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Resumo

O mundo esta em constante evolucio e desde muito cedo que a tecnologia e as areas da
saude se interligam. A nanotecnologia aplicada aos medicamentos nasceu dessa ligagdo e com
ela os nanomedicamentos que se tornaram uma alternativa eficaz para superar algumas das
limitagdes observadas nas formas farmacéuticas convencionais. As matérias-primas de origem
marinha tém sido estudadas e exploradas com o propdsito de serem aplicadas na drea
farmacéutica por serem fontes ricas em compostos bioativos. Com o objetivo de potenciar a
utilizacdo desses recursos, esta dissertagdo dedicou-se ao estudo e desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas por complexagdo polieletrolitica utilizando materiais de origem
marinha, mais concretamente extratos de algas castanhas ricas em fucoidano (FUCe) e
quitosano (CS), polissacarideo que forma parte do exoesqueleto dos crustdceos. Os extratos
recolhidos de FUCe provém de duas algas marinhas castanhas: Laminaria ochroleuca e
Himanthalia elongata (também conhecidas comercialmente como Kombu e Esparguete do
mar, respetivamente), obtidos por um processo de extragdo com agua subcritica realizado a
diferentes temperaturas, especificamente 120 °C, 160 °C e 220 °C.

Este trabalho teve como finalidade avaliar o impacto que as diferentes temperaturas
utilizadas na extragdo dos constituintes das algas tém na sua capacidade de formagao de
nanoparticulas poliméricas e suas carateristicas fisico-quimicas, nomeadamente através de
avaliacgdo do tamanho e distribuicdo de tamanho, da carga superficial (potencial zeta) e
rendimento de produgdo. De uma maneira geral, os resultados permitiram tirar algumas
conclusdes, incluindo o facto de que a temperatura de extragido e a concentracio de FUCe
utilizada nas formulagdes tém impacto no tamanho das nanoparticulas. Em rela¢io ao
potencial zeta, apresentou sempre valores positivos, mesmo quando a quantidade de extrato

era maior, o que indicia que a densidade de carga do CS é muito maior do que a de FUCe.

Palavras-chave: Complexagao polieletrolitica; Extratos de algas; Fucoidano; Nanoparticulas;

Quitosano;



Abstract

The world is in constant evolution, since early that technology and health areas have
been interconnected. Nanotechnology applied to medicines was born from this connection
and with it, the nanomedicines have become an effective alternative to overcome some of the
limitations observed in conventional pharmaceutical forms. The raw materials of marine
origin have been studied and explored with the purpose of being applied in the
pharmaceutical area thanks to being a rich source of bioactive compounds. In order to
potentiate the use of these resources, this dissertation is focused on the study and
development of polymeric nanoparticles by polyelectrolytic complexation using materials of
marine origin, brown seaweed extracts rich in fucoidan (FUCe) and chitosan (CS), a
polysaccharide found in crustaceans exoskeleton. The FUCe extracts were obtained from two
seaweed: Laminaria ochroleuca and Himanthalia elongata (also known commercially as
Kombu and Sea spaghetti, respectively), obtained by a ecofriendly extraction technology
known as subcritical water extraction using only water as solvent. This process was carried out
at several temperatures, specifically 120 °C, 160 °C and 220 °C.

The aim of this work was to evaluate the impact that the different extraction
temperatures used to obtain extracts from two brown seaweeds has in their ability to
formulate polymeric nanoparticles and their physicochemical properties, namely size, zeta
potential and production yield. Overall, the results permitted some conclusions, including the
fact that the extraction temperature and the FUCe concentration used in the formulation have
impact in the size of the nanoparticles. Moreover, positive zeta potential was obtained in all
conditions, even when fucoidan extract prevailed, which indicates higher CS charge density as

compared with FUCe.

Keywords: Chitosan; Fucoidan; Nanoparticles; Polyelectrolytic complexation; Seaweed

extracts;
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Formulagio de nanoparticulas poliméricas a partir de extratos
das algas marinhas comestiveis Laminaria ochroleuca e Himanthalia elongata

1. Introdugéo

O mundo estd em constante evolugdo e nos ultimos anos verificou-se um grande
progresso em dreas relacionadas com a saide e bem-estar, como a medicina, farmacia e
biomedicina, entre outras. Para melhor analisar os resultados em sadde, utilizam-se como
referéncia determinados indicadores, os quais permitem fazer uma avaliagio comparativa,
como por exemplo, a taxa de mortalidade mundial e as causas associadas. Num estudo da
OMS de 2019 (1), verificou -se que as principais causas de morte, de forma generalizada, estdao
associadas a trés grandes topicos: doengas cardiovasculares (acidente vascular cerebral, doenga
isquémica cardiaca), doencas respiratorias (doenga pulmonar obstrutiva cronica, infe¢oes
respiratérias das vias inferiores) e condi¢des neonatais (que incluem trauma e asfixia apds o

nascimento, sépsis neonatal, complicagdes associadas ao parto prematuro) (Figura 1.1).

1. Doenga isquémica cardiaca
2. Acidente vascular cerebral

3. Doenga pulmonar obstrutiva cronica
O

4. Infe¢oes pulmonares das vias inferiores

5. Condig¢oes neonatais
@

6. Cancros do pulmao, traqueia e bronquios

O

7. Doenga de Alzheimer e outras deméncias

O

8. Doengcas diarreicas

9. Diabetes mellitus

O

10. Doengas renais

O

2 b 6 i 1]
Numero de mortes (em milhdes)

Nio transmissivel Transmissivel

Figura 1.1 - Representacio grafica das principais causas de morte nivel mundial em 2000 ( O - circulo vazio ) e
2019 ( @ - circulo preenchido ). Adaptado de (1).
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A nivel global, em 2019, verificou-se que 7 das 10 principais causas de morte foram
provocadas por doencas ndo transmissiveis (1). Atualmente, as doengas transmissiveis
deixaram de repercutir uma grande percentagem como principal causa de morte quando se
estabelece uma comparagido com o ano 2000. Esta premissa reflete a evolu¢ao em saude ao
longo dos anos. Isto pode ser justificado com o aumento do conhecimento sobre as doengas e
estados de saude, promovendo um diagnodstico mais precoce das doengas, melhorias no
controlo e cuidados preventivos das doencas, melhoria dos cuidados de sadde, eficicia e
otimizagdo dos meios terapéuticos e produtos relacionados com a melhoria do estado de

satude (suplementos alimentares, nutracéuticos, alimentos funcionais) (2).

Desde muito cedo que a tecnologia e as areas da satude se interligam e grande parte do
desenvolvimento da medicina deve-se a evolucao tecnolégica. O avango tecnoldgico permite
compreender cada vez mais o funcionamento do organismo, bem como diagndstico e
tratamento da doen¢a, o que promove o prolongamento do ciclo de vida e melhoria da
qualidade de vida com a descoberta e implementagao de novos tratamentos para patologias
anteriormente consideradas terminais ou incuraveis, assim como, maior agilidade e eficiéncia
em procedimentos e pericia no tratamento de patologias agudas. Este nivel de
desenvolvimento tecnolédgico, aliado a uma mudanga na pratica médica, revolucionou os

cuidados de saude de tal maneira, que a atividade médica é considerada inerente a tecnologia

(3).

Consequentemente, a medida que as patologias se tornam mais dificeis de tratar, a
comunidade farmacéutica tenta desenvolver novas abordagens tecnoldgicas. Desta forma,
houve a necessidade de modificar alguns dos processos de desenvolvimento de farmacos (4,5).
Por exemplo, atualmente ja é possivel a criagdo de estruturas moleculares potencialmente
eficazes antes de as desenvolver verdadeiramente com o recurso a técnicas in silico. Os ensaios
in vitro tornaram-se abordagens experimentais insatisfatorias para explorar novos fairmacos e
os seus recetores alvo, devido aos problemas de viabilidade, visto que compreendem processos
trabalhosos, dispendiosos e demorados. A bioinformatica surgiu nas dltimas décadas para

auxiliar os estudos, ao estimar estatisticamente interagdes bioldgicas desconhecidas entre os
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compostos e os respetivos alvos bioldgicos, num processo também conhecido como virtual
screening (6). Também, a titulo de exemplo, a técnica de recombinagio de DNA veio
revolucionar o processo de desenvolvimento de novos fairmacos. Esta técnica permite isolar e
ampliar parte do DNA humano (gene de interesse) e inseri-lo noutro DNA para que sirva

como veiculo ou vetor e replicar o gene de interesse em células vivas (7).

Por outro lado, as varias vias de administragdo de farmacos condicionam de alguma
forma a sua biodisponibilidade (8). Os farmacos, para atingirem a biofase e exercerem o seu
efeito farmacoldgico, estdo sujeitos a varios fatores que podem interferir com a sua
disponibilidade durante a fase biofarmacéutica, como por exemplo, a estabilidade, a
desintegracdo, a libertagdo e a velocidade de dissolugdo do farmaco a partir das diferentes
formas farmacéuticas (9). O aumento da dose administrada é, com frequéncia, uma das
estratégias convencionalmente utilizada para ultrapassar dificuldades associadas a
biodisponibilidade (8). Os avan¢os das tecnologias associadas a administragdo de farmacos,
mostraram que a utilizagao de sistemas de veiculagdo de farmacos poderia trazer beneficios a
este nivel. Estas tecnologias tém vindo a refinar-se e tornar-se cada vez mais completas e
complexas, permitindo atribuir aos farmacos propriedades muito atrativas e diferenciadoras.
Os sistemas de veiculagdo podem assumir carateristicas muito variadas, podendo por exemplo
ter tamanhos muito diferentes, a escala nano, micro ou macrométrica.

A nanotecnologia associada a0 medicamento ¢é atualmente uma drea em grande expansio e

sera abordada com maior detalhe na secgdo seguinte.
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1.1 Nanotecnologia e a sua importancia na terapéutica

O ponto de partida da nanotecnologia comegou quando Richard Feynman, um fisico
americano que viria a receber um prémio Nobel da fisica, apresentou o conceito de
nanotecnologia numa reuniao através da palestra “There’s Plenty of Room at the Bottom”.
Nesta palestra, Feynman propos a hipdtese “Por que ndo podemos escrever todos os 24
volumes da Enciclopédia Britanica na cabe¢a de um alfinete?”. Desta forma, Richard Feynman

foi considerado o pai da nanotecnologia moderna (10).

A nanociéncia é a ciéncia que estuda as estruturas e moléculas a escala nanométrica
(entre 1 e 1000 nm). A nanotecnologia ¢ a tecnologia que promove a formagao de
nanomateriais com aplicagdes praticas. A Figura 1.2 apresenta varios exemplos de estruturas a

escala nanométrica.
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Figura 1.2 - Exemplos de estruturas & escala nanométrica. Adaptado de (11).

Nos dltimos 40 anos, a sintese de novos nanomateriais aumentou rapidamente devido
a vasta gama de aplicagdes que estas estruturas possibilitam, que incluem a medicina,
engenharia, eletrénica, alimentagdo, gestao de residuos, cosmética, entre outras (12). Ao
encontro do que foi dito anteriormente, a nanotecnologia oferece cada vez mais garantias no
que diz respeito a avangos no diagnoéstico, prevencgdo e tratamento de problemas de saude

atuais (13).



Formulagio de nanoparticulas poliméricas a partir de extratos
das algas marinhas comestiveis Laminaria ochroleuca e Himanthalia elongata

A aplicagdo de nanotecnologia na drea farmacéutica deu origem aos
nanomedicamentos e tornou-se numa alternativa eficaz para superar algumas das limita¢oes
observadas nas formas farmacéuticas convencionais, promovendo a melhoria da
biodisponibilidade dos farmacos, o aumento da estabilidade e/ou uma distribuicdo mais
seletiva para o local de a¢do (8), bem como potencialmente a redugdo da dose terapéutica e da
toxicidade do farmaco (13). Os farmacos sdo associados aos nanossistemas durante o processo
de formulagdo, com a intengao de que seja proporcionada uma libertagdo mais eficaz dos

mesmos no organismo (14,15).

A utilizagdo de sistemas de veiculagdo a escala nanométrica tornou-se atrativa porque
estes podem atingir regides de relevo apds administragdo pelas mais diversas vias, o que pode
trazer beneficios no tratamento de algumas doencas face a utilizagdo de formas farmacéuticas
tradicionais. Estas vantagens estio amplamente reportadas para uma variedade de vias de
administracdo que incluem a via oral (16-18), parenteral (19-21), nasal (22,23) e pulmonar
(24-26), entre outras. Outras vias como a ocular (27,28) e a vaginal (29-31), também tém sido

objeto de estudo para a nanotecnologia farmacéutica.

Com a possibilidade de diminuir a incidéncia dos efeitos secundarios associados a
utilizagdo dos farmacos livres, uma das aplicagdes mais frequentemente apontada para os
nanomedicamentos é a terapéutica anticancerigena. Para além disso, com o objetivo de
melhorar as terapéuticas ja existentes na drea da oncologia, varios investigadores estudaram
que os nanomateriais podem ser potencialmente utilizados no diagndstico, prevencio e
terapéutica personalizada para o cancro (32-35). Uma das terapéuticas estudadas é o
paclitaxel, pois a ligacdo deste farmaco a nanoparticulas, como por exemplo, de albumina
(Abraxane®) permitiu diminuir a citotoxicidade e melhorar o efeito farmacologico deste
farmaco nas células tumorais por apresentar maior permeabilidade e tempo de retencao nas
mesmas (36,37). Por outro lado, também a titulo de exemplo, foi feito um estudo in vivo em
que se verificou uma diminui¢do dos efeitos adversos obtidos com a administragdo de

nanoparticulas de doxorrubicina quando comparada com o firmaco na forma livre (38).
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Estratégias de nanotecnologia tém também sido propostas para mitigar a resisténcia
bacteriana e fungica aos regimes terapéuticos existentes (39-41), topico que é alvo de grande
preocupagio por parte dos profissionais de saude, até mesmo devido a falta de terapéuticas
alternativas (12). Também a tuberculose, por exemplo, que é uma doenga com uma taxa de
mortalidade notavel a nivel mundial, tem vindo a ser alvo de muita investigagdo. Existe
literatura disponivel acerca desta doenga, cujo tratamento envolve mais do que um farmaco ao
longo de um elevado periodo de tempo, com efeitos secundarios severos em alguns casos, o
que desincentiva a adesdo a terapéutica por parte dos doentes (12). Desta forma, foi proposto
a utilizagao de nanossistemas para veiculagdo de farmacos tuberculostaticos (42-44) por
varias vias de administra¢ao incluindo oral (45-48), pulmonar (47,49,50), intravenosa (51) e

subcutéanea (52,53).

Considerando o que foi descrito anteriormente, fica patente que o avango da
nanotecnologia promoveu a elaboracao de nanomateriais, os quais, devido as suas
caracteristicas e propriedades, podem ser de interesse para aplicagdo na area farmacéutica

como veiculos de farmacos.
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1.2 Sistemas nanoparticulados

Os nanotransportadores sdo sistemas crescentemente explorados como veiculos de
farmacos, que protegem os farmacos associados da degradagio e, potencialmente, permitem a
sua libertagdo prolongada e controlada. Como se mostra na Figura 1.3, estes assumem
diversas formas e composi¢oes, podendo ser constituidos por materiais diversos, que incluem
polimeros, lipidos e compostos organometalicos, entre outros. Neste trabalho sera colocado
um foco nos sistemas poliméricos, pelo que se descrevem de seguida as suas carateristicas com

maior detalhe.

Nanoparticulas Lipossomas Dendrimeros Nanoparticulas
lipidicas solidas

mesoporosas

Nanoparticulas Nanopqrtil‘ulas Micelas

Micelas g L
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Figura 1.3 — Tipo de terminologias usadas para os sistemas nanoparticulados. Adaptado de (54).

1.2.1 Nanoparticulas poliméricas

Os nanossistemas poliméricos sdo geralmente divididos em nanoesferas e
nanocapsulas. Sao constituidos por polimeros e/ou copolimeros, que podem ser de origem
natural ou sintética. Para serem passiveis de uma utilizagdo com fins farmacéuticos, os
referidos polimeros devem cumprir certos requisitos, que incluem biodegradabilidade,
biocompatibilidade, facilidade de excregdo, auséncia de toxicidade, flexibilidade e boas

propriedades mecanicas.
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Desta forma, o objetivo da utilizagdo das nanoparticulas é aumentarem a solubilidade
do farmaco, fornecerem um bom controlo farmacocinético e serem estaveis, nao toxicas, nao
imunogénicas e biodegradaveis, uma vez que maioritariamente os produtos finais sdo alcoois

nao nocivos e outros produtos de baixo peso molecular (55). A Tabela 1.1 resume algumas

vantagens e desvantagens do uso de nanoparticulas para aplicagdes na area farmacéutica.

Tabela 1.1 - Vantagens e desvantagens do uso de nanoparticulas na drea farmacéutica. Adaptado de (56).

Vantagens

Desvantagens

Elevada relagdo superficie/volume
Facilidade de modifica¢iao da superficie

Contacto maximizado com mucosas
Elevada concentracio de farmaco no local
desejado

Capacidade internalizac¢ao celular
Prote¢do de moléculas encapsuladas
Possibilidade de fornecer uma libertacao

controlada

Possibilidade de terapéutica direcionada

Forma fisica indefinida
Capacidade limitada de co-associar outras
moléculas funcionais

Perfil de toxicidade desconhecido
Dificuldades na produgido em larga escala

Baixa estabilidade em alguns fluidos bioldgicos

Tendéncia para agregagao
Capacidade de carga limitada

Tamanho reduzido que pode permitir acesso a

locais ndo intencionais

Sdo vérios os métodos que se utilizam para preparar nanoparticulas poliméricas. A
escolha do método depende de qual é a aplicagao final do nanossistema formulado, do tipo de
polimero que se esta a utilizar e da solubilidade do fairmaco a encapsular (57). Entre as
técnicas mais frequentemente aplicadas podem referir-se a gelificagao ionica, a complexagao
polieletrolitica, a coacerva¢do e ainda técnicas que envolvem emulsificagdo (55). Num dos

proximos subcapitulos sera abordado de uma forma mais detalhada o método de complexacgdo

polieletrolitica, por ter sido o utilizado durante o trabalho experimental.
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1.3 Compostos bioativos de origem marinha no processo de elaboragio de
nanoparticulas

As matérias-primas de origem marinha tém sido estudadas e exploradas para
aplicagdes varias relacionadas com a produgdo de sistemas de veiculagdo de farmacos, em
muitos casos nanossistemas, por serem fontes ricas em compostos bioativos que por si
mesmos tém um potencial terapéutico e/ou para serem usadas como matriz dos sistemas (58).
No presente trabalho as algas e os crustaceos assumiram um papel de relevo ao constituirem a
origem dos materiais utilizados na producao de nanoparticulas. Nas subsec¢des seguintes
proporciona-se uma descricao mais detalhada do fucoidano e do quitosano (CS), os dois

materiais utilizados na produgdo das nanoparticulas.

1.3.1 Fucoidano

As algas Laminaria ochroleuca (também conhecida comercialmente por Kombu) e
Himanthalia elongata (também conhecida comercialmente por Esparguete do Mar) (Figura
1.4) sao macroalgas castanhas comestiveis, da classe Phaeophyceae (59), encontradas

frequentemente na costa portuguesa e no noroeste de Espanha (60,61).

@ o )

Figura 1.4 - Imagem representativa das algas (a) Laminaria ochroleuca e (b) Himanthalia elongata. Adaptado de
(59).

Destas pode extrair-se uma grande quantidade de compostos bioativos, dos quais se

destacam os polissacarideos sulfatados, como o fucoidano, e ainda os florotaninos, os
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minerais, as proteinas e outros biopolimeros com o alginato. Apesar de existirem varias
metodologias reportadas para a extragdo destes compostos das algas, neste trabalho
utilizaram-se extratos obtidos através do processo de auto-hidrélise ou extragdo por agua
subcritica, que se trata de um processo pressurizado com agua quente a temperaturas
superiores a 100 °C (entre os 120 °C e os 220 °C) (61,62). Esta técnica é considerada “amiga do
ambiente” quando comparada com outros processos de extra¢io, os quais recorrem
frequentemente a utilizagao de solventes orgéanicos, portanto mais agressivos. Assim, trata-se
de uma tecnologia mais limpa, uma vez que as condi¢des podem ser controladas para impedir
a degradacao indesejavel de parte dos constituintes durante o processo de extragdo, seja do

proprio fucoidano, seja pela diminuigao do teor de fucose e de sulfato (62).

Dos varios compostos presentes nestas algas, os polissacarideos, para além de
constituirem 80% do seu peso (63), tém demonstrado um elevado potencial terapéutico (58).
O alginato é um polissacarideo e um dos compostos bioativos extraido de algas castanhas que
tem sido mais estudado. E este componente que permite a flexibilidade e estabilidade das algas
contra as correntes marinhas, pelo que se torna interessante no setor farmacéutico como
gelificante, espessante e/ou estabilizador (62). O fucoidano, no entanto, é o principal
polissacarideo presente nestas algas e demonstra ter caracteristicas bioldgicas muito variadas,
incluido efeito antioxidante, anti-inflamatério, antifungico, antiviral, antidiabético,
anticoagulante e antitumoral, assim como propriedades imunomoduladoras (63,64). A
atividade bioldgica do fucoidano pode sofrer alteragoes de acordo com os diferentes fatores
abidticos a que a alga de origem esteja sujeita, como por exemplo, a localizagdo geografica, as
condi¢des de colheita, assim como os métodos de extragao que estdo inerentes ao processo de
obten¢ao desta matéria prima, que por sua vez influenciard diretamente a composi¢ao e

estrutura quimica destes polissacarideos (61).

De uma maneira geral, o fucoidano tem demonstrado ter imensas atividades
biolégicas, principalmente na area da oncologia, incluindo uma ampla variedade de efeitos
anticancerigenos ainda pouco esclarecidos. Através da literatura, foi possivel verificar que o

fucoidano pode provocar a interrup¢io do ciclo celular, apoptose celular, ativacao das vias de
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sinalizagdo, inibir a angiogénese com a supressio da expressio do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), aumentar o numero e atividade das células natural killer (NK),
reforcar o sistema imunitario e reduzir a capacidade que as células cancerigenas tém de se
propagar para outras zonas do organismo (metastases). Para além disso, demonstrou-se que o
fucoidano tem efeitos sinérgicos quando utilizado em combinagdo com outros farmacos

utilizados na terapéutica anticancerigena (65).

Desde ha muitos anos que o fucoidano é um composto conhecido, no entanto, devido
as suas caracteristicas irregulares e heterogéneas dentro das vdrias espécies, a sua estrutura
quimica ainda ndo esta totalmente esclarecida (66). A literatura indica varias possibilidades de
estrutura para os fucoidanos extraidos de algas marinhas castanhas, a qual depende das suas
caracteristicas de origem, nomeadamente a espécie, origem geografica, idade e época de
colheita (66,67). Para além disso, dentro da mesma espécie de alga pode existir mais do que
um tipo de fucoidano. Os modelos mais aceites propuseram que as algas castanhas
apresentam na sua parede celular um composto denominado de fucoidano com uma estrutura
linear ou ramificada de L-fucopiranose sulfatada, que pode estar ligada alternadamente por
ligagdes a-(1—3) e a-(1—4), ou apresentar apenas ligacdes a-(1—3) ou a-(1—4) (67). De
acordo com a literatura, o fucoidano proveniente das algas castanhas da ordem Fucales (como
a alga Himanthalia elongata) apresenta cadeias lineares de L-fucopiranose ligadas através de
ligagdes glicosidicas a-(1—3) e a-(1—4) alternadas, com grupos sulfato nas posi¢oes C-2 e/ou
C-4 e muito raramente em C-3. Por outro lado, as algas castanhas da ordem das Laminariales
(como a Laminaria ochroleuca) contém fucoidano que apresenta cadeias lineares de L-
fucopiranose ligadas apenas através de ligagdes glicosidicas a-(1—3), geralmente com
substitui¢do por grupos sulfatos no C-4 e/ou por vezes C-2 (66,67). O teor e a posi¢ao em que
se encontram os grupos sulfato na estrutura quimica do fucoidano é importante, pois estao
diretamente relacionados com as atividades biologicas que os fucoidano podem oferecer (66).
Da mesma forma, a solubilidade e a viscosidade do fucoidano estdo relacionadas com o nivel
de ramificagdo da cadeia estrutural, dependendo do teor de grupos sulfato (66).

Estas estruturas ndo sio, no entanto, alvo de consenso absoluto. Por exemplo, outro

estudo mais recente com a alga Himanthalia elongata sugere uma estrutura quimica diferente
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do que é tipicamente descrito para a ordem Fucales, assemelhando-se ao que é observado para
a ordem dos Laminariales (68). A Figura 1.5 apresenta os modelos mais aceites da estrutura

quimica do fucoidano das varias algas castanhas.

O
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Figura 1.5 - Modelos da estrutura quimica do fucoidano das vérias algas marinhas castanhas pertencentes a
ordens taxondmicas Fucales e Laminariales. (a) Modelo estrutural de algumas algas da ordem Fucales (C-2 ¢
sempre substituido por um grupo sulfato). (b) Modelo estrutural de algumas algas da ordem Laminariales. O R
representa as posicoes de ligagdo potencial de residuos de carbohidratos (4cido glucurénico, manose, galactose,
xilose, a-L-fucose) e substituintes ndo carbohidratos (grupos sulfato e acetato) (66).

A estrutura da molécula de fucoidano apresenta grupos sulfato como constituintes que
lhe conferem carga negativa (69), o que atribui ao polimero capacidade de interagdo com
moléculas de carga oposta. Assim, a natureza idnica destes compostos tem permitido a sua
utilizacdo em processos de formula¢do de nanoparticulas através do processo de complexa¢ao
polieletrolitica, um dos métodos mais reportados para a produgio de nanoparticulas

poliméricas a base de fucoidano.

Existe a possibilidade de compra de produtos comerciais de fucoidano como molécula
isolada de diferentes matérias-primas como Fucus vesiculosus, Macrocystis pyrifera, Undaria

pinnatifida, entre outras (70). No entanto, diferentes tecnologias de extragio podem ser
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utilizadas para obter extratos de algas castanhas ricos em fucoidano. Esses extratos podem ser
de potencial interesse, uma vez que nido s6 apresentarao fucoidano, como também poderio ter
outros compostos com reconhecida atividade bioldgica, como os florotaninos e outros
anteriormente referidos. A combinac¢do dessas moléculas com fairmacos pode criar sinergias e,
assim, aumentar o potencial terapéutico, pelo que se torna atrativo trabalhar com estes

extratos do ponto de vista bioldgico.

A bibliografia reporta ja a existéncia de vérios trabalhos que envolvem a produgio de
nanoparticulas com base em fucoidano comercial e quitosano (70). A originalidade do
presente trabalho centra-se na utilizacdo de extratos ricos em fucoidano como material
formador de nanoparticulas, os quais sdo obtidos a partir de algas castanhas por meio de uma

tecnologia limpa e amiga do ambiente.

1.3.2 Quitosano

O CS ¢ um polissacarideo hidrofilico obtido por desacetilagdo parcial da quitina,
através da utilizagdo de uma solugdo de hidroxido de sédio (NaOH) (71). A Figura 1.6
representa o processo generalizado de desacetilagdo da quitina. Este polimero é composto por
unidades repetidas, distribuidas aleatoriamente, de cerca 80% de N-acetilglucosamina e 20%
de D-glucosamina, ligadas por ligagoes f-(1—4) (Figura 1.7). Esta percentagem pode, no

entanto, variar de acordo com a fonte de quitina e com os métodos de processamento

utilizados.
_ CHs |
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Figura 1.6 - Processo de desacetilagdo de quitina. Adaptado de (72).

A quitina, de que se obtém o CS, encontra-se predominantemente em crustaceos, onde

representa cerca de 13-42% da composi¢ao da casca. Depois da celulose, a quitina é o segundo
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polimero natural mais abundante do planeta (73). O processo de desacetilagdo consiste na
modificagdo da maioria dos grupos acetilo em grupos amina, o que confere ao CS uma
natureza cationica com capacidade de se solubilizar na maioria dos éacidos diluidos, ao

contrario do observado na quitina, que é insoluvel (74).

O CS tem sido consistentemente estudado e explorado para a industria farmacéutica
por apresentar propriedades relevantes e atrativas como tendéncia para mostrar
biocompatibilidade, baixa toxicidade e biodegradabilidade (71). Tem ainda carateristicas
estruturais que lhe garantem propriedades mucoadesivas que podera promover a permeagao
de macromoléculas através de epitélios bem organizados (75). Estas caracteristicas tém sido
usadas favoravelmente no desenvolvimento de sistemas de veiculagdo de firmacos para varias
vias de administracdo como a via de administragio oral, administragao nasal e administragdo

ocular (76,77).

A biodegradabilidade das matérias-primas é uma propriedade muito importante para
o potencial de inclusdo em sistemas de veiculagdo de farmacos. A literatura reporta que, no
CS, esta carateristica estd dependente do grau de desacetilagdo do polimero, verificando-se
que quanto menor o grau de desacetilagdo, mais rapida sera a taxa de degradagdo (78). Assim,
deve-se salvaguardar que o CS tenha peso molecular suficientemente reduzido para ser

excretado do organismo independentemente da via de administragao utilizada.

OH
o
OH
NH,
nam = 8:2

Figura 1.7 — Representacio da estrutura quimica do CS. A estequiometria de n:m é aproximadamente de 8:2.
Adaptado de (79).

Para além dos beneficios estruturais, o CS tem também propriedades biologicas muito

vantajosas no que diz respeito ao seu uso clinico. De facto, estd reportada atividade
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antimicrobiana (bactericida e antifingica), anti-inflamatdria, analgésica, hemostatica,
anticancerigena, anticolesterolémica, antitumoral, imunoadjuvante, antitromboética e

antioxidante (71,73,74).

Assim, o desenvolvimento de sistemas de veiculagio e, particularmente, de
nanoparticulas, a base de CS suscitou muita atengdo para uma ampla gama de aplicagdes
farmacéuticas. Existem estudos de diversos métodos que se podem aplicar na sintese de
nanoparticulas cuja composicao inclui CS, coincidentes com os ja referidos anteriormente na
abordagem a produgdo das nanoparticulas poliméricas, como a complexagdo polieletrolitica,
gelificacao ionica, a coacervagio e os métodos que envolvem emulsificagdo (71,80). Em certos
casos, ao introduzir o CS nas nanoparticulas verificou-se que o polimero também pode
funcionar como agente estabilizador, proporcionando resisténcia mecanica e capacidade de
formacao de filmes. Além disso, ¢ um material flexivel do ponto de vista quimico ou estrutural
e apresenta boa relagdo custo-efetividade, o que justifica as propostas para a sua utilizagao em

diversas aplicagdes farmacéuticas (71).
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1.4 Complexagio Polieletrolitica

De acordo com o que foi dito anteriormente, o CS é um dos polimeros naturais mais
estudados na produgdo de nanoparticulas poliméricas (80). Ap6s a andlise dos varios métodos
utilizados para esta finalidade, verificou-se que a complexagao polieletrolitica é um dos
métodos mais reportados. Os complexos de polieletrélitos (PEC) formados com CS tém vindo
a ser reportados para varias aplicagdes biomédicas e farmacéuticas (81). Por outro lado,
também para a produgio de nanoparticulas de fucoidano este método acolhe grande

popularidade, sendo que na maioria dos trabalhos se produzem nanoparticulas de fucoidano e

CS.

O método de complexagao polieletrolitica consiste na mistura de solugdes de dois
polieletrélitos de cargas opostas, ou seja, um policatido e um polianido. O CS e o fucoidano
correspondem a estas estruturas, pelo que a sua utilizagdo conjunta tem sido bastante
reportada (82,83). Durante o processo, quando a razdo de cargas dos polimeros ¢ igual a 1,
ocorre neutralizagdo, o que se traduz em agregacdo. A existéncia de carga ¢, assim, o que
garante uma PEC mais estaveis. Desta forma, ambas as solugdes de polieletrdlitos devem ser

diluidas e um dos eletrélitos deve estar em excesso, como se mostra na Figura 1.8 (83).

Geralmente, os PEC e formam um precipitado ou separam-se da solugdo originando
um coacervado (fase liquida rica em complexos) (83). Tendencialmente, os seus tamanhos sao
variados e os PEC correspondem a formulagdes com algum grau de polidispersao (80). Ainda
assim, podem formar-se PEC soluveis em agua quando, sob determinadas condigoes, os
polieletrélitos possuam fracos grupos idnicos e pesos moleculares significativamente

diferentes (83).

A produgio de nanoparticulas utilizando este método depende da capacidade que os
polimeros tém de interagir. Como se percebe, as interacdes eletrostaticas entre os
polieletrélitos sio fundamentais para a formac¢ao de PEC. No entanto, existem outras ligagoes
que podem contribuir para o processo, tais como as pontes de hidrogénio, ligagdes dipolo-

dipolo (81,82), forgas de Van der Waals e interagdes hidrofdbicas (83).
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Policatiao Polianiao Agregado

Nanoparticula

Figura 1.8 - Efeito da carga dos polieletrolitos na carga superficial do complexo de polieletrélitos (PEC)
formados. Adaptado de (83).

Esta técnica tem a denominag¢ao de complexagdo polieletrolitica e distingue-se de
outros termos por ser induzida por macromoléculas (84). Em geral, os PEC sdo bem tolerados,
biocompativeis e seguros, o que permite apresentarem claras vantagens como veiculos de
moléculas de interesse farmacéutico, como por exemplo no controlo da libertagio de farmacos

(83).

No entanto, sdo muitos os fatores que afetam a estrutura, quantidade e estabilidade dos
PEC, os quais incluem o grau de ionizagao de cada polieletrolito, a distribuic¢ao e densidade de
carga das cadeias poliméricas, a concentracio dos polieletrdlitos, a razdo de mistura, a
natureza, a posi¢do das cargas ionicas, o peso molecular dos polimeros, a flexibilidade da
cadeia polimérica, as condi¢cdes de temperatura durante o processo, a for¢a iénica, o pH do

meio, a hidrofobia e o grau de complexagao (81-83).
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O procedimento em si é muito simples, consistindo em adicionar uma solu¢gio dum
polieletrélito sobre uma solugdo concentrada de outro polieletrolito de carga oposta, sob
agitagdo (82). A formagio do PEC ¢ influenciada pela velocidade de adi¢ao de um
polieletrélito sobre o outro e o tamanho pode ser alterado com a concentragdo utilizada
durante a elaboragdo do complexo (82). Apesar da aplicagdo como sistema de veicula¢ao de
farmacos ser a mais recorrente, incluindo a distribuicido direcionada de acidos nucleicos e o
desenvolvimento de vacinas, os PEC tém suscitado muita aten¢do nos ultimos anos devido a
outras potenciais aplicagdes, como a utilizagdo como membranas de revestimento, bem como

o isolamento e fracionamento de proteinas, entre muitos outros (82).
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2. Objetivo

O presente trabalho teve como finalidade utilizar compostos de origem marinha para a
produgdo de nanoparticulas com potencial interesse terapéutico. O principal objetivo foi
verificar a possibilidade de utilizar extratos de algas castanhas contendo fucoidano para a
formac¢do de nanoparticulas, recorrendo a técnica de complexa¢io polieletrolitica. Para o
efeito, foram utilizadas duas algas comestiveis, Laminaria ochroleuca e Himanthalia elongata.
Pretendeu-se ainda determinar o efeito da temperatura de produgdo dos extratos na sua
capacidade de formagdo de nanoparticulas poliméricas.

A analise foi realizada avaliando as carateristicas fisico-quimicas das nanoparticulas
desenvolvidas, nomeadamente através da determinacdo do tamanho e distribuicio de
tamanho, da carga superficial (potencial zeta) e do rendimento de produgdo das

nanoparticulas.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Matérias-primas

Foram utilizados extratos de fucoidano (FUCe), obtidos por um processo de extrag¢ao
com agua presurizada a diferentes temperaturas (85), a partir das algas marinhas Laminaria
ochroleuca e Himanthalia elongata . Este processo de extragdo foi realizado em laboratério na

Universidade de Vigo (Espanha), grupo EQ2 “Biomasa y desarrollo sostenible” (61,62).

3.2 Reagentes

Utilizou-se CS de baixo peso molecular (grau de desacetilacdo = 75-85%) adquirido a
Sigma-Aldrich (Alemanha). O acido acético glacial (CH;COOH) foi adquirido a Merck
(Alemanha). Foi utilizada agua ultrapurificada (Milli-Q’, Portugal) ao longo de todo o

trabalho.

3.3 Equipamentos

Na Tabela 3.1 encontra-se uma listagem de todos os equipamentos utilizados na

elaborag¢io do trabalho experimental, assim como a respetiva marca e modelo.

Tabela 3.1 - Registo da marca e modelo dos equipamentos utilizados

Equipamento Marca (pais) Modelo
Zetasizer® Malvern PanAlytical (Reino Unido) Nano-ZS
Balanca Analitica Kern (Alemanha) ABT 120-5DM
Centrifuga Hettich (Alemanha) Mikro 200R
Liofilizador Labconco (Estados Unidos) FreeZone 6Plus
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3.4 Produgao das nanoparticulas

Neste trabalho experimental foram utilizados os extratos das algas Laminaria
ochroleuca e Himanthalia elongata, denominados FUCe, obtidos por um processo de extragdo
com agua subcritica realizado a diferentes temperaturas, nomeadamente 120 °C, 160 °C e 220
°C. Para preparag¢ao das nanoparticulas, o FUCe de cada alga obtido a diferentes temperaturas,
foi dissolvido em agua ultrapura a temperatura ambiente e posteriormente filtrado (acetato de
celulose, 0,45 pum, Frilabo, Portugal) antes da sua utilizagao. Para cada tipo de FUCe foi
preparada uma solu¢ao mae de 10 mg/mlL, que foi posteriormente diluida para obter solugdes
com as concentragdes necessarias, entre 0,625 e 2,5 mg/mL. O CS foi dissolvido em d&cido
acético a 1% (v/v) de forma a obter uma solu¢ao de 1 mg/mL, sendo posteriormente filtrado a

vacuo utilizando papel de filtro (5-15 um, VWR, Franga).

As nanoparticulas foram preparadas por uma técnica de complexagao polieletrolitica,
utilizando-se as solugdes dos materiais preparadas de acordo com a descricdo acima, e
testando-se os racios de massa de CS/FUCe correspondentes a 4/1, 1/1 e 1/4. A Tabela 3.2 é
descritiva das condi¢des testadas para produgdo das nanoparticulas. No Anexo 7.1 estd
descrito com maior detalhe os volumes e concentragdes de todos os componentes utilizados

na preparagdo das nanoparticulas CS/FUCe.

Tabela 3.2 — Algas de origem e temperaturas de extragdo utilizadas para produgdo de nanoparticulas com
diferentes racios de massa entre os extratos de fucoidano (FUCe) e quitosano (CS).

Alga de Origem Textracio FUCe (°C) CS/FUCe (m/m)
120 4/15;1/151/4
Laminaria ochroleuca
e 160 4/1;1/151/4
Himanthalia elongata 220 4/1;1/1;1/4

CS: quitosano; FUCe: extrato de fucoidano; Texigo FUCe: Temperatura de extragdo de FUCe.

A mistura dos polimeros foi realizada através da incorporagao lenta de 0,8 mL das
diferentes solu¢des de FUCe sobre 2 mL da solugdo de CS a concentragdo de 1 mg/mL, sob
agitagdo magnética, a temperatura ambiente durante 10 minutos. A Figura 3.1 ilustra todo o

processo de preparacao das nanoparticulas por complexagao polieletrolitica.
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Adiciona-se lentamente

0.8 mL de FUCe

Nanoparticulas
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Figura 3.1 - Representacio esquemdtica do processo de formulacdo das nanoparticulas CS/FUCe por

complexacio polieletrolitica.
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3.5 Caracterizagdo das nanoparticulas

3.5.1 Propriedades fisico-quimicas

As nanoparticulas preparadas foram caraterizadas quanto ao seu tamanho e indice de
polidispersdo por uma técnica de dispersdo dinamica da luz (DLS, do inglés “Dynamic Light
Scattering”), tendo-se caraterizado o potencial zeta por eletroforese de laser Doppler. Para
estas analises foi utilizado o Zetasizer® (Nano ZS, Malvern, Reino Unido), tendo-se utilizado
40 pL de cada amostra de nanoparticulas, que se diluiram em 1 mL de agua ultrapurificada
previamente filtrada (0.22 pm, material PVDEF, Millipore Millex-GV, Alemanha). As amostras

foram colocadas em células adequadas para as respetivas medi¢des (n=3).

3.5.2 Rendimento de produgao das nanoparticulas

Numa primeira abordagem, foram estabelecidos critérios de selecio das
nanoparticulas produzidas. As amostras em que se verificava a ocorréncia de efeito Tyndall,
foram selecionadas para a realizagdo do estudo do rendimento de produgdo. As preparagoes

que ndo apresentaram efeito Tyndall foram excluidas do estudo deste pardmetro.

Depois de produzidas de acordo com o procedimento descrito na seccdo 3.4, as
nanoparticulas foram sujeitas a um processo de centrifugagdo a 16000 xg durante 30 min a 15
°C (Mikro 200R, Hettich, Alemanha), sendo o sobrenadante desprezado. As amostras foram
congeladas a -80 °C e, posteriormente, liofilizadas (FreeZone 6Plus, Labconco, Kansas City,
MO, USA). As condi¢des de liofilizagao incluiram temperatura entre -55 °C e -85 °C,

utilizando uma pressdo de 11 Pa, tendo o processo decorrido durante 72 h.

O rendimento de produgido das nanoparticulas (1) foi calculado com a seguinte
formula:

%) = massa nanoparticulas % 100
n (%) = massa total dos so6lidos

em que 7 corresponde ao valor de rendimento em percentagem, massa nanoparticulas

corresponde ao valor de massa da amostra apos a liofilizacio e massa total de sdlidos
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corresponde a massa total de constituintes sdlidos utilizados para a elabora¢iao das

nanoparticulas.

3.5.3 Analise estatistica

Para a andlise dos resultados das caracteristicas das nanoparticulas obtidas, foi
realizado um teste de compara¢des multiplas de Dunn’s, por analise de varidncia unilateral
(ANOVA), utilizando o software estatistico Graphpad Prism® (Versio 9.2.0). As diferencas

foram consideradas significativas a um nivel de p<0.05.
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4. Resultados e Discussao

Neste capitulo sao apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo do
trabalho, que teve como foco a formulagdo de nanoparticulas a partir de extratos de origem
marinha obtidos de duas algas castanhas comestiveis, os quais contém fucoidano (FUCe), e de
um polimero comercial, amplamente estudado para aplicagbes na area da veicula¢dao de

farmacos, o CS.

Os extratos das algas escolhidos para este trabalho foram caracterizados anteriormente
em trabalhos ja publicados (61,62). A informagao relacionada com a composi¢do ¢ um fator
determinante para conhecer as propriedades que os extratos podem ter em termos da sua
capacidade de formula¢ao de nanoparticulas poliméricas pelo método de complexacgio
polieletrolitica. Para esta capacidade contribui em larga medida a determina¢ao da densidade

de carga, que assume particular importancia neste método.

A complexagdo polieletrolitica, utilizada neste trabalho, é um processo que envolve
interagoes eletrostaticas entre o FUCe, que possui grupos sulfato carregados negativamente, e
o CS, que tem na sua estrutura grupos amina carregados positivamente. Quando se misturam
solugdes de ambos os polimeros, ocorre um fenémeno denominado de complexagdo
polieletrolitica, que acontece de forma instantanea e que corresponde essencialmente a
interagdes entre as cadeias poliméricas dos dois materiais utilizados, de cargas opostas. Dessa
interagdo resulta a formagao das nanoparticulas poliméricas, a que foi atribuida a designagao

de CS/FUCe.
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4.1 Caracterizagao das nanoparticulas

O processo de produgdo de nanoparticulas focou-se experimentalmente na avaliagao
do efeito de utilizar solugoes de diferentes concentragdes de FUCe, de duas algas distintas, as
quais foram adicionadas a uma solugdo de CS a concentragdo e volume constante. Sendo o
volume da solu¢ao de FUCe mantido igualmente constante, avaliaram-se concentragdes de
FUCe que resultaram em racios de massa de CS/FUCe = 4/1, 1/1 e 1/4. Assim, foi possivel

estudar o efeito que ocorre ao aumentar a concentragio de FUCe.

Apés a produgdo das nanoparticulas de CS/FUCe de acordo com a metodologia
anteriormente descrita, foi realizada uma caracterizagao fisico-quimica das mesmas, tendo-se
avaliado os parametros tamanho, indice de polidispersao (distribuicdo de tamanho) e
potencial zeta. Além disso, foi ainda calculado o rendimento de producdo das diferentes
formulagdes de nanoparticulas preparadas. Todos os resultados obtidos foram descritos no

Anexo 7.2 para os extratos obtidos das duas algas estudadas.

O tamanho das nanoparticulas ¢ um dos fatores mais criticos destes sistemas, pois
afeta de forma direta as eventuais aplicagdes na area farmacéutica, estando relacionado com a
via de administragdo que se pretende utilizar, com o tempo de semivida das nanoparticulas
durante a circulagdo sanguinea, a chegada aos alvos terapéuticos e a internaliza¢ao celular
(86). A elevada superficie de contacto das nanoparticulas de menor tamanho permite uma
maior capacidade de interagao com as células, o que podera favorecer abordagens inovadoras
a nivel terapéutico numa potencial aplicagdo nessa vertente (71) e justifica que tipicamente se

pretendam obter nanoparticulas de tamanhos reduzidos.

Em paralelo, o indice de polidispersao (Pdl) ¢ um parametro utilizado para descrever o
grau de dispersao da distribuicio de tamanho das nanoparticulas. Idealmente, as
nanoparticulas devem apresentar homogeneidade de tamanho, o que se traduz em populagdes
monodispersas. No entanto, este parAmetro nem sempre é ficil de controlar, sendo afetado
por uma série de parametros que incluem, entre outros, a composi¢do da matriz, a natureza

dos solventes utilizados e o tipo de método selecionado para a preparagdo. O valor numérico
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de Pdl varia entre 0 (para uma amostra perfeitamente uniforme, monodispersa, em relagao ao
tamanho das particulas) e 1 (o que carateriza uma amostra altamente polidispersa com
multiplas populagdes de particulas de diferentes tamanhos) (87). A Figura 4.1 representa
esquematicamente a relagdo entre o tamanho das particulas e os valores de Pdl, onde se pode
observar a diferenca entre uma amostra de particulas polidispersa e uma amostra de particulas

monodispersa.

Intensidade
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<
o
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=
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Tamanho (nm) Tamanho (nm)

Figura 4.1 - A e B: Representagio esquematica do tamanho de particulas de uma polidispersdo (A) e de uma
monodispersdo (B). C e D: Representagio esquemdtica da distribui¢do de tamanho de particulas de uma amostra
com particulas polidispersas (Pdl > 0,7) (C) e de uma amostra com particulas monodispersas (Pdl < 0,3) (D).
Adaptado de (87), estudo de nanossistemas lipidicos.

O potencial zeta é o pardmetro que permite avaliar a carga superficial das
nanoparticulas analisadas. Quando as nanoparticulas estdo em dispersao num liquido, a carga
medida é na realidade a da camada estacionaria de fluido ligada a particula em dispersao. As
carateristicas superficiais das nanoparticulas sdo muito importantes no que se refere a sua

distribuicdo e intera¢do com as estruturas envolventes. Quando apds a administragido
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alcangam a corrente sanguinea, as nanoparticulas podem sofrer rapidamente o processo de
opsoniza¢ao, o que culminara rapidamente numa elimina¢ao pelos macrofagos. O sistema
reticuloendotelial, presente em todo o organismo, mas com prevaléncia no figado e bago, é
um dos grandes obstaculos para a chegada das nanoparticulas aos locais de agdo pois tem a
capacidade de reconhecer e remover os sistemas de veiculagdo da circulagao sistémica,
evitando consequentemente que os farmacos associados cheguem aos locais alvo. Nio
obstante essa tendéncia natural para opsonizagdo e consequente eliminagdo, a carga
superficial das nanoparticulas desempenha um papel fundamental na intera¢ao celular e,
consequentemente, na potencial internalizacdo. As membranas celulares possuem na sua
estrutura glicosaminoglicanos (GAG’s) e residuos de acido sidlico que atribui carga negativa
(88). Este potencial negativo das células favorece o estabelecimento de interagdes eletrostaticas
com nanoparticulas que exibam carga superficial positiva, promovendo a sua ligagdo e

eventual internalizacdo (89).

O potencial zeta tem também uma grande influéncia na estabilidade dos sistemas
nanoparticulados. Quanto mais elevado for o valor absoluto do potencial zeta, maior
estabilidade tera a formula¢do de nanoparticulas, ja que a existéncia de carga assegura o
afastamento das nanoparticulas umas das outras, fruto da repulsdo eletrostatica, o que
contribui para impedir a sua agregacdo. A bibliografia descreve uma classificagio da
estabilidade das nanoparticulas em fun¢do do seu potencial zeta, classificando-as como
altamente instaveis (potencial zeta de + 0-10 mV), relativamente estaveis (+ 10-20 mV),

moderadamente estaveis (+ 20-30 mV) e altamente estaveis (> + 30 mV) (90).

As nanoparticulas sdo sistemas coloidais que se caraterizam por exibir algumas
propriedades diferenciadoras face a outros sistemas em dispersdo, como as suspensdes. Uma
dessas carateristicas diz respeito a uma propriedade Otica e consiste na capacidade de
dispersao de luz para nanoparticulas cujo didmetro supera o comprimento de onda da luz
incidente. Essa capacidade de dispersao de luz traduz-se num aspeto turvo das formulagdes de
nanoparticulas e é tipicamente denominada efeito Tyndall (91). Quando o efeito Tyndall é

reduzido, sendo a dispersdo de nanoparticulas mais transparente, isso é indicador de reduzida
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formagdo de nanoparticulas, ou seja, um baixo rendimento de produgdo. Ao contrario, uma
turvagdo elevada, que corresponde a um efeito Tyndall notério, indica um rendimento de
producdo mais elevado. Assim, a observagdo macroscépica desse parametro permite ter uma
no¢do quase imediata das condi¢bes de preparagio que permitem obter uma maior
quantidade de nanoparticulas. Esse foi um dos primeiros aspetos registados na produgao das
nanoparticulas nas condi¢oes selecionadas para este estudo. As formulagdoes que
demonstraram ter efeito Tyndall foram as NP CS/FUCe = 1/4 (m/m) produzidas com extrato
de Laminaria ochroleuca obtido a 160 °C e as NP CS/FUCe = 1/1 (m/m) com extrato de
Himanthalia elongata obtido quer a 120 °C, quer a 160 °C. Desde logo se percebeu que a
composicao de cada extrato afeta naturalmente a capacidade de formagao de nanoparticulas, a
qual esta favorecida para extratos que tenham maior quantidade de grupos sulfato (61,62),
uma vez que essa ¢ a variavel mais notoria, tendo em conta que a quantidade de CS se mantém
sempre constante.

Abaixo detalham-se as carateristicas determinadas para as varias formulagoes de

nanoparticulas preparadas.

4.1.1 Nanoparticulas elaboradas com extratos de Laminaria ochroleuca

O efeito da utilizacdo de extratos obtidos a diferentes temperaturas e também de
diferentes concentra¢des de extrato, estas ultimas materializadas em diferentes razdes de
massa CS/FUCe, foi testado para cada uma das algas avaliadas. A Figura 4.2 apresenta os
resultados de tamanho das nanoparticulas formuladas com extrato da alga Laminaria
ochroleuca. Verifica-se que tanto a temperatura de extragido da alga como as concentragdes de

extrato utilizadas afetam o tamanho das nanoparticulas (p < 0.05).

A observagio generalizada dos dados de tamanho indica que as nanoparticulas
CS/FUCe = 4/1 apresentam os valores mais elevados para cada um dos extratos utilizados. Os
tamanhos reduzem-se depois para a razdo de massa 1/1, ndo se alterando de forma geral
quando as nanoparticulas sdo produzidas com CS/FUCe = 1/4. Assim, com pequenas
excegoes, existem diferencas de 4/1 para 1/1 e de 4/1 para 1/4, sugerindo que ha um

decréscimo de tamanho com o aumento da quantidade de FUCe presente nas nanoparticulas.
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Figura 4.2 - Tamanho médio das nanoparticulas quitosano/fucoidano (CS/FUCe = 4/1, 1/1, 1/4, m/m)
formuladas com extratos da alga Laminaria ochroleuca obtidos a 120 °C, 160 °C e 220 °C. Os dados representam
amédia e o desvio padrio (n > 3). As nanoparticulas que demonstraram ter efeito Tyndall foram assinaladas com
*

Ao analisar o peso molecular dos compostos, a literatura refere que o CS utilizado
neste trabalho tem um peso molecular de cerca de 169 kDa (79). Por outro lado, é indicado
que o FUCe da Laminaria Ochroleuca obtido a temperaturas de extracdo mais reduzidas (70-
100 °C ) apresenta um peso molecular de cerca de 12 kDa (64) e a uma temperatura de 220 °C
de aproximadamente 80 kDa (62), em todo o caso sempre bastante mais baixo do que o CS. O
protocolo de preparagio das nanoparticulas neste trabalho, envolve a utilizagio duma
quantidade constante de um polimero com cadeias poliméricas maiores (CS), a que se
adiciona uma pequena quantidade de FUCe. As interagdes promovidas entre cadeias de
carateristicas tao diferentes podem ser aleatodrias e, principalmente quando a quantidade de
FUCe ¢ muito pequena, podem formar-se alguns agregados maiores que nao correspondem
exatamente a uma formagdo continua e homogénea de nanoparticulas, o que justifica o
aumento do tamanho nas razoes de massa CS/FUCe = 4/1. Este comportamento também foi

observado em formula¢des desenvolvidas com extratos das mesmas algas castanhas, mas

obtidos a menores temperaturas (64).

Por outro lado, como ja referido anteriormente, o efeito Tyndall foi observado
principalmente na formula¢ao CS/FUCe = 1/4 preparada com FUCe obtido a 160 °C, o que

indica formagdo de nanoparticulas. A razao de massa utilizada neste caso corresponde a que
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envolve maior quantidade de FUCe, favorecendo assim a ocorréncia de interagdes
eletrostaticas em quantidade suficiente para resultar na formagido de nanoparticulas
poliméricas de uma forma mais consistente e com tamanhos mais constantes (Pdl =0,285). O
mesmo ndo acontece com os FUCe obtidos a 120 °C e 220 °C, o que pode ser explicado pela
composi¢ao dos extratos utilizados. De facto, estudos anteriores mostraram uma degradagio
do polimero e, consequentemente, menor quantidade de sulfato, particularmente para o FUCe
obtido a 220 °C, mas também a 120 °C se verifica a existéncia de menor quantidade de grupos
sulfato disponiveis, o que limita a intera¢io com o CS, essencial para a produgio de

nanoparticulas (62).

De forma geral ndo se observam diferencas significativas quando, para uma mesma
razdo de massa, se compara o efeito de utilizar extratos obtidos a temperaturas diferentes,
exceto para CS/FUCe = 1/1 em que se verificou uma diferenca significativa de tamanho entre
as nanoparticulas formuladas com FUCe extraido a temperatura de 120 °C e 160 °C (p < 0,05),
com tamanho mais reduzido para o extrato de 160 °C. O mesmo estudo prévio ja referido
anteriormente identificou que a maior quantidade de fucoidano (maior teor de fucose e
sulfato) ¢é registada nos extratos obtidos a 160 °C (62). O facto de existir uma maior
concentra¢ao de fucoidano pode promover uma maior interagao entre os sulfatos (presentes
no fucoidano, logo no FUCe) e as aminas (presentes em CS). Na andlise geral, as
nanoparticulas que apresentaram o tamanho mais reduzido foram as CS/FUCe = 1/1
produzidas com extrato obtido a 160 °C, revelando um tamanho médio de 390 nm e um Pdl
de 0,390. Este dltimo pardmetro (PdI - polidispersdo) é, como referido anteriormente, de
grande relevancia na caraterizagao, indicando a distribui¢do de tamanhos. Tal como mostrado
na Tabela 4.1, verifica-se que, de forma geral, ocorre uma diminui¢do do Pdl em paralelo a
diminui¢do do tamanho e ao aumento da concentragio de FUCe nas nanoparticulas. Isto
indica que as formulagdes com maior concentragio de FUCe apresentam menor
polidispersdo. Todas as amostras em analise resultaram em valores de Pdl dentro de intervalos
adequados para caraterizagdo, o que esta geralmente associado ao limite superior de 0,7 (87).
As formulagoes CS/FUCe = 1/4 - 160 °C e CS/FUCe = 1/4 - 120 °C, foram as que

apresentaram menores valores de polidispersdo, respetivamente de 0,285 e 0,276. E relevante
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sobretudo para a formulagdo preparada com o extrato obtido a 160 °C, dada a verificagdo de

produgio efetiva de nanoparticulas, tendo em conta o efeito Tyndall observado.

Tabela 4.1 - Indice de polidispersdo (Pdl) das nanoparticulas CS/FUCe formuladas com Laminaria ochroleuca
(média + desvio padréo; n > 3). As nanoparticulas que demonstraram ter efeito Tyndall estdo assinaladas com *.

Textracaio FUCe (°C) CS/FUCe (m/m) Pdl
120 4/1 0,596 = 0,023
1/1 0,426 £ 0,162
1/4 0,276 £ 0,075
160 4/1 0,486 + 0,033
1/1 0,390 £ 0,127
1/4 * 0,285 + 0,020
220 4/1 0,650 + 0,082
1/1 0,521 £ 0,069
1/4 0,546 £ 0,103

CS: quitosano; FUCe: extrato de fucoidano; Teargo FUCe: Temperatura de

extragio de FUCe.

O potencial zeta é um pardmetro de grande importincia, ja que proporciona
indicacbes sobre a potencial estabilidade da formulagio (90), bem como sobre a sua
capacidade de interagdo com as estruturas do organismo, como as células (89). O potencial
zeta traduz a carga superficial das particulas. A Figura 4.3 apresenta os resultados obtidos para
o potencial zeta das nanoparticulas formuladas, com base na qual se verifica que tanto a
temperatura de extragdo da alga como as concentragdes de extrato utilizadas afetam a carga

superficial das nanoparticulas (p < 0.05).
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Figura 4.3 - Potencial zeta médio das nanoparticulas CS/FUCe (4/1, 1/1, 1/4, m/m) formuladas com extratos da
alga Laminaria ochroleuca obtidos a 120 °C, 160 °C e 220 °C. Os dados representam a média e o desvio padréo (n
> 3). As nanoparticulas que demonstraram ter efeito Tyndall foram assinaladas com *.

Ao analisar o resultado do potencial zeta para as nanoparticulas verificou-se que todas
as formulagoes exibiram carga positiva, mesmo quando a quantidade de FUCe, que tera carga
negativa, se sobrepde a de CS. Esta observagao é indicativa do facto da densidade de carga do
CS ser mais elevada do que a do FUCe, tal como ja foi observado em trabalhos anteriores (64).

As nanoparticulas CS/FUCe = 4/1 néo registam alteracdes de potencial zeta em fungéo
da utilizagdo de extratos obtidos a temperaturas diferentes, situando-se em todos os casos a
volta dos + 20-25 mV. Ja nas nanoparticulas CS/FUCe = 1/1 e 1/4, o potencial zeta foi bastante
mais elevado (+50 a +60 mV) para a formula¢ido preparada com extrato obtido a 160 °C, que
ja tinha sido evidenciado anteriormente por originar as nanoparticulas de menor tamanho e
de maior homogeneidade de tamanhos. Este efeito ¢ inesperado, uma vez que estudos
anteriores (62) indicaram que a 160 °C se obtém o extrato com maior quantidade de sulfato. O
expectavel seria, entao, que existisse maior interagao entre os grupos sulfato e os grupos amina
do CS, conduzindo a uma maior neutralizacio. Claramente esse ndo é o efeito ocorrido,
aumentando o potencial zeta de CS/FUCe = 4/1 para 1/1 e 1/4 (p < 0.05). Uma possivel
explicagdo podera estar no facto de este estudo envolver a utilizagao de extratos complexos
dos quais nao foram isolados os componentes cuja interagio assegura a producao das

nanoparticulas. Assim, é conhecida a presenca de outros componentes para além do
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fucoidano, que incluem glucose, galactose, xilose, etc., que podem camuflar parte das cargas
negativas, criando um efeito de escudo, tornando-as indisponiveis para a interagdo com o CS.
Para além disso, como hd uma grande diferenca no tamanho das cadeias poliméricas, as
cadeias menores de fucose talvez encontrem dificuldades em percorrer a grande cadeia de CS
para aceder a superficie das nanoparticulas e, assim, interferir na carga superficial (62).

Foi igualmente observado que a utilizagdo dos extratos obtidos a 220 °C conduziu a
diferencas significativas (p < 0.05) para as NP CS/FUCe = 1/1 e 1/4, na comparagdo com
extratos obtidos a 160 °C. Significa que o aumento da temperatura de extragdo modifica a
quantidade de cargas que possam estar disponiveis para formular nanoparticulas. Tendo em
conta este comportamento inesperado, ao analisar os dados publicados no que diz respeito aos
espetros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) de extratos obtidos da
Laminaria ochroleuca, a Figura 4.4 mostrou que quanto menor ¢é a temperatura de extragao,
mais marcada é a banda obtida entre 1240-1260 cm™ que pode estar relacionada com a
existéncia de grupos sulfato, exceto nos extratos obtidos a 220 °C (62,64). Através de analise
deste estudo em que foi caracterizada a quantidade de compostos extraidos da alga Laminaria
ochroleuca, no caso dos extratos obtidos a temperatura de 220 ° C, estio presentes
quantidades relevantes de grupos sulfato, mas quantidades muito pequenas de fucose, pelo
que se entende que nao exista propriamente uma elevada quantidade de fucoidano. No
entanto, a esta temperatura verificou-se uma elevada quantidade de galactose e xilose, pelo
que se considera que os sulfatos possivelmente estejam ligados a esses oligossacarideos (62).
Com mais estudos feitos neste sentido, poderia ser explicado o menor valor de potencial zeta
que ¢ obtido no extrato a 220 °C quando comparado com os resultados das nanoparticulas
formuladas com extratos obtidos a 160 °C. Ha ainda a real¢ar o facto de que a determinagio de
sulfatos é realizada com uma técnica que envolve uma hidrolise e permite quantificar a
totalidade dos sulfatos existentes. No entanto, nao pode assumir-se de forma linear que todos
esses sulfatos estardo disponiveis para a intera¢ao, o que podera ser uma justificagdo para os

resultados obtidos.

De facto, as nanoparticulas preparadas com FUCe obtido a 220 °C registaram

constancia do valor de potencial zeta mesmo apds o aumento da concentragdo de FUCe.
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Possivelmente, serd o extrato com a menor quantidade de fucoidano devido a eventual
degradagdo a elevadas temperaturas, sendo possivel que a carga existente seja muito
semelhante nos varios extratos, proporcionando a formulagio de nanoparticulas com

carateristicas semelhantes mesmo quando se variam as razdes de massa.
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Figura 4.4 - Espetro FTIR de extratos bioativos obtidos por auto hidrolise de Laminaria ochroleuca a diferentes
temperaturas de extragdo. Adaptado de (62).

Como referido anteriormente, foi determinado o rendimento de produgdo para as
nanoparticulas em que se observou efeito Tyndall visivel. Foi realizado um processo de
liofilizagdo, que permitiu a eliminagdo da agua existente por sublimagdo, secando assim as
amostras. As amostras obtidas apos liofilizagdo estao representadas na Figura 4.5. A imagem
sugere desde logo que algumas amostras apresentam maior quantidade de nanoparticulas do
que outras.

Nas nanoparticulas formuladas com FUCe de Laminaria ochroleuca, apenas a formulagido
CS/FUCe = 1/4 formulada com extrato obtido a 160 °C apresentou efeito Tyndall, ainda que
considerado ligeiro. Em linha com essa observagio, o rendimento de produgéo foi baixo, de

4,3 + 1,5 %.
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Figura 4.5 - Eppendorfs relativos a amostras de nanoparticulas CS/FUCe formuladas com extratos obtidos de
Laminaria ochroleuca e Himanthalia elongata apés liofilizagao. 5C - CS/FUCe = 1/4, 160 °C Laminaria
ochroleuca; 7C - CS/FUCe = 1/1, 160 °C Himanthalia elongata; 8C - CS/FUCe = 1/1, 120 °C Himanthalia
elongata. Amostra 6C nio relevante para o trabalho em questéo.

4.1.2 Nanoparticulas elaboradas com extratos de Himanthalia elongata

Um procedimento semelhante ao utilizado com o extrato anterior foi aplicado nos
extratos da alga Himanthalia elongata para preparagdo das nanoparticulas. Ao formular as
nanoparticulas CS/FUCe = 1/4 utilizando os extratos obtidos a 120 °C e 160 °C, verificou-se
que nessas amostras ocorreu a formagdo de um precipitado (Figura 4.6) o que impossibilitou a
continuagdo dos ensaios com estas formula¢des em especifico. Ambos os casos correspondem
a nanoparticulas formuladas com a maior concentragao de extrato de alga testada, sendo por
isso maior a quantidade de carga anidnica disponivel. A presenca de um excesso de carga
negativa pode neutralizar as cargas positivas provenientes do quitosano, anulando o efeito de
repulsdo electroestatica, o que culmina em agregacao e, assim, formac¢do de um precipitado

(79).
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Figura 4.6 - Imagens representativas da formagao de precipitado nas nanoparticulas (a) CS/FUCe = 1/4
produzidas com extrato obtido a 120 °C e (b) CS/FUCe =1/4 produzidas com extrato obtido a 160 °C. Os tubos

relativos a cada caso estdo indicados com uma seta.
As Figuras 4.7 e 4.8 representam, respetivamente, os resultados de tamanho e potencial

zeta em média das amostras formuladas com extratos obtidos a diferentes temperaturas a

partir da alga castanha Himanthalia elongata.
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Figura 4.7 - Tamanho médio das nanoparticulas CS/FUCe (4/1, 1/1, 1/4, m/m) formuladas com extratos da alga
Himanthalia elongata obtidos a 120 °C, 160 °C e 220 °C. Os dados representam a média e o desvio padrio (n = 3).
As nanoparticulas que demonstraram ter efeito Tyndall foram assinaladas com *.
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A Figura 4.7 revela que, a exemplo do que se observou com os extratos de Laminaria
ochroleuca, as nanoparticulas CS/FUCe exibem tendencialmente menor tamanho a medida
que aumenta na sua composi¢ao a quantidade de FUCe. Neste caso, o tamanho mais reduzido
(246 nm; Pdl 0,402) foi registado para as nanoparticulas CS/FUCe = 1/4 produzidas com
extrato obtido a 220 °C. Nas nanoparticulas produzidas com este extrato (220 °C) houve um
decréscimo significativo do tamanho das nanoparticulas a medida que se foi aumentando a
concentragao de FUCe (p < 0.05). Este decréscimo de tamanho pode estar relacionado com a
presenca duma quantidade constante de um polimero com cadeias poliméricas maiores (CS),
a que se adiciona uma pequena quantidade de FUCe, pela mesma razdo apresentada
anteriormente nos resultados de Laminaria ochroleuca, podem formar-se alguns agregados
maiores que ndo correspondem exatamente a uma formagao continua e homogénea de
nanoparticulas, o que justifica o0 aumento do tamanho nas razdes de massa CS/FUCe = 4/1.
Enquanto para as nanoparticulas produzidas com o extrato obtido a 220 °C o decréscimo ¢
sustentado, o facto de ter havido precipitagdo para as nanoparticulas CS/FUCe = 1/4
produzidas com extratos obtidos a 120 °C e 160 °C impede conclusdes mais abrangentes.
Importa ainda referir que, para o extrato obtido a 160 °C, as particulas obtidas tém um
tamanho ja proximo de 1 pm, assim limitando por exemplo a capacidade de interagao com as
estruturas celulares que é proporcionada por veiculos mais pequenos. O PdI (Tabela 4.2) foi,

com poucas exce¢des, mais baixo nas nanoparticulas com maior quantidade de FUCe.

Tabela 4.2 - Indice de polidispersdo (Pdl) das nanoparticulas CS/FUCe formuladas com Himanthalia elongata

(média + desvio padrdo; n = 3). Estes dados encontram-se em anexo.

Textracao FUCe (°C) CS/FUCe (m/m) Pdl
120 4/1 0,336 £ 0,112
1/1 0,381 £ 0,110
160 4/1 0,513 £ 0,165
1/1 0,466 £ 0,151
220 4/1 0,524 £ 0,072
1/1 0,419 + 0,063
1/4 0,402 £ 0,086

CS: quitosano; FUCe: extrato de fucoidano; Teango FUCe: Temperatura de

extragio de FUCe.
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O potencial zeta das nanoparticulas, mostrado na Figura 4.8, regista uma carga
superficial positiva em todas as formula¢des produzidas, tal como se observou também para as
nanoparticulas produzidas com o extrato de Laminaria ochroleuca. De novo, esta observagao
demonstra a superioridade da densidade de carga do CS face ao FUCe. Pode ainda dizer-se
que as nanoparticulas CS/FUCe produzidas com extratos obtidos a 120 °C e 160 °C, assim
como as CS/FUCe = 1/4 produzidas com o extrato obtido a 220 °C, exibem potencialmente
maior estabilidade, uma vez que apresentam valores absolutos de potencial zeta superiores a
+30 mV (90). Para os extratos obtidos a 120 °C e 160 °C, em que se produziram apenas
nanoparticulas CS/FUCe = 4/1 e 1/1, os valores de potencial zeta mantiveram-se
aproximadamente iguais acima dos +60 mV. J4 nas nanoparticulas formuladas com extrato de
alga a 220 °C, houve diferencas significativas entre as razdes de massa 4/1, 1/1 e 1/4 (p < 0,05).
Nessa progressdo de razdes de massa, em que o FUCe vai aumentando, era esperavel uma
diminuigao do valor de potencial zeta mas, surpreendentemente, o observado foi o contrario,
tal como verificado na outra alga analisada. Foi ainda visivel uma grande diferen¢a no valor
do potencial zeta nas nanoparticulas CS/FUCe = 4/1 e 1/1 formuladas com extrato obtido a
220 °C quando comparado com nanoparticulas formuladas com extratos de 120 °C e 160 °C (p

<0.05).
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Figura 4.8 - Potencial zeta médio das nanoparticulas CS/FUCe (4/1, 1/1, 1/4, m/m) formuladas com extratos da
alga Himanthalia elongata obtidos a 120 °C, 160 °C e 220 °C. Os dados representam a média e o desvio padrao (n
> 3). As nanoparticulas que demonstraram ter efeito Tyndall foram assinaladas com *.
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Ao analisar os dados publicados no que diz respeito ao FTIR de extratos obtidos da
Himanthalia elongata (Figura 4.9) verifica-se que quanto menor é a temperatura de extragio,
mais marcada é a banda obtida a 1260 cm™ que pode estar relacionada com a existéncia de
grupos sulfato, ou seja, a quantidade de sulfatos presente nos extratos de Himanthalia
elongata obtidos a 220 °C era menor do que nos extratos obtidos a temperatura de 120 °C e
160 °C. Seria de esperar que a medida que se aumentasse a concentragdo de FUCe existisse
uma diminui¢ao dos valores de potencial zeta. Porém, durante a analise dos extratos verificou-
se que ha um aumento da quantidade de oligossacarideos extraidos com o aumento da
temperatura de extragdo da alga. Tal como foi reportado na secgao anterior referente aos
resultados de potencial zeta dos extratos obtidos de Laminaria Ochroleuca, a complexidade
composicional dos extratos utilizados, com presenca de outras substancias para além do
fucoidano, pode ter originado a camuflagem de parte das cargas negativas, criando um efeito
de escudo, tornando-as indisponiveis para a interagdo com o CS. Assim, os extratos obtidos a
120 °C e 160 °C, apesar de apresentarem uma quantidade maior de sulfatos, poderdo nao ter

estes grupos totalmente disponiveis para interagdo com os grupos amina do CS (61).

1260

e
e —

3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimento de onda (cm™)

120°C ——160°C ——220°C

Figura 4.9 - Espetro FTIR de extratos bioativos obtidos por auto hidrolise de extratos liquidos de Himanthalia
elongata a diferentes temperaturas de extragao. Adaptado de (61).
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As nanoparticulas foram igualmente caraterizadas quanto ao rendimento de produg¢ao,
o qual, para esta alga Himanthalia elongata, foi calculado apenas para as nanoparticulas
CS/FUCe = 1/1 formuladas com extrato obtido a 120 °C e 160 °C, que apresentaram efeito

Tyndall. Os valores de rendimento de produgéo estao detalhados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 -Rendimento de produ¢do das nanoparticulas CS/FUCe formuladas com extratos da alga
Himanthalia elongata obtidos a diferentes temperaturas. Os resultados representam a média e o desvio padréo
(n=3).

Fonte FUCe Textragdo (°C) CS/FUCe (m/m) Rendimento (%)
Himanthalia elongata 120 1/1 24,0 +4,0
160 1/1 33,3 +6,1

Os rendimentos de produgdo das formulagdes com FUCe de Himanthalia elongata
CS/FUCe = 1/1 preparadas com extratos obtidos a 120 °C e 160 °C, apresentaram valores de
rendimento mais elevados quando comparados com os valores de rendimento de Laminaria
ochroleuca. Este resultado seria expectdvel uma vez que as nanoparticulas formuladas com

FUCe de Himanthalia elongata demonstraram ter um efeito Tyndall mais intenso.
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5. Conclusio e Perspetivas Futuras

Neste trabalho, com a finalidade de utilizar compostos de origem marinha para a
produgao de nanoparticulas com potencial interesse terapéutico, verificou-se que o método de
complexacio polieletrolitica foi adequado para produzir nanoparticulas a partir dos polimeros
de origem marinha selecionados, CS e FUCe. Em algumas condi¢oes testadas, foi possivel
preparar sistemas nanoparticulados com caracteristicas de tamanho e potencial zeta
consideradas adequadas para utiliza¢ao na area farmacéutica.

A utilizagdo de algas de origem diferente para preparagdo dos extratos nao se traduziu
em diferencas significativas nas nanoparticulas preparadas. As nanoparticulas produzidas com
maior teor de FUCe, exibiram tamanhos mais reduzidos (entre 240-400 nm) e dispersdes de
tamanho mais uniformes (entre 0,28 e 0,4), possivelmente devido ao aumento de cadeias
fucose-grupos sulfato disponiveis e, por isso, maior disponibilidade de grupos capazes de
estabelecer interagdo com o CS. Por outro lado, o potencial zeta revelou valores inesperados
uma vez que foi detetada uma tendéncia de aumento da carga superficial das nanoparticulas
com o aumento do teor de FUCe nas preparagdes, o que diverge das expectativas uma vez que
este composto contém na sua constitui¢do grupos sulfato carregados negativamente. Sugere-se
que uma indisponibilidade desses grupos para interagao, por algum efeito do tipo escudo, ndo
obstante a sua presenca, possa ser uma possivel explicacdo para os resultados observados.

A observagdo do efeito Tyndall e consequente calculo dos rendimentos de produgéo
das nanoparticulas que exibiram esse efeito, permitiu concluir que os extratos de Himanthalia
elongata apresentam maior capacidade de produgio das nanoparticulas, exibindo
rendimentos de produgido superiores, da ordem dos 24-33%, em compara¢ao com os cerca de
4% quantificados para as nanoparticulas preparadas com extratos de Laminaria ochroleuca.

De modo geral, os extratos de algas parecem ter algum potencial para a produgdo de
nanoparticulas, ndo obstante a necessidade de realizar mais estudos para permitir conclusoes
mais objetivas. Estudar a capacidade de encapsulagio de uma molécula de interesse, bem
como a estabilidade e o comportamento a nivel de toxicidade, sdo exemplos de proximos

passos a seguir na avaliacdo dos sistemas.
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7. Anexos

7.1 Desenho experimental das nanoparticulas CS/FUCe

Tabela 7.1 - Volumes e concentragoes de todos os componentes utilizados na preparagao das nanoparticulas
CS/FUCe.

CS/FUCe [CS] (mg/mL) [FUCe] (mg/mL) Ves (mL) Vreuce (mL) Vota (ML)

4/1 1 0,625 2 0.8 2.8
1/1 1 2,5 2 0.8 2.8
1/4 1 10 2 0.8 2.8
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7.2 Resultados obtidos

Tabela 7.2 - Valores de tamanho (nm), indice de polidispersio (Pdl) e potencial zeta (mV) obtidos nas
nanoparticulas CS/FUCe formuladas com extratos obtidos de Laminaria ochroleuca.

CS/FUCe
120°C 160 °C 220°C
Razdo Tamanho P. Zeta Tamanho P. Zeta Tamanho P. Zeta
n Pdl Pdl Pdl
(m/m) (nm) (mV) (nm) (mV) (nm) (mV)
4/1 739.0 0.569 +23.8 690.1 0.520 +21.9 716.8 0.672 +21.6
1 1/1 621.9 0.429 +20.0 3343 0.380 +48.8 578.4 0.480 +18.1
1/4 500.7 0.254 +40.1 486.8 0.278 +57.8 406.2 0.650 +17.2
4/1 851.4 0.609 +28.5 576.6 0.523 +26.6 625.2 0.559 +19.6
2 1/1 626.1 0.262 +20.0 3224 0.412 +55.9 501.3 0.601 +13.2
1/4 473.8 0.215 +40.9 513.6 0.284 +58.3 410.2 0.543 +23.2
4/1 736.1 0.610 +23.8 561.1 0.456 +22.5 716.2 0.718 +19.6
3 1/1 602.7 0.586 +21.8 408.7 0.354 +55.1 585.9 0.483 +18.2
1/4 505.4 0.360 +44.3 421.8 0.288 +59.6 483.6 0.445 +17.0
4/1 - - - 566.6 0.470 +27.2 - - -
4 1/1 - - - 3454 0.396 +42.2 - - -
1/4 - - - 456.7 0.324 +60.9 - - -
4/1 - - - 586.0 0.460 +24.5 - - -
5 1/1 - - - 438.5 0.343 +45.1 - - -
1/4 - - - 481.4 0.294 +62.3 - - -
4/1 - - - 612.3 - - - - -
6 1/1 - - - 382.2 0.409 +45.2 - - -
1/4 - - - 448.3 0.287 +62.4 - - -
4/1 - - - 542.9 - - - - -
7 1/1 - - - 445.1 0.173 +44.9 - - -
1/4 - - - 473.3 0.273 +61.6 - - -
1/1 - - - 4443 0.377 +57.4 - - -
5 1/4 - - - 479.5 0.254 +61.6 - - -
9 1/1 - - - 498.4 0.669 +60.0 - - -

Tabela 7.3 - Resultados obtidos do rendimento de produ¢io em nanoparticulas CS/FUCe formuladas com
extratos da alga Laminaria ochroleuca a diferentes temperaturas. Os resultados representam a média e o desvio
padrio.

Raziao CS/FUCe Massa NP Rendimento

Amostras Textragao (°C) Meédia + Desvio Padrido (%)
(m/m) (mg) (%)
1 160 1/4 0,4 4,00
2 160 1/4 0,6 6,00 4,33 +£1,53

3 160 1/4 0,3 3,00
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Tabela 7.4 - Valores de tamanho (nm), indice de polidispersio (Pdl) e potencial zeta (mV) obtidos nas
nanoparticulas CS/FUCe formuladas com extratos obtidos de Himanthalia elongata.

CS/FUCe
120°C 160 °C 220°C
Razédo Tamanho P.Zeta | Tamanho P.Zeta | Tamanho P. Zeta
n Pdl Pdl Pdl
(m/m) (nm) (mV) (nm) (mV) (nm) (mV)
4/1 616.6 0.405 +68.3 832.8 0.468 +68.2 654.7 0.492 +11.0
1 1/1 789.0 0.426 +66.5 923.9 0.573 +67.6 407.2 0.347 +24.8
1/4 - - - - - - 205.7 0.387 +33.3
4/1 537.3 0.456 +61.3 932.0 0.696 +73.6 529.4 0.473 +15.6
2 1/1 662.9 0.393 +70.5 838.0 0.308 +66.9 442.9 0.451 +28.8
1/4 - - - - - - 262.1 0.325 +38.9
4/1 448.6 0.250 +58.7 623.2 0.376 +66.0 530.8 0.606 +18.6
3 1/1 699.7 0.480 +65.4 915.8 0.615 +66.5 437.3 0.460 +22.9
1/4 - - - - - - 271.4 0.495 +34.2
4/1 424.2 0.231 - 990.5 - - 493.1 - -
! 1/1 588.4 0.225 - 854.8 0.367 = = = =

Tabela 7.5 - Resultados obtidos do rendimento de produ¢io em nanoparticulas CS/FUCe formuladas com
extratos da alga Himanthalia elongata a diferentes temperaturas. Os resultados representam a média e o desvio

padrao.
Razio CS/FUCe Massa NP Rendimento
Amostras Textragao (°C) Meédia + Desvio Padréo (%)
(m/m) (mg) (%)
1 160 1/1 1 40,00
2 160 1/1 0,7 28,00 33,33+ 6,11
3 160 1/1 0,8 32,00
4 120 1/1 0,6 24,00
5 120 1/1 0,5 20,00 24,00 £ 4,00
6 120 1/1 0,7 28,00
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