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Resumo

O objectivo deste estudo prende-se com o desenvolvimento de microparticulas de
poliuretana de base de policaprolactona como novo sistema polimérico para libertagao
controlada de farmacos, em Oftalmologia.

As microparticulas foram preparadas através da polimerizagdo por condensacdo
através da técnica de emulsdo, usando poli(caprolactona) diol (PCL) com um isocianato (1,6 —
hexanometileno di-isocianato (HMDI), 2,4-tolueno di-isocianato (TDI) ou poli(6éxido de
propileno) com trés grupos isocianatos terminais (TI)). Nesta primeira parte apenas foi testada
a composi¢do quimica (natureza do isocianato, propor¢do madssica isocianato/PCL e razao
volimica entre as fases orginica e aquosa) e a influéncia da presenga ou auséncia de
surfactante (Tween®“80). Através da microscopia optica (MO) e microscopia electronica de
varrimento (SEM) confirmou-se a formacdo de microparticulas esféricas e avaliou-se também
o diametro médio destas através da difraccdo laser. A formagdo de grupos uretana foi
confirmada através da espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier com
reflex@o total atenuada (ATR-FTIR). A partir destes resultados escolheram-se as melhores
formulagdes para dois dos trés isocianatos utilizados, correspondendo ao TDI e ao TI. A partir
daqui procedeu-se a optimizacdo das condi¢cdes necessarias para aplicagdes oftalmologicas
topicas, variando-se a natureza e a velocidade da agitacdo. Para melhor caracterizar estas
microparticulas efectuou-se também a andlise das propriedades adesivas (potencial Zeta) e
andlise térmica (andlise termogravimétrica - TGA) e termico-dindmica (andlise dinamica
termomecanica - DMTA)), além da andlise morfologica (MO e SEM), analise granulométrica
(difrac¢do laser) e analise quimica (FTIR). Destes resultados escolheram-se as melhores
formulagdes, que para ambos os casos corresponderam a preparagao das microparticulas com
uma proporc¢ao massica isocianato/PCL de 80/20, razao volumétrica fase organica/fase aquosa
de 1:100 e com agitacdo mecanica a 1400 rpm.

Finalmente, para estas melhores formulacdes, realizaram-se os testes de libertacdo de
farmaco (Flurbiprofeno (FLU)), degradagdo in vitro em solu¢do PBS e estudo de
citotoxicidade in vitro para macrofagos peritoneais de rato através do teste colorimétrico do

MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio).

VI
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Preparacao e caracterizacdo de microsferas para libertacdo controlada de farmacos em
Oftalmologia

1. Introducao

1.1 Glaucoma

O glaucoma ¢ uma doenga causada pela deficiente drenagem do humor aquoso (fluido
ocular transparente produzido pelo corpo ciliar e localizado entre a cornea e o cristalino)
(Figura 1), levando a um aumento da pressdao intraocular e, consequentemente,

comprometendo o nervo Optico (Guyton & Hall, 2002:575-577).

ligamestes -

Figura 1 - Esquema representativo dos componentes do olho (adaptado de http://curlygirl.naturlink.pt/olho.jpg).

As células do nervo Optico tém a funcdo de transformar a luz visivel em impulsos
eléctricos que podem ser ‘compreendidos’ pelo cérebro. Se estas células morrem, alguma
visdo pode ser perdida, induzindo assim alteragdes no campo visual. Se os danos sdo muitos

pode ocorrer a total perda de visao (Figura 2).

Figura 2 - Degradacdo do nervo oOptico ao longo da progressdo do glaucoma: estado normal (A),
primeiros sinais de danos (B) e danos severos (C) (adaptado de Illustration Copyright 2003 Tim
Peters and Company, Inc. Peapack NJ 07977 USA).
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O glaucoma ¢ uma das principais causas de cegueira, sobretudo nas pessoas mais
idosas. No entanto, quando detectada e tratada precocemente, a perda de visdo pode ser
evitada.

A maioria dos tipos de glaucoma ¢ cronica e estdo presentes em pessoas de certa
idade. No entanto, existem alguns tipos que ocorrem cedo, mas a maioria desenvolve-se muito
lentamente, durante meses ou anos.

Estao em risco de desenvolver a doenga pessoas com:

- idade superior a 35 anos;

- miopia;

- histéria familiar de glaucoma (hereditariedade);
- lesdes oculares prévias;

- medicagdo a base de esteroides.

1.1.1) Tratamento

O tratamento ¢ instituido de modo a diminuir a pressao intraocular para um nivel que
ndo provoque danos no nervo Optico, a maior parte das vezes através de colirios, aplicados
varias vezes ao dia (Figura 3), podendo estar associados a outros medicamentos. Nas
situacdes mais graves € utilizado o laser ou bisturi de modo a alterar certas estruturas no olho

(http://www.eyecare.com.br/Glaucoma.aspx e http://www.wills-glaucoma.org).

Figura 3- Aplicacdo de colirios (adaptado de http://www.eyecare.com.br/img/medicamentos.gif).
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1.1.2) Doseamento de farmacos

A maioria dos medicamentos para utilizagdo topica ocular, usados no tratamento do
glaucoma, necessita de varias aplicagdes por dia para manter a concentra¢do do principio
activo no nivel terapéutico recomendado (Ludwig, 2005). No entanto, tem a vantagem de se
aplicar directa e comodamente no Orgdo-alvo, evitando-se deste modo o metabolismo
hepatico. Assim, o desenvolvimento de um sistema de libertacdo controlada de fAdrmaco para
aplicacdo topica permitiria ndo s6 reduzir o numero de aplicagdes diarias mas também manter,
sem grandes oscilagdes, o nivel terapéutico adequado. Este sistema aumentaria a eficacia do

medicamento e a qualidade de vida do paciente.

1.2 Microsferas de poliuretana de base de policaprolactona
para aplicacio topica em oftalmologia

1.2.1 Microsferas

As microsferas sdo particulas solidas com um didmetro entre 1 e 100 um. Estes
sistemas apresentam pequeno volume e tamanho mas grande area de superficie. Geralmente o
farmaco encontra-se disperso na matriz polimérica ou ligado covalentemente a cadeia do

polimero (Swarbrick & Boylan, 1997 € Kawaguchi, 2000).

1.2.1.1 Microsferas para aplicaciao topica em Oftalmologia

As microsferas para aplicagdo topica em Oftalmologia precisam de ser
biocompativeis, bioadesivas (para ndo serem facilmente removidas pelos fluidos lacrimais),
biodegradaveis, esterilizaveis e terem um diametro entre 5 a 10um. Em relag¢do ao tamanho, o
limite inferior estd relacionado com a facil remocgao pelos fluidos lacrimais e o limite superior

com a sensacao de corpo estranho no olho (Zimmer & Kreuter, 1995).

1.2.2 Poliuretanas

As poliuretanas sao caracterizadas quimicamente pela presenca de ligacdo uretana (Figura

4), a qual aparece repetida varias vezes, mas nao necessariamente de uma forma regular.
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Figura 4 - Representacdo do grupo uretana.

A reacgdo para formacdo de um grupo uretana necessita de dois reagentes, um

isocianato e um composto com uma fungdo alcool (Figura 5).

R—N=C=0 + R—O0O—H — = R—=N—C—0—R
Izoclanato Alcool Uretana

Figura 5 - Reaccédo entre um isocianato e um alcool formando um grupo uretana.

Os isocianatos podem, no entanto, reagir com outros compostos que contenham
hidrogénios moveis, como por exemplo a dgua.

O processo mais utilizado na produgdo das poliuretanas ¢ o que envolve a reaccdo de
um composto, com dois ou mais grupos funcionais alcool, tal como, um poliol poliéter ou
poliol poliéster, com um isocianato di ou polifuncional.

As poliuretanas tém elevada aplicagdo no campo biomédico devido as excelentes
propriedades mecanicas, resisténcia a biodegradacao, boa compatibilidade celular e sanguinea

(Melo et al., 2004:35-55; Melnig, Apostu, Tura & Ciobanu, 2005; Stevens, 1999:70-73).

1.2.3 Polimerizacao por emulsiao

A polimerizagdo por emulsdo ¢ uma técnica simples e reprodutivel. Além disso,
permite controlar algumas das caracteristicas principais das microparticulas, nomeadamente o
tamanho e a sua distribuicdo, ajustando diversos parametros de manufactura, como a
velocidade e natureza da agitagdo, concentragao de polimero, uso de surfactante e temperatura

de estabilizagao (Patil, 2003).

1.2.4 Polimerizacido por condensacio

A polimerizagdo por condensagdo ¢ a reac¢do em que polimeros sdo formados com a

libertacdo de moléculas pequenas, geralmente a d4gua (Chang, 1994:1096).
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1.2.5 Policaprolactona

A policaprolactona ¢ um poliéster biodegradavel, semi-cristalino e alifatico. A
biodegradabilidade do polimero ¢ devida a susceptibilidade da ligacao alifatica éster a
hidrélise, sendo os produtos gerados metabolizados pela via do ciclo do 4cido tricarboxilico

ou eliminados directamente por excre¢do renal (Kweon, Cha, Park & Lim, 2000).

1.3 Caracterizacio de sistemas biomédicos

1.3.1 A norma ISO 10993

A norma ISO 10993 foi desenvolvida pela Organizagdo Internacional para a
Padronizacao (ISO — International Organization Standardization) e rege a avaliagdo biologica
de dispositivos médicos. Apenas ¢ aplicada a dispositivos que estejam em contacto directo ou
indirecto com o corpo ou com fluidos corpoéreos. O primeiro passo da avalia¢do, de acordo

com a Parte 1 da norma (ISO 10993-1:2003), € caracterizar o material a testar (Kemp, n. d.).

1.3.2 Caracterizacao das microsferas

De seguida, apresenta-se uma descricdo muito sumaria dos métodos de caracterizagao
utilizados, e seus principios de funcionamento, nos estudos efectuados para a caracterizagao

das microsferas obtidas:

= analise morfologica:
- microscopia optica (MO)
- microscopia electronica de varrimento (SEM)
* analise granulométrica:
- difrac¢do laser
= analise quimica:
- espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier com
reflexado total atenuada (FTIR-ATR)
= analise térmica e termomecanica:

- analise termogravimétrica (TGA)
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- analise dindmica termomecanica (DMTA)
= analise das propriedades adesivas:

- potencial Zeta

analise da libertaciao do farmaco [Flurbiprofen (FLU)] in vitro:
- em solucdo PBS (phosphate buffer saline)
= analise da degradacao in vitro:

- em solugdo PBS (phosphate buffer saline)

analise da libertacao in vitro do farmaco [Flurbiprofeno (FLU)]:
- em solucdo PBS (phosphate buffer saline)
= analise da citotoxicidade:

- teste do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazolio)

1.3.2.1 Microscopia optica e microscopia electronica

Estes métodos fornecem imagens ampliadas dos objectos, permitindo a observacao de
estruturas invisiveis a vista desarmada. O microscopio electrénico de varrimento, além da
informag¢ao morfologica, da também informacdo topografica. As principais diferengas entre os

microscopios  estdo  registadas na  Tabela 1  (http:/pt.wikipedia.org/wiki/Microsc

%C3%B3pio_eletr%C3%B4nico; http://oficina.cienciaviva.pt/~pivl72/PDFs/Acetatos%20n%BA20-21.pdf).

Tabela 1 - As principais diferengas entre o microscopio optico e o microscopio electronico

MO SEM
Tipo de radiacio Luz (fotdes) Feixe de electroes
Meio de propagacio Atmosfera Viacuo (< 10 Pa)
Lentes Vidro ou quartzo Electromagnéticas
Ampliagao 1500x 9000x

Conversao de electrdes em
Observacao Directa da imagem luminosa  fotdes e analise em monitor
de televisdo
Imagem Geralmente colorida Preto e branco

Material a observar Vivo e ndo-vivo Ndo-vivo
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1.3.2.2 Difraccio laser

A difracgdo laser ¢ actualmente o processo mais eficaz para determinar a distribuigao
granulométrica numa ampla gama de dimensdes, desde poucos nandmetros a alguns
milimetros. As vantagens desta tecnologia sdo a rapidez dos tempos de medida, a
automatizacdo do processo (calibracdo, medigdo e limpeza) e a grande precisdo e

reprodutibilidade dos resultados (http://www.fritsch.de/data/prospekte/porto_uebersicht.pdf).

1.3.2.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada
de Fourier com reflexido total atenuada (FTIR-ATR)

A espectroscopia de infravermelhos ¢ um dos métodos mais utilizados na
investigacdo da estrutura de polimeros e na analise de grupos funcionais devido a sua
simplicidade e rapidez. A radiag@o infravermelha (IV) ndo possui energia suficiente para
excitar os electrdes (ao invés do que acontece com a radiagdo visivel ou ultravioleta),
levando apenas a que haja um aumento na amplitude de vibragcdo das ligagdes covalentes.
Esta vibracao das moléculas pode ocorrer de varias formas, normalmente por elongagao ou
deformacao. Quando a energia ¢ absorvida converte-se nestes tipos de movimentos com uma
frequéncia de vibragdo que depende das:

* massas dos atomos ligados - os atomos mais leves vibram em frequéncias mais
elevadas do que os mais pesados;

= rigidez relativa da ligacdo - as ligagdes triplas sdo mais firmes do que as duplas e as
duplas do que as simples.

Os grupos funcionais das moléculas organicas possuem arranjos especificos que
determinam a energia infravermelha absorvida. Como o espectro do mondémero e do polimero
diferem significativamente, ¢ possivel utilizar infravermelhos para seguir a polimerizacao e
simultaneamente analisar a estrutura do polimero. O acessorio ATR (attenuated total
reflection) permite a andlise de compostos a superficie dos materiais (McMurry, 2000; Sandler et
al., 1998).

A informacgao obtida pode ser agrupada nas chamadas tabelas de correlagdo, como se

encontra esquematizado na Figura 6.
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Figura 6 - Bandas de absorcdo de infravermelho para polimeros (adaptado de Sandler et al., 1998).

1.3.2.4 Analise termogravimétrica e analise dinamica
termomecinica

1.3.2.4.1 Temperatura de transicio vitrea (Tg)

A temperatura de transicao vitrea, Tg (temperature transition glass), é a temperatura a
qual o polimero transita do estado vitreo (organizado) para um estado tipo borracha
(desorganizado). A esta temperatura muitas propriedades fisicas variam significativamente,
dai a sua importancia. Esté relacionada com a natureza das for¢as intermoleculares, o volume
dos grupos laterais, o peso molecular, o grau de reticulacdo e a natureza das ligagdes. Assim:

- quanto maiores forem as forgas intermoleculares maior serd Tg. Deste modo, a
presenca de ligagdes por ponte de hidrogénio (interac¢des dipolo-dipolo) contribui para o
aumento desta temperatura;

- quanto maior for o volume dos grupos laterais maior serd o espagamento entre as
cadeias, diminuindo Tg. No entanto, se esses grupos forem anéis, a temperatura de transi¢cao
vitrea aumenta devido a sua estrutura planar;

- quanto maior for o peso molecular de uma cadeia polimérica maior sera a sua
temperatura de transi¢ao vitrea, uma vez que o polimero passa a ter menor mobilidade;

- quanto maior o grau de reticulacdo maior o valor de Tg devido a diminui¢do de

volume livre e mobilidade;
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- a natureza das ligacdes presentes na molécula do polimero influencia a sua
temperatura de transi¢do vitrea, por exemplo, ligagdes do tipo C-C sdo muito mais fortes
tendo mais dificuldade em rodar do que ligacdes do tipo Si-O.

Esta transi¢do nao ocorre subitamente mas sim numa gama de temperaturas (Fried,
1995:135-137,158-161;  Stevens, 1999:378-381;  http.//keats.admin.virginia.edu/chem222/lecture_notes/

chem222_Notes 4.html).

1.3.2.4.2 Analise termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (TGA) permite determinar essencialmente a estabilidade
térmica dos polimeros por medi¢do continua da perda de massa, através de um aumento
controlado da temperatura. Esta perda de massa estd associada a estrutura molecular.
Qualquer alteracdo na massa reflecte-se numa mudanga de composicdo, tornando-se, deste
modo, especifica para um determinado polimero. Os dados sdo recolhidos e registados num
termograma, onde a massa perdida ¢ expressa em funcao da temperatura.

As causas da perda de massa podem ser devidas a evapora¢do da mistura residual (a
baixas temperaturas) ou a decomposicao do polimero (a altas temperaturas).

Apesar de ser uma técnica muito usada, ¢ bastante limitada para determinar a

composi¢ao e identificar uma amostra cuja natureza se desconhece (Sandler et al., 1998; Stevens,

1999:378-381).

1.3.2.4.3 Analise dinamica termomecanica (DMTA)

A andlise de DMTA fornece informacdes relativas ao comportamento viscoelastico
(comportamento dos materiais pléasticos face a solicitagdes mecanicas) do sistema,
desmembrando o mddulo da tensdo em duas componentes: a elastica e a viscosa. Esta analise
¢ muito utilizada para determinar a temperatura de transicao vitrea de polimeros e consiste
em submeter o polimero a uma temperatura e uma determinada tensdo e verificar o seu
comportamento.

A resposta de um so6lido eléstico perfeito, quando ¢é aplicada uma deformacgao
sinusoidal, ocorre exactamente na fase em que se aplica a deformac¢do. Num material
completamente viscoso a resposta tem um atraso de 90°, relativamente a tensdo aplicada.

Quando se aplica uma deformagdo sinusoidal a um material viscoelastico, o seu
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comportamento nem ¢ o de um material elastico perfeito nem o de um perfeitamente viscoso.
A resposta apresenta um atraso relativamente a deformacao, quantificado por 6<90 (Figura

7). A magnitude do atraso ¢ dependente da quantidade de movimentos internos que ocorrem

para essa mesma frequéncia (Sandler et al., 1998).

ohase difference

applied stress
-—-- measuUred strain

time

Figura 7 - Resposta de um material viscoeldstico a uma tensio (adaptado de
http://www.sealseastern.com/PDF/DynamicMechThermal Anal.pdf).

Quando se relaciona a deformacao aplicada com a resposta a essa deformacao surge a

expressao (1):

o(t)=Ey(0)d(t), (1)

onde E'(©) é o médulo dindmico definido pela expressio (2):

E'(w)=E(w)+iE (w), 2)

em que E (o) e E (0) representam o moédulo de armazenamento e o modulo de perda,
respectivamente.

E caracteriza a tendéncia para o polimero com comportamento viscoelastico
armazenar energia (contribuicio elastica) ¢ E revela a tendéncia para o material dissipar
energia através dos movimentos internos (contribui¢do viscosa). Estes modulos podem ser

definidos pelas expressoes (3) e (4):
E'=(o,/y,)cosd 3)
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E =(c,/y,)sins, (4)

onde O representa o angulo de fase, ¢ a tensdo aplicada e y a resposta do material a essa
tensdo.

A tan S ou factor de dissipagdo ¢ um parametro adimensional que indica a
importancia relativa das forgas viscosas em relagdo as forgas eldsticas e encontra-se

representada pela expressao (5):

ans — Enel.fgia perdida _ E_ )
Energia armazenada E

A utilizagdo desta técnica permite identificar, de forma facil e inequivoca, o valor da
temperatura de transi¢do vitrea, uma vez que quando um polimero atravessa a zona transi¢ao
vitrea 0 modulo de armazenamento diminui, enquanto a fan J atinge um maximo. A
diminui¢dao do médulo ¢ visivel quando ocorre o0 movimento da cadeia molecular principal. O
maximo de tan ¢ verifica-se no momento em que a frequéncia vibracional imposta pelo

aparelho coincide com a frequéncia de movimento da cadeia principal (Sandler et al., 1998;

Stevens, 1999:378-381; http://home.utad.pt/~jmcx/pdf/Oliveira2001.pdf; http://www.sealseastern.com/PDF/

DynamicMechThermalAnal.pdf).

1.3.2.5 Potencial Zeta

O potencial Zeta ¢ uma importante técnica de caracterizagdo que fornece informacao
consideravel sobre a carga superficial das microparticulas, que por sua vez esta relacionada
com a estabilidade fisica destes sistemas (ex. agregacdo). Avalia o fendémeno electrocinético
que resulta do movimento de uma fase solida, com carga de superficie, relativamente a uma
fase liquida, contendo um electrolito. Neste caso, as particulas solidas (fase mével) carregadas
movem-se através do liquido (fase estacionaria) sob a influéncia de um campo eléctrico,
designando-se este fendmeno por -electroforese, avaliando-se assim a mobilidade

electroforética.
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Recentemente tem sido foco de forte pesquisa uma possivel correlagdo entre o
potencial Zeta e as propriedades coloidais dos sistemas de libertagdo de farmaco in vitro, o
impacto do potencial Zeta na distribui¢do no 6rgao e a clearence in vivo destes sistemas. A
determinagdo do potencial Zeta tem fornecido explicagdes fisico-quimicas para alguns
fendmenos interfaciais envolvendo sistemas bioldgicos.

Acredita-se que em aplicagdes biomédicas o potencial Zeta ¢ uma nova area com
grandes desafios e com um potencial ilimitado (Swarbrick & Boylan, 1997; Brett & Brett, 1996;

Boehm & Fessi, 2000).

1.3.2.6 Estudo da libertacao controlada de farmaco
A quantidade de farmaco efectivamente incorporada na matriz polimérica pode ser
avaliada através da andlise espectrofotométrica UV/Vis, pela extraccdo do farmaco apds

imersdo das particulas em PBS (phosphate buffer saline) com agitagao prolongada (Jameela &

Jayakrishnan, 1995).

1.3.2.6.1 Cinética de libertaciao de farmaco

A cinética de libertagao de farmaco pode ser avaliada pela equacao:

L=t (6)

t

onde, representa a fraccdo de fArmaco libertado no tempo ¢, k € a constante caracteristica

-
do sistema polimero-farmaco e n ¢ um parametro empirico que caracteriza 0 mecanismo de
libertagdo. Se n =0,5, a difusdo e libertacdo de farmaco da matriz polimérica segue uma
difusdo Fickiana; se n = 1, a difusdo ¢ completamente nao-Fickiana (ou mecanismo de
transporte caso II) e se 0,5 < n < 1 o transporte do farmaco anémalo (Babu, Ramesh, Sairam,

Hosani & Aminabhavi, 2006; Ritger & Peppas, 1987).
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1.3.2.6.2 O Flurbiprofeno

O Flurbiprofeno ¢ um medicamento usado em afec¢des oculares. E um anti-
inflamatorio ndo esterdide indicado para a profilaxia da miose e da inflamacao resultante de
cirurgia ocular e também para edema macular cistdide. Nao sdo conhecidas interacgdes para

esta forma de administracao.

Figura 8 - Estrutura quimica do  Flurbiprofeno  (adaptado de
http://dailymed.nlm.nih.gov/dailymed/image.cfm?id=713 &type=img
&name=Flurbiprofen-Tablets-chemicalstructure.jpg).

1.3.2.6.1.1 Posologia

No pré-operatorio: 4 instilagdes de 1 gota entre as 2 horas e os 30 minutos que
precedem a cirurgia (para prevencao da miose e da inflamagao).
No pos-operatorio: uma gota instilada 4 vezes/dia, iniciando-se o tratamento 24 horas

apds a cirurgia, prolongando-se durante 1 a 3 semanas (http://www.infarmed.pt/prontuario/

framepesactivos.php?palavra=Flurbiprofen;, http://www.drugs.com/mtm/flurbiprofen.html; http://www.

chemicalland21.com/lifescience/phar/FLURBIPROFEN.htm;  http://dailymed.nlm.nih.gov/dailymed/druglnfo.
cfm?id=2385).

1.3.2.7 Estudo da degradacio in vitro

O estudo da degradag¢do in vitro deve simular, o melhor possivel, o ambiente a que as
microsferas estardo expostas. E avaliada pela perda de massa em relagio ao tempo. As
poliuretanas contém ligacdes hidrolisaveis e, por isso, tendem a ser atacadas por acidos ou
bases, no entanto a sua cristalinidade da-lhes estabilidade porque as tornar impenetraveis a

agentes agressivos (Schnabel, 1992:179-184).
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1.3.2.8 Testedo MTT

1.3.2.8.1 Macrofagos

Os macréfagos sao células de grandes dimensdes do tecido conjuntivo e t€ém como
funcdes primordiais fagocitar e destruir elementos estranhos ao corpo e apresentar antigénios
a linfocitos T (um dos mecanismos de defesa imunitarios mais importantes). Desenvolvem-se
apenas quando s3o necessarias (por exemplo, quando ocorre inflamagdo) a partir dos
mondcitos (células sanguineas). Estes deixam a circulagdo, atravessam o endotélio e entram

nos tecidos transformando-se em macréfagos (Silverthorn, 2003; http://pt.wikipedia.org/wiki/

Macr%C3%B3fago).

1.3.2.8.2 MTT - brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazolio

O MTT ¢ um ensaio colorimétrico que mede a viabilidade, proliferagdo e activacao
das células. E um teste sensivel, quantitativo e de confianga, além de rapido e de baixo custo e
sem recurso a sondas radioactivas. O ensaio ¢ baseado na capacidade das enzimas
dehidrogenases mitocondriais nas células vivas converterem a solu¢do aquosa do substrato
amarelo brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), sal monotetrazolico,
num produto azul escuro/arroxeado, designado por formazan, que ¢ insoluvel em agua. A
quantidade de formazan produzida €, assim, proporcional ao numero de células viaveis (com
mitocondrias activas) (Doyle & Griffiths, 1999:54-64; Mosmann, 1983; Liu, Peterson, Kimura & Schubert,

1997).
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2. Protocolo experimental

2.1 Reagentes e equipamento/material

2.1.1 Reagentes e equipamento/material utilizados na preparacio

dos sistemas poliméricos

As Tabelas 2 e 3 contém, respectivamente, os reagentes € equipamento/material

empregues na preparagao dos sistemas poliméricos.

Tabela 2 - Reagentes utilizados na preparacdo das microsferas.

Reagente Fornecedor (Origem) Caracteristica
Poli(alcool vinilico) Aldrich (EUA) 80% hidrolisado
Poli(caprolactona) diol (PCL) Aldrich (Alemanha) Mw=530
1,6 — hexametilenodi- . o
isocianato (MDI) Aldrich (Alemanha) 98%
2,4 — tolueno di-isocianato Mn~2,300; isocianato
’ u Aldrich (Alemanha) ~3,6 wi(%)
(TDI)
Poli(6xido de propileno) com . (o
trés grupos isocianatos Companhia Petroquimica do Mw=3500

terminais (TI)

Barreiro (Portugal)

Tween™80 Aldrich (Alemanha) —
Agua destilada Des‘[ll{:]jgr:%ﬁ?pno —

Tabela 3 - Equipamento e material utilizado na preparagdo de microsferas.

Equipamento Marca (Origem) Modelo/Caracteristicas
Agitador magnético J.P. SELECTA (Espanha) Agimatic-N
Balanca analitica SARTORIUS (Alemanha) BL 1500
Balanca analitica PRECISA B.ALANCES Precisa 125 A SCS
(Suiga)
Centrifuga HERAEUS (Alemanha) Labfuge
Estufa J.P. SELECTA (Espanha) —
Homogeneizer Kinematica AG (Suica) Polytron PT 6000
Hotte VARIOLAB Furniture W90
Reactor de vidro com quatro L 1000 ml
tubuladuras
Placa de aquecimento ¢ HEIDOLPH (Alemanha) MR 2002

agitacao magnética
Termostato de imersao

J.P. SELECTA (Espanha)

Tectron Bio
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2.1.2 Reagentes e equipamento/material utilizados nos ensaios de

caracterizacao das microsferas

As Tabelas 4 e 5 contém, respectivamente, os reagentes € equipamento/material

empregues nos ensaios de caracterizacao das microsferas.

Tabela 4 - Reagentes utilizados durante os ensaios de caracterizagdo das microsferas.

Reagente Fornecedor (Origem) Caracteristica
‘ . Destilada no proprio
Agu E} destilada laboratério o
Alcool BWR (Portugal) 95%
Cloroférmio Merck Ref. 1.02445.1000
Flurbiprofeno Sigma (Alemanha) —

Isopropanol 4cido
Lixivia
Meio RPMI
MTT
PBS

Soro bovino fetal
Trypan Blue

Feito no proprio laboratorio

OH,
Sigma-Aldrich (EUA)
Sigma-Aldrich (EUA)

Feito no proprio laboratorio
Gibco
Sigma-Aldrich (EUA)

100 pul de HCI 0,04N em
1sopropanol
Ref. 5606814123604

Ref. R 0883
Ref. M 2128

pH = 7,4, estéril

Ref. 10500-064
Ref. T 8154

Tabela 5 — Lista de equipamento/material utilizado durante os ensaios de caracterizag@o das microsferas.

Teste Equipamento Marca (Origem)  Modelo/Caracteristicas
Microscopio Optico
MO com contraste de fase Olympus (Japan) BH2
SEM Microscopio
electrénico de JEOL (Japan) JSM-5310
varrimento
Sonicador CREST (EUA) TRU-SWEEP™ 275D
Granulometria Ana,hsador de BECKMAN
particulas por COULTER (EUA) LS® 130
difrac¢do laser
. . . Malvern
Potencial Zeta Medidor de potencial instruments, Ltd Nano Séries, Nano-Z
Zeta
(Inglaterra)
™
Espectrofotometro Nicolet (EUA) Magna-I7RS 0 System
FTIR Golden Gate Mk II, com
Acessério ATR SPECAC ponta de diamante e
(Inglaterra) lentes de ZnSe

Agimatic-N
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Teste Equipamento Marca (Origem) Modelo/Caracteristicas
DMTA Analisador leqmlco Triton Technology Tritec 2000
termo-mecanico Ltd. (Inglaterra)
Analisador TA Instruments
TGA termogravimétrico (EUA) SDT Q600
Calorimetro TA
DSC diferencial de INSTRUMENTS Q100
varrimento (EUA)
Degradacao in s PRECISA
vitro Balanca analitica BALANCES (Suica) 125 A SCS
e ® Spectre/Por® membrane
Membrana de didlise Spectrum™ (USA) MWCO 8,000
Espectrofotometro
Libertacao in vitro UV/ Vis JASCO (Inglaterra) V=550
de farmaco J.P. SELECTA
Banho —
(Espanha)
Termostato de J.P. SELECTA .
. ~ Tectron Bio
imersao (Espanha)
Esterilizador U.V J.P SELECTA 15 watt, N.°251897
(Espanha)
Varioklav
Autoclave (Alemanha) 400
) Schleicher & Shuell ®
Filtro FP (Alemanha) Watman ™, 30/0,2
Banho de 4gua quente (Alemanha) GFL 1002
Seringa — 10, 5,2 ¢ 1 ml
Nipro Europe "
Agulha (Bélgica) 25G*5/8 (CE 0123)
Terumo Europe N.V %
Agulha (Bélgica) 19G*1 (CE 0197)
Corning PQ Premium quality, Ref.:
Tubos Falcon (México) 430791
Citotoxicidade ~ Cimara fluxo laminar ~ 11oLen LaminAir HB 2448
(Dinamarca)
Pipeta Gilson (EUA) 1000ul, 20 pl, 10 pl

Centrifuga

Cémara de Neubauer MARIENFELD
(Alemanha)
Microscopio Optico . N
invertido Nikon (Japao)
Magquina fotogréfica . N
digital Nikon (Japao)
Costar® Corning
Placa de cultura (EUA)
Estufa com sistema Shel Lab Incubator
de gases (5% CO») (Espanha)
Leitor micro-ELISA SLT Spgctra
(Austria)

Heraeus (Alemanha)

Profundidade
0,1mm/0,0025mm>

Elipse TS 100
Coolpixe 5400
Estéril, 96 pocos

ref. 5215-2

Engenharia Biomédica

2006/2007

17



Preparacdo e caracterizagdo de microsferas para libertagdo controlada de farmacos em
Oftalmologia

2.2 Preparacao dos sistemas poliméricos

2.2.1 Preparacio de microparticulas

As microparticulas foram preparadas de acordo com o método de polimerizagdo por
emulsdo. A emulsdo foi constituida por uma solugdo orgéanica (fase dispersa) dispersada num

solucdo aquosa (fase continua).
2.2.1.1 Preparaciao da fase aquosa (f.a.)

Preparou-se uma solugao aquosa de PVA (1% ou 2% m/V), tendo-se adicionado ou
ndo Tween®“80 de modo a obter-se uma solugio a 1% V/V, a 60°C e com agitacdo constante
(~700 rpm). Verteu-se o conteudo para o reactor de vidro de 4 tubuladuras, colocando-se

posteriormente em banho termostatizado a 60°C e com agitacdo constante.
2.2.1.2 Preparacio da fase organica (f.0.)

Juntou-se TDI ou TI & PCL em diferentes razdes massicas de isocianato/PCL (80/20,
50/50 ou 20/80), de acordo com a Tabela 7, e seguidamente diluiu-se, em tolueno a 50% de
massa da solugdo, a temperatura ambiente e agitagdo constante de modo a homogeneizar a

mistura.
2.2.1.3  Preparacio de microparticulas

Adicionou-se gota-a-gota a fase organica a fase aquosa. A natureza (magnética,
mecanica ou homogeneizer) e velocidade (700, 1400 ou 1600 rpm) de agitacdo, a razdo
volumica entre fase orgénica e fase aquosa (1:50 ou 1:100) estdo especificadas de acordo com
a Tabela 7. Deixou-se prosseguir a reaccdo durante 2 horas com agitacdo constante ¢ em

banho termostatizado a 60°C.
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2.2.14 Lavagem, secagem e armazenamento de microparticulas

Apo6s a conclusdo da reaccdo, centrifugou-se o contetido a 3000 rpm durante 10
minutos. Seguidamente, efectuaram-se a 3 lavagens com agua destilada, de modo a remover
os agentes estabilizadores durante 10 minutos a 3000 rpm. Finalmente armazenou-se uma
parte em solug@o aquosa e outra parte secou-se a temperatura ambiente, de modo a realizar os

diferentes testes de caracterizagao.

A Tabela 6 indica os ensaios realizados com o HMDI.

Na Tabela 7 apenas se encontram especificados os ensaios realizados para os
1socianatos T1 e TDI, contudo também foram realizados ensaios com o HMDI, mas apés a
visualizagdo microscopica. Como poderd comprovar-se na sec¢do 3./ Analise Morfologica

(pag. 32), abandonou-se a utilizagdo deste isocianato.

Tabela 6 - Variaveis dos ensaios realizados com o HMDI.

Razdo massica ‘ Natureza da Velocidade de
o Razio volumica Surfactante ) )
isocianato/PCL agitagao agitagao
80/20 1:50 — Magnética 700 rpm
80/20 1:50 Tween®80 Magnética 700 rpm
50/50 1:50 Tween"80 Magnética 700 rpm
20/80 1:50 Tween"80 Magnética 700 rpm
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Tabela 7 - Variaveis na preparagdo de microparticulas.

Ensaio Isocianato

Razao massica isocianato/PCL

Razio volumica

Surfactante Natureza da agitaciao

Velocidade de agitacao

f.o./f.a.
1 TDI 80/20 1:50 — Magnética 700 rpm
2 TDI 80/20 1:50 Tween™80 Magnética 700 rpm
3 TDI 50/50 1:50 Tween ™80 Magnética 700 rpm
4 TDI 20/80 1:50 Tween™80 Magnética 700 rpm
5 TI 80/20 1:50 — Magnética 700 rpm
6 TI 80/20 1:50 Tween™80 Magnética 700 rpm
7 TI 50/50 1:50 Tween™80 Magnética 700 rpm
8 TI 20/80 1:50 Tween™80 Magnética 700 rpm
9 TI 80/20 1:50 — Mecanica 700 rpm
10 TI 80/20 1:100 — Magnética 700 rpm
11 TI 80/20 1:100 — Mecanica 700 rpm
12 TDI 80/20 1:100 — Mecanica 700 rpm
13 TDI 80/20 1:50 — Mecanica 700 rpm
14 TDI 80/20 1:100 — Magnética 700 rpm
15 TI 80/20 1:50 — Mecéanica 1400 rpm
16 TI 80/20 1:100 — Mecanica 1400 rpm
17 TDI 80/20 1:50 — Mecanica 1400 rpm
18 TDI 80/20 1:100 — Mecanica 1400 rpm
19 TI 80/20 1:50 — Homogeneizer 1600 rpm
20 TI 80/20 1:100 — Homogeneizer 1600 rpm
21 TDI 80/20 1:50 — Homogeneizer 1600 rpm
22 TDI 80/20 1:100 — Homogeneizer 1600 rpm

2006/2007
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2.3 Ensaios de caracterizacao das microsferas

2.3.1 Morfologia

2.3.1.1 Microscopia optica

Colocou-se uma gota de suspensdo de microsferas numa lamela e procedeu-se a

visualiza¢ao microscopica de modo a verificar a sua forma e tamanho.
2.3.1.2 Microscopia electronica de varrimento

Adicionou-se uma pequena quantidade de microsferas, previamente secas num suporte
metalico com uma fita adesiva de dupla-face de carbono e revestidas com uma fina camada de
cobre - sob vacuo em atmosfera de Argon, para observagao através da microscopia electronica

de varrimento.

2.3.1.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

com reflexdo total atenuada (FTIR-ATR)

Aplicou-se uma pequena quantidade de microsferas, previamente secas, no recipiente
proprio para analise da composicdo quimica da matriz das microparticulas do
espectrofotometro com o acessério ATR. Para termos de comparagdo efectuou-se também o

mesmo procedimento para os isocianatos utilizados.

2.3.2 Propriedades térmicas e termomecanicas

2.3.2.1 Analise dinimico termomecéanico (DMTA)

Adicionou-se uma pequena quantidade de microparticulas, previamente secas, no
equipamento do DMTA. O analisador foi utilizado no modo simples em multifrequéncia (1 a

10 Hz) e deslocamento de 0,05 mm, com um aquecimento padrao de 2°C/min, para a escala
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de temperaturas de -200°C a 200°C (requer nitrogénio liquido). A temperatura de transi¢ao

vitrea (Tg) foi determinada como o pico da tan o.

2.3.2.2 Analise termogravimétrica (TGA)

Juntou-se uma pequena quantidade, previamente seca e¢ medida, ao recipiente de
alumina do equipamento de TGA, numa escala de temperatura entre 25 a 800°C, com uma

taxa de aquecimento de 10,0°C/min.

2.3.3 Distribuicao dos tamanhos das particulas

Colocou-se no sonicador uma certa quantidade de suspensao de microsferas durante 2
minutos de modo a destruir agregados. Posteriormente, adicionou-se uma pequena quantidade
de suspensdo de microsferas ao analisador de particulas por difrac¢do /aser. Mantiveram-se as

particulas em suspensdo durante a medigao através de agitacao.

2.3.4 Potencial Zeta

Adicionou-se uma pequena quantidade de suspensdo de microsferas na célula do
equipamento de leitura do potencial Zeta e efectuou-se a leitura, a 25 °C. As microparticulas
foram dispersas em agua destilada, em solu¢do PBS a pH=7,4 e solucdes tampao de pH=6,5 ¢

2. Analisou-se cada amostra 6 vezes de modo a obter uma média de valores.

2.3.5 Degradacao in vitro

Efectuou-se este teste apenas para os ensaios correspondentes ao numero 16 ¢ 18 da
Tabela 5. Mediu-se a massa dos dois tipos de microsferas de acordo com a Tabela 8,
etiquetando-se devidamente os frascos com os respectivos dias de medigdes. Seguidamente
adicionaram-se 2 ml de solu¢do PBS a pH = 7,4. Efectuaram-se as medi¢cdes de massa nos

devidos tempos, secando-se previamente as microsferas na estufa a 37°C.
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Tabela 8 - Massa medida de microsferas para o teste de degradacao.

Dia de medicao Massa de MP (TDI-PCL) Massa de MP (TI-PCL)
Dia 1l 0,0117 0,0062
Dia 2 0,0142 0,0062
Dia 3 0,0114 0,0067
Dia 4 0,0092 0,0052
Dia 7 0,011 0,0092
Dia 14 0,0121 0,0062
Dia 21 0,0106 0,0073
Dia 28 0,0168 0,0056

2.3.6 Estudo sobre a libertacao in vitro do farmaco

2.3.6.1 Preparacio de microparticulas com farmaco incorporado

Tal como para a degradacdo ‘in vitro’ realizou-se este ensaio apenas 0s ensaios 16 ¢
18 da Tabela 7 (pag. 20).

Repetiram-se os passos da seccdo 2.2.1 Preparagdo de microsferas (pag. 18), com a
excep¢ao do conteudo do ponto 2.2.1.2 Preparagdo da fase orgdnica (pag. 18), substituido
pelo seguinte procedimento:

- juntou-se TDI ou TI e PCL com razdo massica isocianato/PCL de 80/20,
seguidamente diluiu-se em tolueno a 50% de massa da solugdo, a temperatura ambiente e
agitacdo constante. Adicionou-se, numa razao de 10% de massa de Flurbiprofeno em relagao

a soma de massa de PVA, TDI ou TI e tolueno.
2.3.6.1.1 Medicao da libertacao in vitro do farmaco
Colocou-se uma pequena quantidade de microsferas em suspensdo PBS dentro de

membrana de didlise. Colocou-se esta membrana num recipiente contendo PBS a pH=7,4 a

37°C. Agitou-se o recipiente manualmente, com alguma frequéncia, ao longo do ensaio.
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Removeu-se periodicamente (de uma em uma hora) uma aliquota de solucao (200 pl),
com substituicao de igual volume de PBS novo (fresco).

A quantificacdo do farmaco em solucgdo foi feita por espectrofotometria UV/Vis,
a 246 nm (comprimento de onda de absor¢do maximo para o Flurbiprofeno),

adicionando-se 2 ml de soro fisioldgico a cada aliquota.

2.3.7 Estudo de citotoxicidade

2.3.7.1 Colheita, isolamento e cultura de macrofagos peritoneais

de rato

2.3.7.1.1 Esterilizacdo do material

Esterilizou-se todo o material utilizado na colheita, no isolamento ¢ cultura de
macrofagos, em autoclave durante 20 minutos a 120°C bem como o PBS. Os reagentes foram

esterilizados por filtragdo com filtros de porosidade inferior a 0,22 mm.

2.3.7.1.2 Armazenamento dos reagentes

O meio de cultura (RPMI - completo com soro bovino fetal a 10%), o PBS e o
1sopropanol acido encontravam-se refrigerados a 4°C. O MTT, protegido da acc¢ao da luz com
papel de aluminio uma vez que ¢ fotossensivel, foi mantido congelado a -15°C até ser
utilizado. A medida que foram necessérios, estes reagentes foram colocados em suportes
apropriados num banho de dgua quente (com um antifingico) para atingir a temperatura de

37°C.
2.3.7.1.3 Sacrificio dos animais

Colocou-se uma bola de algoddo, dentro de uma bola de cha, embebido em
cloroférmio numa caixa de vidro; introduziu-se o animal no seu interior e tapou-se a caixa. O
cloroféormio provoca overdose anestésica com depressao respiratoria indolor. Este

procedimento demorou aproximadamente 10 minutos, devido ao peso dos animais utilizados.
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2.3.7.1.4 Colheita de macrofagos peritoneais

Encheram-se duas seringas descartaveis de 20 ml com PBS estéril dentro da camara de
fluxo laminar.

Apoés a overdose anestésica, aspergiu-se o animal com alcool a 75° e colocou-se na
camara de fluxo laminar em decubito dorsal sobre um tabuleiro revestido com um resguardo,
igualmente aspergido com alcool a 75°. Posteriormente injectou-se o PBS, na cavidade
abdominal, de modo a nao atingir nenhum 6rgao ou vaso sanguineo, usando uma agulha 25G
com o bisel virado para cima.

Realizou-se uma massagem abdominal durante 1 a 2 minutos para facilitar a deslocagdo
dos macréfagos peritoneais para esta regido. Apos a massagem fez-se a colheita do liquido
com seringas descartaveis de 2 ml ou 1 ml com agulhas 19G com o bisel virado para cima

(Figura 9).

Figura 9 - Representacdo esquematica da colheita dos macrofagos peritoneais: (A)
enchimento da seringa com PBS, (B) injec¢do do PBS e (C) recolha de
macrofagos.
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2.3.7.1.5 Isolamento de macroéfagos

Centrifugou-se o liquido recolhido da cavidade peritoneal do rato durante 10 minutos a
1100 rpm a 19° C.

Apos a centrifugacdo descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido com a
adicao de meio de cultura (RPMI — completo com soro fetal bovino a 10%), de acordo com a

Tabela 9.

Tabela 9 - Adi¢ao de meio de cultura nos diferentes frascos contendo macréfagos peritoneais de rato.

Meio de cultura adicionado (ml)

Frasco 1 (rato 1) 33
Frasco 2 (rato 2) 33
Frasco 3 (rato 3) 3,0
Frasco 4 (rato 4) 2,0
Frasco 5 (rato 5) 2,0

2.3.7.1.6 Teste da viabilidade celular

Apos a centrifugagdo e ressuspensdo com meio recolheu-se uma aliquota (10 pul) para um
ependorff. Adicionou-se 10 ul de Trypan Blue. Colocou-se na cdmara de Neubauer e fez-se a

contagem do numero de células (Figura 10).

Figura 10 - Representag@o esquematica do teste de viabilidade celular: (A) adigdo de Trypan Blue a aliquota de
macrofagos, (B) colocagdo na camara de Neubauer e (C) contagem dos macr6fagos ao microscopio
optico de contraste de fase.
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2.3.7.1.7 Cultura de macrofagos

Adicionou-se o meio de cultura ao pellet e fez-se a homogeneizagao da solucao. De
seguida colocaram-se as células em placas de cultura estéreis de 96 pogos, que ficaram a
incubar 5 horas a 37°C com 5% CO,, para permitir a adesdo das células aderentes -
macrofagos, de acordo com a Figura 11.

Apos a incubagdo realizou-se a remog¢dao das células ndo aderentes e quaisquer
substancias indesejaveis através de uma lavagem com 300 pl de PBS.

De seguida adicionaram-se 300 ul de meio de cultura (RPMI completo com 10% de

soro bovino fetal) e incubaram-se as células durante 24 horas a 37°C com 5% COx.

Figura 11 - Esquema da localiza¢ao dos pogos com macréfagos na placa de cultura.

2.3.7.2  Preparacio do ensaio de citotoxicidade

Colocaram-se as microsferas no vortex, de modo a desagregarem, durante cerca de 10
minutos.

Ap0s a incubagdo da placa, removeu-se o meio de cultura e adicionou-se novo meio de
cultura e suspensdo de microsferas com concentragdo 0,05 mg/ml conforme a Tabela 10
abaixo apresentada. As microsferas de TDI-PCL foram adicionadas na 3? linha e as de TI-
PCL foram adicionadas na 6 linha da placa (Figura 12). A placa foi incubada durante os dias

previstos a 37°C com 5% CO,.
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Tabela 10 - Localizagio da adigdo de meio de cultura e de microsferas na placa de cultura.

Adicao de

microsferas

0 pl (controlo)

30 pl

Sl

0,5 pl

Localizacdo na
placa
Adicao de meio

de cultura

3 e 4* colunas

300 pl

5 e 6* colunas

270 ul

7 e 8* colunas

295 pl

9 e 10% colunas

299,5 pl

TDI

TI

ONONCRONONORORE,

O00 Q0000
QQQQOOOO

00 OO0 @00
oleX JCRCK JOR®

el XeXeK JeA®

Controlo

30ul

Figura 12 - Esquema representativo da disposi¢do das experiéncias. Cada linha com pocos

coloridos corresponde a um tipo de microsfera. Os dois primeiros pogos
correspondem ao controlo,

sendo o0s

restantes

ocupados

pelas diferentes

concentragdes de microsferas. Cada dia de ensaio tem uma caixa de cultura.

Nota:

Para o ensaio referente ao 7° dia procedeu-se a remogao da solugdo de meio + microsferas

nas respectivas concentragdes e adicionou-se de novo meio e microsferas ao 5° dia.

2.3.7.2.1 Teste de citotoxicidade

Ap0s a incubagdo da placa, removeu-se o meio de cultura e adicionaram-se 270 pl de

meio e 30 pul de MTT a todos os pocos. Incubou-se a placa durante 3 horas a 37°C com 5%

CO;. Ao fim deste tempo substituiu-se a solugdo de meio e MTT por isopropanol acido a

todos os pogos. Homogeneizou-se de modo a dissolver os cristais azuis e incubou-se durante

15 minutos a temperatura ambiente.

Engenharia Biomédica
2006/2007

28



Preparacdo e caracterizagdo de microsferas para libertagdo controlada de farmacos em
Oftalmologia

Decorridos os 15 minutos, procedeu-se a leitura da placa no leitor de microELISA SLT
(Figura 13) a 540 nm com um filtro de referéncia a 620 nm.

Registaram-se os valores obtidos.

= Ap06s a conclusdo do protocolo os produtos bioldgicos foram inactivados com

lixivia e depois colocados em contentores especificos para incineragao.

S

Figura 13 - Aparelho de microELISA com placa de cultura para leitura das
absorvancias apos realizagdo do teste do MTT.

2.3.8 Analise estatistica do estudo de citotoxicidade

2.3.8.1 Material e métodos

Efectuou-se uma andlise de variancia de trés factores como medidas repetidas de um
factor:
Factor 1 - Formulagdo,
Factor 2 = Concentracéo,

Factor 3 2 Tempo (medidas repetidas).

Quando adequado efectuaram-se comparagdes multiplas (a posteriori) utilizando o

procedimento de Tukey.
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2.3.8.2 Modelo experimental
Utilizou-se um modelo de 3 factores como medidas repetidas num factor e, quando

adequado, efectuaram-se comparagdes multiplas (a posteriori) utilizando o procedimento de

Tukey.
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3. Resultados

3.1 Analise morfoldégica

As microparticulas HMDI-PCL apenas foram preparadas com agitagdo magnética e
razdo volumica fase organica/fase aquosa de 1:50. Assim, para comparagdo, apenas se
utilizardo as imagens das microparticulas de TI-PCL e TDI-PCL obtidas nestas condi¢des. As
imagens dos restantes ensaios de microscopia 6ptica encontram-se no ANEXO — Microscopia

Optica.

3.1.1 MO

A visualizagdo microscopica das microparticulas forneceu-nos primeiramente
informagdo ndo so6 sobre a sua morfologia mas também acerca das suas dimensdes e da
agregacao entre elas.

Os resultados das observacdes podem ser visualizados nas Figuras 14, 15 e 16.

IR A

ST

|.:.'
e

Figura 14 — Visualizagdo por microscopia optica das microparticulas de HMDI-PCL com
diferentes razdes massicas isocianato/PCL, na presenga ou auséncia de surfactante
(Tween"“80): (A) 80/20 sem Tween“80 (ampliagdo 5x), (B) 80/20 com Tween™80
(ampliagio 5x), (C) 50/50 com Tween“80 (ampliagao 5x) e (D) 20/80 com
Tween™80 (ampliagio 20x).
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Figura 15 — Visualizagdo por microscopia optica das microparticulas de TDI-PCL com diferentes

razdes massicas isocianato/PCL, na presenca ou auséncia de surfactante

(Tween™80): (A) 80/20 sem Tween”80 (ampliagdo 5x), (B) 80/20 com Tween"80

(ampliagdo 5x), (C) 50/50 com Tween“80 (ampliagio 20x) e (D) 20/80 com
Tween"80 (ampliagdo 5x).

Figura 16 — Visualizagdo por microscopia optica das microparticulas de TI-PCL com diferentes
razdes massicas isocianato/PCL, na presenca ou auséncia de surfactante (Tween"80)

(ampliagdo 5x): (A) 80/20 sem Tween"“80, (B) TI 80/20 com Tween"“80, (C) 50/50
com Tween™80 e (D) 20/80 com Tween™80.

Pela andlise da Figura 14 verifica-se que hd uma deficiente formacdo de
microparticulas de HMDI-PCL para todas as variaveis estudadas.
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Em relagdo as microparticulas de TDI-PCL e TI-PCL verifica-se a formagao de
microsferas (Figuras 15 e 16). E também relevante salientar a facilidade de agregagdo destas
na presenca de Tween“80, comparativamente com os ensaios na auséncia de Tween®“80. Pela
analise das figuras, verifica-se que a melhor propor¢ao massica isocianato/PCL corresponde a
80/20 em ambas as formulagdes [Figura 15 (A) e (B) e Figura 16 (A) e (B)] e a pior
corresponde a 20/80, também para ambas as formulagdes [Figuras 15 (D) e 16 (D)].

3.1.2 SEM

A microscopia electronica de varrimento, além da andalise morforldgica das
microsferas, dd-nos também informacao acerca da sua topografia.

Os resultados das observagdes podem ser visualizados nas Figuras 17, 18 e 19.

Figura 17 - Visualizag@o por microscopia electronica de varrimento das microparticulas de HMDI
com diferentes razdes massicas isocianato/PCL, na presenga ou auséncia de
surfactante (Tween®80): (A) 80/20 sem Tween™80 (ampliagdo 500x), (B) 80/20 com
Tween"“80 (ampliagdo 200x) e (C) 20/80 com Tween®“80 (ampliagio 1000x).
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Figura 18 - Visualiza¢do por microscopia electronica de varrimento das microparticulas de TDI-
PCL com diferentes razdes madssicas isocianato/PCL, na presen¢a ou auséncia de
surfactante (Tween”80): (A) 80/20 sem Tween”80 (ampliagio 200x), (B) 80/20 com
Tween™80 (ampliagio 500x) e (C) 50/50 com Tween"80 (ampliagio 500x).

Figura 19 - Visualizagdo por microscopia electronica de varrimento das microparticulas de TI-
PCL com diferentes razdes massicas isocianato/PCL, na presenga ou auséncia de
surfactante (Tween™80): (A) 80/20 sem Tween™80 (ampliagdo 100x), (B) 80/20 com
Tween™80 (ampliagio 100x) e (C) 50/50 sem Tween"80 (ampliagio 200x).
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Nao se realizaram estudos de SEM para a preparagdo correspondente a razdo massica
isocianato/PCL 20/80 das microsferas de TI-PCL e TDI-PCL e 50/50 das microsferas de

HMDI-PCL devido aos resultados da visualizagdo microscopica.

Pela analise da Figura 17 confirma-se, novamente, a ndo formagdo de microsferas

utilizando como isocianato o HMDI.

Em relacdo as microsferas de TDI-PCL e TI-PCL (Figuras 18 e 19) confirma-se a
obtencao de microsferas.

No que concerne as particulas de TDI-PCL verifica-se que o ensaio com razao massica
isocianato/PCL 50/50 [Figura 18 (C)] apresenta uma superficie mais irregular e rugosa do que
o de 80/20 [Figura 18 (B)] ou mesmo das microparticulas de TI-PCL da mesma razao [Figura
19 (C)]. Para TDI-PCL 50/50 o efeito da agregacdo ¢ mais evidente do que nas outras
formulacgdes.

Pela Figura 19 (B) e (C) verifica-se que as microparticulas TI-PCL de razdo massica
1socianato/PCL 50/50 sao mais aglomeradas e pequenas do que as de 80/20.

Comparando as microparticulas de TDI-PCL e TI-PCL verifica-se que, em ambas, a

razdo isocianato/PCL 80/20 apresenta uma superficie mais lisa.

3.2 Analise granulométrica por difrac¢ao laser

Estudo realizado apenas para as microparticulas de TDI-PCL e TI-PCL.

A Tabela 11 sumaria os parametros extraidos no estudo da analise granulométrica das
microparticulas.
Nao se realizou este teste para os ensaios 3, 4 e 8 devido aos resultados obtidos pela

microscopia Optica e electronica.
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Tabela 11 - Dados recolhidos no estudo granulométrico.

Desvio padrao

Coeficiente de

Ensaio Média (um) Moda (pm) (um) variacio (%)
1 64,34 96,71 41,08 63,85
2 101,9 116 39,14 38,41
5 78,80 88,29 30,19 38,31
6 78,36 88,29 31,66 40,41
7 52,00 46,68 35,61 68,48
9 44,52 56,00 31.03 69,69
10 84,41 127,1 71,39 84,58
11 70,54 88,29 46,18 65,46
12 46,73 88,29 44,26 94,71
13 47,41 61,34 34,77 73,34
14 45,39 96,71 45,44 100,1
15 17,37 29,61 13,75 79,16
16 19,35 32,43 16,33 84,44
17 22,13 32,43 21,26 96,05
18 24,34 38,91 22,89 94,06
19 7,166 9,929 6,502 90,73

20 4,695 9,065 4,310 91,80
21 5,900 9,065 4,947 83,85
22 5,816 9,929 5,098 87,65

A Figura 20 compara o tamanho das particulas obtidas quando se estudaram varios

efeitos (efeito da composicdo quimica, efeito da razdo volumica entre as fases continuas e

dispersa no tamanho das particulas e efeito da velocidade e natureza da agitagao).
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Figura 20 - Diametro médio das microsferas obtido nas diferentes formulagdes.

Pela analise da Tabela 11 verifica-se que o desvio padrdo aumenta em todos os ensaios
quando se passa da razdo volimica entre a fase organica e a fase aquosa de 1:50 a 1:100,
excepto para os ensaios 19 e 20. Com a excep¢do dos ensaios 2 e 5, todos os outros
coeficientes de variagdo estdo entre os ~70 a 100%. Na generalidade, o coeficiente de
variagdo diminui nas microparticulas de TI-PCL em relacdo as microparticulas de TDI-PCL, o
que sugere que esta composicdo quimica permite a realizagdo de particulas menos
polidispersas.

Analisando a Figura 20 verifica-se que o aumento da velocidade diminui o didmetro
das particulas, assim como o emprego de mais forca no tipo de agitagdo (da magnética ao
homogeneizer).

Neste estudo avaliou-se o efeito de algumas varidveis do processo no que diz respeito
ao tamanho e distribuicdo das microparticulas (Tabela 11 e Figura 20). As variaveis sao :

1) composicdo quimica (TDI e TI) - as particulas preparadas com o isocianato TI tém,
geralmente, um tamanho ligeiramente menor do que as preparadas com TDI;

i1) razao volumica entre a fase organica e a fase aquosa (1:50 e 1:100) - o tamanho das
microparticulas, de um modo geral, aumenta com a diminui¢ao da razao volimica entre a fase

organica e a fase aquosa;
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ii1) tipo de agitacdo (magnética, mecanica ou homogenizer) - as particulas preparadas
com o homogeneizer sao menores do que as preparadas com agitacdo mecanica e estas, por
sua vez, sao menores do que as preparadas com agitacdo magnética;

iv) velocidade de agitacdo (700, 1400 e 1600 rpm) - o tamanho das microparticulas

diminui significativamente com o aumento da velocidade de agitacao.

3.3 Analise quimica por FTIR-ATR

A andlise do espectro da informacdo acerca das diferencas estruturais. Assim,
obtiveram-se os espectros das microparticulas de TDI-PCL e TI-PCL (Figuras 21 e 22,

respectivamente)
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Figura 21 — Espectro FTIR-ATR de TDI, PCL e microparticulas de TDI-PCL

preparadas com diferentes razdes massicas icocianato/PCL (os niimeros
dos ensaios encontram-se indicados entre paréntesis).
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Figura 22 - Espectro FTIR-ATR de TI, PCL e microparticulas de TI-PCL
preparadas com diferentes razdes massicas isocianato/PCL (os nimeros
dos ensaios encontram-se indicados entre paréntesis).

Ambos os espectros da PCL mostram uma larga banda de absorc¢do absorc¢do a cerca
de ~3435 cm™ e uma estreita banda a 1720 cm™.

Em relagdo aos espectros dos isocianatos TDI e TI ¢ de salientar a existéncia de uma
banda estreita de absorcio entre os 2275 - 2250 cm™.

No espectro de microparticulas, em ambos os casos ¢ de uma maneira geral e em
comparagdo com os outros espectros analisados anteriormente, surgiu um pico de absorcdo a
cerca de 1740-1690 cm'], mas, em contrapartida, assistiu-se ao desaparecimento total dos
picos entre 2275-2250 cm™ e ~3435 cm™ e a uma significativa diminuigio da banda de
absor¢do a ~1720 cm’™.

Algumas diferengas foram observadas, tais como a consequéncia da mudancga da razao
massica isocianato/PCL. O aumento da quantidade de isocianato na formulagdo causou uma
diminui¢io do pico de absor¢do a ~1720 cm™ e um aumento na banda de absorcdo a cerca de

1740-1690 cm™.
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3.4 Analise das propriedades térmicas através do DMTA e

TGA

As caracteristicas térmicas das microparticulas foram investigadas através de DMTA e

TGA. As transi¢des térmicas das particulas de TDI-PCL e TI-PCL sao dadas pela Figura 23 e as
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Figura 23 - Termograma das microsferas para diferentes formulagdes (entre paréntesis

esta indicado o nimero do ensaio).

Tabela 12 — Temperatura de transi¢do vitrea das microparticulas.

Razao massica 80/20 50/50 20/80
TDI/PCL -43,9 °C -46,1 °C -45,2°C  8,4°C
TI/PCL -37,4 °C -42,6 °C -43,7°C  42,1°C

Pela analise da Figura 23 observa-se que as microparticulas preparadas com razao massica

isocianato/PCL 20/80 mostram um termograma com dois ou mais picos, mas, por outro lado, os

termogramas das razdes 50/50 e 80/20 apresentam apenas um pico.
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Observando a Tabela 11 verifica-se que a Tg aparece para valores mais altos para as

formulagdes com TI em relagdo as de TDI.

A Figura 24 apresenta a curva termogravimétrica para microparticulas de TDI-PCI e TI-

PCL preparadas com a formulagdo 80/20 e para a PCL.

120
100 A microparticulas
80 7 PCL \
60
40 \ ll-
20 \\ |
o N

0 200 400 600 &00 1000 1200

Massa perdida (%)

Temperatura (°C)

Figura 24 - Curva termogravimétrica obtida para a PCL e microparticulas de TDI-PCL e TI-PCL
com razdo massica isocianato/PCL 80/20.

Pela analise da curva termogravimétrica verifica-se que a degradacdo térmica das
microparticulas comega, aproximadamente, no intervalo 346-348°C, significativamente superior a

PCL.

3.5 Analise das propriedades adesivas através do Potencial
Zeta

O potencial Zeta ¢ também uma importante caracteristica fisicoquimica das

microparticulas.

Os resultados das medicdes do potencial Zeta encontram-se na Tabela 13 e Figura 25.
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Tabela 13 — Valores do potencial Zeta das microparticulas em diferentes meios de suspensao.

Ensaio Agua 7.4 6,5 2
2 -13,50 -3,12 -2,94 -1,91
6 -7,39 -2,82 -2,49 -1,72
15 -4,30 -6,27 -2,04 -2,53
17 9,09 -2,20 -1,57 -1,55
20 -11,40 -2,02 -1,80 -2,34
21 -23,90 -1,89 -1,66 -1,79
Ensaio

21

Potencial Zeta (mV)

ODAm7,406502

Figura 25 — Valores do potencial Zeta das microparticulas em diferentes suspensdes.

De acordo com estes resultados, todas as formula¢des exibem um valor de potencial
Zeta negativo, tanto na 4gua como nas solucdes tampao.

O potencial Zeta das microsferas de TDI-PCL ¢ significativamente maior (em valor
absoluto) do que o das particulas contendo TI.

As microparticulas do ensaio 21, suspensas em 4gua, sdo as que apresentam maior
valor absoluto do potencial Zeta. As particulas dos ensaios 15 e 17 t€ém um potencial Zeta
menor que as particulas dos ensaios 20 e 21.

Embora as microsferas tenham um baixo valor absoluto do potencial Zeta, quando a
medi¢do ¢ realizada em solugdes tampdo tornaram-se ainda mais baixos, mostrando, de um

modo geral, um valor bastante semelhante.

NOTA: A partir daqui em todos os ensaios realizados apenas foram testadas as formulacdes de
microsferas de TDI-PCL e TI-PCL com razdo massica isocianato/PCL 80/20, razdo volumétrica fase

organica/fase aquosa de 1:100, sem surfactante e preparadas com agitagdo mecanica a 1400 rpm.
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3.6 Analise da degradacao in vitro

A degradagdo ‘in vitro’ foi realizada em solucdo PBS a pH=7,4 e os resultados estdo
expostos na Tabela 14 e Figura 26 para as microparticulas de TDI-PCL e na Tabela 15 e
Figura 27 para as microparticulas de TI-PCL.

Tabela 14 — Valores da percentagem de massa perdida nas microsferas TDI-PCL durante 28 dias.

Tempo % massa perdida
dia 1 0,85
dia 2 0,70
dia 3 0,88
dia 4 3,26
dia 7 4,55
dia 14 4,13
dia 21 4,72
dia 28 7,31

% massa perdida
P
T

0 5 10 15 20 25
Tempo (dias)

Figura 26 - Estudo da degradac@o in vitro em solugdo PBS das microsferas de TDI-PCL durante 28 dias.
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Tabela 15 — Valores da percentagem de massa perdida nas microsferas TI-PCL durante 28 dias.

Tempo % massa perdida
Dia 1 1,61
Dia 2 3,23
Dia 3 2,99
Dia 4 3,85
Dia 7 4,35
Dia 14 6,45
Dia 21 5,48
Dia 28 6,89
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,-"'/ 4t
6 | S 8
A
i
__4_,+4'*" _ e
i e :
; s
@
=
® gl !
2k g
1 b =
D L L L L |l
0 5 10 15 20 25

Tempo (dias)

Figura 27 - Estudo da degradac@o in vitro em solugdo PBS das microsferas de TI-PCL durante 28 dias.

Apos a andlise das Figuras 26 e 27 verifica-se que ambas as microsferas tém uma
degradagdo muito lenta e semelhante, uma vez que ao final de 28 dias apenas houve cerca de
7% de perda de massa. E também de salientar que as microsferas de TI-PCL tém uma perda
maxima de massa ligeiramente inferior as microsferas de TDI-PCL (6,89 e 7,31,

respectivamente).
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3.7 Analise da libertacio do farmaco in vitro por
espectrofotometria UV/Vis

A libertagdo do farmaco (Flurbiprofeno) foi analisada em solu¢do PBS a pH=7,4 a
37°C de modo a simular o ambiente topico ocular. Assim, pela medi¢do da libertagdo por

espectrofotometria UV/Vis obtiveram-se os resultados apresentados na Tabela 16 e Figura 28.

Tabela 16 - Taxa de libertagdo de farmaco durante 8 horas.

% de libertacao de farmaco % de libertagao de farmaco

Tempo (horas) nas microparticulas TDI- nas microparticulas TI-

PCL PCL

1 48 57

2 84 88

3 90 88

4 94 95

S 95 96

6 91 97

7 99 99

8 100 100

Libertacdo do farmaco
% 100 -
=]
S 80
£
E 60 -
5
o 40 - Tl
'S
8 20 1 __1DI
3
: D T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 g
tem po (h)

Figura 28 - Curva de libertagdo do farmaco in vitro para as microparticulas de TDI-PCL e TI-PCL
(na figura TDI e T1I, respectivamente).
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Comparando as duas formulacdes verifica-se que as curvas de libertacdo de fairmaco
sdao bastante semelhantes nos dois casos. As microparticulas de TDI-PCL apresentam uma
curva de libertagdo ligeiramente inferior a das microparticulas de TI-PCL (Figura 28), no
entanto, ao final de oito horas, ambas atingem a taxa de maxima de liberta¢ao (100%) (Tabela
16).

E possivel classificar o tipo de transporte nas primeiras 2 horas através da anélise do
valor de n da equacdo (6) (pag. 12). Assim, para as microsferas de TDI temos n = 0,8 e para

asde TL, n = 0,6.

3.8 Analise de citotoxicidade através do teste do MTT

3.8.1 Dados da contagem de macrofagos

Os dados referentes a colheita e contagem de macrofagos encontram-se identificados
na Tabela 17.

Tabela 17 - Contagem de macrofagos para cada rato.

N.° de células/ml N.° de
Volume recolhido Dilui¢do com meio
Rato (camara de células/ml
(ml) de cultura (ml)
Neubauer)
1 32,5 448,8x10* 33 224,4x10*
2 32,5 303,6x10°* 2,48 227,7x10*
3 25 255x10* — —
4 27,5 609x10* 6 233,5x10*
5 28 467x10* 4 203x10*

Pretendia obter-se uma concentracdo celular de cerca de 200x10* células/ml de meio
de cultura (Kemp, n.d.), assim tiveram de se fazer diluigdes de modo a obter este objectivo, tal

como revela a Tabela 17. No caso dos macrdéfagos do rato 3 nao foi necessario fazer diluicao,

uma vez que o seu valor ja se encontrava dentro da gama pretendida ( 255x10* células/ml).
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3.8.2 Resultados do teste do MTT

A percentagem de sobrevivéncia celular foi calculada através da seguinte formula:

absorvincia da amostra a analisar
— — — X

%sobrevivéncia _celular = 100 , (7

absorvancia _do _controlo

onde a percentagem de sobrevivéncia do controlo ¢ sempre considerada igual a 100%.

Tabela 18 — Taxa de sobrevivéncia celular durante os 7 dias de estudo na presenca de diferentes
quantidades de microsferas com TDI na sua formulagio.

Tempo Controlo 30 ul 5ul 0,5 i
dia 1 100 56 94 82
dia 3 100 70 74 102
dia 5 100 32 95 89
dia 7 100 85 70 63

Citotoxicidade

100

o
3 |
c 80 +— e I I
Q S @ controlo
E 35 60 +— m 30 pl
§ 3 40 ob5ul

[
o O 0,5 pl
S 0 [ Sl
]
s
- 0 T T T

dia 1 dia 3 dia 5 dia 7
Tempo (dias)

Figura 29 - Taxa de sobrevivéncia celular dos macréfagos durante os 7 dias de estudo na presenga de
diferentes quantidades de microsferas de TDI-PCL.

Tabela 19 — Percentagem de sobrevivéncia celular durante os 7 dias de estudo na presenca de diferentes
quantidades de suspensao de microsferas com TI na sua formulagao.

Tempo Controlo 30 pl 5 pul 0,5 i
dia 1 100 76 80 81
dia 3 100 50 65 82
dia 5 100 48 76 71
dia 7 100 93 90 100
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Figura 30 — Percentagens de sobrevivéncia celular dos macrofagos peritoneais de rato durante os 7
dias de estudo na presenga de diferentes quantidades de microsferas de TI-PCL

Comparando as Figuras 29 e 30 podemos afirmar que hd uma taxa de sobrevivéncia ao
final dos 7 dias maior nas microsferas que tém TI na sua formulagdo, uma vez que estas
apresentam um sinal muito proximo do sinal do controlo, que corresponde aos 100%. Através
deste resultado podemos afirmar que estas microsferas sdo menos citotoxicas e por isso mais

indicadas para uso médico do que as outras.

3.8.3 Resultado da analise estatistica do estudo de citotoxicidade

Os resultados da analise da variancia para o modelo de trés factores como medidas
repetidas num factor podem ser observados na Tabela 20.

Conforme se pode observar na Tabela 20 verifica-se a existéncia de diferencas
significativas entre as duas formulagdes (TDI e TI), as concentragdes € uma interac¢ao entre
as formulagOes e concentragdes.

Observam-se também diferengas significativas ao longo do tempo, bem como nas
interacdes tempo*formulagdo e tempo e concentragdo. No entanto, a interaccao entre os trés

factores ndo ¢ estatisticamente significativa.
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Tabela 20 — Resultado da analise de varidncia para o modelo de 3 factores como medidas repetidas num

factor. A vermelho encontram-se os valores estatisticamente significativos.

' Soma Graus de Média
Efeitos ' ' ‘ F p
quadratica liberdade quadratica
Formulacao 0,001502 1 0,001502 14,881 0,004826
Concentragao 0,002954 3 0,000985 9,758  0,004752
Formulagao*Concentracao 0,000391 3 0,000130 1,290  0,342364
Erro 0,000807 8 0,000101 — —
Dias 0,077283 3 0,025761 271,437 0,000000
Tempo*Formulacao 0,018090 3 0,006030 63,537 0,000000
Tempo*Concentragao 0,003761 9 0,000418 4,403 0,001741
Tempo*Formulagao*Concentracao  0,001287 9 0,000143 1,506  0,202094
Erro 0,002278 24 0,000095 — —
Formulag &o
(1, 8)=14 881, p= 00483
Limites de confianca .95
0070
0088
0066 |
0064 |
0062 |
0060
20| i ...
2
S 0056 |
< 0054 |
0052
0050 e
0048 |
0.046 '
1
Formulag do
Figura 31 — Valores médios da absorvancia e respectivos limites de confianga para as formulagdes
com TDI (1) e TI (2).
Na Figura 31 podem ser observados os valores médios e respectivos limites de
confianga para as formulagdes testadas, respectivamente TDI e T1.
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O tratamento a posteriori relativamente as concentragdes mostra, conforme se pode
observar na Tabela 21, que existem diferengas significativas entre o controlo e 30ul. Nao se
observam diferencas significativas entre o controlo € 5 pl, o controlo e 0,5 ul, nem entre 5 e

0,5 pl.

Tabela 21 - Valores do tratamento a posteriori para a concentragdo. A vermelho encontram-se os valores
estatisticamente significativos.

Concentragio X =0,06563 X =0,04744 X =0,05781 X =0,06187

Controlo — 0,004129 0,202935 0,723778

30ul 0,004129 — 0,074422 0,015386

5ul 0,202935 0,074422 — 0,675143
0,5ul 0,723778 0,015386 0,675143 —

Os valores anteriormente verificados estao ilustrados na Figura 32.

Concenfracdo
F(3,8)=9.7578, p=.00475
Limites de confianca 95

0075

0070 |

0.065

0.060 |

0055 |

0.050 |

Absorvancia

0.045 |

0.040 |

0.035

Concenfracdo

Figura 32 — Valores médios da absorvancia e respectivos limites de confianca para as concentragdes
estudadas: controlo (0), 30 ul (1), 5 ul (2) € 0,5 pl (3).

Na Tabela 22 encontram-se os dados do tratamento a posteriori relativamente ao
tempo. Pela sua analise € possivel verificar que entre todos os tempos estudados (1dia com 3
dias, 1 dia com 5 dias, 1 dia com 7 dias, 3 dias com 5 dias, 3 dias com 7 dias ¢ 7 dias com 5

dias) existem diferencas significativas, como se pode confirmar na Figura 33.

51

Engenharia Biomédica
2006/2007



Preparacdo e caracterizagdo de microsferas para libertagdo controlada de farmacos em
Oftalmologia

Tabela 22 — Valores do tratamento a posteriori para o tempo. A vermelho encontram-se os valores
estatisticamente significativos.

Tempo X =0,10638 X =0,07400 X =0,01594 X =0,06563
Dia 1 — 0,000161 0,000161 0,000161
Dia 3 0,000161 — 0,000161 0,000161
Dia 5 0,000161 0,000161 — 0,000184
Dia 7 0,000161 0,000161 0,000184 —

Tempo

H3, 24)=271.44, p=0.001
Limites de corfianca .95
013

0.12
0.1
0.10
0.09
0.08
0.07
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02
0.M
0.00

Absorvancia

A1 DA3 OAS DAz
Tempo (dias)

Figura 33 - Valores médios da absorvancia e respectivos limites de confianga para os tempos
estudados (dia 1, dia 3, dia 5 e dia 7).

Na Figura 34 podem-se observar valores médios de absorvancia nas duas formulagdes,
TDI e TI, ao longo do tempo. A comparacdo a posteriori efectuada no dia 3 mostra que o
valor de TDI ¢ significativamente mais elevado que o TI (p<0,001). Nos outros tempos
estudados ndo hé diferengas significativas. Entre as duas formulacdes € estatisticamente

significativo o aumento da absorvancia do dia 5 para o dia 7 (TDI: p<0,001 e TI: p<0,001).
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Interaccao Tempo * Formulag 8o F(3, 24)=63.537, p<.001
Limies de confianga .95

012

0.08

0.06

Absorvancia

0.04

0.02

0.00

DiA1 DAz DIAS DIAT
Tempo (dias}

Figura 34 - Valores médios da absorvancia e respectivos limites de confianga para a interacc¢do
Tempo*Formulacao.
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4. Discussao e conclusoes

Através da andlise morfoldgica verificou-se se a reaccdo com os trés isocianatos
utilizados durante o estudo proporciona a formagdo de microsferas e concluiu-se que apenas
para o caso do isocianato HMDI nao se observaram microsferas.

Comparando as formulacdes, com diferentes razdes massicas isocianato/PCL das
microsferas de TDI-PCL e TI-PCL, verifica-se que, para ambos os casos, a razao 80/20,
apresenta microsferas com formas mais regulares e uma superficie mais lisa do que a 50/50 ou
80/20, o que evidencia a completa evaporacao do solvente durante o processo de formagdo. A
superficie das microsferas tem implicagdes na bioadesdo e na libertagdo de farmaco. Se, por
um lado, as microparticulas com superficie mais lisa sio menos bioadesivas (Gouvender, 2005),
por outro, no que concerne a libertacdo de farmaco, ¢ o pressuposto ideal para que haja uma

uniforme libertacdo por toda a superficie.

Com base nos resultados da anélise granulométrica pode sugerir-se que a melhor razao
entre a fase organica e a fase aquosa ¢ a de 1:100, o que indica que a redugdo na razao volume
possa estar relacionado com particulas maiores como resultado de agregacao destas durante a
preparacdo e aumentar assim a distribuicdo de tamanhos, ou seja, a baixa razdo entre as fases
organica e aquosa ndo contribui para a estabilizagdo das particulas poliméricas. Apesar do
coeficiente de variacdo ser elevado (~70 a 100%) ¢ ligeiramente menor nas particulas de TI-
PCL, o que sugere que com esta composi¢do quimica resultem particulas menos polidispersas.
A velocidade e, principalmente, a natureza da agitacdo determinam fortemente o tamanho da
particula. Os resultados mostram que aumentando a velocidade se obtém particulas menores.
Do mesmo modo, o emprego de mais forca no tipo de agitacdo, da magnética ao
homogeneizer, tem o mesmo efeito. Este resultado pode ser explicado pela elevada eficiéncia
na dispersao da fase polimérica na fase aquosa.

De acordo com os resultados obtidos, as particulas preparadas com TI tém,
geralmente, um tamanho ligeiramente menor do que as preparadas com TDI. Como o TI ¢ um
isocianato com trés grupos NCO (Figura 35), a reac¢do com a PCL (grupo hidroxilo) deve ser
mais extensa, sugerindo que a matriz polimérica (Figura 36) assim obtida deve ser mais

compacta, principalmente quando a agita¢do € mais intensa.
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Figura 35 - Estrutura quimica de PCL (A) (La Gatta et al., 2005), TDI (B) ¢ TI (C) (Queiroz & Norberta
de Pinho, 2005).
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Figura 36 - Estrutura quimica das microparticulas de TDI-PCL (A) e TI-PCL (B) (adaptado de Queiroz
& Norberta de Pinho, 2005), com o grupos uretana marcados a cheio e o grupo ureia
marcado a tracejado.

O equipamento usado ¢ muito importante na preparacdo de particulas com adicdo
gota-a-gota da fase organica, uma vez que determina nao s6 o tamanho das microparticulas
como também a sua distribui¢do. Neste estudo, as menores particulas foram obtidas com o
homogeneizer. Este equipamento aumenta significativamente a turbuléncia, o que,

normalmente, permite uma boa dispersao da fase polimérica na fase continua. No entanto,
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devido ao facto de so existir um no Laboratorio e de estar ocupado na altura da produgao,

optou-se por realizar os restantes ensaios com o agitador mecanico.

A velocidade da agitagdo ¢ também uma das principais varidveis para controlar o
tamanho da microparticulas. Os resultados mostram que o tamanho das microparticulas
diminui significativamente com o aumento da velocidade de agitagdo devido ao facto de haver
uma eficiente dispersao das pequenas gotas de solugdo polimérica.

O facto do tamanho das microparticulas de TDI-PCL aumentar na presenga de
Tween®80 pode ser explicado devido ao baixo peso molecular do TDI, que, possivelmente,
aumenta a interac¢do com o surfactante de elevado peso molecular, levando a que aumente a
agregacao das microparticulas de TDI-PCL. Por este motivo foi descartado este reagente na
preparacdo das microparticulas.

Assim, as microsferas de TDI-PCL e TI-PCL de razao volumica 1:100, razao massica
isocianato/PCL de 80/20, preparadas no homogeneizer a 1400 rpm sem a adicdo de
Tween"80, encontram-se dentro do didmetro médio indicado para aplicagdes topicas

oftalmolodgicas, entre 5 a 10 pm (Zimmer & Kreuter, 1995).

Pela andlise quimica dos espectros de absor¢ao de microsferas de TDI-PCL e TI-PCL,
confirma-se que houve reac¢ao devido ao aparecimento do pico de absor¢ado relativo ao grupo
uretana 1740-1690 cm™ e ao desaparecimento das banda de absorcdo referente ao grupo
hidroxilo (~3435 cm'l) € aos grupos éster internos (Hesse et al., 1997:29-66; Guelcher, Galhagher,
Didier, Klinedinst, Doctor, Goldstein, Wilkes, Beckman & Hollinger, 2005).

O melhor espectro de absorcdo, tanto para as microsferas de TDI-PCL como para as
de TI-PCL, corresponde a razao massica isocianato/PCL 80/20, o que significa que para esta
proporcao houve a conversdo completa dos reagentes. Assim, e tendo em conta os resultados

anteriormente discutidos, escolheu-se esta propor¢do para a continuagdo do estudo.

Na andlise das caracteristicas térmicas das microparticulas através de um termograma
verificou-se que as microparticulas preparadas com razdo madssica isocianato/PCL 20/80
apresentavam dois ou mais picos, 0 que sugere a presenga de compostos heterogéneos, o que,
por sua vez, ¢ indicador de que a reacgdo entre o isocianato e a PCL ndo foi completa. Por
outro lado, as razdes 50/50 e 80/20 apresentam apenas um pico, o que confirma que se trata de

um composto homogéneo, ou seja, existe apenas uma substancia presente. Por outro lado, as
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microsferas de TI-PCL apresentam valores mais elevados de Tg em relacao as de TDI-PCL, o
pode ser explicado pelo facto da matriz polimérica ser mais cristalina e/ou rigida devido a sua
estrutura quimica.

A degradagdao térmica das microparticulas de TDI-PCL e TI-PCL comeca,
aproximadamente, no intervalo de temperatura entre 346-348°C. A presenga do grupo
isocianato desloca este intervalo para valores mais elevados relativamente a PCL (243°C).
Estes resultados sugerem que estas microparticulas sdo termicamente mais estaveis do que a

PCL.

Com base nos resultados obtidos por analise com o equipamento de potencial Zeta,
verifica-se que ambas as microsferas tém potencial Zeta negativo. Isto deve-se ao facto de
ambas as matrizes poliméricas apresentarem carga negativa devido a ionizacdo dos grupos
carboxilos. As microsferas de TI-PCL tém um valor mais elevado em valor absoluto do
potencial Zeta do que as de TDI-PCL, o que ¢ concordante com a sua estrutura quimica, pois
estas cargas negativas representam uma menor percentagem da cadeia total do que as de TDI.

Os valores semelhantes do potencial Zeta em diferentes ensaios referentes a solugdes
tampao devem-se a alta concentragdo de sal da solucdo tampao (Dillen, Mooter & Ludwig, 2006).
O valor do potencial Zeta ¢ muito importante nas aplicacdes biomédicas, por exemplo a
fagocitose das microparticulas poliméricas pelos macréfagos ¢ aumentada com o aumento do
valor absoluto do potencial Zeta e diminuida para um potencial Zeta a superficie de zero (Li &

Tian, 1997:429-458).

A degradagdo in vitro foi realizada em solu¢gdo PBS a pH=7,4 ¢ a 37°C de modo a
melhor simular as condi¢des fisioldgicas da superficie ocular. Pela analise dos resultados
obtidos verifica-se, tal como ja seria de esperar uma vez que se trata de poliuretanas, uma
degradacdo muito lenta em ambas as microsferas (TDI-PCL e TI-PCL), sendo por isso

bastante bioestaveis (Heijkants, Calck, Groot, Pennings & Schouten, 2004).

A libertagdo controlada de fArmaco nas primeiras duas horas, tanto para as microsferas
de TDI-PCL como para as de TI-PCL, ¢ andémala (0,5 < n < 1), o que significa que a
libertacdo do farmaco ocorre ndo s6 por difusdo mas também devido a degradacdo do sistema

pOlimériCO (Babu, Ramesh, Sairam, Hosani & Aminabhavi, 2006).
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Com base nos resultados obtidos nos testes de citotoxicidade verifica-se que a
fomulagdo com TI ¢ mais citotoxica que a de TI. Este resultado ¢ facilmente explicado pelo
facto de no TI existirem trés grupos isocianatos, com consequente maior possibilidade de

formacao de radicais livres do que para TDI, apenas com dois grupos isocianato.

No 3.° dia ocorre a selec¢do para ambas as formulacdes, ou seja, € um dia critico.
Neste caso, deve ser o dia maximo indicado para o tratamento oftalmoldgico, ou seja, o
indicado € que sejam administradas de 3 em 3 dias novas gotas com microsferas no olho.

O aumento da absorvancia do dia 5 para o dia 7 deve-se, possivelmente, a remog¢ao do
meio antigo (com produtos citotoxicos) e adigdo de novo meio. Com esta mudanca as células
stunned recuperaram e tornaram-se mais activas. No entanto, em ensaios futuras, ndo ¢
aconselhavel a renovagdo do meio mais cedo, uma vez que estariamos a adicionar novos erros
no procedimento experimental, devido ao facto de ao renovarmos o meio também se terem de
adicionar novas microsferas, pois estas estdo em suspensao no meio.

A concentragdo de microsferas teve impacto significativo na absorvancia. As células
ndo toleraram bem as altas dosagens de concentragcdo, provocando-lhes a morte, o que ¢
novamente explicado pela elevada formagdo de radicais livres em relagdo as menores
concentragdes. Assim, para uso clinico, aconselha-se o uso da menor concentracao (0,5 ul a

0,05 mg/ml, sendo ainda satisfatorio o uso de 5 pl).
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S. Perspectivas de trabalho futuro

Apesar de se terem atingido os objectivos previamente estabelecidos, os resultados
obtidos sugerem a realiza¢dao de novos ensaios de caracterizagao.

Assim, no caso da analise da libertacdo do farmaco, seria interessante realizar novos
ensaios com farmacos indicados para o tratamento do glaucoma nos tempos estudados e
também durante um periodo de tempo mais longo.

No que diz respeito aos testes de citotoxicidade seria fundamental a realizacdo de
novos ensaios com uma renovagdo de meio mais frequente, € consequentemente de
microsferas, de modo a comparar com os resultados actuais e determinar se o 5° dia ¢ um dia
critico ou ndo.

Também seria importante a realizacao de testes de citotoxicidade com microsferas
com farmaco incorporado para avaliar realmente o efeito citotoxico deste sistema de
libertagdo de farmaco. Estes testes deveriam ser efectuados, preferencialmente, em triplicado,
de modo a garantir a fidelidade dos resultados.

Numa fase posterior, também se poderia proceder a testes in vivo, com microsferas
com e sem farmaco incorporado, em coelhos albinos (Oryctolagus cuniculus hyplus) —
modelo animal estabelecido internacionalmente para este tipo de estudos em Oftalmologia,

para equacionar a progressao ou nao para ensaios clinicos.
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7. Anexos

A.MO

Microsferas formuladas com razao volumica fase organica/fase aquosa de 1:50, razdo

massica isocianato/PCL de 80/20 e com agitador mecanico a 1400 rpm.

Figura 37 - Visualizagdo microscopica das microsferas de TDI-PCL (A) e TI-PCL (B) (ampliagao 10x).

Microsferas formuladas com razdo volumica fase organica/ fase aquosa de 1:100,

razao massica isocianato/PCL de 80/20 e com agitador mecanico a 1400 rpm.

Figura 38 - Visualizagdo microscopica das microsferas de TDI-PCL (A) e TI-PCL (B) (ampliagao 10x).

Microsferas formuladas com razdo volumica fase organica/ fase aquosa de 1:50, razdo

massica isocianato/PCL de 80/20 e com homogeneizer a 1600 rpm.

Figura 39 - Visualizagdo microscopica das microsferas de TDI-PCL (A) e TI-PCL (B) (ampliagdo 10x).
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Microsferas formuladas com razdo volimica fase orgéanica/ fase aquosa de 1:100,

razao massica isocianato/PCL de 80/20 e com homogeneizer a 1600 rpm.

E .
£ ]

Figura 40 - Visualizagdo microscopica das microsferas de TDI-PCL (A) e TI-PCL (B) (ampliagdo 10x).
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B. Testes de citotoxicidade

Dia 1

TDI

Figura 41 - Visualizacdo microscopica dos macrofagos apds 1 dia de contacto com as
microsferas de TDI-PCL e depois da adi¢do adicdo de MTT. [Controlo (A),
30 ul (B), 5 ul (C) e 0,5 ul (D)].

TI

A

Figura 42 - Visualizagdo microscopica dos macrofagos apos 1 dia de contacto com as
microsferas de TI-PCL e depois da adi¢@o adigdo de MTT. [Controlo (A), 30

ul (B), 5 ul (C) ¢ 0,5 l (D)].
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Dia 3

TDI

Figura 43 - Visualizagdo microscopica dos macréfagos apos 3 dias de contacto com as
microsferas de TDI-PCL e depois da adi¢do adicdo de MTT. [Controlo (A),
30 ul (B), 5 ul (C) e 0,5 ul (D)].

TI

Figura 44 - Visualizagdo microscopica dos macrofagos apds 3 dias de contacto com as
microsferas de TI-PCL e depois da adi¢do adi¢do de MTT. [Controlo (A),
30 ul (B), S pl (C) e 0,5 pl (D)].
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Figura 45 - Visualizagdo microscopica dos macrofagos apds 5 dias de contacto com as
microsferas de TDI-PCL e depois da adi¢ao adi¢do de MTT. [Controlo (A) e
0,5 ul (B)].

TDI

Figura 46 - Visualizagdo microscopica dos macrofagos apos 5 dias de contacto com as
microsferas de TI-PCL e depois da adi¢do adi¢do de MTT. [Controlo (A),
Sule 0,5 ul (B)].
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Dia 7

Figura 47 - Visualizacdo microscopica dos macrofagos apds 7 dias de contacto com as
microsferas de TI-PCL e depois da adigdo adi¢do de MTT. [Controlo (A),
30 ul (B), 5 ul (C) ¢ 0,5 pl (D)].

TI

Figura 48 - Visualizagdo microscopica dos macréfagos apos 7 dias de contacto com as microsferas de
TI-PCL e depois da adigdo adi¢cdo de MTT. [Controlo (A), 30 pl (B) e 5 ul (C)].
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