéticos descritos no capitulo 1 que melhor descrevem o tipo de DDS preparado no trabalho.
A Tabela 4.6. apresenta os parametros cinéticos obtidos para cada um dos modelos matematicos
usados para determinar o perfil de libertacdo do 5-FU a partir dos DDS preparados por
encapsulamento (fase liquida). Foi através do valor do parametro R (coeficiente de correlacdo) que se

definiu 0 modelo matematico mais apropriado e o que esclarece o perfil de libertacdo do farmaco.

Tabela 4.6. Parametros cinéticos dos modelos matematicos usados no estudo do perfil de libertacdo do 5-FU

in vitro para os DDS preparados por encapsulamento.

Modelos Matematicos 5-FU@NaY,, 5-FU@NaA., 5-FU@HBeta,, 5-FU@ETS-10,,
Ordem Zero
K, (h) 41,5x10¢ 34x10+ 10x10s 20x10s
R 0,4416 0,3817 0,4624 0,4246

Primeira Ordem

K. (h1) -18,08 -28,80 -25,09 -10,88
R 0,86336 0,9563 0,9339 0,7602

Higuchi
K. (h?) 6,6x10+ 35x10° 20x10+ 30x10+
R 0,5943 0,5394 0,5988 0,5565

Korshmeyer-Peppas

K. (h) 1,04 0,936 0,915 0,865
n 0,03 0,06 0,08 0,14
R 0,8361 0,7934 0,7855 0,6951

Weibull

T. (h) 0,002 0,017 0,006 0,009
b 0,37 0,74 0,50 0,47
a 0,09 0,05 0,08 0,11
R 0,9975 0,9832 0,9673 0,7750

0 modelo cinético que se apropria melhor ao perfil de libertacdo dos DDS preparados ¢ o modelo de
Weibull uma vez que foi o modelo que apresentou melhor linearidade. O modelo de Weibull é bastante
versatil e é aplicavel em qualquer tipo de perfil de dissolucao, sendo por isso a maioria das vezes

usado para descrever resultados experimentais.
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Tabela 4.7. Parametros cinéticos dos modelos matematicos usados no estudo do perfil de libertacdo do 5-FU

in vitro para os DDS preparados por impregnacao.

Model
odelos 5-FU@NaY,, 5.FU@NaA.,, 5.FU@HBeta,  5-FUQETS-10,
Matematicos
Ordem Zero
K, (h) 14x10+ 2x10¢ 8,6x10 40x10¢
R 0,8523 0,9097 0,7587 0,7636
Primeira Ordem
K, (h?) -0,023 -0,268 -0,094 -7,62
R 0,7969 0,8279 0,9721 0,9745
Higuchi
K, (hv?) 15x10s 8x10¢ 22x10¢ 40X10s
R 0,9165 0,9889 0,8825 0,7838
Korshmeyer-Peppas
K. (h7) 0,792 0,674 0,198 0,909
n 0,05 0,09 0,43 0,17
R 0,8994 0,9857 0,9433 0,8927
Weibull
T, (h) 0,015 0,004 0,002 0,02
b 0,49 0,44 0,75 0,48
a 0,13 0,09 0,22 0,16
R 0,8586 0,9918 0,9898 0,9842

4.4. TESTES DE VIABILIDADE CELULAR
Os sistemas DDS preparados foram testados em linhas celulares humanas HCT-15 e RKO, modelos de
cancro colorretal, e em linhas celulares humanas MD-MBA-468 e Hs578T, modelos de cancro de

mama, com o intuito de avaliar a sua potenciacao.

4.4.1. SOLUCOES STOCK
A partir da solucdo stock de 0,5 mg/ mL prepararam-se as concentracbes para 0s ensaios de
viabilidade celular. A concentracdo das solucdes preparadas foi calculada tendo como base a
quantidade de 5-FU por sistema obtidos através da analise termogravimétrica. A Tabela 4.8. mostra as
concentracdes de DDS que foram preparadas em fase vapor para os ensaios, uma vez que foi utilizado

95 mg de farmaco para 100 mg de zeolito.
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Tabela 4.8. Concentracdes dos DDS preparados por fase vapor usados nos ensaios de viabilidade celular.

Concentracdes DDS,,
(mg/ mL) (mM)
Stock 0,5 3,740

0,1 0,374
0,05 0,187
0,025 0,0935
0,01 0,037
0,005 0,0187

Na Tabela 4.9. sdo apresentados as concentracdes dos DDS de fase liquida que foram testados.

Tabela 4.9. Concentracdes dos DDS preparados por fase vapor usados nos ensaios de viabilidade celular.

Concentracdes 5-FU@NaY,, 5-FU@NaA., 5-FU@HBeta,, 5-FU@ETS-10,,
mg/mL mM mM mM mM
Stock 0,5 3,800 3,295 3,550 3,820
0,10 0,380 0,325 0,355 0,382
0,05 0,190 0,165 0,175 0,191
0,025 0,095 0,082 0,089 0,096
0,01 0,038 0,033 0,036 0,038
0,005 0,019 0,017 0,018 0,019

4.4.2. EFEITO DOS DDS NO MODELO DE CANCRO COLORRETAL

Relativamente ao modelo de cancro colorretal os DDS preparados foram testados em duas linhas

distintas, a RKO e a HCT-15. Todos os ensaios tiveram a duracao de 48 h.

4.4.2.1. LINHA CELULAR HCT-15

0 IC,, do 5-FU livre as 48 h para a linha celular humana HCT-15, modelo de cancro de colorretal. é

0,61 mM, valor determinado a partir do software GraphPad Prism 5®, como mostra na figura 4.18.
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Figura 4.18. Valor do 5-FU livre as 48 h para a linha celular HCT-15, modelo de cancro colorretal.

Na figura 4.19, sao apresentados os resultados dos testes de viabilidade celular efetuados com os

DDS preparados pelos métodos de fase liquida ou pela fase de vapor. Pela analise dos resultados é

possivel avaliar o efeito dos DDS na capacidade que estes mostram em diminuir a percentagem de

biomassa e o0 método de preparacdo dos DDS.
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Figura 4.19. Efeito do zeolitos NaY (a), NaA (b), HBeta (c) e ETS-10 (d) e dos respetivos DDS sobre a

percentagem de biomassa (viabilidade) na linha celular humana HCT-15 do modelo de CCR.
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Nos estudos de citotoxidade para as células, figura 4.19, verifica-se que os zeolitos NaY (a) , NaA (b) e
ETS-10 (d) nao apresentam citotoxicidade celular, em contrapartida, o zeélito HBeta apresenta alguma
toxicidade.

Os resultados obtidos para os sistemas 5-FU@NaY, em fase liquida e em fase vapor, mostram que
estes apresentam comportamento idéntico com reducao da percentagem de biomassa que atinge os
50 % a partir de 50 uL/mL. Desta forma, obtém-se uma eficiéncia do 5-FU de 2,73 vezes para a fase
liquida e 2,68 vezes para a fase vapor.

Os sistemas NaA apresentam o mesmo comportamento que os sistemas NaY, observando-se uma

eficiéncia do 5-FU de 5,35 vezes em fase liquida e 2,07 vezes em fase vapor.

Nos sistemas HBeta, os estudos de viabilidade mostram que o sistema preparado pelo método de fase
liguida nao exerce qualquer efeito na linha celular de cancro colorretal em estudo. O sistema
preparado pelo método de fase vapor apresenta uma reducdo de 50 % de biomassa a partir da
concentracdo de 50 ulL/mL, verificando-se assim eficiéncia do 5-FU de 4,25 vezes.

Nos sistemas ETS-10, o modo de preparacado dos DDS nao influéncia a percentagem de reducao de
biomassa na linha celular do cancro colorretal em estudo, verificando-se uma eficiéncia do 5-FU de

4,99 vezes para a fase liquida e b,14 vezes para a fase vapor.

4.4.2.2. LINHA CELULAR RKO

0 IC50 do 5-FU livre as 48 h para a linha celular humana RKO, modelo de cancro de colorretal ¢ 0,13
mM, valor determinado a partir do software GraphPad Prism 5®, como mostra na figura 4.20.
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Figura 4.20. Valor do 5-FU livre as 48 h para a linha celular RKO, modelo de cancro colorretal.
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Na figura 4.21 séo apresentados os resultados dos testes de viabilidade celular efetuados com os DDS
preparados. Pela analise dos resultados é possivel verificar o efeito dos DDS pela capacidade que

estes demonstram em diminuir a percentagem de biomassa.
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Figura 4.21. Efeito do zeolitos NaY (a), NaA (b), HBeta (c) e ETS-10 (d) e dos respetivos DDS sobre a

percentagem de biomassa (viabilidade) na linha celular humana RKO do modelo de CCR.

Os resultados obtidos mostram que nenhum dos zedlitos NaY (a), NaA (b) e HBeta (c) apresentam
citotoxicidade para as células.

Na linha celular em estudo, todos os sistemas preparados, a excecao do sistema b-FU@HBeta,
apresentam eficiéncia do 5-FU. De 16 vezes.

Os estudos de viabilidade mostram que a reducao de biomassa para 25 % é excessiva, indicando que
nesta linha celular é necessario efetuar novos testes com concentracdes mais baixas de forma a

ajustar a quantidade de farmaco.
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Na tabela 4.10 estdo sao apresentados os valores de potenciacdo obtidos em cada um dos sistemas

testados nas linhas celulares CCR HCT-15 e RKO.

Tabela 4.10. Valores de potenciacdo do 5-FU para cada um dos sistemas testados nas linhas celulares CCR

HCT-15 e RKO.
c 5-FU NaY NaA HBeta ETS-10
oMM FV FL FVoOFL RV FL FV
HCT-15 061 02235 02280 01141 02952 - 01434 01222  0,1187
Potenciacao 2,73 2,68 5,35 2,07 - 4,25 4,99 514
RKO 0,13 001063 001000 001172 0,008230 - 001870 0,01926 0,009681
Potenciagio 12,23 13 11,09 1580 - 695 675 13,43

4.4.3. EFEITO DOS DDS NO MODELO DE CANCRO DE MAMA
Os DDS preparados foram todos testados em duas linhas humanas de cancro do modelo de mama do

tipo basal, na linha MDA-MB-468 e Hs578T..

4.4.3.1. LINHA CELULAR MDA-MB-468
0 IC,, do 5-FU livre as 48 h na linha celular humana MDA-MB-468, modelo de cancro de mama ¢ 3,80

mM, valor determinado a partir do software GraphPad Prism 5®, como mostra na figura 4.22.
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Figura 4.22. Valor do 5-FU livre as 48 h para a linha celular MDA-MB-468, modelo de cancro de mama.
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Na figura 4.23 séo apresentados os resultados dos testes de viabilidade celular efetuados com os DDS
preparados. Pela analise dos resultados é possivel verificar o efeito dos DDS pela capacidade que

estes demonstram em diminuir a percentagem de biomassa.
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Figura 4.23. Efeito do zeolitos NaY (a), NaA (b), HBeta (c) e ETS-10 (d) e dos respetivos DDS sobre a

percentagem de biomassa (viabilidade) na linha celular humana MDA-MB-468 do modelo de CM.

Os resultados mostram que os zeolitos NaY (a), NaA (b) e HBeta (c) ndo apresentam citotoxicidade
para as células, em contrapartida, o zedlito ETS-10 (d) apresenta uma ligeira toxicidade.

Os estudos de viabilidade dos DDS dos zedlitos NaY e NaA mostram uma reducdo de percentagem de
biomassa muito idénticos. Também se verifica que os resultados nao sdo dependentes do método de
preparacao do DDS.

Para concentragbes mais baixas (0,025 ulL/mL), tanto o 5-FU@NaY (a) como o 5-FU@NaA (b)
mostram uma reducdo na viabilidade celular de 40 %. Os 50 % de reducdo é atingido por ambos os
sistemas com concentracdo de 0,100 uL/mL. O que corrobora com o facto de os sistemas NaY e

NaA apresentarem estruturas com porosidade tridimensional semelhantes..
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Os estudos de viabilidade mostram que os sistemas 5-FU@NaY apresentam eficiéncia do 5-FU em 10
vezes para os dois métodos de preparacéo, e os sistemas 5-FU@NaA apresentam eficiéncia do 5-FU
em 10,2 vezes para a fase vapor e 11,7 vezes para a fase liquida.

No estudo dos sistemas 5-FU@Beta, os DDS preparados por fase vapor apresentam uma diminuicdo
de percentagem de biomassa mais significativa, observando-se uma percentagem maxima de reducao
de 50 % na concentracdo mais elevada, com um aumento de eficiéncia do 5-FU de 10,2 vezes. Em
relacdo aos DDS preparados por fase liquida, o maximo de reducéo atingido nao ultrapassa os 75 % de
viabilidade celular.

Para os DDS 5-FU@ETS-10, tanto a fase liquida como a fase vapor, apresentam resultados idénticos.
Ambos os sistemas provocam uma redugdo de 50 % com uma concentracdo de 0,050 ulL/mL. Os
sistemas apresentam uma eficiéncia do 5-FU em 20,3 vezes para a fase vapor e 19,9 vezes para a
fase liquida.

A diferenca observada nos resultados de estudo de viabilidade para os zedlitos HBeta e ETS-10,
podera ser atribuida a estes possuirem poros unidimensionais, que se verifica que os DDS preparados
por impregnacdo (fase vapor) provocam maior reducao de percentagem de biomassa, uma vez que

grande quantidade de farmaco se encontra na superficie do zeolito.

4.4.3.2. LINHA CELULAR HsS578T

. 0 IC,, do 5-FU livre as 48 h para a linha celular Hs578T, modelo de cancro de mama, é superior a

10 mM, como mostra na figura 4.24.
1501

50

% blomassa celular

ICsy >10mM

T T 1 FrrrrrrrT
0.00 0.01 0.1 12345678910
[5-FU], mM

Figura 4.24. Valor do 5-FU livre as 48 h para a linha celular Hs578T, modelo de cancro de mama.
Na figura 4.25 séo apresentados os resultados dos testes de viabilidade celular efetuados com os DDS

preparados. Os resultados mostram o efeito dos DDS preparados na sua capacidade para diminuir a

percentagem de biomassa.
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Figura 4.25. Efeito do zeolitos NaY (a), NaA (b), HBeta (c) e ETS-10 (d) e dos respetivos DDS sobre a

percentagem de biomassa (viabilidade) na linha celular humana Hs578T do modelo de CM.

A figura 4.25 a) mostra que o NaY na linha celular Hs578T afeta a viabilidade celular, apresentando
uma viabilidade celular de 80 %. Os DDS com esta estrutura, preparados pelos dois métodos,
apresentam um comportamento semelhante atingindo a viabilidade celular de 50 % na concentracao
mais elevada 0,010 ulL/mL. O efeito de potenciacéo do 5-FU é de 26,7 vezes na fase liquida e 26,3

vezes na fase vapor.

Os zedlitos NaA (b), HBeta (c) e ETS-10 (d), ndo apresentam citotoxicidade nesta linha celular, ndo se
verificando reducao da percentagem de biomassa ao longo das 48 h de incubacao.

A figura 4.25 b) apresenta os resultados obtidos para o sistemas 5-FU@NaA, verificando-se uma
diminuicao da percentagem de biomassa mais significativa no DDS preparados por impregnacao (fase
vapor), atingindo reducdo de 50 % nas concentracdes mais elevadas, com uma eficiéncia do 5-FU de
53,5 vezes. No DDS preparado por encapsulamento (fase liquida) apenas se verifica reducéo de cerca

de 25 % nas concentraces mais elevadas.
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Pela analise dos resultados obtidos para os sistemas 5-FU@HBeta, figura M2 c), verifica-se que o DDS
preparado por fase vapor atinge uma reducao de 50 % numa concentragdo de 0,10 ulL/mL,
mostrando desta forma uma eficiéncia do 5-FU de 52,6 vezes. Em contrapartida, o DDS preparado por
fase liquida ndo apresenta bons resultados uma vez que sé apresenta reducdo de biomassa nas
concentracdes mais baixas.

Nos sistemas 5-FU@ETS-10 verifica-se que o sistema preparado por impregnacado apresenta uma
reducao na ordem dos 50 % para a concentracao de 0,025 ulL/mL, o que implica um aumento de
eficiéncia de 107 vezes. No sistema preparado em fase liquida a perda de biomassa nao é tao
significativa, atingindo-se apenas reducao na ordem dos 30 %.

Numa analise global, a linha celular, Hs578T ¢ influenciada principalmente pelos sistemas preparados
por impregnacado (fase vapor). Este resultado resultados é concordante com os obtidos na
caraterizacao dos sistemas que mostram que os sistemas preparados por impregnacao tém uma

concentracédo de b-FU mais elevada.

Na tabela 4.11 estdo sao apresentados os valores de potenciacdo obtidos em cada um dos sistemas

testados nas linhas celulares CM MDA-MB-468 e Hs578T.

Tabela 4.11. Valores de potenciacao do 5-FU para cada um dos sistemas testados nas linhas celulares CM

MDA-MB-468 e Hs578T.

5-FU NaY NaA HBeta ETS-10
Icsn
(mM) FL FV FL FV FL Fv FL FV
MDA-MB-468 3,80 0,38 0,38 0,372 0,3247 - 0,372 0,1909 0,1872
Potenciacao 10 10 10,2 11,7 - 10,2 19,9 20,3
Hs578T > 10 0,3745 0,38 - 0,1865 - 0,19 - 0,093
Potenciacao 26,7 26,3 - 53,5 - 52,6 - 107
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CONCLUSOES

Neste trabalho foram desenvolvidos sistemas de libertacdo de farmacos tendo como suporte os
diferentes tipos de zeolitos (NaY, NaA, HBea e ETS-10) e o 5-Fluorouracilo para o tratamento do
cancro colorretal e cancro de mama.

A preparacdo dos DDS foi efetuada através de dois métodos distintos: por encapsulamento (fase
liquida) e por impregnacéo (fase vapor). Ambos os métodos de preparacdo mostraram-se eficazes no
encapsulamento do farmaco. O método por impregnacao permite controlar a quantidade desejada de
farmaco no DDS, sendo de 100 % de 5-FU para todas as estruturas. Nos sistemas preparados em fase
liquida a quantidade de 5-FU foi de 75 % para o NaY, 58 % para o NaA, 66 % para o HBea e 76 % para
o ETS-10.

Os DDS preparados foram caraterizados por diferentes técnicas espetroscopicas e analiticas. Os
resultados mostraram que as estruturas zeoliticas nao foram alteradas nos procedimentos
experimentais utilizados para o encapsulamento do 5-FU. O farmaco mantém a sua identidade
molecular.

Os estudos dos perfis de libertacdo do 5-FU dos DDS foram avaliados por HPLC. Os perfis de
libertacao do farmaco revelaram ser semelhantes entre si, verificando-se a libertacdo de 80 - 90 % do
farmaco nos primeiros trinta minutos. Dos modelos cinéticos estudados, os resultados mostraram que
o perfil de libertacao segue o modelo cinético de Weibull.

As linhas humanas de cancro colorretal, HCT-15 e RKO e de cancro de mama, Hs578T e MDA-MB-
468 foram utilizadas nos estudos de viabilidade celular. As diferentes estruturas zeoliticas nao
apresentaram citotoxicidade nas linhas celulares. A potenciacao do farmaco 5-FU foi quantificada para
todas as linhas celulares com base nos valores de IC,,. Os valores mais acentuados de potenciacédo
foram registados para a linha Hs578T e mais concretamente para os DDS de fase vapor.
Relativamente as linhas celulares de CCR, os DDS mostraram eficacia na linha HCT-15, mas os
valores de potenciacao foram baixos. O sistema que apresentou melhores resultados foi 0 5-FU@NaA,,
com um aumento de 5,35 vezes da eficacia do 5-FU livre. Em relacdo a linha RKO verificou-se que os
DDS também aumentam a eficacia do 5-FU e comparativamente a linha HCT-15 apresentam melhores
resultados de potenciacdo. Na RKO o DDS que mostra mais eficacia é o 5-FU@NaA, com uma

potenciacao do farmaco de 15,80 vezes.

69



Em relacdo &s linhas celulares de CM os DDS mostraram resultados muito interessantes
principalmente na linha Hs578T. Na linha MDA-MB-468 os sistema que revelam melhor eficacia sao
os sistemas com o zeolito ETS-10, com uma potenciacao de 20,3 vezes no de fase vapor e 19,9 vezes
no de fase liquida. Os restantes sistemas apresentam potenciacdo na ordem das 10 vezes. Na linha
Hs578T os DDS preparados por impregnacdo (fase vapor) funcionam muito melhor conseguindo-se
valores de potenciacao bastante elevados como 26,3 no 5-FU@NaY,, , 53,5 no 5-FU@NaA,,, 52,6 no 5
FU@HBeta,, e 107 vezes no 5-FU@ETS-10,,. Relativamente a preparacdo por encapsulamento apenas
foi possivel calcular o valor de potenciacao para o b-FU@NaY,, que é de 26,7 vezes.

A potenciacao do farmaco quando encapsulado em estruturas zeoliticas confrma o que foi
mencionado acercas dos sistemas drug delivery, que estes sistemas devido a libertacéo controlada do

farmaco permitem aumentar a eficacia terapéutica.

70



PRESPETIVAS FUTURAS

Apds o termino do presente trabalho € possivel sugerir algumas ideias para trabalhos futuros no
ambito de melhorar os sistema de libertacdo de farmacos baseados em zeolitos. Os resultados obtidos
neste trabalho deixam em aberto algumas linhas de investigacdo para o aperfeicoamento na
preparacao de sistemas de libertacdo de farmacos e sua avaliacao em linhas celulares. Assim, de
seguida, apresentam-se algumas sugestdes de trabalho futuro.

Estudos de simulacdo molecular para conhecer as interacdes do farmaco com as estruturas zeoliticas.
Utilizacdo de marcadores nos sistemas que permitam avaliar a localizacdo dos DDS nas diferentes
linhas celulares.

Preparacdo de biomembranas com os DDS com o objectivo de controlar a libertacdo e entrega do
farmaco no local especifico do cancro, prevenindo a degradacao do farmaco ao longo do percurso
percorrido.

Uso de marcadores especificos na preparacdo dos DDS de forma a ser permitir seguir o percurso
destes e tentar perceber o mecanismo de entrada nas células, bem como verificar se a entrada ocorre
unicamente em células infetadas.

Testar a conjugacao de dois farmacos, introduzir dois farmacos anti-tumorais nas cavidades zeoliticas
gue depois de administradas atuam separada e sequencialmente, na tentativa de um tratamento mais
eficaz, mais especifico.

Iniciar o estudo de formulacao para futuro uso oral.
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Analise Elementar

ANEXOS

Tabela Al. Resultados da analise elementar do sistema 5-FU@NaY preparados em fase liquida e em fase vapor.

5FU @ NaY 5-FU @ NaY
Elemento Tedrico Fase Liquida Fase Vapor
Analise 1 Analise 2 Analise 1 Andlise 2
C 36,93 18,34 18,49 16,30 22,74
H 2,325 2,10 2,04 2,697 2,604
N 21,54 10,19 10,42 9,854 13,25
C/N 1,71 1,80 1,77 1,65 1,72
Média C/N 1,785 1,685

Tabela A2. Resultados da analise elementar do sistema 5-FU@NaA preparados em fase liquida e em fase vapor.

5-FU @ NaA 5-FU @ NaA
Elemento Teorico Fase Liquida Fase Vapor
Analise 1 Analise 2 Analise 1 Analise 2
C 36,93 21,39 21,20 25,64 22,25
H 2,325 2,198 2,223 2,395 2,362
N 21,54 12,18 12,08 14,63 12,55
C/N 1,71 1,76 1,75 1,75 1,77
Média C/N 1,755 1,76

Tabela A3. Resultados da analise elementar do sistema 5-FU@HBeta preparados em fase liquida e em fase vapor.

5-FU @ HBeta 5-FU @ HBeta
Elemento Tedrico Fase Liquida Fase Vapor
Analise 1 Analise 2 Analise 1 Analise 2
C 36,93 26,00 25,59 20,08 19,76
H 2,325 2,173 2,332 2,152 2,141
N 21,54 15,35 14,99 10,99 10,85
C/N 1,71 1,69 1,71 1,83 1,82
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Média C/N 1,70 1,825

Tabela A4. Resultados da andlise elementar do sistema 5-FU@ETS10 preparados em fase liquida e em fase

vapor.
5-FU @ ETS10 5-FU @ ETS10
Elemento Tedrico Fase Liquida Fase Vapor
Analise 1 Analise 2 Analise 1 Analise 2

C 36,93 24,08 23,24 23,41 22,61

H 2,325 1,749 1,812 1,791 1,815

N 21,54 13,90 13,30 13,63 13,16

C/N 1,71 1,73 1,75 1,72 1,72

Média C/N 1,74 1,72

FTIR

5-FU

N, = NaY ),
....... A SFU@NaYg, ./,
L 5'FU@N3YFVI/I A

/e

Transmitancia (%)

Numero de Onda (cm™)

Figura Al. Espetro de infravermelho FTIR correspondente ao 5-FU, zeolito NaY, 5-FU@NaY,, e 5-FU@NaY.,,.
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Figura A2. Espetro de infravermelho FTIR correspondente ao 5-FU, zedlito ETS-10, 5-FU@NaA,, e 5-FU@NaA,,

5-FU

HBeta
5-FU@HBetag
5-FU@HBetaR,
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\
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Figura A3. Espetro de infravermelho FTIR correspondente ao 5-FU, zeolito HBeta, 5-FU@HBeta,, e 5-FU@HBeta,,.

Analise Termogravimétrica
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Figura A4. Termograma para o zedlito NaA e para os respetivos sistemas DDS preparados por encapsulamento (5-
FU@NaA.) e por impregnacao (5-FU@NaA,).
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Figura A5. Termograma para o zedlito ETS-10 e para os respetivos sistemas DDS preparados por encapsulamento (5-

FU@ETS-10,) e por impregnacéo (5-FU@ETS-10,).

Tabela A5. Resultados de TGA para os diferentes DDS preparados com o suporte NaY.

NaY 5.FU 5-FU @ NaY 5-FU @ NaY
Fase Liquida Fase Vapor
m,.. (mg) 2> 5,51 4,678 5,328 21,068
0-200°C 8,5 1,71 2,29 5,27
200 - 305 °C 0,61 53,19 29,91 13,01
Variacéo de
305 -410°C 0,04 38,3 10 31,81
massa (%)
410 - 700 °C -0,08 4,3 8,6 10
Total 9,07 97,5 50,08 60,1
Tabela A6. Resultados de TGA para os diferentes DDS preparados com o suporte NaA.
NaA 5.FU 5-FU @ NaA 5-FU @ NaA
Fase Liquida Fase Vapor
m,.. (mg) > 22,238 4,678 14,238 22,856
0-200°C 8,36 1,71 5,35 3,97
L 200 - 305 °C 4,04 53,19 23,49 16,87
Variacéo
de massa 305 -410 °C 0,77 38,3 14,24 27,87
%
) 410 - 700 °C 1,62 4,3 7,85 13,06
Total 14,8 97,5 50,09 61,8
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Tabela A7. Resultados de TGA para os diferentes DDS preparados com o suporte HBeta.

5-FU @ HBeta 5-FU @ HBeta
HBeta 5FU
Fase Liquida Fase Vapor
m,.. (mg) > 16,232 4,678 15,024 18,246
0-200°C 4,92 1,71 2,93 2,26
200 - 305 °C 0,43 53,19 15,55 131
Variagéo d
ariacan e 305 - 410 °C 0,4 38,3 24,17 37,07
massa (%)
410-700 °C 1,31 4,3 6,5 7,15
Total 7,1 97,5 49,2 59,6

Tabela A8. Resultados de TGA para os diferentes DDS preparados com o suporte ETS10.

5-FU @ ETS10 5-FU @ ETS10
ETS10 5-FU
Fase Liquida Fase Vapor
M, (Mg) > 4,68 14,924 17,838
0-200°C 1,71 1,07 1,30
200 - 305 °C 53,19 28,24 24,43
Variacéo
de massa 305-410°C 38,3 8,99 8,95
(%)
410 -700 °C 43 21,9 21,13
Total 97,5 60,2 55,8

Estudos de libertacao do 5-FU
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Figura A6. Reta de calibracdo obtida por HPLC, com equacéao da reta A=6068,1¢+0,0543 com R=0,9964.
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Figura A7. Reta de calibracao obtida por espetroscopia de absorgcdo UV/VIS, com equacéo da reta A=984,89¢-
0,0077 com R=0,9697.
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