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Resumo

Os polimeros de origem marinha, como o fucoidan, carragenina e quitosano podem
ser utilizados em aplicacBes muito diversas, seja, por exemplo, como produtos dietéticos
ou na cicatrizacao de feridas. Também tém sido propostos para a producdo de sistemas
de veiculacdo de farmacos, como as nanoparticulas, tirando vantagem do potencial
elevado de biodegradacdo, biocompatibilidade, baixa toxicidade e das varias atividades
bioldgicas que Ihes estdo associadas.

As algas sdo uma das possiveis fontes de polimeros marinhos. Um dos objetivos deste
trabalho consistiu em avaliar a capacidade dos extratos de Sargassum muticum (FSm)
para a formacdo de nanoparticulas poliméricas com quitosano (CS), caraterizando-as
quanto ao tamanho, indice de polidispersédo e potencial zeta. Foram variados os racios de
massa (FSm/CS = 4/1, 1/1 e 1/4), tendo-se obtido tamanhos compreendidos entre 280 e
1040 nm, indices de polidispersao desde 0,23 a 0,66 e valores de potencial zeta entre +33
e +67 mV. Verificou-se uma tendéncia de aumento de todos estes parametros quando
estava presente uma maior concentracdo de CS e, consequentemente, também uma maior

concentracdo total de polimeros.

Para estudar a influéncia da temperatura de reacdo nas caracteristicas fisico-quimicas
das nanoparticulas foram produzidas nanoparticulas com fucoidan obtido a partir de
Fucus vesiculosus (FFv) e CS, e também com carragenina (CRG) e CS, fazendo-se uma
comparacao entre a producdo a temperatura ambiente (25 °C) e a uma temperatura
controlada (15 °C). As nanoparticulas FFv/CS demonstraram que a concentracdo dos
polimeros influenciou as suas propriedades fisico-quimicas, sendo que os parametros
analisados (tamanho, indice de polidispersao, potencial zeta) aumentaram com a adicao
de CS. No entanto, verificou-se que nas nanoparticulas CS/FFv o efeito no tamanho e
potencial zeta foi o inverso quanto maior a propor¢do de CS. A comparacdo dos
pardmetros de carateriza¢do das nanoparticulas apds producdo a ambas as temperaturas,
indicou que a temperatura de reagdo ndo e um fator com muita influéncia nas

carateristicas das nanoparticulas.

Palavras-chave: carragenina; complexagéo polieletrolitica; fucoidan; nanoparticulas;

polimeros marinhos; quitosano



Abstract

Polymers from marine origin, such as fucoidan, carrageenan and chitosan can be used
in very diverse applications, for example as dietary products or in wound healing. They
have also been proposed for the production of drug delivery systems, such as
nanoparticles, taking advantage of their high potential for biodegradation,
biocompatibility, low toxicity, and their various associated biological activities.

Algae are one of the possible sources of marine polymers. One of the objectives of
this work was to evaluate the ability of Sargassum muticum (FSm) extracts to form
polymeric nanoparticles with chitosan (CS), characterizing them in terms of size,
polydispersity index and zeta potential. Mass ratios were varied (FSm/CS = 4/1, 1/1 and
1/4), and sizes ranging from 280 to 1040 nm, polydispersity index from 0.23 to 0.66 and
zeta potential values between +33 and +67 mV were obtained. There was a tendency for
all these parameters to increase when a higher concentration of CS was present and,

consequently, also a higher total polymer concentration.

To study the influence of the reaction temperature on the physicochemical
characteristics of the nanoparticles, nanoparticles were produced with fucoidan obtained
from Fucus vesiculosus (FFv) and CS, and also with carrageenan (CRG) and CS, making
a comparison between the production at room temperature (25 °C) and at a controlled
temperature (15 °C). The FFv/CS nanoparticles showed that the concentration of the
polymers influenced their physicochemical properties, with the analyzed parameters
(size, polydispersity index, zeta potential) increasing with the addition of CS. However,
it was found that in the CS/FFv nanoparticles the effect on size and zeta potential was the
reverse the higher the proportion of CS. Comparison of the characterization parameters
of the nanoparticles after production at both temperatures indicated that the reaction

temperature is not a factor with much influence on the nanoparticle characteristics.

Keywords: carrageenan; chitosan; fucoidan; marine polymers; nanoparticles;

polyelectrolytic complexation
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1. Introducéao

1.1 Macroalgas marinhas

As macroalgas marinhas sdo organismos eucariotas macroscéopicos, que podem ter
dimensGes superiores a 30 metros e que realizam fotossintese ao recorrer aos cloroplastos,
organelos que contém clorofila. Fazem parte dos ecossistemas marinhos das regides
costeiras e tém atualmente diversas aplicacbes em varios setores. Sdo utilizadas na
agricultura e aquacultura, empregando partes da alga, ou até mesmo extratos de algas que
tém o beneficio de evitar o excesso de sal, metais pesados e areia que as algas em si
passam para o solo. As macroalgas sdo usadas também na producédo de fertilizantes, e
estes substituem em parte os fertilizantes quimicos, o que diminui consequentemente 0s
problemas de salde subjacentes ao uso dos ultimos (1,2). Outra utilizacdo comum das
macroalgas é na suplementacao das dietas dos animais, de modo a melhorar a qualidade
da carne e peixe, e a quantidade de minerais destes, ou dos produtos desses mesmos

animais, como por exemplo os ovos (3-5).

As macroalgas diferem das microalgas principalmente pelo tamanho, uma vez que as
microalgas apresentam tamanhos entre as décimas e as centenas de um, mas também por
as microalgas serem organismos geralmente unicelulares e com a possibilidade de serem
procariotas ou eucariotas. Tal como as macroalgas realizam fotossintese, também as
microalgas o fazem, embora neste Ultimo caso seja um processo com rendimento superior,
uma vez que sdo células mais simples e ndo apresentam tecidos ndo fotossintéticos. Para
além disso, as microalgas movem-se por flagelos e podem ser encontradas em quase todo
o mundo, desde em ambientes gélidos até a desertos, com a condi¢do que exista luz e

agua. A Figura 1.1 é representativa de uma microalga.



Figura 1.1 - Exemplo de microalga vista ao microscopio, da espécie Nannochloropsis oculata. Retirado de

(6).

Devido ao facto das macroalgas possuirem um baixo contetudo de gorduras e alto teor
de aminoacidos, proteinas, fibras, uma série de minerais, e varias vitaminas como A, C,
E e também vitaminas do complexo B, que normalmente ndo estdo presentes nos vegetais,
apresentam interesse do ponto de vista da industria alimentar para fins de suplementacéo
(1,7). Na composicdo das macroalgas, encontram-se ainda polimeros que podem ser
utilizados como agentes gelificantes, espessantes e estabilizadores por terem na sua
composicdo fitocoldides, tal como os alginatos e a carragenina. Podem igualmente ser
usados para a purificacdo de aguas e solos, uma vez que apresentam uma excelente

capacidade de sequestrar metais pesados destas (8,9).

Os bioativos das macroalgas também apresentam interesse na industria cosmética
devido a propriedades como antioxidante, viscosificante e aglutinacdo de agua (10). Na
literatura encontram-se alguns trabalhos onde os investigadores verificaram um efeito na
reducdo do aparecimento de olheiras e estimulacdo da producao de colagénio (11). Para
além disto, hd também a producdo de produtos cosméticos como logBes corporais,
champds e sabonetes com base em compostos extraidos destas algas (1,10). No caso da
indUstria farmacéutica, as macroalgas séo geralmente utilizadas para a extragdo de alguns
dos seus componentes bioativos que podem ser de interesse devido a apresentarem as
mais diversas atividades, desde imunomodelacdo a atividade antitrombotica e

anticoagulante (12-15).

As macroalgas dividem-se em trés grandes grupos consoante a sua pigmentacgéo, as
clorofitas (algas verdes), as fedfitas (algas castanhas) e as roddfitas (algas vermelhas),
2



com exemplos representativos de cada grupo na Figura 1.2. O pigmento principal das
algas verdes ¢ a clorofila, das algas castanhas é a fucoxantina, e das algas vermelhas s&o
a ficoeritrina e a ficocianina. Todas elas encontram aplicagdes vérias, inclusive na area
da biomedicina. O presente trabalho foi desenvolvido com base em extratos obtidos de
algas castanhas e foi utilizado também um polimero, obtido comercialmente numa forma
com algum grau de purificacdo, o qual é extraido de algas vermelhas. Por essa razdo se
detalham abaixo as carateristicas das espécies de macroalgas castanhas Sargassum
muticum e Fucus vesiculosus, bem como da carragenina, o polissacarido obtido de algas

vermelhas, e de outro polimero utilizado, também de origem marinha, o quitosano.

Figura 1.2 - Imagens representativas de algas verde, castanha e vermelha, respetivamente. a) Ulva
lactuca b) Saccorhiza polyschides c) Plocamium cartilagineum. Retirado de (16-18).

1.1.1 Sargassum muticum

A macroalga Sargassum muticum, da ordem Fucales, representada na Figura 1.3, é
uma alga invasora castanha de origem japonesa, que pode ser encontrada ao longo das
costas oeste da Europa e América do Norte, e do Japdo. Devido ao seu caracter invasivo,
e uma vez que a sua erradicacdo recorrendo a métodos fisicos e quimicos nao teve

sucesso, pode ser promissor encontrar outras aplicagdes para este tipo de alga de modo a



dar-lhe uma finalidade, parar a sua disseminacdo, e melhorar o seu valor de mercado
(19,20). Esta alga apresenta uma série de atividades bioldgicas, tais como antibacteriana,
antioxidante, anticancerigena, citoprotetora e antiviral, entre outras (21-24).

Figura 1.3 - Alga castanha invasora Sargassum muticum. Retirado de (25).

O Sargassum muticum contém polimeros como o fucoidan e o alginato, entre outros,
e também compostos fendlicos que exibem uma excelente atividade antioxidante por
terem a estrutura adequada para a eliminacdo de radicais livres, doacdo de eletrdes e

atomos de hidrogénio, e quelacdo de catides metalicos, (26,27).

1.1.2 Fucus vesiculosus

Dentro da ordem Fucales, Fucus vesiculosus, representada na Figura 1.4, é uma
macroalga castanha comestivel localizada maioritariamente ao longo das costas do
oceano Atlantico, e dos mares Béltico e Nérdico. Esta macroalga tem sido extensivamente
estudada com o objetivo de ser utilizada em produtos cosmeéticos, biofertilizantes, na
pecudria como racdo animal e na inddstria alimentar como aditivo, para além de ser

utilizada na industria farmacéutica (28-33).



Figura 1.4 — Imagem da alga castanha Fucus vesiculosus. Retirado de (34).

Embora as quantidades alterem devido a alguns fatores como a época e o habitat,
entre outros, a alga F. vesiculosus contém na sua constituicao alginatos e fucoidan como
principais polimeros, tal como a alga Sargassum muticum, e também fucoxantina e
laminarina (35,36). F. vesiculosus é uma alga que apresenta atividade antioxidante, anti-
inflamatdria, antifingica, antibacteriana e anticancerigena, entre outras (33,37-41). Para
além de ser a espécie que tem a maior quantidade de fucoidan, que pode chegar até 20%
do seu peso seco, tem também presente iodo na sua composicao, que Ihe confere utilidade
em casos de hipotiroidismo (13,42). O fucoidan presente em F. vesiculosus tem na sua

estrutura uma predominancia de fucose e um baixo grau de acetilacdo (28).

1.2 Polimeros de origem marinha

1.2.1 Fucoidan

O principal polimero das algas castanhas € o fucoidan, e pode ser encontrado apenas
nas paredes celulares destas algas, como Sargassum muticum e Fucus vesiculosus, onde
tem funcdo estrutural (22). E um polissacarido anionico sulfatado principalmente
formado por fucose. No entanto, existem varios tipos de fucoidan com composi¢do que
pode variar consoante, por exemplo, a espécie da alga da qual é extraido o fucoidan e até
a localizacdo geografica da alga (13,43). Todos os tipos de fucoidan tém composicéo
complexa e que pode diferir quanto ao tipo de ligacdo, substituintes presentes,
ramificagdo e grau de sulfatagdo, conferindo-lhes diferentes carateristicas fisico-quimicas

e, consequentemente, diferentes propriedades bioldgicas (13). Outros fatores que



influenciam a estrutura do fucoidan extraido sdo o método de extracdo, e a época de
colheita (44). Um possivel esquema da estrutura do fucoidan encontra-se representado na
Figura 1.5, e é constituida maioritariamente por ligagdes alternadas a-(1,3) e a-(1,4) de
moléculas de L-fucose, e também por grupos sulfato que conferem o caracter anionico ao
fucoidan, sendo a restante composicdo a base de monossacarideos como manose,
galactose, glucose, xilose, entre outros, e ainda proteinas e grupos acetilo (13,45,46).
Trata-se de um polissacérido bastante solivel em agua quando extraido e esta solubilidade

esta relacionada com o grau de sulfatacdo do mesmo (47,48).
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Figura 1.5 - Esquema da possivel estrutura do fucoidan, extraido da ordem Fucales, com liga¢des
alternadas a-(1,3) e a-(1,4). (R representa o local de potenciais substituintes, como sulfato, manose,
galactose, entre outros). Adaptado de (48).

O fucoidan é um polissacarido com utilizacdo bastante reportada em trabalhos de
investigacdo, com o objetivo de desenvolver medicamentos ou nutracéuticos, devido ao
facto de apresentar grande potencial terapéutico em virtude da sua atividade
antitrombdtica, anticoagulante, imunomodeladora, antiviral e antioxidante (13,14,45,49—
52). Como € um polimero de origem natural, tem maior probabilidade de apresentar
biocompatibilidade, biodegradabilidade e auséncia de toxicidade para o organismo
humano (48,53). Alguns estudos cientificos demonstram a utilizacdo do fucoidan em
sistemas de veiculacdo de farmacos, incluindo nanoparticulas, embora ndo exista no

mercado nenhum medicamento que contenha fucoidan na sua composicao (47,48,53,54).



1.2.2 Alginato

O alginato, presente nas duas espécies de algas em foco, S. muticum e F. vesiculosus,
é um polissacéarido aniénico encontrado na matriz celular de algas castanhas, tendo como
funcdo conferir-lhes robustez e flexibilidade estrutural, de maneira a que as algas
consigam sobreviver no mar (55). O alginato € um polimero composto por duas unidades
diferentes conhecidas como acido B-D-manurdnico (M) e &cido a-L-gulurénico (G),
representadas na Figura 1.6. Estas unidades distribuem-se aleatoriamente ao longo de
uma cadeia linear para formarem blocos homogéneos, MM e GG, e blocos heterogéneos,
MG (56). Esta variabilidade de conformacao leva a que haja varios tipos de alginatos,
com diferentes propriedades fisicas e reoldgicas. Portanto, as propriedades do alginato
variam com a razdo M/G e com a distribui¢do dos blocos ao longo de toda a cadeia linear
(57).

HOOC
OH

o

HO

HOOC | OH

OH
acido B-D-manurdnico (M)  acido a-L-gulurdnico (G)

Figura 1.6 - Representagdo das duas unidades estruturais que constituem os alginatos, acido B-
D-manurénico (M) e acido a-L-gulurénico (G). Retirado de (58).

Como exemplo das referidas diferencas para razdes M/G diferentes é que aqueles
alginatos que possuem maior quantidade de M apresentam uma maior viscosidade,
enquanto aqueles que possuem mais unidades G exibem propriedades de gelificagdo mais
fortes (55,56). O alginato, devido as carateristicas descritas anteriormente, € utilizado
como um agente gelificante e viscosificante, mas apresenta uma série de atividades para
além desse propdsito, entre as quais anti-inflamatorias e antitumorais (13). Além disso,
como demonstrado num estudo onde ratos foram submetidos a uma dieta rica em gordura,
os alginatos impedem o aumento de peso, diminuem o consumo energético, e mitigam a
hiperglicemia e hiperlipidemia, o que resulta numa melhoria de situa¢Ges de obesidade e

sindromes relativas a esta condicéao (59,60).



1.2.3 Carragenina

O polimero principal presente nas algas vermelhas, a carragenina, € um polimero
sulfatado que pode ser encontrado em varias espécies destas algas (61). A estrutura base
do polimero € constituida por cadeias lineares de unidades de D-galactose e 3,6-anidro-
galactose ligadas alternadamente por ligagdes a-(1-3) e B-(1-4) (48). Embora existam 15
estruturas diferentes de carragenina, destacam-se 0s trés principais tipos de carragenina
comercial, que s&o kappa (x), iota (1) € lambda (X), representados na Figura 1.7, onde o
grau de sulfatacdo da carragenina varia de acordo com o tipo de polimero (62). O tipo k
tem um grupo sulfato por dissacarido, 1 tem dois e A tem trés (13,63). Relativamente as
suas propriedades, o poder gelificante diminui diretamente com o aumento do grau de
sulfatacdo da carragenina, sendo a k-carragenina a mais forte ¢ a A-carragenina a mais

fraca, esta Ultima sendo apenas usada como agente viscosificante (13,61).

K-carragenina 1-carragenina A-carragenina
: - OH OH
oso, OH 0 0so, OH 0 L C o )
LLO o—7 0 q/o Lo—T0 w/ 0805
0
0 \/0 0 \/O 0 . 0
. 050 40
OH OH OH 080, 0]
n n 0503* n

Figura 1.7 — Estrutura dos trés principais tipos de carragenina comercial: kappa, iota e lambda. Adaptado de (13).

A carragenina apresenta uma estrutura helicoidal, que lhe permite formar diferentes
tipos de géis a temperatura ambiente, podendo ser utilizada como agente gelificante ou
espessante na inddstria alimentar, tanto humana como animal, e na industria farmacéutica
(64).

H& uma grande diversidade de alimentos onde a carragenina é aplicada,
nomeadamente em alimentos enlatados, tanto para consumo humano como animal, em
gelados e recheios de bolos, entre outros (13). No caso da industria, utilizam-se extratos
purificados da carragenina com o intuito de clarificar algumas bebidas alcodlicas e

também mel (15).

Na industria farmacéutica as aplicacdes da carragenina sdo as mais variadas. Existem
hidrogéis termorreversiveis a base de carragenina que permitem a deposi¢éo e formacéo
de camadas de hidroxiapatite, um constituinte inorganico dos 0ssos humanos, que quando
expostos a fatores especificos, favorecem a regeneracdo 0ssea (65,66). A carragenina
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demonstrou também ser um bom veiculo de hidroxiapatite em formulacGes injetaveis,
utilizadas em alternativa a excertos 6sseos (67). No caso do tecido cartilaginoso a «-
carragenina apresenta um excelente potencial na engenharia deste tecido, uma vez que
mimetiza os glicosaminoglicanos sulfatados que estéo presentes na matriz extracelular da
cartilagem, propriedade que ¢ atribuida a presenca dos grupos sulfato na sua composi¢édo
(68,69). Outra aplicacdo dos hidrogéis de carragenina é na cicatrizacdo de feridas, uma
vez que se verifica uma melhor cicatrizacdo destas em ambientes himidos, e verificou-se
que hidrogéis de 1-carragenina promoviam o recrutamento de células para o local e a sua
epitelizacdo (70,71). Para além destas aplicacOes, esta descrita atividade antiviral,

antiagregante e anticoagulante para a carragenina (72—76).

1.2.4 Quitosano

O quitosano € um polissacarido derivado da quitina, obtido pela desacetilacdo deste
polimero (77). A quitina por sua vez esta presente no exoesqueleto de invertebrados bem
como na parede celular de algumas plantas inferiores, onde tem fungéo estrutural, embora
seja geralmente obtida das carapacgas dos crustaceos como o camardo, sendo portanto de
origem marinha (77-79). O quitosano apresenta, assim, um baixo grau de acetilacéo,
sendo composto por cadeias [-(1,4)-N-acetil-D-glucosamina, atribuindo-lhe os grupos
amina a possibilidade de dissolucdo em solucdes aquosas acidas (77). Este polissacarido

esta representado na Figura 1.8.

Um dos passos da extracdo do quitosano, a desproteiniza¢do quimica, requer o uso de
reagentes que despolimerizam a quitina, resultando em polimeros com pesos moleculares
menores (13). Pesos moleculares diferentes resultam em graus de desacetilagcdo também
variados, 0 que, entre outras carateristicas, confere propriedades bastante distintas aos
quitosano (79,80). Alguns exemplos sdo o tio-quitosano que possui grupos tiol que
intensificam a mucoadesdo, e o O-carboximetil-quitosano que demonstra alta afinidade
com o sangue (81,82). No segundo passo da extracdo, a desmineralizacdo quimica, €
também possivel obter sais de quitosano, sendo estes mais puros e solUveis diretamente
em agua (13). A escolha do quitosano estd entdo dependente da finalidade da sua
utilizagdo. Os quitosanos podem ser considerados de baixo peso molecular, tal como o
utilizado neste trabalho, ao possuirem pesos moleculares entre os intervalos de
aproximadamente 3 e 190 kDa (83).



Quitina

Quitosano

Figura 1.8 — Estrutura da quitina que apresenta grupos acetilo (formas azuis), e do
quitosano que ndo os possui (formas vermelhas). Adaptado de (13).

Este polissacarido esta bastante estudado e, portanto, é muito utilizado em varias
vertentes. Na area dos nutracéuticos, sabe-se que o quitosano ndo é metabolizado no trato
intestinal superior e é uma fibra dietética, promovendo a ndo absorcdo de glucidos e
lipidos, 0 que contribui para uma aceleracdo do transito intestinal (84). Embora nédo seja
consensual na literatura, 0 quitosano é um composto com potencial para promover o
emagrecimento, estando aprovado como suplemento alimentar no Japdo, Itdlia e
Finlandia (80,85,86). De acordo com alguns estudos, pode ainda aumentar a excrecao de
acidos gordos aterogénicos (84). Outras aplica¢fes do quitosano consistem no seu uso
como agente conservante de alimentos devido a sua atividade antimicrobiana e
antifangica, na sua potencial utilizacdo como agente prebiotico por o quitosano melhorar
a microbiota intestinal (79,80,83,84,87). A biodegradacdo do quitosano é afetada por
diversos fatores tais como peso molecular, grau de desacetilacdo, grau de pureza e teor
de humidade (88). Por exemplo, 0s quitosanos com maior peso molecular tém que sofrer
degradacdo suficiente para a excrecdo renal ser possivel (88). O quitosano é degradado
nas mucosas pela acdo de uma enzima principal, a lisozima, que cliva as ligagdes deste
(88,89). Quitosano e sais de quitosano demonstraram ser biocompativeis e ndo toxicos

(90). Para além disso, é também um material relativamente barato (79).
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No que se refere a uma potencial aplicacdo farmacéutica, o quitosano apresenta uma
série de atividades como antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana, antiflngica,
antitumoral, antivirica e cicatrizante, e apresenta ainda propriedades mucoadesivas, 0 que
o transforma num candidato muito bem posicionado para o desenvolvimento de algumas
terapéuticas (13,83,91-94). As atividades antimicrobiana, antifingica e antitumoral tém
sido associadas a interagfes proporcionadas pelos grupos amina, carregados
positivamente, que permitem interacdo eletrostatica com a superficie da célula carregada
negativamente e assim acumulacdo, quelacdo de elementos vestigiais e metaloenzimas,
rompimento de membranas celulares, e blogueio da transcricdo de acido ribonucleico
(ARN) a partir do acido dexorribonucleico (ADN) quando as moléculas de quitosano
estdo dentro do nucleo da célula (80).

Em suma, tendo em conta todas as aplicacbes descritas, os polissacéridos extraidos
das diversas macroalgas e dos compostos marinhos em geral tém um grande potencial
para o desenvolvimento de novos medicamentos e para a exploracdo do potencial das
varias vias de administracdo. Em muitos casos estdo envolvidos na producdo de sistemas
de veiculagdo de farmacos e de outras moléculas de interesse, como micro e
nanoparticulas (43,95-98). Nanoparticulas a base de fucoidan e quitosano tém sido
reportadas, demonstrando ndo sé algumas das atividades dos proprios polimeros, como

também a possibilidade de veicular farmacos (48,99-101).

1.3 Métodos de extracdo para a obtencédo de polimeros

Existem varios métodos de extracdo de polissacaridos, sendo os mais conhecidos: 1)
a extracdo com &gua quente, que é o método mais utilizado e segue o principio de que 0s
polissacaridos sdo mais solUveis em dgua quente do que em agua a temperatura ambiente;
2) a extragcdo com uma solucdo alcalina diluida, utilizada para extracéo de polissacaridos
com caracter acidico e/ou maior peso molecular; 3) a extracdo enzimatica, onde ha a
adicdo de uma variedade de enzimas, embora seja normalmente utilizada com recurso
também a extracdo com &gua quente uma vez que permite um melhor rendimento.

Existem ainda outros métodos de extracédo que geralmente recorrem a solventes organicos

11



e, que para além de apresentarem alto custo e baixo rendimento, sdo prejudiciais para o
ambiente (102).

Tendo em consideracdo a existéncia e a dependéncia da industria relativamente aos
métodos de extracdo que empregam solventes organicos, é necessério criar métodos
inovadores que sejam mais sustentaveis do ponto de vista ambiental, uma vez que é nesses
principios que a industria se deve focar (103). Entre as tecnologias de extracdo
sustentaveis existentes, onde se usa apenas agua como solvente, descrevem-se métodos
que usam microondas, ultrassons, agua subcritica ou autohidrolise, e a possibilidade de
extragdo combinada, que utiliza dois desses métodos de extracdo com o objetivo de
melhorar a extragdo em pelo menos um dos seguintes pontos: rendimento, tempo, custo,
impacto ambiental e seguranca (104-107). Para os extratos de S. muticum utilizados neste
trabalho foi desenvolvido um método de extracdo sustentavel (também denominado

amigo do ambiente), representado na Figura 1.9.

Combinam-se dois dos métodos mencionados anteriormente, agua quente e aplicacao
de ultrassons, os quais tinham demonstrado, em trabalhos prévios do grupo de
investigacdo onde foram otimizadas as condi¢Oes de extracdo, rendimentos de extracao
superiores aos obtidos pelos métodos convencionais, como a destilacdo e a maceragédo
(105,108). Sucintamente, e como mostrado na Figura 1.9, nesta metodologia que foi
empregue, os extratos de S. muticum foram extraidos recorrendo a extragdo com agua
quente, onde foram utilizadas trés temperaturas diferentes (40, 60 e 80 °C), juntamente
com a aplicacdo de ultrassons, também com trés tempos de extracdo diferentes (20, 40,
60 min). Seguiu-se uma primeira filtracdo, apds a qual foi adicionado CaCl, 1% a fase
liquida resultante, de modo a precipitar os alginatos. A segunda filtracdo retirou os
precipitados de alginato, e a fase liquida livre de alginatos foi liofilizada para posterior

formulagdo de nanoparticulas.
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Figura 1.9 - Esquema do método de extracéo utilizado nos extratos de Sargassum
muticum. (RSL — récio solido liquido).

1.4 Nanoparticulas

Um tépico que tem vindo a ser estudado e aprofundado ao longo dos anos na area da
salde, é a utilizacdo de nanoparticulas como uma forma de veiculacdo de varios
componentes, desde farmacos de baixo peso molecular, a proteinas e acidos nucleicos,
incluindo ainda agentes de contraste (109-113). A administracdo das nanoparticulas pelas
mais variadas vias, como a pulmonar, nasal e ocular, pode constituir uma via alternativa
a via de administracdo mais invasiva, a injetavel (114). Existem diversas classes de
nanoparticulas (Figura 1.10), tais como nanoparticulas lipossomais, nanoparticulas a base
de emulsdes, nanoparticulas ceramicas, nanoparticulas metalicas, nanoparticulas a base
de carbono, nanoparticulas semicondutoras e, a classe de nanoparticulas abordada neste

trabalho, nanoparticulas poliméricas. Todas estas classes apresentam carateristicas e
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propriedades diferentes (115). Dada a sua relevancia para o trabalho, as nanoparticulas

poliméricas serdo abordadas com maior detalhe na proxima subseccao.

Polimero

Dendrimero

Nanoparticula de ouro Micela Nanotubo de carbono Ponto quéantico

Figura 1.10 - Representacdo de algumas das classes de nanoparticulas existentes. Adaptado de (116).

1.4.1 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas sdo nanoparticulas que apresentam uma matriz
constituida por um polimero, sendo que este corresponde a repeticdo de unidades
singulares, denominadas monomeros (117). Este polimero pode ser de origem natural ou
de origem sintética. Os de origem natural podem extrair-se de animais, plantas e algas,
apresentando vantagens relacionadas com potencial de biocompatibilidade, toxicidade
reduzida ou inexistente, e preco relativamente baixo (95,118,119). Tém algumas
desvantagens, relacionadas maioritariamente com o facto de serem de origem biolégica e
apresentarem alguma variabilidade na sua constituicdo, o que leva a carateristicas fisico-
quimicas diferentes e, assim, a comportamentos também distintos aquando da sua
utilizacdo, por exemplo na formagéo de nanoparticulas, em propriedades como o tamanho
de particula (117). Alguns exemplos de polimeros naturais e também dos mais utilizados
em aplicagdes biomédicas sdo o quitosano, o &cido hialuronico, e a celulose (117). Ja os
polimeros sintéticos, tal como o nome indica, s&o moléculas obtidas através de sintese
quimica, sendo as suas maiores vantagens o vasto conjunto de monomeros existentes
possiveis de se conjugar, que resulta numa elevada variedade de polimeros sintetizados.

Ao contrario dos polimeros naturais, estes apresentam uma baixa variabilidade nas suas
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propriedades fisico-quimicas, o que se traduz num comportamento relativamente
constante e mais previsivel, o que é mais favoravel para uma aplicacdo farmacéutica
(117). Os polimeros sintéticos podem ainda ser desenhados de modo a possuirem
carateristicas e comportamentos especificos, com o intuito de, por exemplo, modelar a
libertacdo de farmacos, ou até apresentar semelhancas a tecidos biologicos e, assim,
agirem como biomiméticos (120,121). Por outro lado, também ao contrario dos polimeros
naturais, a grande desvantagem deste tipo de polimeros recai na maior dificuldade em
garantir a biocompatibilidade e auséncia de toxicidade, o que leva a uma utilizagédo
reduzida para a producdo de nanoparticulas, que na maioria dos casos corresponde a

poliésteres (117).

Existem diferentes morfologias de nanoparticulas poliméricas, sendo que a literatura
refere com mais frequéncia nanocapsulas, nanoesferas, poliplexos, polimersomas e
dendrimeros, cujas estruturas se encontram representadas na Figura 1.11 (122-124). As
nanocapsulas apresentam uma morfologia semelhante a vesiculas e incorporam o farmaco
no seu nudcleo, que pode ser hidrofilico ou hidrofobico, estando revestido pela capsula
polimérica. Ao contrario das nanocapsulas, as nanoesferas sdo constituidas por uma
matriz polimérica continua que incorpora o farmaco através de encapsulacéo, ligacGes
covalentes, e/ou o farmaco pode ser adsorvido a superficies das nanoesferas. Os
polimersomas tém uma estrutura vesicular constituida por dois polimeros distintos
ligados covalentemente, formando unidades anfifilicas. Por seu lado, os dendrimeros sdo
polimeros formados pela repeticdo de estruturas de relativamente larga escala, que se
ramificam de forma controlada em estruturas reprodutiveis (117). Finalmente, os
poliplexos sdo constituidos por duas moléculas com cargas opostas, um policatido e um

polianido, que pode ser um oligonucleédtido ou plasmideo (125,126).

Nanocapsula Nanoesfera Poliplexo Polimersoma  Dendrimero

Figura 1.11 - Representac&o de alguns dos sistemas nanoparticulados mais citadas na literatura.
Adaptado de (117).
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As nanoparticulas formuladas neste trabalho foram produzidas através do método
complexacéo polieletrolitica, pelo que devido a sua importancia, serd mais detalhado na
seccdo seguinte.

1.4.2 Complexacdo polieletrolitica

De entre os varios métodos descritos para formacgéo de nanoparticulas, 0 método de
complexacdo polieletrolitica € um dos mais populares e foi o selecionado para o presente
trabalho. A formacdo de nanoparticulas por este método decorre da mistura de dois
polimeros de cargas opostas, em meio aquoso, a temperatura ambiente e sob agitacao
ligeira, 0 que permite uma interacdo eletrostatica (127). De notar que ndo é o mesmo que
gelificacdo idnica, outro método utilizado para producdo de nanoparticulas, sendo a
principal diferenca entre estes o tamanho das moléculas de anides utilizados (128). A
complexacdo polieletrolitica requer moléculas de maiores dimensoes, polieletrélitos, tais
como polimeros, enquanto a gelificacdo ionica utiliza anides de tamanhos mais reduzidos
como, por exemplo, o fosfato (128,129). Complexos polieletroliticos de quitosano como
catido tém sido bastante estudados e as suas aplicacdes na area farmacéutica podem ir
desde o transporte direcionado de anticorpos, a libertacdo prolongada de moléculas,
incluindo antibidticos e anti-inflamatdrios, podendo a sua aplicacdo estender-se a varias
vias de administracdo (130,131). A literatura descreve que, na producédo de nanoparticulas
utilizando o método de complexacao polieletrolitica, o tamanho destas depende de alguns
fatores, como a concentracdo dos polimeros presentes em solugdo, as carateristicas dos

polimeros e o volume final utilizado, entre outros (98,132-134).

1.4.3 Caraterizacao das nanoparticulas

As nanoparticulas séo utilizadas na industria farmacéutica devido as carateristicas que
exibem, as quais favorecem e muitas vezes potenciam a interagdo com os alvos
terapéuticos. Algumas dessas carateristicas consistem no seu pequeno tamanho, que
maximiza a capacidade de interagdo com as celulas, o elevado racio superficie-volume
que apresentam e que proporciona a capacidade de veicular farmacos e outras
macromoléculas, seja encapsuladas nas nanoparticulas ou adsorvidas a sua superficie, e
a possibilidade de libertacdo controlada (109,135-138). Para além destas carateristicas,

ha ainda uma particularidade que os sistemas coloidais demonstram denominada de efeito
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Tyndall, representado na Figura 1.12, que consiste na dispersao da luz quando esta incide
sobre sistemas desta dimensdo (139). Quanto maior a dispersdo de luz, mais intenso o
efeito Tyndall e maior a quantidade de particulas presentes no meio.

Fonte de luz

bkt

Agua Coloide

Figura 1.12 - Esquema do efeito Tyndall. Adaptado de (140).

A caraterizacdo das nanoparticulas geralmente consiste na determinacdo do seu
tamanho, indice de polidispersdo (Pdl), carga, forma, propriedades de inchamento,
aglomeracdo, entre outros (141,142). Neste trabalho as nanoparticulas serdo classificadas

quanto as trés primeiras propriedades.

A determinacdo do tamanho das nanoparticulas é o critério mais béasico e, embora a
literatura ndo seja consensual, estas tém, por definicdo e de acordo com a Food and Drug
Administration tamanhos compreendidos entre 1 e 1000 nm, sendo também dos critérios
mais cruciais uma vez que é um parametro determinante da sua aplicacao (135,143,144).
Por exemplo, esta demonstrado que o intervalo ideal para haver interacdo entre
nanoparticulas e membranas epiteliais se encontra entre 50-500 nm, e também se acredita
que, no que toca ao cancro, o tamanho ideal para que haja a passagem das nanoparticulas
pelos espacos intercelulares das células tumorais, conhecidos como fenestracdes e
maiores do que aqueles das células saudaveis, e consequente internalizacdo, deve
encontrar-se entre 10-200 nm (145-147). O tamanho determina também outras
propriedades como, por exemplo, o tempo de circulacdo das nanoparticulas no organismo,
a sua velocidade de excrecdo, e o perfil de libertacdo do farmaco, entre outros. Por
exemplo, no que se refere a possibilidade de fagocitose das nanoparticulas, esta € maior
para particulas de maior tamanho, estando descrita uma maximizagao do efeito para cerca

dos 1000 nm. Assim, se for pretendida uma terapéutica que exija uma acumulacdo do
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farmaco no figado, onde existem as células de Kupffer que funcionam como células
fagocitarias e principal mecanismo de clearance deste 0rgdo, sdo necessérias
nanoparticulas de tamanho mais elevado (148-150). A mesma situag¢do acontece no bacgo
(149). Ao contrario dos dois 6rgaos previamente mencionados, para que haja qualquer
excrecdo a nivel renal é necessario que o tamanho das nanoparticulas seja inferior a 6 nm
(151,152). No que toca ao perfil de libertacdo do farmaco, € observado um aumento da
libertagdo quando as nanoparticulas tém um tamanho mais reduzido, provavelmente
devido a apresentarem proporcionalmente uma maior superficie exposta e haver, por isso,
maior exposicdo ao liquido que mediara a dissolucdo, o que se traduz numa maior

libertacdo do farmaco (153).

A determinacdo do didmetro médio de particulas deve vir sempre acompanhada de
uma medida da distribuicdo de tamanho para permitir uma adequada interpretacdo dos
dados. Assim, no caso das nanoparticulas é sempre reportado o Pdl, que €é utilizado como
indicador da homogeneidade da populagdo, com valores que variam entre 0 e 1, em que
0 equivale a uma grande homogeneidade da populacdo e o 1 a uma grande
heterogeneidade (141). Sdo desejaveis valores de Pdl o menores possivel para nao

comprometer a aplicacdo das nanoparticulas.

O potencial zeta € um parametro que determina a carga superficial das particulas na
superficie de deslizamento (154,155). Alguns elementos podem influenciar o potencial
zeta, tais como a concentracéo, a forga idnica, e talvez o mais importante, o pH (155,156).
Embora ndo seja o Unico fator que contribui, o potencial zeta é um parametro de grande
relevo porque € um indicador da potencial estabilidade do sistema, que pode ser garantida
pelarepulsdo eletrostatica assegurada pelas cargas superficiais, contrariando assim 0s
comportamentos de floculagéo e agregacgéo (157). A estabilidade da formulagédo tem uma
relagdo proporcional ao valor do potencial zeta, independentemente de ser positivo ou
negativo. Dispersdes de nanoparticulas com valores de potencial zeta de £ 0-5 mV, + 10-
30 mV, £ 30-40 mV, = 40-60 mV e maiores que + 60 mV apresentam comportamentos
de floculacgéo ou agregacéo, estabilidade fraca, estabilidade moderada, boa estabilidade e
estabilidade excelente, respetivamente (141).

A estabilidade das nanoparticulas traduz-se na capacidade de estas manterem as
carateristicas fisico-quimicas referidas anteriormente durante um determinado periodo de
tempo. As condi¢cdes que podem interferir com estas propriedades englobam a

temperatura, a luz, a humidade, polaridade e pH, entre outros (141).
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2. Objetivos

Os objetivos principais deste trabalho foram os seguintes:

Estudo da capacidade de formular nanoparticulas poliméricas a partir de
diferentes extratos da alga castanha invasora Sargassum muticum, recorrendo ao
método de complexacdo polieletrolitica e usando o quitosano como contra-ido.
Para avaliar esta capacidade as nanoparticulas produzidas foram caraterizadas
quanto ao tamanho, Pdl e potencial zeta.

Avaliacdo da influéncia da temperatura de reacdo durante a formacdo de
nanoparticulas compostas quer por fucoidan da alga castanha Fucus vesiculosus e
quitosano, quer por carragenina e quitosano, por caraterizacdo dos parametros

fisico-quimicos (tamanho, Pdl e potencial zeta).
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3. Materiais e métodos

3.1 Reagentes

Foram utilizados para a execucdo o trabalho nove extratos da alga Sargassum
muticum, cujas condi¢bes de obtencdo se encontram detalhadas na Tabela 3.1. Estes
extratos foram gentilmente fornecidos pelo Grupo de Investigacion Biomasa y Desarrollo
Sostenible da Universidade de Vigo (Espanha). Foram extraidos os alginatos existentes
nestes extratos por precipitacdo com CaCl 1% (Sigma, Espanha), o que permitiu obter
extratos de S. muticum livres de alginato. Por outro lado, o fucoidan proveniente de Fucus
vesiculosus, com peso molecular de 22993 Da, foi adquirido aos laboratérios Sigma-
Aldrich® (Alemanha). A «-carragenina foi adquirida aos laboratérios FMC Biopolymer
(Noruega). O quitosano (CS) utilizado possui um grau de desacetilagdo 91,7% e peso
molecular ~116 kDa foi adquirido aos laboratorios Sigma-Aldrich® (Alemanha) (98). Foi

também utilizada agua purificada (Milipore®, Portugal).

Tabela 3.1 - CondicGes de temperatura e tempo de aplicagdo de ultrassons para o processo de obtencdo dos
nove extratos de Sargassum muticum.

Condicg0es de extracdo
Extrato Temeeratura Tempo (min)
(°C)

1 20
2 40 40
3 60
4 20
5 60 40
6 60
7 20
8 80 40
9 60

3.2 Producdo das nanoparticulas

Para a preparacao das nanoparticulas (NP), foram adicionados 0,8 mL de uma solucéo
de polimero a uma concentragdo preé-determinada, sobre 2 mL de uma solucdo do
polimero (ou extrato do polimero) de carga oposta, & concentracdo de 1 mg/mL. A
metodologia adotada para a descri¢cdo das nanoparticulas neste trabalho, tendo como um
exemplo as NP FSm/CS, significa que o primeiro polimero descrito, que se utiliza sempre

na concentracdo de 1 mg/mL, neste caso 0 FSm, se encontra na base e é o segundo
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polimero, com concentragdes variaveis, 0 CS no exemplo mencionado, que € adicionado
sobre o FSm. A mistura ocorreu sob agitacdo suave, que foi mantida durante 10 minutos,
formando-se as nanoparticulas espontaneamente por interacdo eletrostatica. O método

encontra-se esquematizado na Figura 3.1.

Polimero de carga
positiva ou negativa

= L

10 minutos sob
agitacdo suave

+7
+
e

Nanoparticulas

Polimero de carga
oposta ao adicionado

Figura 3.1 - Esquema da producéo de nanoparticulas poliméricas utilizando o método de complexacéo
polieletrolitica.

3.2.1 Nanoparticulas produzidas com extratos de Sargassum muticum

Os extratos liofilizados de S. muticum contendo fucoidan (FSm) foram pulverizados,
reconstituidos em agua purificada a uma concentracdo de 1 mg/mL e filtrados, recorrendo
a filtros de seringa com poros de 0,45 um de diametro. Em paralelo, o CS foi dissolvido
em acido acético 1% (v/v) de modo a alcancar uma concentracdo de 10 mg/mL, tendo

sido filtrado a vacuo de seguida.

A solucdo stock de CS foi posteriormente diluida para alcancar concentragcfes entre
0,625 e 10 mg/mL, as quais permitiram obter trés racios (m/m) de FSm/CS: 4/1; 1/1 e
1/4. Conforme indicado no inicio desta seccdo, as nanoparticulas FSm/CS séo produzidas
com a adi¢do de CS sobre FSm a 1 mg/mL. NP CS/FSm nos mesmos racios ndo foram
produzidas uma vez que estas formulagdes exigiam uma maior massa de extratos, o que

ndo era possivel de obter.
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3.2.2 Nanoparticulas produzidas com fucoidan de Fucus vesiculosus

O fucoidan de F. vesiculosus (FFv), obtido comercialmente, foi dissolvido em agua
purificada de forma a obter concentracbes de 10 mg/mL e 1 mg/mL, tendo sido
posteriormente filtrado com recurso a filtros de seringa com poros de 0,45 um de
diametro. Em paralelo, o CS foi dissolvido em acido acético 1% (v/v) de forma a obter
também concentracBes de 10 mg/mL e 1 mg/mL, tendo sido igualmente filtrado a vacuo.
Em seguida, foram realizadas dilui¢fes das solucdes stock de 10 mg/mL de CS e FFv para
concentracdes pré-determinadas até aos 0,625 mg/mL, de modo a permitir a producéo de
nanoparticulas com racios (m/m) 4/1, 1/1 e 1/4, tanto de FFv/CS, como CS/FFv. As
nanoparticulas FFv/CS sdo produzidas com adi¢do de CS sobre FFv a 1 mg/mL, enquanto
as CS/FFv séo produzidas com a adi¢do de FFv sobre CS a 1 mg/mL. A producdo das
nanoparticulas foi testada geralmente a temperatura ambiente, mas também se realizaram
alguns ensaios a temperatura controlada (15 °C) para testar o efeito da temperatura do
meio de reacdo nas carateristicas das nanoparticulas. Para esse estudo em particular foram
selecionadas duas formulagdes, CS/FFv = 1/1 e FFV/CS = 4/1 e a temperatura de reagéo
foi controlada por utilizacdo de um banho, recorrendo a utilizacdo de gelo para alcancar

a temperatura.

3.2.3 Nanoparticulas produzidas com carragenina

No caso da carragenina (CRG), esta foi dissolvida em agua purificada a temperatura
de 60 °C e filtrada a vacuo, de modo a obter uma solugdo stock de concentracéo 1 mg/mL.
Em seguida, com a diluicdo da solucdo stock para concentracdes pré-determinadas entre
0,5 e 0,833 mg/mL e ao utilizar uma solucdo de 1 mg/mL de CS, foram obtidos os racios
de massa de CS/CRG = 5/1, 4/1 e 3/1. As nanoparticulas CS/CRG sdo produzidas com a
adicdo de uma solucdo de CRG sobre uma solugdo de CS a concentracdo de 1 mg/mL.
Para o estudo do efeito da temperatura do meio de reacdo foram selecionados 0s racios
de massa CS/CRG = 4/1 e 3/1.

3.3 Caraterizacdo das nanoparticulas
Apo6s a producdo das nanoparticulas foi determinado o tamanho, indice de
polidispersédo (Pdl) e potencial zeta destas através de espetroscopia de correlagdo fotonica

e anemometria de laser Doppler, recorrendo-se a um equipamento especifico para o efeito
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(Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). As amostras para
estas leituras consistiram em 40 pL da dispersdo de nanoparticulas produzida, diluidos
em 1 mL de 4gua purificada. As distintas formulagdes de nanoparticulas produzidas foram

testadas no minimo em triplicado.

3.4 Anélise estatistica

A andlise estatistica dos resultados da caraterizacdo das nanoparticulas foi feita pela
realizacéo do teste t e de ANOVA de uma via, com utilizacdo do teste Tukey no altimo
caso, utilizando o programa GraphPad Prism 9. Foram consideradas diferencas

significativas sempre que p < 0,05.
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4. Resultados e discussao

4.1 Caraterizacdo das nanoparticulas produzidas com extratos de Sargassum
muticum

Os dados obtidos para o parametro do tamanho das nanoparticulas polimeéricas
FSm/CS estdo representados na Figura 4.1. Verificou-se, de um modo geral nestas
particulas, a tendéncia de o efeito Tyndall diminuir consoante se diminuiram os racios de
massa, desde FSm/CS = 4/1 para 1/4, no ultimo néo se tendo observado efeito Tyndall
nas nanoparticulas de nenhum extrato. Também se verificou uma tendéncia de acordo
com as condicdes de extracdo dos extratos, onde se constatou uma diminuigdo do efeito
Tyndall desde o extrato 9 para o extrato 1. A presenca de maior efeito Tyndall indicia um
maior rendimento de producdo. Com isto presente, considerou-se que os extratos 4 até 9

demonstraram mais rendimento.

Como se observa, ha um comportamento similar entre os resultados obtidos para
todos os racios, em que o tamanho regista um aumento quase linear em cada um dos racios
de massa testados quando se variam os extratos utilizados. Neste contexto, genericamente
0 extrato 1 apresenta o menor tamanho e o extrato 9 o maior. Considerando as condigdes
de extracdo dos extratos, verifica-se um aumento progressivo do tamanho desde as
nanoparticulas produzidas com os extratos obtidos a menor temperatura e tempo de
extracdo para aqueles obtidos a maior temperatura e tempo de extracdo (p < 0,05). De
modo a conseguir interpretar corretamente o que influencia este comportamento seria
necessario ter dados da caraterizacdo composicional dos extratos, o que infelizmente ndo
foi ainda possivel. No entanto, num estudo onde foram produzidas nanoparticulas de
fucoidan/quitosano com extratos de fucoidan da alga castanha Laminaria ochroleuca
obtidos a varias temperaturas (70 a 100 °C) e com um método de extracdo similar, ainda
que ndo tenha envolvido a aplicagdo de ultrassons, registaram-se em alguns casos
aumentos de tamanho de nanoparticulas que foram atribuidos a uma maior quantidade de
fucose disponivel para interagir com o CS presente nos extratos obtidos as temperaturas

mais altas (43).

No trabalho presente, uma Unica excecdo a tendéncia descrita acima foi observada
para o extrato 7 nas NP FSm/CS = 4/1, em que o tamanho se reduz, ao contrario do
esperavel. Para além disso, verificou-se que as NP FSm/CS = 4/1 resultantes dos extratos

5, 6, 8 e 9, os quais tinham sido sujeitos a condigdes de extracdo mais extremas,
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precipitaram. Este comportamento pode ter resultado da maior disponibilidade das
cadeias de fucose disponiveis para reagir com o CS mencionada anteriormente. Este fator
combinado com a maior presenca de fucoidan em solucdo resultante do récio da
formulacdo (FSm/CS = 4/1), podera originar agregados de moléculas de fucoidan ligadas
a um reduzido numero de moléculas de CS, impedindo a formagdo adequada das
nanoparticulas e precipitando. Observa-se ainda que para as NP FSm/CS = 4/1 o tamanho
varia entre 277 e 432 nm, valores ndo muito dispares entre si e, embora inferiores, ndo
muito diferentes dos obtidos para FSm/CS = 1/1 (333-499 nm). Contrariamente, as NP
FSm/CS = 1/4 apresentaram tamanhos muito superiores (p < 0,05), variando entre 602

nm e 1042 nm, o que representa um aumento de cerca de 70% do tamanho.

Extrato 1 = Extrato 2 m Extrato 3 m Extrato 4 m Extrato 5 m Extrato 6 m Extrato 7 m Extrato 8 m Extrato 9

1100
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600 I I
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400 I I I
30 T I
200
100 I
’ 41 11 1/4

Racio NP FSm/CS (m/m)

Tamanho (nm)

Figura 4.1 - Tamanho das nanoparticulas formuladas a partir dos diferentes extratos de Sargassum
muticum e quitosano, com diferentes racios de massa FSm/CS: 4/1; 1/1; 1/4. Dados representam média

+ desvio padrdo; n > 3.

De facto, quando para cada extrato se comparam 0s tamanhos entre 0s Varios racios
de massa testados (4/1 para 1/1 para 1/4), verifica-se que genericamente ndo ha diferencas
de 4/1 para 1/1, mas estas tornam-se significativas para 1/4 (p < 0,05).A producdo destas
nanoparticulas tem lugar mantendo constante a quantidade de FSm em solugéo, sobre a
qual se adicionam solugfes de diferente concentracdo de CS para cumprir 0S racios

estipulados. Assim, os resultados indicam a existéncia de um claro efeito de dependéncia
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da concentracdo de polimeros catidnico e aniénico, e um maior impacto do CS em
comparagdo com o FSm, sendo que a partir de uma determinada concentracdo de CS
(FSmM/CS = 1/4) dar-se-a& um maior numero de ligagdes das moléculas de CS ao FSm.
Devido a diferenca de massas existente em solucéo e, derivado do peso molecular do CS,
0 resultado corresponde a nanoparticulas de maiores dimensdes. O mesmo
comportamento de aumento do tamanho das nanoparticulas de fucoidan/quitosano ao
aumentar a concentracdo de CS foi observado em estudos prévios (43).

Tendo em conta as condi¢cOes de extracdo dos extratos e as observagdes do tamanho
das NP obtidas, pode deduzir-se que tanto a temperatura de extragdo como o tempo de
extracdo tém influéncia no tamanho das NP resultantes da utilizacdo destes extratos. A
observacao geral € que, quanto maior a temperatura de extracdo e o tempo de extracao,

maior o tamanho das NP.

A par com a determinacdo do tamanho das nanoparticulas, importa perceber como €
a distribuicdo de tamanhos, que vem dada pelo parametro correspondente ao indice de
polidisperséo (Pdl), representado na Figura 4.2. De um modo geral observam-se valores
de Pdl abaixo de 0.3 apenas nas NP FSm/CS = 4/1, ou seja, quando a quantidade de FSm
prevalece sobre CS e as NP tém menor tamanho, como descrito acima. Este valor indica
uma polidispersao relativamente baixa e é considerado satisfatorio (158). O aumento da
polidispersdo é observado de forma mais evidente nas NP FSm/CS = 1/4 (p < 0,05),
atingindo valores superiores a 0.5 em alguns casos, 0 que ja é indicador de polidisperséo
consideravel, que ndo é desejavel para aplicacfes farmacéuticas ou biomédicas. Esta
observacdo acompanha de certo modo o que foi verificado para o tamanho das NP e
descrito acima, em que a inclusdo na matriz de uma maior quantidade de CS conduz a
particulas maiores e também mais polidispersas. Quando as compara¢fes sdo
estabelecidas dentro dos mesmaos racios, verificando o efeito da utilizacdo dos diferentes
extratos, observa-se que 0 aumento da temperatura de extracdo juntamente com o
aumento do tempo de extracgdo, resultam, de modo geral, num aumento do Pdl das NP,
traduzindo uma maior polidisperséo (p < 0,05). No entanto néo se verificou isto dentro

do récio 4/1, uma vez que as diferencas obtidas ndo sao estatisticamente significativas.
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Extrato 1 = Extrato 2 = Extrato 3 m Extrato 4 m Extrato 5 m Extrato 6 m Extrato 7 m Extrato 8 m Extrato 9
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Figura 4.2 - Pdl das NP formuladas a partir dos diferentes extratos de Sargassum muticum e quitosano,
com diferentes racios de massa FSm/CS: 4/1; 1/1; 1/4. Dados representam média + desvio padrdo; n >
3.

O potencial zeta é outro parametro tipicamente caraterizado no que se refere as
propriedades fisico-quimicas dos sistemas nanoparticulados, uma vez que reflete a sua
carga superficial, que sera responsavel por muitos dos comportamentos de interacao dos
sistemas, além de que tem um papel preponderante na sua estabilidade. A Figura 4.3
mostra os resultados obtidos para as NP formuladas. A primeira observacdo que merece
um comentario é o facto de que, independentemente da composi¢do das NP, o potencial
zeta é sempre positivo. De facto, mesmo quando o FSm predomina na composicdo
(FSm/CS = 4/1), o potencial varia entre +30 e +40 mV, o que é consequéncia da elevada
densidade de carga por unidade de massa do CS, comparativamente ao fucoidan. A
superioridade de densidade de carga do CS ja tinha sido documentada anteriormente (43).
Nas NP FSm/CS = 1/1 sobe para +52 - +57 mV, chegando a valores de +67 mV nas NP
FSm/CS = 1/4. Verifica-se assim um aumento do potencial zeta com o aumento da
guantidade de CS presente nas NP (p < 0,05), o que era esperado dada a carga positiva
que é atribuida pelo CS, em virtude da presenca dos grupos amina. Como mencionado, 0
potencial zeta tem um papel importante na estabilidade dos sistemas coloidais, pelo que
considerando a existéncia de valores acima de +30 mV, se estima que as nanoparticulas
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apresentem boa estabilidade em todos os casos, assegurada pela repulsdo eletrostatica
(141).

Extrato 1 = Extrato 2 - Extrato 3 = Extrato 4 = Extrato 5 m Extrato 6 m Extrato 7 m Extrato 8 m Extrato 9
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Figura 4.3 - Potencial zeta das NP formuladas a partir dos diferentes extratos de Sargassum muticum e
quitosano, com diferentes racios de massa FSm/CS: 4/1; 1/1; 1/4. Dados representam média + desvio
padrdo; n > 3.

4.2 Caraterizacdo das nanoparticulas produzidas com fucoidan de Fucus
vesiculosus

A preparacdo de nanoparticulas de quitosano/fucoidan foi inicialmente reportada
utilizando o polimero obtido de Fucus vesiculosus, usando-se igualmente a metodologia
de complexacdo polieletrolitica utilizada no presente trabalho (159). Uma vez que a
temperatura € um fator que pode influenciar as carateristicas das nanoparticulas e que
regularmente se verificam alteracdes destas carateristicas nas NP reproduzidas na época
do verdo, ndo obstante a constante climatizacdo ativa do laboratorio, foram produzidas
NP quitosano/fucoidan com o proposito de testar essa hipdtese, utilizando fucoidan
proveniente da alga F. vesiculosus. Para isso, as NP foram preparadas quer a temperatura
ambiente (TA), que resulta ser de aproximadamente 25 °C, quer a uma temperatura
controlada (TC) (15 °C), de modo a comparar os parametros de caraterizacdo (tamanho,
Pdl e potencial zeta) e verificar o impacto da temperatura de reacéo.
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Foi igualmente testado o efeito da ordem de adicdo dos polimeros, pelo que se
produziram nanoparticulas FFv/CS e CS/FFv. Os ensaios realizados a temperatura
ambiente contaram com a producdo de NP FFv/CS e CS/FFv nos racios de massa 4/1, 1/1

e 1/4. Os parametros tamanho e potencial zeta estdo representados nas Figuras 4.4 e 4.5.

As NP FFv/CS demonstraram um aumento do efeito Tyndall desde o racio 4/1 para o
1/4, tendo sido observado efeito Tyndall em todos os racios. Ao analisar os parametros
das NP FFv/CS (Figura 4.4) ¢é possivel observar um aumento gradual no tamanho das NP
produzidas, que variou entre 213 e 1448 nm, do récio 4/1 para o 1/4, demonstrando a
influéncia que a concentragdo dos polimeros tem neste parametro (p < 0,05). Quanto
maior a concentragéo de CS comparativamente ao FFv e quanto mais quantidade de massa
total de polimeros em solucdo, maiores os tamanhos das NP, o que é explicado
exatamente por haver mais massa de polimeros a reagir e também a medida que
avangamos nos racios, de 4/1 para 1/4, serem adicionadas quantidades crescentes de um
polimero de peso molecular ~116 kDa, cerca de cinco vezes o peso molecular de FFv
(98). Na realidade, as particulas FFv/CS = 1/4 exibem um tamanho que ja ndo permite a

sua consideracdo como nanoparticulas.
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Figura 4.4 - Tamanho e potencial zeta das NP FFv/CS 4/1, 1/1 e 1/4 (m/m) preparadas a temperatura

ambiente (n=3).

Embora ndo se encontre representado no grafico, o Pdl destas NP demonstrou ser

influenciado pela concentragdo dos polimeros, tendo sido observada uma variagcdo dos

29



valores entre ~0,21 e 0,53, com tendéncia crescente entre os racios FFv/CS = 4/1 e 1/4,
demonstrando um aumento do Pdl em fungéo da presencga de maior quantidade de CS,
indicando uma polidispersdo mais elevada. De entre todos os récios, apenas as NP FFv/CS

= 4/1 apresentaram valores de Pdl em linha com o que é considerado satisfatério (< 0,3).

No caso do potencial zeta também se observaram algumas particularidades, sendo a
mais evidente o facto de nestas nanoparticulas FFv/CS se registarem valores de potencial
zeta negativos no racio 4/1, com inversédo do sinal no racio 1/1. Isto indica-nos que o FFv
apresenta maior densidade de carga do que o fucoidan utilizado nas nanoparticulas
anteriormente descritas, derivadas de S. muticum, mas também indicia que a densidade
de carga do fucoidan continua a ser inferior a do CS, uma vez que quando as massas se
igualam (NP FFv/CS = /1) o potencial zeta é marcadamente positivo (+51 mV). Verifica-
se assim que a concentracdo dos polimeros tem uma clara influéncia neste parametro (p
< 0,05). A observacdo de valores tdo elevados de potencial zeta, que atingem cerca de
+50 mV, é ainda uma garantia da estabilidade das NP. O aumento do potencial zeta em
NP de fucoidan/quitosano ao aumentar a presenca do CS ja tinha sido previamente
observado (43)(160).

Na producdo de nanoparticulas a base de FFv e CS, também se pretendeu verificar se
a ordem de adicdo dos polimeros teria influéncia nas carateristicas das nanoparticulas.
Assim, além da formulacdo FFv/CS, descrita acima, também foi estudada a formulacéo
CS/FFv, estando os resultados obtidos representados na Figura 4.5. Nestas particulas
observou-se, a par das NP FFv/CS, um aumento do efeito Tyndall com o variar dos racios
de massa desde o 1/4 para 4/1, no entanto, as NP CS/FFv = 1/4 resultaram sempre em
precipitacdo. Este efeito deveu-se provavelmente ao facto de a molécula de CS possuir
varios grupos amina disponiveis para reagir com os grupos sulfato provenientes do FFv
adicionado, havendo possivelmente uma neutralizacao de cargas que levou a precipitacao.
Para as particulas viaveis para producdo, CS/FFv = 4/1 e 1/1, a figura mostra que, embora
pouco acentuado, houve um aumento do tamanho das NP do racio 4/1 para 1/1 (p < 0,05),
sendo que a formulagdo com maior proporcdo de CS é a que tem menor tamanho. Em
todas as formulagdes mencionadas até este ponto, o tamanho das NP era sempre mais
elevado quanto maior a quantidade de CS comparativamente ao fucoidan. No entanto, o
facto de o tamanho aumentar de 4/1 para 1/1 pode ser explicado pensando ndo nos racios
entre os polimeros, mas sim na quantidade de massa total dos polimeros presente em

solucéo. A producdo das NP consiste na adigdo de volumes de solugdes de diferentes
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concentracdes de um polimero, neste caso o FFv, a solugdo de um outro polimero, sendo
0 caso CS, este com uma massa fixa. Ou seja, para formar as nanoparticulas com um racio
onde a massa de CS é predominante (CS/FFv = 4/1) é necessario adicionar uma
quantidade minima de FFv, em comparacdo a massa de FFv adicionada quando estes
polimeros ficam em concentracGes de massa idénticas (CS/FFv = 1/1). O aumento do
tamanho das NP é ent&o, possivelmente, resultante do facto de haver maior quantidade de
massa total de polimeros em solucdo, podendo estes reagir e formar complexos de
maiores dimensdes.

600 85

500 80

oS
o
o

Tamanho (hm)
N w
o o
o o

Potencial { (mV)

100

4/1 11
Racio NP CS/FFv (m/m)

= Tamanho (nm) Potencial Zeta (mV)

Figura 4.5 - Tamanho e potencial zeta das NP CS/FFv 4/1 e 1/1 (m/m) preparadas a temperatura ambiente
(n=3).

Ao fazer uma comparacdo entre as NP CS/FFv e as FFV/CS descritas anteriormente,
é possivel verificar que ha uma grande diferenca de tamanhos entre as formulagdes
FFV/CS 1/4 (1448 nm) e CS/FFv 4/1 (459 nm) onde os racios de massa s&0 0S mesmos,
0 que sugere que a ordem de adicdo dos polimeros tem influéncia no tamanho das NP,
uma particularidade que foi mencionada noutros trabalhos (43). No entanto, temos que
considerar que as NP FFv/CS 1/4 tém uma concentracgéo total de polimeros bastante maior
que as NP CS/FFv 4/1, o que resultara em particulas tendencialmente maiores.

Ambas as formulagdes de CS/FFv apresentaram um PdI de cerca de 0,30, tendo assim
um valor de polidisperséo considerado adequado. O potencial zeta foi positivo e bastante
elevado em ambos os casos, acima de +64 mV, o que é positivo para a estabilidade das

nanoparticulas. Maior carga de superficie foi observada quando o CS é o polimero com
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maior massa em solucdo (CS/FFv = 4/1), diminuindo um pouco quando se adiciona mais
FFv (de +71 mV para +64 mV) (p < 0,05). Isto reflete a superioridade da densidade de
carga do CS.

Para avaliar a influéncia da temperatura nos parametros destas formulacGes, foram
selecionadas as NP FFv/CS 4/1 e CS/FFv 1/1 para producdo a temperatura controlada,
por apresentarem ambas bom efeito Tyndall comparativamente com as restantes
formulacbes. O tamanho e potencial zeta das NP estudadas estdo representados nas
Figuras 4.6 e 4.7, respetivamente, apresentando-se 0s parametros a temperatura ambiente

e temperatura controlada para facilitar a comparagéo.

Foi possivel observar em ambos os casos uma diminuicéo, ainda que pouco acentuada
(5 — 10%), do tamanho das NP quando comparando os resultados obtidos a temperatura
controlada com os previamente obtidos a temperatura ambiente. No entanto, apenas nas
NP CS/FFv 1/1 a diferenca foi significativa (p < 0,05), permitindo estabelecer uma
relacdo entre a temperatura do meio de reacdo durante a producao das NP e o seu tamanho.
Relativamente ao potencial zeta, ndo houve alteracbes que se esperem poder induzir
alguma diferenca de comportamento, com variagdes nominais muito reduzidas, embora
nas NP FFV/CS 4/1 a alteracdo tenha sido estatisticamente significativa (p < 0,05), com
uma diminuicdo (em valor absoluto) de cerca de 10% quando a preparacdo decorre a

temperatura controlada.
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Figura 4.6 - Tamanho e potencial zeta das NP FFv/CS 4/1 (m/m) preparadas a temperatura ambiente (TA)
e temperatura controlada (TC; n=3).
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Figura 4.7 - Tamanho e potencial zeta das NP CS/FFv 1/1 (m/m) preparadas a temperatura ambiente (TA)
e temperatura controlada (TC; n=3).

4.3 Caraterizacdo das nanoparticulas produzidas a partir de carragenina

Com o mesmo objetivo de estudo das NP a base de FFv, foram produzidas NP a partir
de carragenina e quitosano, denominadas NP CS/CRG, de forma a alargar os polimeros
utilizados ao estudar a variavel temperatura do meio de reacdo. As NP de CS/CRG foram
produzidas com racios de massa 5/1, 4/1 e 3/1 a temperatura ambiente, estando o seu

tamanho e potencial zeta representados na Figura 4.8.

A figura mostra um aumento do tamanho das NP em funcdo do aumento da
concentracdo de CRG, comparativamente a concentracdo de CS (p < 0,05). Isto deve-se
ao facto de a carragenina também ser um polimero de relativamente grandes dimensdes
e, a medida que se avanca nos racios de 5/1 para 3/1, € adicionada mais quantidade deste
polimero o qual vai interagir mais com o quitosano e formar NP de maiores dimensdes.
Este comportamento ja tinha sido previamente documentado (98,161). Todas as
formulacgdes apresentaram um Pdl de aproximadamente 0,44, o que mostra um nivel de
polidispersdo relativamente elevado. No que se refere ao potencial zeta, todas as
nanoparticulas apresentaram um potencial muito elevado, acima de +65 mV, o que
contribui positivamente para a sua estabilidade. Surpreendentemente, no entanto, foi
observado um aumento nominal do potencial zeta associado ao aumento da concentragdo

de carragenina de CS/CRG 5/1 para 4/1 para 3/1, embora apenas estatisticamente
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significativo de 5/1 para 4/1 (p < 0,05). Na verdade, o que seria de esperar e o que foi
observado em varios outros estudos, seria uma diminui¢do do potencial zeta @ medida que
era adicionada uma maior quantidade de carragenina devido a neutralizacdo da carga do
quitosano pelos grupos sulfato da carragenina (98,161). Ndo obstante a diferenca
significativa observada, a realidade é que a alteracéo pouco afetara o comportamento das

nanoparticulas, uma vez que em qualquer das situacbes a carga superficial é bastante

elevada.
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Figura 4.8 - Tamanho e potencial zeta das NP CS/CRG 5/1, 4/1 e 3/1 (m/m) preparadas a temperatura
ambiente (n=3).

Para o estudo da influéncia da temperatura do meio de reacdo selecionaram-se as NP
CS/CRG 4/1 e 3/1, uma vez que apresentaram efeito Tyndall a temperatura ambiente. O
tamanho e potencial zeta das NP CS/CRG = 4/1 e CS/CRG = 3/1, ambas a temperatura
ambiente e temperatura controlada, estdo representados nas Figuras 4.9 e 4.10,

respetivamente.

Ao analisar os tamanhos obtidos a temperatura controlada verificou-se primeiramente
que a relacéo entre o aumento do tamanho e a adicdo de mais carragenina a solucdo se

manteve a temperaturas mais baixas (p < 0,05).

Comparando entdo as NP produzidas a temperatura ambiente e a temperatura
controlada, verificou-se um comportamento contrario ao registado nas NP a base de FFv,
ou seja, um ligeiro aumento do tamanho das NP o qual se relacionou com a diminuigédo

da temperatura do meio de reacdo, embora unicamente na formulagdo CS/CRG = 4/1 (p
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< 0,05). Ambos PdlI e potencial zeta demonstraram néo ser influenciados pela alteragédo

da temperatura do meio de reagdo em nenhuma das formulacGes estudadas.
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Figura 4.9 - Tamanho e potencial zeta das NP CS/CRG 4/1 (m/m) preparadas a temperatura ambiente
(TA) e temperatura controlada (TC; n=3).
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controlada (TC; n=3).

35



5. Conclusao

Este trabalho tinha como um dos objetivos avaliar a capacidade dos extratos de
Sargassum muticum (FSm) para a formulacdo de NP poliméricas utilizando outro
polimero de origem marinha, o CS, e caraterizar as NP produzidas em termos de tamanho,
Pdl e potencial zeta para poder estudar como os pardmetros de extracdo afetam os

parametros das NP.

As NP de FSm/CS produzidas apresentaram tamanhos compreendidos entre cerca de
280 e 1040 nm. As NP de menor tamanho foram produzidas para FSm/CS = 4/1 (m/m) e
as de maior tamanho para FSm/CS = 1/4 (m/m). Estes resultados demonstraram que as
concentracdes dos polimeros tém influéncia no tamanho das NP. Neste caso, quando a
quantidade de FSm é superior & de CS obtém-se um tamanho menor de NP do que quando
esta presente uma maior massa de CS. Para além disso, observou-se também uma relacao
entre 0 aumento do tamanho das NP FSm/CS e a temperatura e tempo de extracdo mais
elevados a que os extratos de S. muticum tinham sido sujeitos. A polidispersédo destas NP,
tal como o tamanho, tende a aumentar de acordo com a massa de CS que esta presente
em solucdo e também consoante a maior temperatura e tempo de extracdo dos extratos,
significando que quanto mais extremas sdo as condicdes de extracdo dos extratos mais
polidispersas sdo as NP. No entanto, ao contrario dos dois parametros anteriores, 0
potencial zeta demonstrou variar apenas entre racios devido a quantidade de CS presente,
mas estabilizar dentro destes enquanto se variam a condi¢cdes de obtencdo dos extratos.
Para além disso, o potencial zeta destas particulas mostrou ser sempre positivo,

demonstrando que o CS possuia sempre maior densidade de carga que o FSm.

O outro objetivo deste trabalho consistia em avaliar qual a influéncia da temperatura
de reacdo durante a producao de NP, nos parametros fisico-quimicos das mesmas. Para

isso foram produzidas NP com base em FFv e CS e também CRG e CS.

As NP FFv/CS demonstraram que a concentracdo dos polimeros tem influéncia tanto
no tamanho das NP, como no Pdl e potencial zeta, onde a maior presenca de CS leva a
um aumento dos parametros descritos (p < 0,05), o que é concordante com o observado
para as NP FSm/CS. Para além disso, a formulacdo FFv/CS = 4/1 foi a Unica que
demonstrou potencial zeta negativo, indicando que o FFv tem maior densidade de carga
negativa que o FSm, uma vez que as NP FSm/CS = 4/1 apresentaram potencial zeta

positivo. As NP CS/FFv demonstraram que a influéncia que a concentragdo dos polimeros
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tem no tamanho das NP produzidas é o contrario do observado nas NP FFv/CS, ou seja,
quanto maior a massa de CS menor o tamanho das NP formadas. No entanto estes
resultados podem ser explicados por haver cada vez mais quantidade total de polimeros

em solucéo a medida que se adiciona mais FFv, resultando em maiores tamanhos de NP.

Os dados obtidos das NP CS/CRG suportam os correspondentes das NP CS/FFv na
medida em que se observou uma diminuicdo do tamanho das NP quando o polimero
negativo, neste caso CRG, foi adicionado ao CS, mesmo estando presente CS numa
proporc¢éo superior. Isto foi contrario ao que aconteceu com as NP FSm/CS e FFv/CS, em
que se observou um aumento do tamanho das NP quando havia maior quantidade de CS
e este foi adicionado ao polimero negativo. Em todos os casos o tamanho das NP
aumentou a medida que a massa total de polimeros em solu¢do aumentou. Demonstrou-

se que a concentracdo dos polimeros influencia também o potencial zeta das NP CS/CRG.

Relativamente a comparacdo dos dados a temperatura ambiente e temperatura
controlada das formulacBes selecionadas de FFv, FFv/ICS = 4/1 e CS/FFv = 1/1,
determinou-se apenas influéncia da temperatura de reacdo na diminuicdo de tamanho das
NP CS/FFv = 1/1 e na diminuicdo do valor absoluto do potencial zeta das NP FFv/CS =
4/1, embora sempre com pouca expressao. As duas formulacdes de CS/CRG selecionadas
para producdo de NP a temperatura controlada, CS/CRG = 4/1 e 3/1, demonstraram que
0 tamanho varia com o racio dos polimeros a temperatura controlada, tal como acontece
a temperatura ambiente. No entanto, verificou-se que a variacao de temperatura de reagdo
apenas influenciou o tamanho da formulagdo CS/CRG = 4/1 e, novamente, com
diferencas dos valores nominais reduzidas, sendo que o esperado da acao destas particulas

nao é alterado.

Em suma, ao comparar todas as NP produzidas a temperatura ambiente e a
temperatura controlada e tendo em conta todas as observacdes acima descritas, conclui-
se que, de um modo geral, a variavel temperatura de reacdo ndo aparenta ter impacto nas
carateristicas de tamanho, Pdl e potencial zeta das NP, tanto a base de FFv e CS como de
CRG e CS.
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