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Resumo

Este trabalho teve como objectivo fundamental prwdsistemas de libertacao
controlada de substancias activas no tratamentioelecas oftalmolégicas, incidindo na
degeneracdo macular relacionada com a idade (DMRIjetinopatia diabética (RD) e
em infeccdes relacionadas com situacdes pos-opasato

Em Oftalmologia distinguem-se doencas da regidtepos do olho e da regido
anterior, sendo a RD e a DMRI da zona posterioo pele para o seu tratamento é
necessaria uma administracdo intravitrea. Estaslogés provocam diminuicdo da
acuidade visual, podendo mesmo levar a perda detalisdo. No que diz respeito ao
segmento anterior do olho sdo usadas, de um mexydf gotas para aplicacéo topica.

Os farmacos até agora usados nem sempre actuansasedapéutica adequada,
nem num intervalo de tempo satisfatorio de forneaitar as sucessivas aplicacdes. No
sentido de resolver problemas de sobre ou subdosagele reduzir o elevado nimero
de aplicacdes (tdpicas ou intravitreas), desenkaivese alguns sistemas de libertagédo
controlada de farmacos.

Neste trabalho escolheu-se o poli(acido-lactico)lA)P como suporte para
imobilizacdo do farmaco. Este polimero € néo-tGxid@o causa reaccdes adversas e é
biodegradavel apés a libertagdo da substancissagifundamental que o polimero seja
resistente a degradacdo no meio extracelular, dragreservar o seu conteudo, no
entanto, deve promover a sua libertacdo gradualrespectivouptake pelas células
alvo. Como substancias activas foram escolhidamaomicina, que € um antibiotico, e
o Avastir’, que é um anticorpo.

As nanoparticulas de PLA foram sintetizadas por método de emulséo
simples e dupla. Fez-se a caracterizacdo morfaogi@ distribuicdo por tamanhos,
além do estudo de outras propriedades fisicasmicpd. Posteriormente, procedeu-se
ao encapsulamento do Ava$tie da vancomicina, tendo-se avaliado a eficiéneia d
encapsulamento/imobilizacdo. Fizeram-se estuddieacdo controladan vitro dos
farmacos encapsulados usando uma solucédo de PBS.

Constatou-se que as nanoparticulas apresentavara ésférica e a distribuicéo
de tamanhos sugeriu que as particulas com farnmazapsulado eram maiores do que
as vazias. A eficiéncia de encapsulamento apraseatores acima dos 95%.



Verificou-se ainda que o Avasfimdo sofreu qualquer libertacdo mensuravel
vitro, num periodo de tempo satisfatorio.

Os testes de citotoxicidade e viabilidade celutgctuados nas condigbes
experimentais estudadas, revelaram que o Avaktire podera tornar-se citotéxico ao
longo do tempo, no entanto, quando encapsuladonaasparticulas, registaram-se
valores de absorvancia elevados. Estes resultadesesn que embora possa ter havido
alguma degradacdo do PLA por parte dos macrofastas possibilitou a difusdo do
farmaco em quantidades néo citotoxicas para atasélu

A vancomicina apresentou uma taxa de libertacatabtzs satisfatorian vitro,
pelo que o numero de administragfes de injeccdeavitreas administradas podera

diminuir. Este farmaco néo se revelou citotoxiccapaacréfagos.



Abstract

The purpose of this work was to develop new drug/ely systems of active
substances used in the treatment of ophthalmoltigeases, particularly in age related
macular degeneration (AMD), diabetic retinopathRj@2nd post-surgery infections.

The eye is divided in two areas: posterior andratsegment. DR and AMD
are pathologies of the posterior segment being ssacg intravitreal injections
administration for their treatment; these diseasescause a decrease of visual acuity or
even total vision loss. Concerning the anteriornssg treatment, usually topical
application of drops is used.

The main problem about these kind of treatmenhat the used drugs are not
always maintained in the adequate therapeutic doseed to be repeatedly applied in
short time intervals. To overcome under or overadesor to reduce the number of
applications (topical or intraviteal), some contdl delivery systems began to be
developed.

Inorder to obtain such a delivery system the pabt{t acid)(PLA) was chosen
as support to immobilize the drug. This polymenan-toxic, does not cause adverse
reactions and is biodegradable after releasing¢hige substance. It is essential that the
polymer is resistant to extracellular degradation,order to preserve its contents,
however, it should promote a steady drug releadeitaruptake by the target cells. As
active substances, vancomycin, an antibiotic, avasfr, an antibody, were chosen.

PLA nanoparticles were prepared by a simple andléoamulsion method.
They were morphologically characterized, their siribution and other physical and
chemical properties were also studied. Subsequetlgsti® and vancomycin were
encapsulated by them, being the effictiveness ofsulation/imobilization assessed.
Controlled release studies of the encapsulatedsdwege performed in vitro, using a
PBS solution.

The nanoparticles showed a spheroid shape andsizeidistribution indicated
that when they encapsulated drugs they were ldhgar when they were empty. The
encapsulation efficiency showed values above 95%.

It was also observed that Avastidid not suffer any measurable release during a

satisfactory period of time.
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Tests for cytotoxicity and viability cellular shodi¢hat the Avastifi free may
become cytotoxic over time, however, when encapstlan nanoparticles, was
obtained high absorbance values. These resultsesugbgat may have been PLA
degradation by macrophages that enabled the diffusif drug at non-cytotoxic
quantities for the body.

The vancomycin presented a very satisfactory limmrarate at which the
number of intravitreal injections administrationsayndecrease. This drug is not

cytotoxic for the body.
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Objectivos

O objectivo principal deste trabalho consistiu naeppracdao de
micro/nanoparticulas para sistemas de libertacatralada de substancias activas
para uso oftalmoldgico, quer no segmento postguer no anterior.

A estratégia delineada para este trabalho consiatilseguintes etapas:

e preparar e caracterizar micro/nanoparticulas poicag;

e avaliar o tamanho das particulas preparadas, tpodaneta atingir a escala
nanomeétrica;

» encapsular farmacos, que possam ser usados emmdrdts de doencas
oftalmoldgicas, nessas particulas;

» ligar, covalentemente, as substancias activasexfétip das nanoparticulas;

» avaliar a eficiéncia de encapsulamento;

» fazer estudos de cinética de libertacdo dos farmecocapsulados;

» testar a possivel citotoxicidade dessas particulas.

XVi



Introducao

“Todo o trabalho tem em si mesmo a sua misteriesampensa.”

Lerberghe



Conhecer de novo
E interessante, é revigorante

Ver com novos olhos

Deixar-se invadir por dentro

Conhecer a parte oculta

E até os problemas desconhecidos

Olhar por outro angulo

Ver o novo no velho

E gostar muito do que se vé agora

Germana Facundo

1. Enquadramento e Apresentacao da Dissertacao

Actualmente existe uma variedade imensa de farmasssciados a tecnologia
de ponta, que permite os mais diversos tipos dantentos oculares. Nao entanto,
existem doencas oculares cujos tratamentos sam rmyiasivos e, frequentemente,
deles resultam lesGes ou efeitos adversos. Umdakaxg;as oculares responsaveis pela
perda da acuidade visual é a retinopatia diab¢RE2) e a degenerescéncia macular
relacionada com a idade (DMRI). Ambas sdo doengasegmento posterior onde é
mais dificil fazer chegar o farmaco. Os tratamerntasa doencas neste segmento
baseiam-se essencialmente em dois tipos de ingcg@&eémicas ou intravitreas. A
fotocoagulacdo &aser é também uma das terapias usadas no tratamemimilemas
retinianos, da cordide e em tumores intraoculanes, dela advém lesfes na retina, que
podem ser mais ou menos grajgs

Quanto aos tratamentos utilizados para o segnanésior sdo a base de gotas

ou colirios. O que acontece é que esta via de astmigho € muito pouco eficiente,
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principamente devido ao facto do olho estar em teotes autolimpeza, o que torna
necessario fazer varias aplicagdes, j4 que, emuwadase perde grande quantidade de
farmaco.

O desenvolvimento de um sistema que permita umdioolsstribuicdo em que
as concentracdes de farmaco no organismo sejanas@snnecessarias, mantendo-se
aproximadamente constantes durante o tempo terepéubrnou-se na grande
motivacdo deste projecto.

Assim, 0 que se pretendeu com este trabalho fdbiimrar substancias activas
em nanoesferas de um polimero biodegradavel. Adratanse a velocidade de
libertacdo dos farmacos, torna-se possivel diminuitimero de injec¢des (intravitreas

ou intravenosas) e, por isso, diminuir os eventef@gos colaterais.

O bevacizumab(Avastir’) foi um dos farmacos escolhidos dadas as suas
propriedades inibidoras da angiogériesepesar de ja ser usado no tratamento de
doencas da retina e cordide, a sua aplicacdo paxkr talguns problemas inflamatorios,
e, no caso das concentracdes serem elevadas, gsdeorhaver um efeito toxico a no
tecido retinianoj3].

Escolheu-se também a vancomicina que actua comoantirinflamatério
podendo ser usada nas mais diversas doencgas scuambjectivo de encapsular este
farmaco num polimero prende-se igualmente com assetade de diminuir o nimero
de aplicacbes e manter as concentracdes de farsemopre dentro dos limites

terapéuticos.

2. Organizacéao do Projecto

Este trabalho esta organizado da seguinte forn@s ama breve introducéo, o
capitulo | descreve o Estado da Arte. Nele sdodaolms os principais topicos que

sustentam o trabalho. Faz-se uma descricdo surdérianatomia e fisiologia do

1 Angiogénese: termo usado para descrever o desémeoito de novos vasos sanguineos num tecido ste
processo depende da proliferagdo de células erastelue sdo as células de revestimento dos &aswgIineos 2.

http://portal.alert-
online.com/?key=680B3D50093A6A032E510E2D36020C408E2A2E4106273B4822515A7966. [cited 12 de
Agosto de 2009].



olho,seguindo-se um resumo sobre o que séo os teinais, evidenciando-se o papel
dos polimeros. Os sistemas de libertacdo contradadalvo de uma resenha historica,
ja que sdo uma peca fundamental na concretizacgi@lgectivos do tema em causa.
Fazem-se algumas consideracbes sobre o0 métodaaddli na producdo de
nanoparticulas e as respectivas técnicas de daagfw, destacando-se algumas
doencgas oculares, bem como alguns dos tratamesdadssinas mesmas.

No capitulo Il é feita a descricdo técnica e prooedtos experimentais
utilizados.

No capitulo 11l apresentam-se e discutem-se odteekas obtidos e, finalmente,

sao apresentadas as conclusdes e perspectivabakdrfuturo.



Capitulo | — Estado da Arte

“A mente que se abre a uma nova ideia, jamaisnéotta seu tamanho original.”

Albert Einstein
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1. O Olho - Anatomia e Fisiologia

O olho é um érgado duplo e simétrico dos animais gprenite detectar a luz e
transformar essa percep¢do em impulsos eléctriomspgr sua vez, sdo enviados para o
cérebro[4]. Encontra-se dentro de uma cavidade O0ssea e temirapadamente 24 mm
de didametro anteroposterior e 12 mm de largira

O olho humano é constituido, essencialmente, pas ghartes, um segmento
anterior e um posterior. O segmento anterior éttaido pela cérnea, iris, corpo ciliar,
humor aquoso e pelo cristalino; o segmento postériconstituido por uma cavidade
preenchida pelo humor vitreo; esta cavidade estdada pelas esclera ou esclerotica,

cordide e retings].

A Figura 1 representa a anatomia do olho humano.
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Fig.1 — Anatomia do olh@etirada[7)).

De seguida, faz-se uma breve descricdo de algumstittontes do olho, no

sentido de contextualizar um pouco melhor algussirass abordados ao longo deste
trabalho.
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Cérnea: é uma membrana transparente localizada a frente irida
desempenhando o papel de proteccdo do olho dabremibs. Tanto a cérnea como o
cristalino tém a funcao de focar a luz atravésgala até a retina. A secrecao lacrimal
tem aqui um papel fundamental visto que mantémrmaidade adequada a cornea, tem a
funcdo de nutricdo, limpeza e proteccao contracdde bacterianas. Apesar de cobrir
apenas 1/6 da superficie do globo ocular, a céénaarincipal via para a entrada de
moléculas presentes nos farmacos de uso tOpicqugafaz a ligacdo entre o meio

exterior e o interiofs].

iris: é a parte colorida do olho e, na parte centrallie-se um orificio de
diametro regulavel, responsavel pela entrada de denominado de pupila. Os
musculos da iris permitem a variacao do diametnoughéalo].

Cristalino: € uma lente biconvexa, transparente e flexiveglibada entre a iris
e o humor vitreo, sendo alimentado pelo humor aguo<ristalino tem como principal
funcdo focar a imagem na retina com uma distorcid@inm e uma estabilidade méaxima
[10]. O cristalino tem um poder de acomodacao quej@basua transparéncia, permite

focar objectos a uma distancia de seis metrosa\adyduz ultravioletd11].

Corpo ciliar: constitui a parte mais vascularizada da globo avcd €
responséavel pela producédo do humor aquoso.

Humor aquoso: liquido transparente que preenche o espaco erbenaa e a
iris. A sua principal funcdo € a de nutrir a cOreea cristalino, além de regular a
pressao ocular. Apresenta uma elevada concentdecaoido ascérbico tornando-o um

bom anti-oxidante e absorve parte da radiacaovidteda.

Esclera: é o revestimento exterior do olho, normalmentecaiebranca. E na
esclera que se encontram os musculos extra-ocutasgonsaveis pelo movimento do
globo ocular7]. Tem como principal funcdo a proteccdo do olhsistemdo a pressao

intraocular, mantendo a forma do globo ocular.
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Retina: é uma camada nervosa que reveste toda a parteairte olho, onde se
encontram as células fotoreceptoras — cones enedsto Os cones sao responsaveis
pela visao central e pelas cores e 0s bastonaiasss@&sponsaveis pela visdo periférica
e nocturna. A sua principal funcdo € transformaimesos luminosos em estimulos

nervosos qua serdo enviados para o cérebro, attavésrvo optico [5].

Coroide: € uma camada muito vascularizada, situada emétna e a esclera. A
sua principal funcdo € nutrir a retina. A coroidécé em pigmentos que absorvem a luz

que chega a retina, evitando a sua reflgxao

2. Biomateriais

S&o considerados biomateriais todas as substaraiiascombinagdo de
substancias (excepto farmacos), naturais ou siogtgue podem estar em contacto ou
ser usados durante qualquer periodo de tempo, floothos e/ou tecidos biologicos,
tendo como objectivo o tratamento ou a substitugi@ajuaisquer tecidos, 6rgaos ou
fungcBes do corp@L2]. Tém sido alvo de grande investigacdo estandaiacterizada
uma vasta variedade desses materiais.

A utilizacdo de biomateriais com accéao terapéutocaonta ha milhares de anos.
A utilizacéo de suturas, por exemplo, tem cerc&82enil anos; os chineses, romanos e
astecas usavam ouro em tratamentos odontolégi@sndicios do uso comum de
dentes em madeira e olhos de vidro.

Os biomateriais sdo muito utilizados tanto na it@igarmacéutica coma na
area das ciéncias biomédicas. Incorporam sistemasethbranas para dialise, valvulas
cardiacas, lentes de contacfiacemakerssacos para sangue, adesivos biolégicos,
implantes ortopédicos, efa3]. A preparagdo de biomateriais implica um conhegtme
exaustivo das suas propriedades quimicas, fisibésld@gicas, pelo que, as técnicas de
caracterizacao tém tido uma grande evoluté&o

Dentro dos biomateriais podem ter-se polimeros, pésitos, ceramicos e
metais/ligas. Na Tabela 1 podem ver-se vantagensd&agens, exemplos e aplicacdes
de cada uma destas classes de biomatgrsais
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Tabela 1 — Vérias classes de Biomateriais: exemptmdagens, desvantagens e aplicacdes

(adaptada de3)).
Biomaterial Exemplos Vantagens Desvantagens Aplicaes
Poliésteres Elasticidade Baixa resisténcia Ortopédicas
Polimeros Polietileno Fé&cil preparagédo mecénica Suturas
Poliuretano Baixa densidade Degradacao ao longp Veias/artérias
Poli(metacrilato de do tempo Oftalmolégicas
metilo)
Fibras de Boa Material de fabrico | Implantes para
carbono/resina biocompatibilidade incompativel o joelho
Compésitos Fibras de carbono/| Resisténcia a corrosa Valvulas
termoplastico Elevada forga de cardiacas
Carbono/carbono | tenséo
Colagénio
Alumina Boa biocmpatibilidadg Baixa forca de tensap Ossos
Carbono Elevada resisténcia a| Baixa resisténcia Dentes
Ceramicos Zirconio corroséo mecanica Tendbes
Fosfato de calcio | Alta resisténcia a Baixa elasticidade | Traqueias
Porcelana compressao Elevada densidade | artificiais
Vidros bioactivos
Aco inoxidavel Alta forca de tensdo | Baixa Fixacao
Ligas de titanio Alta resisténcia ao biocompatibilidade | ortopédica
Metais e ligas | Ligas de cromo- | desgaste Corrosdo em meio | Ortodontia
cobalto Energia de fisiologico (implantes
deformacéo elevada | Alta densidade dentarios)

Aos polimeros tem sido dada uma atencéo espeaidd, o seu grande potencial
biomédico. Sdo muito faceis de preparar dando ailfiidade de obter uma variada
gama, tanto na composi¢do como nas diferentesipdayies.

Ja durante a Il Grande Guerra Mundial, foram emados pedacos de
poli(metacrilato de metilo), provenientes das caebirdos avides, nos olhos dos
aviadores. Este facto sugeriu que este tipo dermaigtado causava uma grande reaccao
alérgica.

Para que os polimeros possam ser usados na aré&éordadicina devem
obedecer a um conjunto de propriedades: biocomlidaidbe, biodegradabilidade, néao
produzirem subprodutos toxicos ou carcinogénicomnigamente estaveis e inertes,

resisténcia mecanica adequada, baixa densidadédiédde de preparacao.
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Alguns dos biopolimeros estdo ja a ser utilizadasa gncorporar farmacos
permitindo a sua libertagcdo controlada. Os sistepwsnéricos para libertacdo de
farmacos permitem uma libertagdo lenta e gradualos) eles, € também possivel
direcciona-los para alvos especificos do organi$todem classificar-se em:

» polimeros naturais — sdo biodegradaveis sendo mtiitpados em sistemas de
libertacdo controlada (exemplos: colagéneo, cedylapitosano, dextrano e
goma arabica);

* polimeros naturais modificados — obtém-se pormeatiio quimica das cadeias
poliméricas com o intuito de alterar as suas pedladles fisicas e quimicas
(exemplo: acetato de celulose);

» polimeros sintéticos — produzidos em laboratérdiargamente utilizados. Como
exemplos podem referir-se: poli(etileno), poli(@ciacrilico), poli(acrilamida),

poliésteres, entre outros.

3. Sistemas de libertac&do controlada

A forma mais habitual de administrar farmacos € adbrma de comprimidos,
capsulas ou injec¢fes. No entanto, estas formag@doitem direccionar o farmaco
para o local desejado, dentro dos niveis terap&utilurante um longo periodo de
tempo, ndo evitando as varias administracoes.

O desenvolvimento de sistemas de libertagdo caataotevolucionou o uso de
administracdo de farmacos, na medida em que tgoossivel prolongar a ac¢do do
farmaco, diminuindo a frequéncia das doses.

Em 1950 apareceram o0s primeiros sistemas de Igderteontrolada, utilizando
um material polimérico como sistema transportadosubstancia activa. Inicialmente
estes sistemas eram usados em pesticidas, magiéeada mais tarde, comecaram a ser
aplicados em membranas de dialise e em tubos wensl A partir de 1980, a
investigacdo nesta area teve enormes avancos uglmaehte, existe uma pandplia
imensa de sistemas poliméricos incorporando sutiskractivas, homeadamente no

tratamento de doencgas oftalmoldgifiass.

-10 -
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Num sistema de libertacdo controlada, o farmacce et libertado de duas
formas distintas: na circulagédo sistémica, a untacidgade pré-definida, oun loco. A
libertacdo do farmaco no local traz vantagensyug@sg evita o metabolismo hepatico. O
farmaco apenas actua no tecido/érgdo desejavalpsss a utilizar sdo muito mais
pequenas e os efeitos colaterais séo redugidos

A escolha adequada do material a usar nestes aisteenda o ponto de partida
para 0 seu sucesso. Os mais recentes sistemabettadéo sdo constituidos por
materiais a base de polimeros. Contudo ha quenteatencdo que o proprio material
polimérico deve ser criteriosamente seleccionado.

Assim, o polimero deve ser:

* biocompativel;

= de facil preparacao;

= de baixo custo;

* ndo induzir reac¢les alérgicas;

= nao-téxico;

= biodegradavel e de facil excreccao;

= quimicamente estavel, ndo interagindo com a sutistactiva;

confortavel para o paciente.

Nos sistemas convencionais de libertacdo controlada farmacos, a
concentracdo do farmaco no sangue apresenta umnpasodecresce ao fim de algum
tempo. Desta forma, sdo necessarias varias apiisagir forma a restabelecer os
niveis terapéuticos. A concentragdo de farmacolasnma ndo pode exceder os niveis
terapéuticos, correndo-se o risco de serem forgetoxicidade. Por outro lado, ndo

devem estar muito abaixo do mesmo, pois nao teviafieito terapéutico desejafs,
18].

A Figura 2 ilustra o comportamento da quantidadarddarmaco no organismo
em trés situacOes distintas: uma soO aplicacacavaplicacdes e administracdo de um
sistema de libertacdo controlada.

-11 -
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————————— Dose Unica
— — — _Varias doses

Sobredosagem Libertagdo controlada

T
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Fig.2 — Comportamento da quantidade de um farmaarganismo em trés
situac@es distintas de administracéo.

Em oftalmologia, a maioria dos farmacos séo aptisatbpicamente e sob a
forma de gotas; trata-se de uma via de adminisiragdito comoda, de baixo custo e
simples, j& que favorece a automedicacdo. Nao mieséstas vantagens, muitas vezes
revelam-se tratamentos ineficazes, obrigando ayvadministracdes, dada a sua baixa
disponibilidade. Estima-se que, da quantidade aedéo aplicado topicamente, apenas
5% atinge os tecidos intraoculargs-23]. O facto do olho estar constantemente em
autolimpeza, a drenagem naso-lacrimal, a barreieanalo-ocular e a baixa
permeabilidade da cornea séao factores que implgara administracdo repetida ao
longo do tempo, resultando em picos de sobredosagirsubdosagerzv].

Quando a administracdo é feita via injec¢des ietnasas, apenas cerca de 1 a
3% da substancia activa atinge a cérnea, sendatante absorvido pela circulagédo
sistémica, o que revela também uma baixissimadpodibilidad€25s].

E importante salientar que as gotas oftalmologisds usadas apenas no
tratamento de doengas localizadas no segmentoicantier olho, encontrando-se no
mercado uma grande variedade de antibioticos, irstdimatérios, farmacos para a
diminuicao da presséao ocular etc.. Ja para o segrpesterior do olho, as dificuldades
de tratamento prendem-se, essencialmente, cormgptrde de farmacos directamente
para o local desejado.

Com os avancos da biologia molecular, abrem-seapgéra o tratamento de
algumas doencas neste segmento do olho, nomeadardardegenerescéncia macular

relacionada com a idade (DMRI) e da retinopatidbélisa (RD). O seu tratamento

-12 -
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inclui a terapia génica. As injeccoes intravitres#® uma das possibilidades de
tratamento. Elas transportam a concentracdo deat@rmadequada, no entanto
constituem um método invasivo e podem causar algfgitos adversos, tais como,
hemorragias, descolamento da retina, catarata®, eatros22, 24, 26] para além disso
os farmacos terdo de ser capazes de atravessareaabaetiniana[21]. Assim, é
fundamental minimizar a quantidade de injeccdes igdtradas e, por isso, é
importante que a formulacdo do farmaco seja desentia forma a manter a dosagem
terapéutica adequada em termos de concentracde est@ se mantenha por longos
periodos de tempo.

Um dos principais objectivos da utilizagdo de sigte de libertacdo de farmacos
para aplicagbes oftalmoldgicas é, precisamentetenas niveis de farmaco na gama
terapéutica, reduzir efeitos secundarios, dimiawjuantidade de farmaco utilizado para
valores que correspondam ao estritamente necessarthminuir 0 numero de
administracdes. Por outro lado, pretende-se qes sitemas apenas actuem numa area
restrita, ndo reagindo com os tecidos e/ou Orgéd@centes, contrariamente a terapia
ocular convencional, que se baseia na aplicacardeacos, sob a forma de gotas,
sobre o olho para uma accao superficial ou magsiant

Dadas todas as dificuldades apresentadas, tenfesidamuita investigagao no
sentido de desenvolver sistemas de administracddadeacos para aplicacdes
oftalmoldgicas, de forma a que possibilitem umartiaicdo controlada, num periodo de
tempo adequado a cada patologia.

Os sistemas poliméricos mais usados sdo 0s po#éstdais como a
poli(caprolactona) (PCL), o poli(acido lactico) @Le os diferentes tipos de poli(acido
lactico co-glicélico) (PLGA)[27]. Foram realizados alguns estudims vivo que
permitem a localizacdo de nanoparticulas de PLArdetos tecidos intraoculares e,
assim, avaliar a sua capacidade de libertar o rahtencapsuladoBourges et al
concluiram que uma unica injecgdo intravitrea, @odd nanoparticulas de material
polimérico produziu efeitos terapéuticos adequadosante um periodo de quatro
meses, mantendo-se no epitélio do pigmento rebniBRPE) durante esse periddsy.

De facto, o uso de nanoparticulas para sistemakbedacdo de farmacos,
peptideos, vacinas e oligonucledtidos tem-se rduatauito promissor no tratamento de
vérias doencas, inclusivamente tém sido usadosrapia genética, em estudosvitro

ein vivo.

-13 -
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Existem dois grandes métodos de imobilizacdo dadéos: os quimicos e 0s
fisicos[15].
Na Figura 3 esquematizam-se as principais formasdeilizacao.

Imobilizacdo de
substancias activa
|
1 1

[ Métodos Fisicos ] [ Métodos Quimicos]
| |
1 1 1 1
[ Oclusao ] [ Encapsulamento] [ Ligacao covalente} [ Interaccgéao ic’mica]
Céapsulas
(& J
Esferas
(& J
Liposomas
(& J
Filmes
(& J
Fibras
(& J

Fig. 3 — Esquematizacdo das principais formas déilimacdo de substancias actiyadaptada
dg29]).

3.1. Métodos fisicos

Seguidamente faz-se uma breve descricdo dos mdisaas de imobilizacéo.

Oclusaa este método consiste no aprisionamento da swulistéattiva no
interior do polimero. As moléculas do farmaco edli@ices na solugdo, mas com
limitacdo de movimentos imposta pela prépria esteutio polimero, seja pelo grau de

reticulacéo, tamanho dos poros ou por propriedaciesinicas (Fig.4)6].
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Fig.4 — Representacdo do processo de imobilizagdogusao.

Podem referir-se algumas vantagens deste método:
- sdo usadas pequenas quantidades de substaimias;a
- € um método experimental bastante simples;

- permite a imobilizacdo de uma grande variedad&inacos.

As desvantagens sdo: a possivel degradacdo docfarpela presenca de
radicais livres, durante a polimerizacdo e da fédggo do farmaco que pode ser muito
rapida ou lenta, dependendo dos poros do polim@rdamanho dos poros esta

dependente do graus de reticulaga@p

Encapsulamento ha um revestimento de particulas soélidas, liqu@agasosas

com uma membrana polimérigao]. Este método também mantém as susbtancias
activas livres em solucédo, mas limitadas pela man#rA libertacdo do farmaco pode
ser feita de dois modos distintos, que devem sargmnente estudados e controlados.
Por um lado, ha que contar com o0s poros das psigraticulas, por outro, a
degradacédo da membrana polimérica é outro faderean atencaps, 16}

Apos o0 encapsulamento torna-se importante estudarética de libertacdo do
contetdo das particulas. Esta libertacdo pode erxcpor variacdes de pH, alteracdes da
solubilidade do meio, biodegradacéao, difusdo ouyetura mecanica.

Existe uma dependéncia da espessura da membraapselante e com o
tamanho das moléculas que constituem as substaaciass, com a velocidadede

libertacaq3i).
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3.2. Métodos quimicos

No que diz respeito aos métodos quimicos, estesnpatividir-se em dois

grupos: através da ligacdo covalente e por adsorcéo

Ligacdo covalente este método envolve a ligacdo quimica entre opagr

funcionais do polimero e a substancia activa querstende imobilizar. Apesar de ser
um método simples, implica a alteracdo das propdes fisicas e quimicas das

substancias activas, constituindo um processoers@el(Fig. 5)[16].

Imobilizacdo _por _interaccdes _idnicas este método caracteriza-se por

interaccdes ionicas entre o polimero e o farmapesAr de ser um método simples e de
baixo custo, ndo é muito utilizado, uma vez queueequm controlo rigoroso de
temperatura, pH, polaridade e forca ionica, difmudlo uma libertagdo controlada, uma

vez que o farmaco se “desprende” facilmente darpotd[16].

Cadeia polimérica/\l;/lzl\/‘;\/l:
/\/\C.DJ\GB/\ N

Farmaco
®

Ligacéo idnica Ligacdo covalente

Fig. 5 — Representacdo esquematica de métodosogsipara imobilizacdo de farmacos
(ligacao ionica e covalente).

Neste trabalho utilizou-se, por um lado, a técrdea encapsulamento para
assegurar que a substancia activa seja libertadarm@ controlada, actue numa éarea
restrita e mantenha os niveis terapéuticos comstaat longo do tempo e, por outro
lado, a ligacéo covalente do farmaco ao polimerobjectivo da utilizacdo destes dois

métodos era poder compara-los em termos de efiaiénc
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4. Material polimérico

Neste trabalho utilizaram-se poliésteres como paids de suporte. Sendo
assim, focar-nos-emos, em seguida, sobre estesgyol.

Os poliésteres tém sido frequentemente utilizadopneparacdo de micro e
nanoparticulas para aplicacdo em injeccdes inteagt sendo um deles o PLA que sera

alvo de uma breve caracterizacao.
« Acido lactico

O acido lactico é bifuncional, tendo entdo doispgsi funcionais: o grupo
carboxilico (COOH) e grupo hidroxilo (OHfig. 6).

H -~ CH,

-

/\Ho u{

Grupo hidroxilc

Grupo carboxilico

Fig. 6 — Representacdo da estrutura do acido d&ctitirada dg32]).

A polimerizagdo do &cido lactico pode dar-se potis dmétodos: por
policondensacéo e por abertura do anel. O PLAzatb neste trabalho foi sintetizado
utilizando o primeiro meétodo. Utilizou-se um cadalilor (acetato de zinco), originando-

se o poli(acido-lactico) cuja estrutura quimica@seontra representada na FigufasT.

{J} acetato de zinc o
HO-~ “on > o | le
H CHy H.O 7
2 H CH;
Acido lacticc Poli(acido lactici)

Fig. 7 — Reaccdao de polimerizacao por condensag@oldacido lacticofadaptada de
[34)).
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O PLA é um polimero alifatico, biocompativel, n@aito e totalmente
biodegradavels, 26, 35, 36] Isto torna desnecessaria uma cirurgia para ag&wmnde
implantes. Tem sido utilizado em sistemas trangpores de farmacgs7], tais como
micro/nanoesferas e nanocapsulas, para o tratardergiaucomai9].

O processo de degradacdo das particulas de PLA,ddssencialmente, por
accdo hidrolitica, sendo afectado por varios fastomomeadamente, a morfologia
(cristalina ou amorfa), o mecanismo de hidrélis@ofnatalitico, auto-catalitico ou
enzimatico), a composi¢ao quimica, a porosidadamanho, entre outrgss.

Pensa-se que os metabolitos resultantes da degoadag eliminados via ciclo
de Krebs A taxa de formacédo dos produtos de degradacaoité tenta, pelo que nao
afecta o normal funcionamento das célutas 38, 39] Os produtos resultantes da
degradacdo do PLA ja existem naturalmente no cdmpmano, pelo que é

completamente tolerado.

5. Micro e nanoparticulas

Os materiais poliméricos tém sido utilizados naparacdo de micro e
nanoparticulas, com o intuito de poderem vir a ripoar os sistemas de libertacao
controlada referidos anteriormente. Pretende-se gsk& libertacdo seja muito
especifica, isto €, que actue apenas nas célulasmahximizando a acgéo do farmaco e
minimizando os efeitos indesejaveis em célulascadj@s. Veja-se que, em tratamentos
de quimioterapia ou radioterapia, para além dadastumorais, algumas das células
normais sdo danificadas e os efeitos colateraisvy&dos, destacando-se a diminuicao
do nimero de células hematopoiéticas e queda @docab

Métodos convencionais de administracdo, tais com® iajeccles
intramusculares e intravenosas ou a via oral, @Apbuma accao especifica; uma vez
absorvidas pela corrente sanguinea as substarmiesrigm varios orgaos/tecidos e
apenas uma infima quantidade de farmaco atingélalag alvo.

Em 1980 foi criado o primeiro sistema de nanopaldic para libertacdo
oftalmolégica para o tratamento do glaucoma; eistiersa consistia numa disperséo
para aplicacdo topic@o, 41] Depois deste muitos outros se seguiram, mas a grand

limitacdo continuava a ser a baixa eficiénei
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Nas ultimas décadas tém sido publicados variosalttab que visam a
preparacdo e caracterizacdo de micro e nanopagjcuue servirdo de meios
transportadores de farmacos/agentes activos, amdgr sistemas de libertacdo
controladde].

O tamanho das particulas € um parametro muito itaupia;, uma vez que se
relaciona com o modo de administracdo do farmaamesequentemente, de acordo
com a patologia em causa. Por exemplo, quando etenpie que o farmaco actue
directamente num tecido, via circulacdo sistémé&aonveniente que as particulas
sejam da ordem de grandeza dos 50043 O tamanho das particulas transportadoras
constitui um factor importante naptakecelular que, regra geral, € mais facilitado no
caso das nanoparticulas. Estudos realizados mosjtemparticulas da ordem de
grandeza dos 100 nm revelam ujptake2,5 vezes superior quando comparadas com
particulas na ordem dos 10 000 fa81. Consideram-se microparticulas quando o seu
tamanho € superior auin, serdo nanoparticulas se o seu tamanho forane,1um
(100 nm)[44].

As micro e as nanoparticulas referem-se a dois tg® estruturas diferentes:
esferas ou capsulas. Nas esferas, o farmaco easmmtiomogeneamente disperso ou
solubilizado no interior da matriz polimérica. Qbtée entdo um sistema monolitico,
ndo se identificando um ndcleo diferenciado. Assolgs sdo uma espécie de
reservatorio, onde ja é possivel identificar umlemicjue pode ser sdlido ou liquido. A
substancia activa encontra-se no nucleo, envolpiio uma membrana, geralmente
polimérica. A Figura 8 ilustra a diferenca morfdtZagentre estes dois sistemas.

As capsulas sdo revestidas por uma parede polméraontendo o
farmaco/substancia activa no seu interior e agasf@nsistem numa matriz polimérica

onde esta incoporado o farmaes).

Substéancia activa

Matriz polimérica com a
substancia activa

Membrana polimérica

Nanoesfera Nanocéapsula

Fig.8 — Esquemas que evidenciam as diferencgas lbgitas entre nanoesferas e nanocapsulas.
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Para além da libertacdo controlada de substanatgas existem outras
vantagens que resultam do encapsulamento, nomeagama@umento de estabilidade
do sistema, a proteccdo do meio ambiente e o tdidf@rcar aromas e/ou sabofgs
46].

O uso de nanoparticulas como sistemas de libertagéoolada de farmacos ou
substancias activas aumenta a eficiéirciavo dos referidos farmacos. A preparacao de
nanoparticulas tem em consideragédo as célulasjadlo,que praticamente todo o seu
conteudo devera ser libertado nas zonas especifitagindo-as com o0s niveis de
concentracao desejavess).

A medicina pode contar hoje com os enormes avaggestém sido feitos na
area da nanotecnologia. Actualmente, os sistemabbedacdo controlada de tipo
polimérico tém variadissimas aplicacbes médicasielaado-se especialmente
importantes no diagnostico e tratamento do canamteccdes graves, doencas
metabdlicas e autoimunes, doencgas oftalmologicdass eutrag1s]. O seu uso ajuda a
minimizar a degradacdo do farmaco apds aplicac@wepmdo efeitos secundarios,
aumentando a percentagem de farmaco no local deségvorecendo a diminuicdo da
quantidade de substancia activa necessaria, dimdiouo numero de doses. Estas
particulas devem ser biodegradaveis, biocompatifé@igis de preparar, ndo- toxicas,
de pequeno tamanho e com especificidade para o/éeg@o em caugao, 47, 48].

Dado que os nanomateriais poliméricos sao facilengansportados na corrente
sanguinea, penetrando profundamente nos tecidosakrecem a possibilidade de se

desenvolverem novas ferramentas de diagnoésticaeéiatica.

6. Producdo de micro/nanoparticulas

Existem varios métodos para o0 encapsulamento denat@ms em
micro/nanoparticulas, partindo do polimero. As rdifigas entre cada um desses
métodos residem na forma como a substancia actiweartida dentro do material
polimérico [49]. De seguida faz-se uma breve abordagem a alguasasédnicas de

producao de micro/nanoparticulas.
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Técnicas de atomizacaoestas técnicas incluem spray freezinge o spray-
drying. Em cada uma destas técnicas prepara-se uma sa@speéa substancia activa
com o material encapsulante dissolvido num solveng@nico. Nospray freezinga
suspensao € atomizada (pulverizada) usando umddigcriogénico, provocando o
congelamento instantaneo das goticulas solidaas &b recolhidas por evaporacédo do
liquido criogénico ou por filtracdo e sao liofildas, removendo o solvente organico.

No spray dryinga suspensdo é atomizada para uma corrente deeareqo
solvente evapora e formam-se as particulas. O fdetse usar uma temperatura

elevada, pode levar a inactivacao das substandiaas A Figura 9 ilustra esta técnica.

@ Solugéo contendo o fanmsco
L

Solugdo de polimero

S Agitacio

Emulzdn simples Wi

Spray drying

Fig. 9 — Producao de nanoparticulas usando a t&edegpray dryingladaptada dgo)).
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A técnica de fluidos supercriticos baseia-se na aplicacdo de fluidos

supercriticos, nomeadamente o diéxido de carboperstitico. Esta técnica nao utiliza

temperaturas elevadas nem solventes organicogjtaord a sua principal vantagem.

Os fluidos supercriticos caracterizam-se por aptasem difusividades semelhantes as

dos gases (factor importante na cinética das reaf@densidades semelhantes as dos

liguidos (facilitando a solvatacdo de muitos conipgls Como desvantagens refere-se o

elevado custo de investimensa].

A Figura 10 mostra um esquema do equipamento aditizna producdo de

micro/nanoparticulas utilizando o dioxido de carbsnpercritico.

£ separadar

. e, s,
] l' -'I
autoclave a ata pressda . « WH -
e A
- - "":‘:. - -
. - L - .
i -2 -dk== -4 pulverizadaor
tranzporte de fluido —, Y W 1l
\
L)
byvpass
i e
v
extractor
@—@- bomba
o,

Fig. 10 — Visualizagédo esquemética do equipanngata a producéo de micro/nanoparticulas

utilizando a técnica de fluidopercriticogadaptada dg2]).

A técnica daemulsdo simples(O/W) baseia-se na homogeneizacdo de duas

fases liquidas recorrendo a agitacdo vigorosa ddkevtensdo de corte) e a

estabilizantes. Se o material activo for hidrofiliele é disperso na fase organica
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constituida por um solvente volatil; neste solveetga dissolvido o polimero
encapsulante. Esta fase € adicionada, gota a getd egitacdo, a fase aquosa que
contém um estabilizante, formando-se a emulsaqaiiculas sdo entdo recuperadas
por evaporacdo do solventeig.11)[43, 53].

Esta técnica é muito utilizada uma vez que é bastamples, podendo realizar-
se a temperatura ambiente, é r4pida e as velosddeaccdo sdo elevadas. Para além
disso, os tamanhos da particulas sdo uniformemei® polimérico € bastante estavel.
As desvantagens apontadas sdo o uso de solvegfesoms que, para além de serem
toxicos, sdo dificeis de remover e a utilizacdayndes quantidades de surfactantes

[54].

Faze arginica

N

Faze agquoza

Evaporagio do solvente

|

ﬁ Microinanoparticulas

Fig.11 — Producao de micro/nanoesferas pelo métedamulsdgadaptada dg3)).

Existem varias formas de produzir particulas endapgo farmacos
(hidrofilicos).O método da dupla emulsdo néo é rdaigue um processo semelhante a
emulsdo simples, mas onde sao utilizadas trés:fdesas aquosas e uma organica. A
solucdo aquosa contendo a substancia activg @M\adicionada, gota a gota e sob

agitacdo, a solucdo organica de polimero (O), dlotese a emulsdo (MD). Esta é
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entdo adicionada a uma outra solucdo aquosy (¥nbém gota a gota e sob agitacao,

obtendo-se a dupla emulsao(@/W,) [55].

A Figura 12 esquematiza uma dupla emulsao.

Fase oraganica,

Mudltiplas gotas da
fase aquosa, W

Pelicula de
surfactante

Fase aquosa (externa),W

Fig.12 — Repesentacdo esquematica de uma dupladami/O/W(adaptada dge]).

E extremamente importante conhecer o tamanho dd&ylas ja que dele
dependem as suas aplicacdes. Um dos principa@éaague condicionam o tamanho e
a distribuicdo das particulas é a velocidade eimromdade de agitacdo: em geral,
quanto maior for a velocidade de agitacdo, men@r séamanho das particulas e maior
serd a uniformidade na distribuicdo de tamanhosnb&a as concentracfes de
polimero e da substéncia activa estdo envolvidasam@anho das particulas: este é
directamente proporcional as concentracbes do padine da substancia activa. A
concentracdo de agente estabilizante deve ser deead consideracdo, ja que,
frequentemente, quanto maior for a sua concentrag@mor sera o0 tamanho das
particulag3i, 44, 57].
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7. Algumas doencas oftalmoldgicas

Muitas sdo as doencas oftalmologicas. Resumemtsealumas delas, na sua
maioria doencas do segmento posterior do olhougasfio aquelas cujos tratamentos
s8o escassos e com varios efeitos secundariosadbe f maioria das doengas neste
segmento ocular sdo tratadas cirurgicamente ou fptowcoagulacéo alaser,
nomeadamente a DMRI e a RD. Estes tratamentos rs&@sivos, ocorrendo com
alguma frequéncia, descolamento de retjela Neste sentido, seria interessante
encapsular um farmaco, num determinado sistemamg@otio que permitisse a
libertacdo da substancia activa nas quantidadegiadas a terapia.

A descricdo genérica das cataratas e da endoftakuoitge na sequéncia da
utilizacdo de um outro farmaco com caracteristar@sinflamatorias que pudesse ser
encapsulado em nanoesferas por forma a reduzimenoide aplicagbes, mantendo as

concentracdes terapéuticas adequadas ao tratadestés doencgas.

7.1. Degenerescéncia Macular Relacionada com a Idad
(DMRI)

A degenerescéncia macular relacionada com a idadeaédoenca que, regra
geral, afecta individuos com mais de 50 anos. Euooram etnia caucasiana, sendo o
consumo de tabaco e a hipertenséo arterial algutsrés de riscs].

Trata-se de uma doenca macular, a zona mais sknsiveetina do olho, e
responsavel pela visdo central (forma, cores, poome ainda com muito poucas
opcOes de tratamento e sem terapia comprggaceD].

Existem dois tipos de DMRI: a forma exsudativaréa-exsudativa. A primeira,
apesar de menos frequente, é a mais temida e iggresslendo levar a cegueira em
poucas semanas. Ocorre uma neovascularizaca@netjiriom vasos sanguineos muito
finos e frageis, que rebentam com facilidade, nagdo uma hemorragia que danifica o
tecido macular de forma irreversivel.

A DMRI néo-exsudativa é muito mais comum, desergmilp-se mais
lentamente; caracteriza-se por uma atrofia da aefjme provoca a perda de visédo

central, ao nivel do tecido macular.
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Até aos anos 90, a fotocoagulacaolaaer, terapia fotodinamica, cirurgia
submacular e suplementos vitaminicos eram os teattr® usados para a DMRI. Hoje,
com a ajuda da biologia molecular, sabe-se queeoegta por detras destas lesdes ao
nivel da retina € uma neovascularizacdo, muitassvpromovida pela expressao da
proteina VEGF (factor de crescimento vascular esliddjt Esta proteina é um potente
estimulador da angiogénese que se caracteriza sentn 0 processo de formacao de
Nnovos vasos sanguineos. Em condi¢cdes normais estepéocesso altamente regulado.
No entanto, em muitas doencas estd completamestegi#éado. Na diabetes, novos
vasos sdo formados, invadindo a retina e todo oohuwitreo. A neovascularizagéo
ocular € também a responsavel por uma série deca®erelacionadas com o
crescimento desenfreado de vasos sangufeea].

Muitos doentes, com lesdes retinianas graves dewidoeovascularizacéo,
apresentam niveis elevados deste factor de cresitimé&credita-se que agentes anti-
angiogénicos que inibam a sua expressao, possamtikesdos para o tratamento
destas patologias.

As primeiras observacdes de que a vascularizacaworéh aumenta o
crescimento celular datam do inicio de século XX.ndovacularizagdo permite o
crescimento tumoral na medida em que fornece midige e remove toxinas,
promovendo a formacgao de novos vasos sangufésos

Em 1993 foram publicados os primeiros estudos gastraram a inibicdo da
neovascularizagcdo por anticorpos que se ligavamVBGF [64]. O bevacizumab
(Avastin®) liga-se ao VEGF impedindo que este active as @@sinalizacdo celular
atraves dos seus receptojezs.

A neovascularizacdo ocular patolégica esta intierdém relacionada com o
VEGF. Diversos estudos mostram que o bloqueio dGNkibe a neovascularizagao
da iris[66], cordide[67] cOrnea e reting6s]. Estudos realizados, revelam evidéncias
clinicas do efeito positivo dbevacizumalem doencas como a DMR9], RD, entre
outras, apesar da dificuldade que este anticonpoei® atravessar a barreira vitreo-
retiniana. Dois casos clinicos estudados evidenciaram methasignificativas na

anatomia da macula, ap6s a administracdo de irgedptravitreas de Avasfinzo-73).
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Estudosin vitro incorporando um potente corticoesterdigeudesonide em
micro e nanoesferas revelaram a inibicdo da expoes® VEGF nas células do
pigmento epitelial da retira4).

Saishin et gladministraram, via injeccao periocular, microesfecontendo um
anti-VEGF, revelando-se um supressor da neovagzagdo e, consequentemente, da
angiogénesgs.

Com o objectivo de desenvolver um sistema de higéd controlada, no sentido
de inibir a longo termo a expressao do VEGRrrasquillo et alutilizaram o aptamero
EYEOO1 anti-VEGF; este foi isolado e encapsulado mmroesferas de PLGA.
Verificaram que a libertacdo do aptamero ocorreamte um periodo superior a vinte
dias, ndo tendo havido alteracdo da sua bioactieidpos a libertacdoe]. Este estudo
foi realizado em células da esclerotica de ratas apntém 71% de agua. Esta serve,
nao so para hidratar, mas também para degradaicasesferas de PLGA. Com este
estudo, pretendeu evitar-se 0 uso repetido decidgscou de elevadas concentragdes de
farmaco a fim de se obter uma resposta terapé&igmgjavel.

7.2. Retinopatia Diabética (RD)

A diabetesmellitus € uma alteragdo metabdlica que se caracterizanipers
excessivos de glicose no sangue. Os niveis desglicm corrente sanguinea séo
regulados pela insulina que é produzida nas cébutlmspancreas. Uma anomalia na sua
producdo ou uma resisténcia anormal das célules@ aa insulina origina a diabetes.

A diabetes é classificada em Tipo | e Tipo Il. Anpgira esta relacionada com a
destruicdo das célulgs do pancreas e a segunda pela deficiéencia da [@Eodde
insulina ou a pela resisténcia das células a szé#oac

A RD é a complicagdo ocular mais grave e a maisucoma diabetes, podendo
levar & total perda de visdo. Caracteriza-se peragides vasculares ao nivel da retina
que podem causar hemorragias e perda de acuidadal.viEsta patologia pode ser
detectada numa fase precoce, com um exame singplésnalo do olho” possibilitando

o tratamento ainda numa fase inigkib. 13)

2 Corticoesteréide: nome dado a um grupo de hormestasbides, produzidas pelas glandulas supra-renais
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Retina normal

Fig. 13 — Imagens obtidas com um exame ao “fundollti@’ que permite a observacéo da
retina num olho normal e numa retiom diabetegadaptada dg7)).

Os diferentes estados evolutivos da doenca permdistmguir dois tipos de

retinopatia diabética:

- retinopatia ndo-proliferativa que se caracteriza pelo aparecimento de micro-
aneurismas, criados pelo depdsito de substanceasapilares da retina causando-lhes
estreitamento ou enfraquecimento. A area que rochkaida ruptura nos capilares fica
edemaciada, formando pequenos sacos que serveepdlsitds de proteinas e gorduras.
Os vasos também podem ocluir, impedindo o transpltsangue para algumas células
retinianas, provocando isquemia; a visao fica dgfa por falta de nutrientes. Quando
o0 edema atinge a macula, comecam as complicacdsesgnaaes de visdo, no entanto
nao ocorre a sua perda total; a visdo periférimanéervada;

- retinopatia proliferativa verifica-se quando os danos causados na retina sé&o
muito grandes. Neste caso ocorre a formagcao desn@sms (neovascularizagdo), numa
tentativa de fornecer os nutrientes necessaricsdama. Estes novos vasos aparecem
sobre a retina e séo suportados pelo humor viteea,além disso, sdo mais permeaveis.
O que acontece é gque estes vasos criam hemorcagigmdem levar a lesdes retinianas
graves, nomeadamente o deslocamento da prépria et consequente perda de visao

central e periféricg7, 78]
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7.3. Cataratas

A catarata define-se como uma reducdo da trangparé&o cristalino. O
desenvolvimento desta doenca € um processo sitnadovisao turva e distorcida sao
alguns dos sintomas desta patologia. Doencas cosiebates, a ingestao excessiva de
alcool, o tabaco e a exposi¢éo prolongada a ramlia@i@violeta sdo alguns dos factores
de risco para o aparecimento das cataratas.

Existem dois tipos de catarata:

- catarata adquiridasendo a mais frequente, a catarata senil: conadejdas

proteinas do cristalino tornam-se insollaveis, danstlo agregados de elevado peso
molecular, o que leva a um aumento do indice adaagfo do cristalino;

- catarata congénitarelacionada com factores hereditarios, com daenca

metabolicas pediatricas (galactosemia), com doengasciosas da méae (rubéola,
hepatite, papeira, ...), ou com doencas cromosorticasmia 21)65].

Tratando-se de uma doenca cujo tratamento passagmeocdo cirurgica dos
cristalinos, que se encontram total ou parcialmepteificados, facilmente se conclui
gue os custos associados a este tratamento saol@te\A cirurgia passa pela remocao
do cristalino e pelo implante de uma lente intréaguypelo que ao pds-operatorio se

associam problemas inflamatérios e/ou infecciosos.

7.4. Endoftalmite

A endoftalmite € uma infeccdo intraocular, acompalah de processo
inflamatorio envolvendo a cavidade vitrea, podeaftmtar a retina e a coroide. Neste
processo hd uma perda da acuidade visual, edemedrdaa, dor, entre outros.
As endoftalmites podem ser enddgenas, em que misnga ganha acesso ao olho
através da via hematogénica, ou exdgenas. Estasadofrequentes, principalmente

apos o acto cirargico em caso de catgrala

-29-



Estado da Arte

Fig. 14 — Aspecto do olho com endoftalniitgtirada deso)).

Os principios basicos do tratamento da endoftalmitesistem na aplicacéo
intensiva de antibidticos com o intuito de combatagente infeccioso e no uso de anti-
inflamatorios para limitar o dano causado pelamgcao.

Diversos estudosin vitro e in vivo demonstraram que 0O uso topico,
subconjuntival e sistémico de antibioticos ndo gain concentracdes intravitreas
suficientes para tratar a maioria das infeccOesmontlaressl, 82]. Muitas vezes o
agente infeccioso aloja-se na camara posteriord@de vitrea), pelo que os tratamentos
referidos ndo serdo os mais adequados, ja querairbanemato-retiniana impede a
penetracao significativa dos antibidticos na caledaitregss, 84).

Quando o antibidtico é administrado via sistémamaliém ndo se conseguem

obter niveis terapéuticos desejaveis; hd uma lgratracdo ocular e pouca eficiéncia
[85].

As injeccdes intravitreas tém sido uma solucdo edapia conjunta com o0s

métodos mais convencionais, para as endoftalmités agudagse).

8. Estudos de Citotoxicidade e Viabilidade celular

Como referido anteriormente, um biomaterial netasse ser biocompativel,
biodegradavel, ndo produzir reaccdes alérgicasoeseéa toxico. Desta forma, foram
realizados estudos de viabilidade celular e ciiotdade para as nanoparticulas sem
farmacos e encapsulando cada um dos farmacos {@Vast vancomicina) para

macrofagos peritoneais de rato.
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8.1. Macroéfagos

O sangue contém cinco tipos de células da linhdgamca maduras: linfocitos,
monaocitos, neutroéfilos, eosindfilos e basofilos. @®nocitos desenvolvem-se na
medula Ossea, sendo posteriormente lancados na&ntorrsanguinea. Quando
abandonam a circulacdo atravessam o endotélior@emos tecidos, diferenciando-se
em células de grandes dimensdes do tecido conpundiesignadas macrofagos. Este
processo designa-se por diapedpse 88]. Esta diferenciacdo ocorre no caso de ser
necessario combater agentes infecciosos; 0s morddieixam a circulacéo,
transformando-se em macrofages.

Os macréfagos medem entre 10 e 30 um de diamgiossiem duas grandes
funcdes: a fagocitose de agentes patogénicos €ldiag mortas e a apresentacéo de
antigénios a linfécitos T. S&o células do sistemanitario, com grande importancia na
defesa do organismo, apresentando uma elevadaidag@dagocitaria e um longo
periodo de circulacdo, tornando-se células indguaa a realizacdo de estudos de
viabilidade celular e citotoxicidade para testarasoprodutos/veiculos/farmacies).

A Figura 15 mostra a fotografia de macrofagos dw rabservada ao

microscopio optico de contraste de fase (MOCF).

Fig. 15 — Macréfagos de rato observado ao MOCF )@fdtografia pertencente ao
espolio do IBB-IBILI).
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8.2. Modelo Experimental

Os vertebrados que normalmente se usam em expégigaeranimal sdo as cobaias,
os hamsters os ratos e os ratinhos. As duas Ultimas esp&éiesas mais escolhidas
dado o seu pequeno tamanho, baixo custo, facil seamuento e manutencao e elevada
taxa de reproducdo. Para além destas caractesjstigaatos e ratinhos possuem uma
enorme semelhanca fisiologica com o ser human@saptando 99% dos seus genes

iguais aos humangst, 92].

Neste contexto, foram utilizados macrofagos peeddis de rato. Para estudos de
viabilidade celular e citotoxicidade destas célutasorreu-se a dois testes: o teste do
Trypan Bluee o teste do azul de tetrazodlio, MTT, [brometdde (4,5-dimetiltiazol-2-

il) -2,5-difenil tetrazdlio].

8.3. Teste dolrypan Blue

O teste ddl'rypan Blueé utilizado para distinguir células viaveis de tadundo
viaveis. A membrana citoplasmatica das célulasifumacomo uma barreira eficaz para
substancias estranhas e com peso molecular refenta baixo. A membrana das
células ndo-viaveis encontra-se disrompida, petodgixam de funcionar normalmente
e absorvem o coranfi@ypan Blue corando de azy$3]. No entanto, os macrofagos sao
células fagocitarias e, por isso, vao fagocitarademal estranho que, neste caso, sera o
corante. Assim, as células vidveis serdo as quapsssentam com coloracdo azul,
aquando da observacdo ao MOCF, ao contrario dacpece com as outras células

numa situacdo normal, em que as que coram Samasaveis.

8.4. Teste do MTT

Utilizou-se o teste colorimétrico do azul de tebtay MTT, que apresenta
varias vantagens: € rapido, preciso, fiavel, reyivdl e ndo necessita da utilizacao de
marcadores radioactivgsi, 94]. O MTT é um sal de tetrazoélio de cor amarela sdlive

em agua. A sua molécula possui um anel que é qieelpeala accdo das enzimas
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desidrogenases das mitocondrias metabolicamentwasctdas células viaveis,

transformando-o num produto de cor arroxeada insbl@m &gua — cristais de

formazan A quantidade de cristais dermazanformada € proporcional ao nimero de
células viaveis.

Para a posterior leitura dos resultados, por esgetimetria, € adicionado

isopropanol acido para a lise celular e consequiiag®lucao dos cristais diermazan
[91, 94].

9. Técnicas de caracterizacao

ApoOs a preparacao das particulas deve ser feitestodo no sentido de as
caracterizar. Destacam-se algumas técnicas det@aracao, tais como, microscopia
Optica e electrénica de varrimento para analisdfottmica e topografica, sendo que a
microscopia electronica permite uma maior resolugd@mpliacdo das amostras
relativamente & microscopia Optica; analise granétdaca para avaliar o tamanho e
distribuicdo das particulas e o0 DMTA para avaliagas propriedades térmicas das

mesmas.

9.1. Microscopia Electrénica de Varrimento

Esta técnica de caracterizacdo permite uma adaliggalitativa da morfologia e

topografia da amostra.

Tecnicamente, um aparelho 8&M (Scanning Electronic Microscoppdssui
uma coluna electro-6ptica que gera e colima o fdxelectrdes, um sistema de vacuo
com uma camara e a amostra e, por fim, um detdet@inais e um sistema onde se
gera a imagem. O feixe de electrbes gerados ima@dEmostra, provocando a excitacao
dos electres secundérios, que resultam da infeyadg feixe de electrbes com os
atomos que constituem a amostra. Estes electr@esadéctados por um detector e
quantificados, permitindo uma avaliagdo morfolégecdopografica da amostra com

elevada ampliacéo.
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Com uma analise d8EMé possivel saber se determinada superficie foidou
modificada. E muito utilizada na caracterizagigpdémeros incluindo adesivos com
deficiéncias, superficies fracturadas, rugosasj2sic

9.2. Microscopia Optica

A microscopia 6ptica permite obter imagens ampBadias amostras em causa,
impossiveis de observar a vista desarmada. Nestgcaéutilizam-se fotdes que se
propagam na atmosfera, incidem numa lente de wdrguartzo fornecendo imagens da

amostra com diferentes ampliacdes.

9.3. Difraccaolaser— Laser Diffraction SpectrometryLDS)

Para analise da distribuicdo granulométrica a té@cmiais usada actualmente € a
difraccéolaser. Trata-se de uma técnica rdpida no que diz respe#guisicdo dos
resultados, eficaz e com grande precisdo. A diffralaseré uma técnica que se baseia
na medicdo da intensidade da luz dispersada pattisysas, durante um determinado

intervalo de temp(®s, 96].

9.4. Andlise dinamica termomecanica

A DMTA € uma técnica que permite o estudo dessagrigdades mecanicas e
térmicas dos materiais, nomeadamente dos matpakmséricos.

Segundo dnternational Confederation for Thermal Analysisda@alorimetry
esta é uma técnica que mede as respostas elastiseosa de uma amostra, sujeita a
uma tenséo oscilatéria ao longo do tempo, temparatufrequéncia de oscilagcao.

O principio basico que esta por detrds da DMTA aplicacdo de uma forca
oscilatéria a amostra em causa e analisar a resgdsstica e viscosa do material,
guando é sujeita a um programa de temperaturasotama.

Esta técnica permite determinar diversas transi¢éemicas entre elas e a

temperatura de transicao vitrea, Tg. Esta temperafio € mais do que a temperatura a
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qual um polimero passa do estado tipo vitreo amedipo borracha. Um polimero néo
poderia ser aplicado no corpo humano se o seu dalorg fosse proximo dos 37°C
(temperatura fisiologica), na medida em que deixarie apresentar rigidez necessaria
a sua utilizacdo como sistemas de libertacdo ded@(z4, 95, 97, 98].

A DMTA mede entéo atiffness(rigidez) e o amortecimento (energia perdida
sob a forma de calor) dos materiais, normalmenbeuso intervalo de temperaturas ou

de frequéncias de oscilacao definidas pelo operasior

energiaperdida .

Considere-se a razatyo = - , que ndo € mais do que um
energiaarmazenada

factor de dissipacao, relacionando as forcas vésc@®m as elasticas. Um material
elastico apresenta umadgnuito pequena, ja um material muito viscoso aprt@sam
valor de tgd muito elevado.

No equipamento de uma DMTA hé& a considerar dgsts a forca sinusoidal
que ele provoca na amostrsiréss e a forca que ele sentr@in).

A amostra em estudo é sujeita a uma tensao siralseidbedecendo a equacao
(1):

o =0, sinwt 1)

Em quec € a tensdo no instanted, € a tensdo maxima & a frequéncia de
oscilacao.

No limite de um material elastico, ele sofre umfbdeacdo também sinosoidal:

g(t) = g4 sin(wt) )

Em quec (t) € a deformacédo ao longo do tempe, eorresponde a amplitude da
deformacgéo.

No entanto, para os materiais que ndo sejam 10@$toes, a resposta a tenséo
€ sentida com uma diferenca de faseelativamente a tenséo, tal como representado na
Figura 16. Assim:

e(t) =g, sin(wt + 0) (3)

A equacéo (3) pode ser reescrita da seguinte forma

g(t) =ggy[sin(w t)cos d + cos (w t) sind) 4)
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/E

Fig. 16 — llustracdo dinamica stfstrain.

Materiais completamente viscosos apresentam ureala80°. Caso apresentem
comportamento viscoelastico, entdo a fase situare 0° e 90°.
Definem-se assim os coeficientes elastico e visadsdos pelas equacdes (5) e

(6), respectivamente.

Coeficiente elasticoE'(t) =€, sin(Jd) (5)

Coeficiente viscosoE" (t) = €, cos(9) (6)
O coeficiente elastico esta relacionado com aggmarmazenada pela amostra e
o coeficiente viscoso relaciona-se com a perdandeg@&.
Quandod = 0° tem-se uma resposta elastica; quand®0° tem-se uma resposta
puramente viscosa.
O vector soma destas duas componentes d4 um néorepiexo:
E* =E'+IE" 7)

A relacdo (7) pode ser melhor entendida pela figita O significado

matematico € 6bvio, mas o que significa em terneosodnportamento de um polimero?
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E*
EH

-y
-

Fig. 17 — Relacdo entre E*, E' e E".

Pode concluir-se que quanto maior §grmais elastico € o polimero e quanto
maior fore”, entdo maior sera 0 comportamento viscoso dceeredt

Uma propriedade importante medida por DMTA é o @ewimento dado por:

£
tgd = — 8
98 == 8)
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“A percepc¢éo do desconhecido é a mais fascinatexfzeriéncias. O homem que néo tem os

olhos abertos para o misterioso passara pela gidaver nada.”

Albert Einstein
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1. Materiais e equipamentos

1.1. Reagentes utilizados

= Acetato de sodio (Sigma)
= Acido acético (Sigma Aldrich)
= Acido cloridrico (José M. Vaz Pereira, S.A))
= Acido cloridrico fumante (Merck)
= Albumina bovina sérica (BSA) (Sigma Aldrich)
= Alcool absoluto para o alcool a 75° (Merck)
= Carbodiimidazol (CDI) -@HsgN4O (Sigma Aldrich)
= Cloreto de célcio (Riedel - de Haén)
= Cloreto de potassio (Merck)
= Cloreto de sodio (Riedel - de Haén)
» Cloroférmio (José M. Vaz Pereira, S.A.)
» Hidrogenocarbonato de sédio (BDH Chemicals Lda)
» Hidroxido de Sédio (José M. Vaz Pereira, S.A.)
» Isopropanol (Panreac Quimica)
= L-glutamina (Sigma — 7513)
= Lixivia
= MTT (Sigma Aldrich)
= PBS (Sigma Aldrich — P0883)
= Solucdo de PB%estéril preparada com:
o cloreto de sddio (Sigma)
o hidrogenofosfato de sodio (Merck);
o hidrogenofosfato de potassio (Merck)
= Penicilina/estreptomicina (Sigma — P0781)
= PLA comercial (Nature Works LLC)
» Poli (alcool vinilico 80% hidrolisado (Sigma Aldh

% Solucdo de PBS preparada com 7,2 g de cloresédie (NaCl), 1,48 g de hidrogenofosfato de sédio
(NaHPQ,) e 0,43 g de hidrogenofosfato de potassiofKBi) para 1 | de solucao.
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» Reagente de Bradford (Sigma Aldrich)
= RPMI 1640 (Sigma Aldrich)

= Soro bovino fetal (Gibco — 10270)

= Trypan blugSigma — T8154)

1.2. Substancias Activas

As substancias activas escolhidas para encapsatananoparticulas de PLA
foram o Avastiff e a vancomicina. Estas substancias s&o dois fésman diferentes
objectivos.

« Avastin® — (bevacizumap

O Avastir é um anticorpo monoclonal recombinante humanizamaluzido
por tecnologia de ADN (4cido desoxirribonucleico) eélulas de ovéario deamster
chinés. E um inibidor do crescimento vascular eglddf bloqueando o crescimento de
tumores precisamente pela inibicdo da formacamudeswvasos sanguineos.

Apresenta um peso molecular de 149 kD, o que dificu sua passagem pelas
barreiras retinianas.

Este farmaco foi aprovado pdétaod and Drugs AdministratiofiF-DA) dos EUA
em 2004 e pela Agéncia Europeia em 2007, tendoutililcado em algumas doencas de
foro oncolégico, nomeadamente no cancro colo-red@lmama e dos pulmdes. Mais
recentemente, comecou a ser usado no tratamerdviéd e da RD, embora sem a
aprovacdo formal da FDA. O Avastig administrado através de injeccdes intravenosas
ou intravitreas, no caso das doencas oftalmologibapendendo do caso clinico, o
tratamento com este farmaco é muitas vezes comptadwecom quimioterapia. Desta

forma consegue-se inibir a angiogénese e, assininuir o crescimento do tumor.
Neste trabalho procurou-se encapsular este farreatonanoparticulas que

pudessem ser administradas por injeccdes intragitreas diminuindo o seu namero.

Para este efeito, a libertacdo deveria ser lerda,aficaz.
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o Posologia

Para o tratamento da DMRI, s&o vulgarmente admagias trés injeccoes com
0,05ml de uma solugdo a 25mg/ml com um intervalajdatro a seis semanas. No

entanto, a terapia instituida com este farmac@\d®iacordo com a patologga].

*« Vancomicina

A vancomicina € um antibiotico glicopetpidico tcado, obtido a partir de
culturas deNocardia orientalis (Streptomyces orientalidjem a férmula molecular
Cs6H75Clo2NgO24 € um peso molecular de 1 449 kiyg 18). Na forma de cloridrato é
altamente solGvel em agua e insolavel em éterreféanio.

E usada no tratamento de infeccbes causadas paorganismosGram

positivos[77].

Fig. 18 — Estrutura molecular da vancomidjregirada de100]).

A vancomicina apresenta caracteristicas de um tandeal no tratamento da
endoftalmite bacteriana, jA que apresenta boasripdagles bactericidas, um amplo
espectro de accdo e uma excelente relacdo actvitrdpéutica/toxicidade apos

injeccao intravitrefLo0].
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O encapsulamento deste farmaco, em nanoesfemsdew principal objectivo
reduzir o numero de injecgdes intravitreas, mamteasl concentracbes terapéuticas

adequadas ao tratamento da doenca em causa.
Para posterior quantificacdo deste farmaco naslestde libertacdo controlada,

comecou por fazer-se um varrimento de c.d.o. Uybosfirmando-se um pico nos 280

nm.

Espectro de absor¢céo da vancomicina:

0 ;
234 250 300
Wavelength [nm]

Fig. 19 — Espectro de absor¢cédo da vancomicina.

o Posologia

A posologia geral da vancomicina (500 mg) varia @wia de administragéo,
no entanto a quantidade de antibidtico a usar e@edder da gravidade da
inflamacao/infeccages).

- Via oral ou intravenosa dose diaria de 2 000 mg, divididos em 500 mgdaca
seis horas, ou em 1 000 mg de doze em doze horaatdmento ndo deve exceder os
sete dias.

- Subconjuntival: prepara-se uma solucao dissolvendo 500 mg deat@rram
10 ml de agua destilada; sao injectados 25 mgn(0,5

- Intravitrea : prepara-se uma solucéo dissolvendo 500 mg deatarmm 10 ml

de agua destilada; séo injectados 2,5 mg.
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1.3. Equipamentos

Agua milliQ — Millipore milliQ 50
Aparelho de ultrassons — Sonics & Materials Indr&iCells
Autoclave — Varioklav 400
Balancas de precisao:
0 Precisa 125 A SCS
0 Sartorius LE 225 D
o Kern 770
Camara de fluxo laminar - Holten LaminAir HB 2448
Camara deNeubaeur— Improved Neubauer Bright Line, deep 1/10 mm,
Boeco
Centrifuga — Z366 Hermle Labortecnhik
Centrifuga dos macréfagos — Heraeus-Multifuge 1 L-R
DMTA — Triton Tritec 2000
Destilador de agua destilada — Millipore, Tank MRKO
Espectrofotdmetro UV/Vis V — 530 Jasco;
Espectrofotdmetro MicroElisa SLT- Labinstruments Ges m b H, Salzburg
Espectrofotbmetro Biotek SynergiiT com ohardware Gen5
Estufa de C@- Thermo electron corporation, Hera Cell 150
Estufa de vacuo - WTB binder — Tuttlingen, Germany
Estufa de secagem do material — Heraeus T 6060
Homogeneizer — Ultra-Turrax T25 S5 Janke & KunkalLabortechnik
Liofilizador — Snijders Scientific, Tilourg Holland
Maquina de gelo — Ziegra Eis Maschinen ZBE 70-35
Medidores de pH :
o Denver Instrument, model 15
o Jenway 3510 pH meter
Microscopio 6ptico -Olympus BH-2
Microscopio éptico Nikon eclipse TS 100 com camara fotografidikon,
Coolpix5400 incorporada
Scanning Microscope 53Xa Jeol (SEM)

Submicron Coulter Analyser N4 PldaBeckman Coulter
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» Termoshaker — Gerhardt (Laboshake)

1.4. Material

® Filtros de porosidade inferior a 0,22 pm (Watmars®l&cher & Shuell FP
30/0,2 CA-S, Dassel, Germany)
=  Tubosfalcon (Falcon plastics, Los Angeles, CA, USA)

2. Preparacao dos sistemas de libertacé&o controlada

2.1. Preparacao das nanoparticulas

Neste trabalho utilizou-se a técnicaataulsdo simplespara a preparacdo das
micro/nanoesferas sem substancia activa e a téaacdupla emulsdo para a
preparacao das micro/nanoparticulas encapsulada® darmaco. Foi possivel utilizar

esta técnica dado que ambos os farmacos séo harefi

Na preparacdo de particulas de PLA e de algunsormymeros foi utilizado o
método de emulsdo Oleo-em-agua (O/W), seguida dpoeacdo do solventas, 62,
101]. Este método consiste em emulsionar a fase org§patianero+solvente orgéanico)
na fase aquosa, a uma velocidade de agitacdo aledachnte um curto periodo de
tempo. A emulséo é depois colocada a agitar, abasbocidade, durante algumas horas
para permitir a evaporacdo do solvente. O produtal fé centrifugado e lavado

abundantemente com agua destilada.

Preparou-se uma solugéo aquosa de PVA, (hidroliaa&fb%) a 1 %; dissolveu-
se uma determinada quantidade de PLA em 10 mlodefétmio; levou-se a solucao de
PVA aohomogeneizerdurante 10 minutos a 8 000 rpm. Adicionou-seagogota, o
PLA dissolvido no cloroférmio e sob agitacaoldmmogeneizerapés a adicdo do PLA,
prolongou-se a agitagdo durante mais 5 minuto8@0gpm.
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Levou-se a emulsdo para agitacdo magnética, ducanta de 4 horas, a 700
rpom, a fim de evaporar o solvente (cloroformiontcéugou-se a 5 000rpm e procedeu-

se a lavagem e respectiva centrifugacao (2 vepegjatiuto final, com dgua destilada.

Este procedimento foi repetido fazendo variar ascentracbes do PVA, do
PLA e da velocidade de rotacdo mecanica.

Realizaram-se as mesmas preparacfes para os oeepdide PLGA e PLA-

JHB.
Na Tabela 2 encontra-se o resumo das varias pgges.a
Tabela 2 — Resumo das vérias preparacdes de fastiIPLA.
Polimero Fase Orgéanica (O) Fase Aquosa (W) Notas
PLA1 0,25 g PLA 0,59 PVA 80 Homogeneize8 000 rpm, 10 mifw);
10 ml CHC} 100 ml HO Adicionar o PLA gota a got);
Homogeneize8 000 rpm, 5 min;
Agitacao magnética 700 rpm, 4 h
PLA2 0,50 g PLA 0,59 PVA 80 Homogeneize8 000 rpm, 10 mifw);
10 ml CHC} 100 ml HO Adicionar o PLA gota a got@);
Homogeneize8 000 rpm, 5 min;
Agitagdo magnética 700 rpm, 4 h
PLA3 0,35g PLA 0,59 PVA 80 Homogeneize8 000 rpm, 10 mifw);
10 ml CHC} 100 ml HO Adicionar o PLA gota a got40)
Homogeneize8 000 rpm, 5 min;
Agitacao magnética 500 rpm, 4 h
PLA4 0,25 g PLA 1,0g PVA 80 Homogeneize8 000 rpm, 10 mifw);
10 ml CHC} 100 ml HO Adicionar o PLA gota a got@);
Homogeneize8 000 rpm, 5 min;
Agitagdo magnética 700 rpm, 4 h
PLAS 0,35g PLA 1,0g PVA 80 Homogeneize8 000 rpm, 10 mifw);
10 ml CHC} 100 ml HO Adicionar o PLA gota a got@D);
Homogeneize8 000 rpm, 5 min;
Agitacao magnética 700 rpm, 4 h
PLA7 0,25 g PLA 0,59 PVA 80 Homogeneizel3 500 rpm, 10 migw);
10 ml CHC} 100 ml HO Adicionar o PLA gota a got@);
Homogeneizet3 500 rpm, 5 min;
Agitagdo magnética 700 rpm, 4 h
PLA 8 0,25 g PLA 0,59 PVA 80 Homogeneize20 000 rpm, 10 migw);
10 ml CHC} 100 ml HO Adicionar o PLA gota a got@);
Homogeneize20 000 rpm, 5 min;
Agitacao magnética 700 rpm, 4 h

Nota: No Anexo 1, encontram-se tabelas semelhaatesa preparacao das particulas de PLGA e
PLA-JHB . A nomenclatura numérica utilizada correspondeoaslicdes de preparacdo das

particulas da tabela 1. Isto &, por estepa PLA2, PLGA2 e PLAHB 2 foram todas preparadas
nas mesmas condi¢cdes, variando apepabroero.

-45 -



Materiais e Métodos

Algumas particulas produzidas foram observadasrporoscopio Optico e fez-

se a analise granulométrica de algumas delas,ifpacgholaser.

Chegado a este ponto do decorrer dos trabalhcsefem ponto da situacao: era
necessario definir o polimero a utilizar e tenduzir um pouco mais o tamanho das
particulas.

De entre os diferentes polimeros, PLA, PyAB e PLGA, escolheu-se o
primeiro. Esta escolha justifica-se essencialmeube dois motivos: o0 primeiro
relaciona-se com o facto deste ser sintetizadoahoratorio de do departamento de
Engenharia Quimica pela Eng.2 Dina Marques que remnéa a realizar um
doutoramento na area da producéo de PLA. Este @alifoi obtido por polimerizagédo
de reaccdo gradual do mondmero, acido lactico, desaacetato de zinco como
catalisador da reaccao; apresentando um peso ralate 26 000 e um indice de
heteroregularidade de 2,6 determinados por SECegunslo prende-se com as

vantagens ja mencionadas anteriormente.

No sentido de reduzir o tamanho das particuladjzauise um outro
equipamento que, entretanto, chegara ao laboratduim ultrassonificador. Com este
aparelho as emulsdes nao ficam sujeitas a agitagéanica, mas a ultrassons.

A preparacdo das particulas seguiu 0 mesmo pratoaoterior, tendo-se
substituido chomogeneizepelo ultrassonificador, ja que este aparelho geratingir
tensbes de corte muito superiores atiolmogeneizer

A Tabela 3 mostra o resumo do procedimento pararepapacao das

nanoparticulas.
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Preparacdo de nanoparticulas de PLA-lab utilizandam ultrassonificador

Tabela 3 — Resumo da preparacédo de particulas/AdaBlLcom ultrassonificador.

Polimero | Fase Organica (O) | Fase Aquosa (W) | Notas
ultrassonificadoy 5 min(W);
PLA-lab 0,25 g PLA-lab 0,59 PVA 80 Adicionar o PLA gota a got()
10 ml CHC} 100 ml HO ultrassonificador, 5 min;

Agitacdo magnética 700 rpm, 18 h

Nota: utilizou-se 0 mesmo procedimento para proodugiparticulas de PLA comercial, que serviu de
controlo.

Apés a preparacao das particulas procedeu-se iaeagédnulomeétrica de vérias
amostras: de algumas que tinham sido preparadasodmmogeneizee estas com o
ultrassonificador.

Dado que as particulas preparadas com ultrassonsapsesentavam

significativamente menores, passou a utilizar-sgse este equipamento.

Apols a preparacdo das nanoparticulas sem substéaxdiaas procedeu-se a
preparacdo de dois tipos de nanoesferas, umas westil e outras com vancomicina.
Além disso, a modificacdo da superficie das naeoasfsem farmaco encapsulado, por
ligacdo covalente do AvasfinAntes, porém, da utilizacdo destes farmacos,dinese
alguns ensaios de encapsulamento e de modificag&omkrficie usando BSA e caso
houvesse sucesso, entéo utilizar-se-iam as sulzséautivas.

O facto de se ter comegado por usar a BSA devessencialmente, a duas
razées: ao elevado custo do Avadenao tempo e a dificuldade em adquiri-la.

2.2. Encapsulamento das substancias activas nas pieulas:

procedimento geral

Para se proceder ao encapsulamento da substaticearas particulas utilizou-
se 0 método da dupla emulsédo agua-em-0leo-em-&guUd®/\WV,) [101-103] seguida de
evaporacao do solvente. Neste método, a solucamsaqgia substancia activa ()\é
emulsionada na solucdo organica (polimero+solveng@nico), sob agitacdo forte,
formando-se uma emulsdo do tipo agua-em-6leg@)V Esta emulsdo € adicionada a

uma segunda fase aquosay|\\sob agitacdo forte, formando-se uma emulsaapdo t
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agua-em-6leo-em-agua (/W,). De seguida, esta emulsdo € colocada a agitar, a
baixa velocidade, durante algumas horas para prem@evaporacdo do solvergkyg.
20). O produto final é centrifugado e lavado abundaetge com agua destilada.

| . Féarmaco gota & gota

Emulz&n Wi ‘
| PLA dizsolvido em

clorofdrmio

P8 gota & gota

Dupla emuls&o Wil

Fig. 20 — Diagrama esquematico da preparacéo tieydas utilizando o método da
dupla emulséo (W/O/Médaptada dgo3)).

2.2.1. Encapsulamento da BSA em particulas de PLA&l

Preparou-se uma solugdo de PLA 30 mg/ml em clama@radicionaram-se 5
ml de solucdo aquosa de BSA {\Wgota a gota e sob agitacdo mecéanica (8 000rpm) a
30 ml de solucéo de PLA (O).

Esta emulsédo foi adicionada gota a gota e solagigita 80 ml de solucéo
aquosa de PVA a 2 %, formando-se a dupla emulsg®/W, [102, 104, 105]A fim de
evaporar o solvente organico, manteve-se em agitdgdiante 4 h a temperatura
ambiente. As microparticulas formadas foram redakipor centrifugacao (5 000 rpm,
durante 10 min), ressuspensas em agua destiladavamente centrifugadas para
proceder a sua lavagem. Repetiu-se este procedavadem duas vezes para garantir a

remocao do solvente organico.

Na Tabela 4 estdo apresentados os procedimentasepeapsular a BSA nas

particulas de PLA.
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Tabela 4 — Procedimentos testados para encapsutadeBSA nas particulas de PLA.

Polimero+ Fase Aquosa Fase Fase Aquosa Notas
Subs. Activa (W) Organica (O) (W)
PLA-BSA BSAa2% 1,59 PLA 2,0 g PVAS80 Homogeneize8 000 rpm, 5 min
(m/V) 50 ml CHC} 100 ml HO (W/O).
5ml 30 ml 80 ml Homogeneize8 000 rpm, 5 min
(W1/O/M)
Agitacdo magnética 700 rpm, 4 h
PLA-BSA BSAa2% 1,59 PLA 2,0 g PVAS80 Homogeneizet3 500 rpm, 5 min
(m/V) 50 ml CHC} 100 ml HO (W4/O).
1,5ml 10 ml 25 ml Homogeneizel3 500 rpm, 5 min
(W4/O/W,)

Agitacdo magnética 700 rpm, 4 h

2.2.2. Encapsulamento da vancomicina nas particulae PLA-lab

O encapsulamento da vancomicina nas particulas ld&lab foi feito,

igualmente, através de uma dupla emulsdo agua-emredh-agua (WO/W,), seguida

de evaporacao do solvente1, 103].

Preparou-se uma solucéo de PLA-lab 25 mg/ml enoidonio; dissolveram-se

0,5 g de farmaco em 100 ml de agua. Adicionarafmse de solucdo de vancomicina

(W3), gota a gota e sob accéo do ultrassonifidor entle solugcéo organica (O); esta

emulséo foi adicionada gota a gota e sob ultraBsag@o a 30 ml de solu¢cdo aquosa de

PVA a 0,5 %, formando-se a dupla emulsag@®V,. A fim de evaporar o solvente

organico, manteve-se em agitacdo magnética dut8rtea temperatura ambiente;

As nanoparticulas formadas foram recolhidas potriéegacdo (7 000 rpm,

durante 10 min), ressuspensas em agua destiladavameante centrifugadas para

proceder a sua lavagem; repetiu-se este procedswatgem duas vezes e liofilizaram-

Se as amostras.

Na tabela 5 sdo apresentados os procedimentogadtb para encapsular a

vancomicina nas particulas de PLA-lab.
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Tabela 5 — Procedimentos testados para encapsutad@mancomicina nas particulas de

PLA-lab.
Polimero+ Fase Aquosa | Fase Organica| Fase Aquosa Notas
Farmaco (Wy) (O) (W)

(o) no Ultrassonificador5 min e
vancomicinaa| 1,25gPLA 0,5 g PVA80 | adicionar a vancomicina gota a gota (5

PLA/vancomicina | 0,5 % (m/V) 50 ml CHC} 100 ml HO min). (W,/O)
5ml 10 ml 30 ml W2 no Ultrassonificador5 min e
adicionar a (WO) para formar
(W4/O/W5)

Agitagdo magnética 700 rpm, 18 h

2.2.3. Encapsulamento do Avastifhinas particulas de PLA-lab
A outra substancia activa — Avastin foi encapsulada exactamente da mesma
maneira, registando-se na Tabela 6 as quantidadizadas para o mesmo. Realga-se o
facto deste farmaco se apresentar em solucdo aqaosama concentracdo inicial de

25 mg/ml.

Tabela 6 — Procedimentos testados para encapsutade Avastin® nas particulas de PLA-

lab.
Polimero+ Fase Aquosa| Fase Organica| Fase Aquosa Notas
Farmaco (W) (O) (Wy)
(o) no Ultrassonificador5 min e
Avastir® a 1,25 g PLA 0,5 g PVABO | adicionar o Avastin® gota a gota (5
PLA/Avastin® 2,5 %(m/V) 50 ml CHC} 100 ml HO min). (W,/O)
1,0ml 10 ml 30 ml W2 noUltrassonificadord min e
adicionar a (WO) para formar
(W/O/W,)

Agitacdo magnética 700 rpm, 4 h.

ApoOs o encapsulamento dos farmacos deu-se inisip@cedimentos a adoptar
para os estudos de libertacdo dos mesmos. Preparoma solucdo de lagrimas
artificiais, uma vez que esta apresenta uma coraggitt de electrolitos semelhante a
encontrada no corpo humanoe).
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2.3. Estudos de libertacao controlada

2.3.1. Preparacédo de lagrimas artificiais

As lagrimas artificiais foram preparadas de acaano o Quadro 1.

Quadro 1 — Quantidades usadas na preparacgdo dedéagrtificiais.

Sal mg/l | Quantidades
efectivas
NacCl 6,7 6,7046
KCI 1,0 1,0190
NaHCG; 2,0 2,0056
CaCb.H,0O 0,08 0,0803

Para a preparacédo de 1 litro desta solucdo pesswamstas quantidades dos
diferentes sais que se dissolveram em agua destdadjustou-se o pH a 7,5 com

solucéao de HCI 1M.

Procedeu-se a elaboracdo de uma curva de calibdgaencomicina, em

lagrimas artificiaigAnexo 2).

2.3.2. Eficiéncia de encapsulamentol@rug loading

Para avaliar a eficiéncia de encapsulamentdmi@ loadingprepararam-se duas
amostras de PLA-lab com vancomicina (V1 e V2) esduan Avastifi (Al e A2).

Depois de preparadas de acordo com os procedimeemgitos e, apos a
primeira centrifugacdo, recolheu-se o sobrenadatdée-se a sua absorvancia.

Depois de lavadas, as amostras foram liofilizadas.

A eficiéncia de encapsulamento foi calculada dedcoom a equacgao[4,
107, 108].

M

) M., - - —
farmacceencapsulanl - farmacanicialmerteadicionado
£ x100=

M

farmacanicialmerteadicionado farmacanicialmerteadicionado

farmaconaoencapsulan XlOO (9)

Eficiéncia=
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Onde M acoencapsuaa COTTESPONde @ massa de farmaco encapsulada, detdem
pela diferenca entre a massa de farmaco iniciakr@hitionadaW .., .caniciaimenteadicionador
e a massa de farmaco nao-encapsuMdQ..onsoencapsuar €St € determinada por

espectrofotometria.

fa lad
armacoencapsulal x100

Drugloading = (10)

nanopartizlasencapsulads
A equacdo (10) permite determinar drug loading. O parametro

M anopartialasencapsuizas COTTESPONME @ Massa seca de nanoparticulas gtéco farmaco

encapsulado.

2.3.3. Estudo da cinética de libertacdo da proteina

Para os estudos de libertacdo dos dois farmacamfatilizadas particulas de
PLA-lab com Avastin® e PLA-lab com vancomicina, paeadas de acordo com o

procedimento descrito na pagina[b@s, 109]

Em primeiro lugar fez-se um varrimento com o espéatometro UV/vis, do
PLA dissolvido em cloroformio, no sentido de avadg se haveria ou ndo absorcao

proxima da dos farmacos utilizados.

Depois, pesaram-se entre 10 e 30 mg de trés am@saparadas anteriormente,
fazendo-se dois ensaios para cada uma delas: \ELAR1Colocou-se, cada uma delas,
em tubos de ensai&pendorf Centrifuge e adicionaram-se 3,0 ml de solucdo de PBS;
fecharam-se os tubos e colocaram-se shakera 37° C. Em intervalos de tempo preé-
estabelecidos, retiraram-se os tubos e centrifagamas amostras a 6 000 rpm, durante
5 min. Removeu-se periodicamente uma aliquota bieesadante (2,0 ml) e substitui-se
0 meio com igual volume de PBS fresco.

A quantificacdo do farmaco em solucéo foi feita pspectrofotometria com o

equipamentoUV/Vis Spectrophotometer V- 530 Jasd@ara a quantificagdo da
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vancomicina relacionaram-se os valores da absaeva@itidos com a curva padrédo do
respectivo farmaco em PBS, a 280 nm.

Para a quantificacdo do Avastintilizou-se a curva padrdo do reagente de
Bradford em PBS, a 595 nm.

2.4. Modificac&o da superficie de PLA

O objectivo com a modificacdo da superficie de RitA a producdo de um
profarmaco. O farmaco ficaria ligado a determinadogos livres a superficie das
nanoesferas; o outro terminal do farmaco ligarasasi moléculas de interesse. No caso
concreto, quantificaram-se os grupos carboxilicasd a superficie das nanoesferas do
polimero; estes grupos foram activados para serpsiabelecer a ligacdo da proteina

atraveés dos seus grupos aminicos (Fig.21).

A modificagdo da superficie das particulas de Plasebu-se na ligacao
covalente dos grupos carboxilicos livres a suar§igi® com 0s grupos aminicos da
proteina em caus@s, 110]. Para isso, tornou-se necessario quantificar opogru
carboxilicos livres a superficie das particulapdidmero, para se poder perceber se era

ou ndo possivel ligar alguma proteina.

2.4.1. Quantificacao dos grupos carboxilicos

No sentido de determinar a quantidade de grupdsoxgicos a superficie das
particulas de PLA, procedeu-se do seguinte moamapou-se uma solucdo de NaOH a
0,01 M; pipetaram-se 10 ml para varios gobelés.o€&nl-se uma determinada
guantidade de particulas em cada um dos gobelésaaas. Reservou-se um copo que
serviu como branco, pelo que neste nao foi colocatduma amostra. Deixou-se em
reaccdo durante 20 h e a 4pL@).

Preparou-se uma solugéo de HCl a 0,01 M e procsel@utitulacdo das solugdes
contendo as particulas; apos a titulacao, as aasdstram filtradas e secas numa estufa
a30°C.
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Esta quantificacdo permitiu, por um lado, verifi@arexisténcia de grupos —
COOH e, por outro lado, quantifica-los, determimarassim o nimero de grupos

possivel para reac¢do com 0s grupos amina da BSA:

2.4.2. Ligacéo covalente da BSA a superficie dasrpgaulas

Procedeu-se entdo a ligacdo da proteina a supedé&s particulas. Para isso,
preparou-se uma solucdo tampdo com acetato de €3dio M e &cido acético,
ajustando-se o pH a 4,6; adicionaram-se 100 mgSf & 100 ml de solucdo tampéao
(solucdo-maefL10].

Adicionou-se a amostra de PLA (particulas filtradasecas apoés titulagéo), a 10
ml da solucdo anterior (BSA + solugéo tampé&o) éounse cerca de 30 mg (0,0351 g)
de CDI a fim de activar os grupos carboxilicos. ldaa-se esta mistura no frigorifico
(a 4° C), durante alguns dias, durante os quaigesea reacGao entre 0S grupos
carboxilicos da amostra de PLA e os grupos amirdad3SA.

A gquantificacdo de proteina em solugéo foi deteasténpor espectrofotometria,
usando o reagente &eadford[111, 112]

A Figura 21 ilustra a reaccao entre os grupos cdlibos das particulas de PLA

e 0S grupos aminicos da proteina.
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Fig. 21 — Reaccao entre os grupos carboxilicopddiulas de PLA e 0s grupos

aminicos da protei(z@aptada dg13)).

2.4.3. Quantificacdo de BSA — método do Reagente Bieadford

O reagente dBradford pode ser usado para a determinacédo da concenttacao
proteinas em solugdo. Este método baseia-se nagdaonde um complexo entre o
reagente e a proteina em solucdo. Este complexsaypa um méaximo de absorvancia
entre os 465 a 595 nm. A absorvancia € proporciarmabteina presente. Seguiu-se 0
protocolo da ficha técnica na bula do proprio reégg12].

Assim, foi construida uma curva de calibracdo dpis¢ée forma: numeraram-se 6
tubos de ensaio, de 0 a 5; o tubo n° O era o branotendo apenas solugdo tampéo e o
reagente deBradford nos restantes tubos foram colocadas solucbes Sk &@m
diferentes concentracfes, partindo da solucdo Maeiram-se as absorvancias por

espectrofotometria e tragou-se a curva de calibriag¢a] (Anexo 3).
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3. Caracterizacao das particulas

3.1. Microscopia Optica

Apoés terem sido preparadas as primeiras esferéd Ae colocou-se uma gota
da suspenséo de particulas e procedeu-se a sadizggéio, com 0 microscopio optico
Olympus BH-2disponibilizado pelo IPN. Esta primeira caractegé@a teve como

principal objectivo observar a esfericidade dasipaas.

3.2. Microscopia Electrénica de Varrimento (SEM)

Para esta caracterizacdo colocaram-se as partisat@s sobre uma fita de
carbono num suporte apropriado, sendo depois rdaestom uma fina camada de

ouro. As andlises decorreram num apareéieanning Microscope JSM-53Ha Jeol

com uma voltagem de 25 kV. As ampliacdes utilizddeesm de 2 00&, 5 000x, 1 000
x, 15 000x, 20 000x e 35 000x.

3.3. Difraccéolaser

As primeiras amostras foram observadas com o emeiptLaser diffraction -
Equipment Mastersizer 2000 Mg Departamento de Engenharia Quimica da FCTUC,
no entanto, para o uso deste equipamento, erasdeiesima grande quantidade de
amostra em solugéo, para além de ndo possibilitar laitura para particulas dentro da
escala nanométrica.

Posteriormente utilizou-se BCS Submicron Coulter Analysela Beckman
Coulter disponibilizado pelaBluePharma— Industria Farmacéutica, S.A.. Com este
aparelho, utiliza-se uma pequena quantidade décplag em suspensdo (10 de
amostra + 3l de agua bidestilada).
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3.4. Andlise dinamica termomecanica — DMTA

As andlises térmicas por DMTA foram realizadas nequipamentoTriton
Tritec 2000 em single cantilever modeom o0 recurso a material pocketes a uma

velocidade de aquecimento de 10° C/min.

As amostras analisadas foram as seguintes:

PLA-lab, PLA-lab com Avastihe PLA-lab com vancomicina.

4. Estudos de Citotoxicidade e Viabilidade celular

Os estudos de citotoxicidade e viabilidade celalarolvem uma sequéncia de

procedimentos que a seguir se expdem.

4.1. Protocolo para colheita, isolamento e “culturapara

macréfagos peritoneais de ratéistar*

Todos os procedimentos referentes a este estudamdecorrer em ambiente
totalmente estéril recorrendo-se a utilizagdo dea w@mara de fluxo laminar, em

instalacdes préprias numa sala de cultura celular.
* Procedimento para a utilizacdo da camara de fluxaminar

Antes de se iniciar o trabalho experimental degarise a luz ultravioleta dentro
da camara durante cerca de 15 a 30 min. Procedéess& limpeza tanto no seu interior
como o vidro frontal de chumbo, por dentro e poafecom &lcool a 75° para garantir a
esterilidade de todo o ambiente da camara.

Todo o material colocado no interior da camara deveaspergido com a mesma
solucao alcodlica de forma a destruir ou inacta@microrganismos que possam estar

presentes. Dentro da camara sO se pode trabalhduveds. As luvas devem ser

4 - Estudos realizados com a colaboracéo do IBB-IBILI
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igualmente aspergidas com alcool a 75° antes daremt na camara e de cada vez que
se retirem para o exterior.

No final de cada utilizacéo deve voltar-se a limpartdmara com alcool a 75°,
como descrito anteriormente, e deixar-se a luaviltteta ligada, ficando em condi¢bes
de ser usada por outros utilizadores. Para limpezaddicas mais profundas deve usar-
se a espum&teri Guard (sterile 70% isopropyl Alchool in purified watertnogen

propellent — Guardine Technology L{d}].

4.1.1. Sacrificio do animal

Os ratosWistar machos, com cerca de dois meses de idade, foravraprente
sujeitos a umaverdoseanestésica no interior de uma camara de vidro,caidem
tempo antes, se tinha colocado uma bola de algea@ebido em cloroférmio, durante

cerca de 10 minutos, induzindo paragem cardiorsia indolor.

4.1.2. Colheita e isolamento de macréfagos peritaais de rato

o Esterilizacdo do material e reagentes

Todo o material a utilizar na colheita, isolamertdcultura” de macroéfagos,
bem como o PBS, deve ser esterilizado em autodavante 20 min a 120° C. Os
restantes reagentes e o meio de cultura (RPMI @io)ptdo esterilizados por filtracdo

com filtros de porosidade inferior a 0,22 pm.

0 Armazenamento dos reagentes

O meio de cultura RPMI completo ou incompleto, dSSRBo isopropanol acido sao
refrigerados a 4° C. O MTT, protegido da accaoudacbm papel de aluminio uma vez
que é fotossensivel, o soro fetal bovino (FCSplacgio de antibidtico e a L-glutamina
sd0 mantidos a uma temperatura entre -15° C €€2@nedida que foram necessarios,

0s reagentes eram colocados em suportes apropnado®anho de agua quente (com

® De acordo com os procedimentos recomendados gmialcao nacional e internacional sobre o Benr-esianal
em experimentagéo.
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um agente antifugico) a fim de atingirem a tempegeatle 37° G114], uma vez que

devem ser utilizados a esta temperatura para iastaondicdes fisiologicas.

* Colheita e isolamento de macréfagos peritoneais dato

Apés ser colocado todo o material necesséario pagpariéncia no interior da
camara de fluxo laminar (dedicada para o efeitmjheram-se quatro seringas de 10 mil
devidamente adaptadas a agulhas de 21 G*1 com §1B{.e

O rato foi retirado da camara de vidro e aspergmu alcool a 75° e colocado
em decubito dorsal sobre um suporte com resgugrdeyiamente preparado. O
tabuleiro e o animal foram novamente aspergidos ool a 75° e colocados no
interior da camara de fluxo laminae, 115].

Utilizando as seringas de 10 ml com agulhas de "ZB8Ginjectaram-se 40 ml
de PBS estéril na regido peritoneal do rato comidado de ndo atingir nenhum 6rgao
ou algum vaso sanguindBig. 22 A). ApGs massagens suaves ha zona abdominal,
durante 1 a 2 minutos, para activacdo dos macréfagoolheu-se a suspensao celular
(Fig. 22B eC) com a ajuda de uma agulha 19 G*1 (devido ao tamdnk macrofagos).

O volume colhido foi colocado num tubofajconde 15 ml previamente identificado(s)
e colocou-se em gelo picado. A suspenséo celulaefdrifugada a 1 100 rpm, durante
10 min., a 4° C. Apds centrifugacdo descartou-selmenadante e ressuspendeu-se 0

pelletem meio de cultura RPMI a 10 % complgtos).
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C
Fig. 22 — Fotografias do procedimento para: injea@@ PBS A), massagem abdomind)(e
colheita de macrofagos peritonéajqfotografias pertencentes ao espélio do IBB-IBILI

4.2. Testes de viabilidade celular e citotoxicidadeara

macrofagos peritoneais de ratdVistar

4.2.1. Teste de viabilidade celular Frypan Blue

Como referido anteriormente, a finalidade destetésdeterminar o niumero de
células, averiguar se existem em quantidade sofeipara o prosseguimento do
protocolo experimental, se estdo viaveis e se arisbutros tipos de células ou
microrganismos.

No interior da camara de fluxo laminar retirou-seaualiquota de 10 pl de cada
tubo defalcon paraeppendorfestéreispreviamente identificados. Adicionaram-se 10
pl deTrypan Bluea 0,4 % a cadappendorie homogeneizou-se. Este passo realizou-se
ja fora da camara de fluxo laminar. Retiraram-squlldesta mistura e colocou-se na
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camara deNeubauer(Fig. 23), procedendo-se a contagem do numero de células no
MOCEF.

\'} oS

Fig. 23 — Visualizagdo de macréfagos no MOCF digsosa camara deeubauei(100 x)
(fotografia pertencente ao eispdd IBB-IBILI).

4.2.2. “Cultura” em placa de macréfagos peritoneais

ApoOs o isolamento, a suspenséo celular foi coloemalaaixas de cultura de 96
pocoS§ com uma disposicdo pré-determinada. As caixas mfordevidamente
identificadas e isoladas com fita-cola pofosancubadas a 37° C em estufa contendo 5
% de CQ  durante 5 h, com a finalidade de permitir a ade@omacroéfagos ao fundo
de cada poco. Decorrido este periodo de incubagéoedeu-se a remocao das ceélulas
ndo-aderentes e quaisquer substancias indesegvav®s de trés lavagens com PBS
estéril. Os macroéfagos isolados e lavados forambados com novo meio de cultura
RPMI a 10 % completo (300 pl), nas mesmas condicdesante cerca de 20 h.
Decorrido este tempo observaram-se as varias caxBOCF.

4.2.3. Preparacao do ensaio de citotoxicidade

As amostras a testar (PLA-com, PLA-lab, RLALAA e vancomicina foram
esterilizadas num esterilizador UV, no interiorafanara de fluxo laminar, com a luz
UV ligada (tanto a cAmara como o proprio estediiza durante a noite, & excepg¢ao do

Avastin® por ja se encontrar estéril.

6 para poder fazer-se a leitura no aparelho deortitisa.
" permite a difusdo do GO
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Todos os procedimentos descritos a seguir forarhiza€as no interior da
camara de fluxo laminar.

Apés esterilizacdo das amostras procedeu-se aidwaaigdo com 1 ml de PBS
estéril, sendo posteriormente vortexadas para $esegair obter uma suspensao
minimamente homogénea.

Depois da observacdo ao MOCF das varias caixaultiera; procedeu-se a
distribuicdo das varias amostras pelos respeqtiwgss das caixas de cultura.

Fig. 24 — Colocacao das solugfes de nanopartiemasontacto com os macréfagégografia
pertencente ao espdlio do IBBEIRI

Foram utilizadas trés concentracfes distintas daassramostras: 0,5 pl, 5ul e
30 pl, respectivamente, preparadas partindo dag@sd-mae com uma concentracao
de 7,7 mg/ml. Em cada poco foram adicionados votudikerentes de meio de cultura,
perfazendo um volume total de 3@0com meio de cultura, conforme se pode observar
na Figura 25.

Foram seleccionados trés tempos de estudo difsygatéo para a vancomicina
como para o Avastfh um, trés e cinco dias, sendo desta forma necessarccaixa de

cultura para cada tempo em estudo e para cada sifarmioacos.
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vancomicina

Fig. 25 — Esquema da distribuicdo das amostrasaisas de cultura de 96 pogos, para a
vancomicina para o 1ldia/3did&5.

Nota: Para o Avastin® repetiu-se 0 mesmo esquema tébdigsdo, substituindo-se a
vancomicina por este farmaco.

» Testes de citotoxicidade para macréfagos

Apos a distribuicdo das amostras nas varias caixas ltleraude acordo com o
protocolo descrito anteriormente, estas foram e@alas a incubar na estufa a 37° C com
atmosfera de 5 % de G@urante os respectivos tempos a estudar. Durgmeeiedo de
incubacao foi feito um acompanhamento celular dida MOCF-.

Decorrido o tempo de incubacao para cada uma dessade cultura realizou-se
o teste colorimétrico do MTTa fim de avaliar a possivel toxicidade das amostras
testadagFig. 26)

Assim, retirou-se a caixa de cultura da estufaoeinterior da camara de fluxo
laminar, removeu-se 0 meio de cultura e adicionasar@70ul de meio novo RPMI a

10 % completo e 30l da solugdo MTT a 10%, a todos os pocos. A caexaudtura foi
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novamente colocada na estufa a incubar a 37° Catmiosfera de 5% de GQdurante
cerca de 3h.

Fig. 26 — Aplicagédo do MTT aos pogos contendo nfagas(fotografia pertencente ao
espdlio do IBB-IBILI).

Findo este periodo de tempo, retirou-se a caixeuttera da estufa, removeu-se
0 meio de cultura + MTT e adicionou-se isopropaimto (300ul HCI 0,04 N em
isopropanol) a todos os pocos, a fim de dissolvpraaluto resultante da redugéo do
MTT, os cristais déormazan Este Ultimo passo foi realizado fora da camaréw®
laminar, mas no interior daotte

Para assegurar que todos os cristais se enconisaatvilos, aguardam-se cerca
de 20 min a temperatura ambiente, efectuando-sgegeida a leitura da caixa num
leitor MicroElisa SLT a 570 nm e com filtro de referéncia a 620 nm.oBods valores
foram registados.

Efectuou-se o0 mesmo protocolo para todas as cadeasultura, quando
decorridos os respectivos tempos de estudo.

4.2.4. Metodologia estatistica

Para além dos calculos de médias e limites de aiogdi das médias a 95 %,
utilizaram-se ainda os testes parameétricos: tdsien-Witney sempre que se pretendia
comparar dois grupos independentes, e o tkstskal-Wallis com o objectivo de

comparar trés ou mais grupos.
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Todos os testes foram avaliados a um nivel defgigncia de 5 %, tendo sido

determinados através da aplicacdo do progi@fiAsr ISTICA, versao 8.
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Capitulo Il — Resultados e Discussao

"N&o ha nenhum segredo para o sucesso. E o resdéagreparacio, trabalho duro, e aprender

com o fracasso."

Gen. Colin L. Powell



Resultados e discussao

1. Caracterizacdo das particulas

1.1. Microscopia Optica

A caracterizacdo das particulas preparadas neabalto iniciou-se pela
observacdo oOptica das mesmas recorrendo ao mipios@ptico Olympus BH-2. Os
resultados das observacdes podem ser visualizadeigumra 27.

PLAL

PLA2

Fig.27 — Visualizagéo das particulas de PLA1 e Blp&2 microscopia Optic@mpliacéo 50 x).
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A andlise da Figura 27 permite constatar que atcplrs preparadas pelo

método da emulsdo simples apresentam forma esf®idacto das particulas serem

esféricas tem particular relevancia dado que peémiima libertagcdo controlada das

substancias activas mais homogénea.
Procedeu-se de seguida a distribuicdo dos tamatghparticulaRSD).

1.2. Distribuicdo dos tamanhos de particula

ApoOs preparacdo das particulas de PLA, RHB e PLGA, de acordo com 0s
procedimentos anteriormente referidos, procedeuse analise granulométrica, tendo
sido usado o equipamen®CS Submicron Particle Analysga Beckman Coulter.

De entre as diversas particulas preparadas nedtallto, escolheram-se para

PSD as que permitiam comparar a influéncia docjpas parametros de preparacao.
Considerando a quantidade de agente estabilizBMA&)( comparou-se PLAL1 e PLA4

(Quadro 2).

Quadro 2 — Distribuigdo granulométrica das pardisule PLAL e PLAA4.

Quantidade Amostra | P.l. Média % Distribui¢céo volumétrica
de PVA (nm) Pop
0.a5g | 25634307 430
059 | PLAL | ™" 209.0:90,1] 57,0 of I
\T‘ 3‘0\0\_/;:0 Q‘Dl; 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000
1,09 PLA4 |0,572|170,1¢36,7 12,9 | @
590,2+18,0 87,1
J\/\\
Size (nm)  [linear]
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Os resultados demonstram que 0 agente estabilizante uma influéncia
importante na distribuicdo de tamanhos de parScoitdida. Verifica-se que o aumento
da quantidade de PVA (de 0,59 para 1,0 g) conduzima distribuicdo de tamanho de
particula praticamente unimodal. Este resultadoepodlever-se ao facto de maior

quantidade de agente permitir uma maior estabédzaga disperséao.

No sentido de avaliar a influéncia da quantidadepdBmero utilizado na

preparacao das particulas, comparou-se PLGAL e Rl(Gédadro 3).

Quadro 3 — Distribuicdo granulométrica das partisudle PLGAL e PLGAZ2.

Quantidade Amostra | P.I. Média % Distribui¢céo volumétrica
de (nm) Pop
polimero
0259 | PLGAL |0,748| 718,5+246,5| 100 .
E a0
0,50¢g PLGA 2 | 0,834| 1480,9+988, 100

Da analise da tabela anterior, claramente se dansfae quanto maior a

quantidade de polimero utilizado, maior sera o tdroadas particulas obtidas. Na

amostra de PLGAZ2 foi utilizada uma concentracapalenero duas vezes maior que na

amostra de PLGAl e verifica-se que o tamanho daticpas de PLGA2 é

7

aproximadamente o dobro das de PLGAL. Verificaise gmbas as populacbes séo

homogéneas e o indice de polidispersdo também &tseme.
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Comparando a influéncia do equipamento utilizad@ pmebra das particulas,
apresentam-se no Quadro 4 os resultadd3Sizpara PLAYHB 1 a 24 000 rpm e PLA

yHB 1 com ultrassons.

Quadro 4 — Distribuicdo granulométrica das partisdle PLAYHB 1 a 24 000 rpm e PLyAIB
1 com ultrassons.

Amostra P.l. Média % Distribuicdo volumétrica
(nm) pop

PLA yHB 317,2¢39,0 | 80,1 | ¥ |

24000 0,128 o |
(24000rpm) 1097,6+131,5| 19,9 i

| //\\
PLA yHB i
1 0,076 255,9+69,9 100 )
Ultrassons
0 3‘00 600 900 |20§ize mn:)ﬁoﬂ[“"%r; 800 2100 2400 2700

Constata-se que o tamanho das particulas de ¥R ndo € homogéneo,
obtendo-se duas populacfes de particulas, umasicotamanho que rondauh, com
uma populagédo de 19,9 % e as restantes sdo benrasg3d7,2 nm). As particulas
produzidas com ultrassons apresentam uma distfibuigtalmente homogénea e o
tamanho é inferior, devido a maior velocidade atiagom este equipamento.

Estes resultados permitem concluir que o uso dgpamento de ultrassons sera

0 mais desejado para o fim pretendido neste trabalh

O Quadro 5 mostra os resultados da an®#iS® para comparacao do tipo de

polimero utilizado. Neste caso compararam-se aaod PLAL e PLGA1 (deveria ter-

se a analise para a amostra do outro polimeroyMHB\1).
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Quadro 5 — Distribuicdo granulométrica das parti€udle PLAL1 e PLGAL.

Amostra | P.l. Média % Distribuicdo volumétrica
(nm) Pop
0a5g| 25831307 | 430
PLAL ' 709,9+90,1 | 57,0
PLGALl | 0,748| 718,5+246,5| 100 ol

8

/ "\

1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000
Size (nm)  [linear]

300 600 900

Comparando estas amostras pode dizer-se que oiroepol apresenta uma

populacdo homogénea e com tamanho semelhante adap¥@pulacdo de particulas de

PLAL. Constata-se no entanto que cerca de 43 Yattisulas do polimero apresentam

tamanho bastante menor. Este resultado leva-nognaap que a preparagao de

particulas de PLA podera ser a mais indicada pavhtencdo de nanoesferas mais

pequenas.

Pela andlise dos Quadros 2, 3, 4 e 5 pode consmatare:

e em alguns casos ndo ha uma uniformidade de tamaah®® mesma amostra;

e 0 tamanho das particulas de PLGA1l sdo menores sjuge aPLGA2; esta

diferenca de tamanhos pode ser justificada pelan@mcentracdo de PLGA;

e as particulas de PLA1l sdo menores que as de PlwSfifigando-se esta

diferenca pelo facto de nas primeiras se ter usaaor concentracdo de agente

estabilizante (PVA), no entanto ndo se pode cormidema diferenca

significativa.;
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e as particulas preparadas com o ultrassonificadorsghificativamente mais
pequenas dado que a tensao de corte € muito maior;
e 0 parametro mais importante para a reducdo do taonde particulas foi a

velocidade de agitacao.

Sendo um dos objectivos deste trabalho precisamantpreparacdo de
nanoparticulas, produziram-se as restantes amasiiiagndo o ultrassonificador.

Foram preparadas amostras de PLA-lab, PLA-com.ti@oi), PLA-lab com
Avastin® encapsulado e PLA-lab com vancomicina encapsul&tsteriormente,
procedeu-se a respectiva analise granulométrica.

O Quadro 6 mostra a distribuicdo granulométrica earticulas de PLA-lab e

PLA-com.

Quadro 6 — Distribuigdo granulométrica para as@aes de PLA-lab e PLA-com.

Amostra P.l. Média % Distribuicdo volumétrica

(nm) pop

Intensity% [linear]

PLA-com 0,183 218,0+47,8 | 83,5
1394,2+162,0 | 16,5

0 300 600 200 1200 500 1800 2100 2400 2700 3000
Size (nm)  [linear]

100)

Intensity% [linear]
2
3

195,8+52,8 | 88,3
PLA-lab 0,134 553,2+66,1 | 11,7 ol

\
/ N
0 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000
Size (nm)  [tinear]

Observando os resultados do Quadro 6 pode dizguseambos o0s polimeros
exibem distribuicbes granulométricas com homogemsEdsemelhante, embora as de

PLA-lab sejam sensivelmente mais pequenas.

-72-



Resultados e discussao

O Quadro 7 refere-se aos resultados da analisellgraétrica de duas amostras de

nanoparticulas encapsulando vancomicina (V1 e V2).

Quadro 7 — Distribuicdo granulométrica de duas &assle PLA-lab encapsulando
vancomicina.

Amostra| P.I Média % Distribuicdo volumétrica

pop

Intensity% [linear]

\%% 0,283 | 554,3+328,6| 100 “

Ve

0 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000
Size (nm)  [linear]

100|

Intensity%  [iinear]

V2 0,255| 405,6+233,8| 100

—

\\
0 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000
Size () [iinear]

Analisando os resultados &SD para as amostras V1 e V2 verifica-se que séo
semelhantes, tanto na homogeneidade como no tamastes resultados seriam de

esperar ja que ambas as amostras foram prepa@dassdno modo.

O Quadro 8 refere-se a distribuicdo granulométteduas amostras de PLA-lab

encapsulando AvasfifAl e A2), em iguais circunstancias.
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Quadro 8 — Distribuicdo granulométrica de duas &rassle PLA-lab encapsulando AvaStin

Amostra| P.L Média % Distribuigdo volumétrica
(nm) Pop
gﬂﬂ
Al 0,293 | 861,5+116,4 100 | ©, ,/ \

o 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000
Size (nm)  [linear]

)

Intensitys [inear]

A2 0,346 | 167,7+21,2 14,5
566,3+81,8 85,5

£

o 300 600 900 1200 500 1800 2100 2400 2700 3000
Size (nm)  [linear]

Apesar das amostras Al e A2 terem sido preparadasn@sma maneira,
verifica-se alguma heterogeneidade nos tamanhopatéisulas da amostra A2. Esta
amostra apresenta particulas menores que a anAdstcaie por sua vez apresenta uma

populacdo 100 % homogénea.

Analisando os resultados expressos nos Quadr@spbdée dizer-se que:

- as populacdes das varias amostras sao relativamemogéneas;

- as nanoesferas de maior tamanho sdo as qupsefara Avastift, o
que faz algum sentido uma vez que as moléculag déshaco tém elevado peso
molecular.

A este respeito ndo se podem fazer comparacoes @ntresultados obtidos e
outros, dado que ndo se encontra literatura constosgde particulas de polimeros

encapsulados com Avastin
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1.3. Microscopia Electronica de Varrimento

Foi feita a analise morfolégica e topografica pacroscopia electronica de
varrimento das amostras de PLA-com, PLA-lab, e PAlA-encapsulando Avasfin
(PLAA) e PLA-lab encapsulando vancomicina (R)LA

A Figura 28 mostra os resultados obtidos $&M para as amostras dos dois
polimeros, o PLA comercial que serve de controloAdeom).

B8.5rm 858115

i1rm 858119

PLA-lab

Fig. 28 — Imagens obtidas pEMcom a ampliagdo de 20 000 x e a 35 8Q@ra particulas de PLA-
com e PLA-lab.

Pela observacdo da Figura 28, verifica-se que aticglas de PLA-lab
apresentam uma maior esfericidade e homogeneidityamente as de PLA-com.

Esta diferenca pode ser justificada provavelmeetdadd a uma diferenca de
composicao do polimero. O PLA-lab foi preparadoudfigado no DEQ pelo que se
tem a certeza que a amostra contém apenas PLAasdodo PLA-com essa certeza néao

existe.
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A Figura 29 compara a analiSEM para as particulas de PLA-lab, Pi A&

e w_ %

T

2B8kV X35.800 . 2 20kV X2ZB.,008 1pm 858119

e £ =

8.5krm 8581835 28kV X2Z8.800 1rm 8581088

28kU X35,.000 6.5¢m 850132 28kU X2@.000 1rkm 858131
PLAy

Fig. 29 — Imagens obtidas pBEMcom a ampliagdo de 20000 x e a 35 000 x parartisipas de
PLA-lab, PLAe PLA,.

Pela andlise da Figura 29 é possivel constataagyarticulas de PLA-lab sédo
as de menor tamanho sendo também bastante perfeitasermos de esfericidade,
homogéneas e uniformes. Seguem-se as de BUA apresentam éptima esfericidade e
homogeneidade. As particulas de RLAG0 sdo tdo esféricas nem tdo homogéneas
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como as referidas anteriormente. Estas diferengdenp justificar-se pelo facto do

Avastin® ser uma molécula de elevado peso molecular.

1.4. DMTA

seguintes:

Os resultados obtidos para as amostras de PLAPBA, e PLA, foram os

-100,0

2
“
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Gréfico 1 — Curva de DMTA para as amostras de RAIAPLA e PLA.,

Da andlise do gréfico 1 verifica-se que o PLA-labeaenta trés picos de tan

gue, de acordo com bibliografizl6], podem ser identificados como a Tg (70° C), a Tm
(138° C) e a Td (237° C). E de salientar que nZmeap pico de cristalizacdo no

termograma para a amostra referida.
(PLA-lab, PLA, e PLA,), 0 que permite concluir que a incorporagdo dasténcias activas na

No que diz respeito a Tg verifica-se que o valanadde para as trés amostras
matriz polimérica ndo altera a mobilidade das asldilo entanto, € importante salientar que no
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caso da amostra PlLAaparece um pico relativo a cristalizacdo (105° @Que, em principio,
indicara que o Avastfhpodera interagir com a cadeia polimérica.

Com base nos dados disponiveis até ao momento péssével confirmar qual o tipo
de interaccao.

2. Estudos de libertacdo controlada

2.1. Eficiéncia de encapsulamentodrug loading

Apés a preparacdo das amostras de PLA-com, PLAH&B, e PLA, estas
foram centrifugadas. O sobrenadante desta operaf@o analisado por
espectrofotometria para determinar a quantidadseubistancias activas que nao foram
imobilizadas nas particulas de PLA-lab.

Os valores da absorvancia (Abs) para as amostr&i Ag (Al e A2) e PLA
(V1 e V2), encontram-se no Quadro 9.

Quadro 9 — Resultados da absorvancia medidos mersmdante das
amostras centrifugadas.

Amostra Abs
V1 0,74687 (280 nm
V2 1,01128 (280 nm
Al 0,0679 (595 nm)
A2 0,2434 (595 nm)

As concentracdes de farmaco presente no sobreeadlaratm determinadas
recorrendo as curvas de calibracdo correspondgxitesos 3 e 4)
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Retirou-se o sobrenadante e liofilizaram-se todasnaostras de PLA-lab, com e

sem substancias activas e a de PLA-com. Os reesltadcontram-se expressos na
Tabela 7.

Tabela 7— Massas das nanoesferas depois de adfilsz

Amostra

Al

A2

V1

V2

PLA-com

PLA-lab.

Massa amostra (mg)

139,0

127,0

140,8

76,8

103,5

123,0

Procedeu-se a determinacéo da eficiéncia de erlaapento e dalrug loading.

O Quadro 10 resume as diferentes quantidades Adeesspara o calculo desses

parametro® respectivos resultados.

Quadro 10 — Registo das quantidades necesséarase paiculo da eficiéncia e doug loading.

Amostra | Massa de Massa de Massa de Massa Eficiéncia Drug
farmaco | farmaco ndo | farmaco amostra loading
o de encap.
inicial (mg) | encapsulado | encapsulado (mg) (wiw)
(%)
(mg) (mg)

Al 25,00 0,098 24,90 139,0 99,6 17,9
A2 25,00 0,3513 24,65 127,0 98,6 19,4
Vi 5,00 0,1725 4,83 140,8 96,6 3,4
V2 5,00 0,2336 4,78 76,8 95,3 6,2
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Nota: os calculos referentes a eficiéncia de entapentoe aarug loadingencontram-se no
Anexo 5.

Pela analise desta tabela, pode concluir-se gfiei@neia de encapsulamento é
muito préxima dos 100 % para o Avastia superior a 95 % para a vancomicina. O
drug loadingapresenta valores superiores também para o A¥astin

Estes resultados podem ser justificados pelo faatmolécula de Avastinser
bastante grande e, uma vez encapsulada, ter ddide$s em sair (por difusdo) do
polimero durante o tempo de centrifugacdo. No asosancomicina, talvez tenha
havido alguma libertacdo, ainda que muito pequdunegnte o intervalo de tempo em

que decorreu entre a preparagdo das nanopartécalasa centrifugacao.

2.2. Estudo da cinética de libertacdo das substaasiactivas

Para posterior quantificacdo dos farmacos em sojuwgifirmou-se que o PLA
apresentava um pico numa zona do espectro UV/jisive ndo interfere na zona
referente aos dois farmacos utilizadeg. 30).

Abs

-EDD 220 240 260 280 300
Wavelength [nm]

Fig. 30 — Espectro de absor¢cédo do PLA-lab.

A cinética da libertacdo dos farmacos foi realizada solucdo de PBA. O

Quadro 11 mostra as quantidades de amostras déza
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Quadro 11 — Massas de Al, A2 e V2 utilizadas nadestla cinética de libertacao.

Amostras Massa inicial das Massa inicial das
amostras liofilizadas (mg)| amostras liofilizadas (mg)
1° ensaio 2° ensaio
Al 20,82 17,27
A2 16,80 20,76
V2 16,43 14,66

A libertacdo da vancomicina foi analisada em saueBS a pH=7,4 e a 37° C,
de modo a simular o ambiente ocular. A quantidade fatmaco libertada foi
determinada por espectrofotometria UV/Vis Os reslds das absorvancias obtidos

para os dois ensaios encontram-se na Tabela 8afZ &2 traduz a respectiva curva de

calibracdo ao longo do tempo.

Tabela 8 — Taxa de libertag&do controlada paraetmaios de vancomicina (V2).

Tempo (dias)

vancomicina libertada

(%) 1° ensaio

vancomicina libertada

(%) 2° ensaio

0,0625 45,78 41,4
1 63,43 54,56
2 76,42 67,22
3 85,78 76,39
7 88,11 81,73
11 94,29 93,02
15 98,62 100
23 98,97 100
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Gréfico 2 — Curvas de libertacao controlada da @amcina, relativas aos dois ensaios.

Como seria de prever, verificou-se um perfil dettiacéo idéntico para os dois
ensaios considerados. Regra geral, os antibiét&iosuma accado terapéutica de sete
dias. Neste caso, ao fim desse tempo, mais de & %armaco foi libertado das
particulas do PLA-lab. Desta forma podera afirneagge uma so6 injeccao intravitrea
da nanoparticulas encapsulando vancomicina produzefgito terapéutico durante
cerca de quinze dias, evitando as sucessivas @gecE claro que o nimero de

injeccdes intravitreas dependera sempre do tigmattdogia e da sua evolugéao.

O tempo disponivel para obter resultados da libgéaado Avastifi ndo foi o
suficiente. Ao longo das semanas em que decoresiunlo ndo se verificou qualquer
libertacdo deste farmaco. Uma das razfes queigastbte acontecimento, prende-se
com o facto da molécula de Avastiapresentar um peso molecular bastante elevado e
nao conseguir sair, por difusdo, das esferas de. Rle&se sentido, prevé-se que 0
Avasti® se liberte devido apenas & degradacdo do polineste resultado é
extremamente promissor, dado que o grande probkdosasistemas de libertacdo
controlada é precisamente libertagbes muito rapidasonfirmar-se o resultado, a
investigacdo devera avancar no sentido de con@olatocidade de degradacédo do PLA
como forma de induzir a libertacdo de AvaStpretendida. Nesse quadro, a solugéo
Optima podera passar pela mistura de diferentagcplas preparadas com PLA com
perfis de degradacdo distintos. Dessa forma, sessiyel desenvolver solugbes
terapéuticas de libertacao controlada e lenta g &o as injecgdes frequentes.

A fim de se confirmar a presenca do farmaco noriortelas nanoparticulas,

dissolveu-se uma determinada quantidade de namagsfeLA. liofilizadas, em
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cloroférmio e adicionou-se um pouco de solucdo BI§ P de Reagente @radford A

Figura 31 mostra os resultados obtidos.

A B C

Fig. 31 PLA encapsulando Avastimissolvido em cloroférmioX), adicdo de PBSB) e Teste de
Bradford (C).

3. Modificacdo da superficie de PLA

3.1. Quantificacdo dos grupos carboxilicos

A Tabela 9 apresenta a quantificacdo dos grupdsox#icos a superficie de

alguns polimeros.

Tabela 9 — Registo das massas de quatro amostRisAdelo volume da HCI gasto na
titulacdo, a quantidade quimicadgpos carboxilicos a superficie das
particulas e a mesma quantidadenassa de particulas.

Polimero Massa de Volume de HCI milimoles de grupos Quantidade de
particulas gasto na titulacédo carboxilicos * grupos COOH
(mg) (ml) (mmol) ( x 10* mmol/mg)
PLA1 99,0 1,8 0,064 6,4646
PLA2 228,6 3,8 0,044 1,9247
PLA3 117,5 3,4 0,048 4,0851
PLA4 112,4 1,18 0,064 5,6939
Branco @ @ - 82  mememeeeeem e

*n (grupos COOH) = V!CI do brancoX Q—|CI -V HCI gasto na solX CHCI
n (grupos COOH) = VICI do brancoX 0101 - VHCI gasto na solX 0:01
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Na preparacdo das amostras de PLALl, PLA2 e PLARagpse variou a
quantidade de PLA utilizado (ver Tabela 1). O qaeevifica é que quanto menor for a
quantidade de PLA usado, maior é a quantidade deapogr carboxilicos
a sua superficie.

A diferenca na preparacdo das amostras de PLA1A4 Péside na quantidade
de agente estabilizante (PVA) utilizado. A difer@megistada na quantidade de grupos

carboxilicos a superficie destas amostras ndo @asraelevante.

A Tabela 10 mostra a massa das amostras filtradasas ap0s titulacdo. Nesta
operacdo houve perda significativa de massa queese a erros experimentais,

nomeadamente a técnica de filtrag&o.

Tabela 10 — Massa das amostras secas, apos titulaca

Polimero  Massa das amostras filtradas e

secas (mg)
PLA1 35,1
PLA2 166,2
PLA3 67,0
PLA4 49,4

3.2. Ligacéo covalente de uma proteina as micro/naesferas

Apos se ter colocado a amostra de PLAL a reagira@DI (para activacao dos
grupos carboxilicos) e com a BSA (ligacdo covalatds grupos amina da BSA aos
carboxilicos livres a superficie de PLAL, procedeua quantificacdo da proteina em
solucéo usando o reagenteBtadford

A concentracdo da solucdo de BSA e quantidadesdgdrte d8radforde da
solugcdo da proteina utilizadas encontram-se no QuE2l Mediu-se a absorvancia de
uma amostra de PLAL e da que tinha ficado a reagira BSA.
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Quadro 12 — Quantidades utilizadas na aplicacd®edmente dBradfordem duas
amostras de BSAsmincdo: BSA sem PLA e BSA ligada aos grupos
carboxilicos livrés PLA.

Amostras ml [BSA] mg/ml Bradford (ml)
* 0,05 0,8 1,5
**0,05 0,8 1,5

* contém BSA sem particulas
** BSA ligada covalentemente as particulas de PLA1

Com os resultados da absorvancia e da curva padrdlcularam-se as
concentracdes de BSA em solucdo para as duas amasiteriores. A diferenga entre
ambas corresponde a quantidade de proteina qigoseas particulas de PLAL.

A guantidade de proteina nas duas soluctes foiuleala mediante a curva de
calibracdo obtendo-se 0,7944 mg/ml e de 0,7264 mmgdem e com particulas,
respectivamente.

A diferenca entre estes dois resultados (0,068nMgbrresponde a quantidade

de proteina que, efectivamente, se ligou as p&atce PLAIAnexo 6).

4. Estudos de citotoxicidade viabilidade celular

As amostras a testar em macrofagos peritoneaimtdeforam colocadas em
contacto com as células para tentar determinar possivel citotoxicidade. Para
determinar a viabilidade celular apds incubacaorrea-se ao teste colorimétrico do
MTT. A figura seguinte mostra algumas fotografias dhacréfagos apds um
determinado periodo de incubacgéo obtidas com o M@@tes e depois do teste de

citotoxicidade celular.
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Amostra Macrofagos 5 dias antes do teste MT] Maguas 5 dias apds teste MTT

PLA -V

200 x 200 x

PLA -A

200 x 200 x

Fig.32 — Visualizagcao microscopica dos macréfagwssae apés o teste MTT.

A leitura dos resultados do teste do MTT foi efadt por microElisa SLT a
570 nm e com um filtro a 620 nfRig. 33)e 0s resultados encontram-se em anexo.

Fig.33 — MicroElisa SLT com uma caixa de cultureéd@epocos
(fotografia pertencente ao espdlio do IBB-IBIL

Foi efectuada a analise estatistica dos valoressgervancia obtidos nos testes
de citotoxicidade.
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O Gréfico 3 mostra os resultados estatisticos obt@bmparando as diferentes
amostras em estudo, PLA-com , PLA-lab, RLA Avastiff ao longo do tempo de
estudo. Para todas as amostras estudaram-sernmgsstel dia (D1), 3 dias (D3) e 5
dias (D5).

Avasting
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-g: PLA-lab
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0.00 : : = Avastir®
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Gréfico 3 — Comparacao das varias formulacdes am@som Avastifi.

Analisando o Grafico 3 pode constatar-se que seereésm diferencas
estatisticamente significativas entre as variamitacées ao longo do tempo estudado
(p=0,002).

Nos 1°, 3° e 5° dias ndo se observam diferencaisisamente significativas
entre as formulacbes (p=0,289, p=0,713 e p=0,0&fectivamente). No entanto, o
valor de p ao 5° dia encontra-se muito proximordal gle significancia. Nos 3° e 5° dias
registam-se valores de absorvancia muito semekhante

Os valores de absorvancia mais elevados sdo mgssteo 5° dia para 0 PLA

seguidos dos PLA-lab; o Avastimegista os valores mais baixos.

Nas condi¢fes testadas, o 5° dia é, sem duvidaglbomdia. Os valores de
absorvancia mais elevados verificam-se para asteasafe PLA e de PLA-lab ao fim
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dos cinco dias. Possivelmente os macrofagos actuacdre as particulas de PLA
degradando o polimero e possibilitando a difusdofadtmaco em quantidades nao
citotoxicas para as células. Veja-se que os valdeeabsorvancia para o Avastino
fim dos cinco dias sdo muito baixos, 0 que sugeeepssa vir a tornar-se citotoxico

num estudo de maior duracédo no tempo.

O Grafico 4 compara as diferentes formula¢des deoraicina, ao longo do
tempo.

vancomicing
Comparacio das Formulagdes
ip = D655
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020 e
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016
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0.04 PLA-com

PLA-lab
PLAy

vancomicina

0.02

R

0.0o

D1 03 0]
Grafico 4 — Comparacao das varias formulacdes aimd@som vancomicina.

Observando o Grafico 3 ndo se verificam diferengatisticamente
significativas ao longo do tempo (p=0,655).

Nos 1.5 3.° e 5.° dias em estudo também ndo servains diferencas
estatisticamente significativas (p=0,062, p=0,234=6,523, respectivamente). No 1.°
dia, o PLA-lab apresenta um valor de absorvangeirhkmente superior em relacéo as
restantes formulacbes. Ao 3.° dia regista-se umeatonde absorvancia para a

vancomicina e para PLAe 0 mesmo acontece para o 5.° dia.
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Analisando o tracado do PhAe da vancomicina, verifica-se que sdo muito
semelhantes. Isto vai de encontro aos resultadoscinigtica de libertacdo da
vancomicina referidos anteriormente, ou seja, ao de cinco dias grande parte da
vancomicina foi libertada das nanoparticulas, temdo efeito semelhante ao da
vancomicina. Pode dizer-se que o RLfem um pico de absorvancia devido ao
farmaco.

As células reagem de forma muito positiva a vancomaj ao fim de cinco dias,

0 que também seria de esperar, uma vez que se¢rara antibidtico.

O Gréfico 5 mostra os resultados de absorvancegmparticulas encapsulando

Avastin® (PLA,) e para o Avastihao longo do tempo.

PLA Ve Avaztin®
ip = 0004
0.25

0.20 + i

=
L
Ly ]

-

Abzorvancia

]
o
=

005 +

== PLA,

0.0a

D1 03 D5 8 Avastir®

Gréfico 5 — Comparacéo do PL& da Avastifi ao longo do tempo.

Observam-se diferengas estatisticamente signifestntre o PLAe o farmaco

ao longo do tempo (p=0,0004).

O Avastirf’ tem tendéncia a tornar-se citotéxico ao longo efopp. Como se
constata pela analise do gréafico, ao fim de cirias, s valores de absorvancia para o

Avastin® sdo muito baixos. J&4 para a amostra de PLverifica-se um pico de
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absorvancia registado para o mesmo dia. Esta arglgere novamente a possibilidade

dos macréfagos terem degradado parte do polimesititdndo a difusdo do farmaco.

O Gréfico 6 mostra os resultados de absorvancegmparticulas encapsulando

vancomicina (PLA) e de vancomicina ao longo do tempo.
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Grafico 6 — Comparacéo do Pi.& da vancomicina, ao longo do tempo.

N&o sdo observadas diferencas estatisticamentdicagmas (p=0,753), ao

longo do tempo, entre as amostras de PeAa vancomicina. Em todos os tempos (D1,

D3 e D5) os valores de absorvancia entre as duasifacdes sdo semelhantes.

Mais uma vez se conclui que as células se adaptato bem a presenca deste

farmaco. Ao fim de cinco dias a libertacdo do famé evidente, bem como a sua

accao sobre os macrofagos.

O Grafico 7 mostra o0s
concentracdes de Avastitestadas ao longo do tempo de experiéncia.

resultados de absorvanciaa pas diferentes
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Avastin®
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Gréfico 7 — Comparacéo das diferentes concentrat@éwastiff ao longo do tempo.

Observa-se que ndo existem diferencas significatiwemtre as varias
concentragdes ao longo do tempo (p=0,088).

Nos 1.° e 3.° dias ndo se observam diferencasséise@hente significativas
entre as varias concentracfes (p=0,650 e p=0,48Bectivamente). Em ambos os dias
a concentracdo de Qubapresenta valores mais elevados de absorvancia.

Relativamente ao 5.° dia jA se observam difereneatatisticamente
significativas entre as trés concentracdes (p=0,0@tinuando a ser a concentracao
mais baixa a que tem valores de absorvancia mwetbares.

A concentracdo de 3d apresenta, no geral, valores de absorvancia lna&es
para os trés tempos em estudo. Poder-se-a afimeacanpcentracdes de g0poderao

tornar-se citotdxicas ao longo do tempo.

O Grafico 8 mostra os resultados de absorvanciea pas diferentes

concentracdes de vancomicina, ao longo do tempo.
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Gréfico 8 — Comparacdo das diferentes concentraigdgancomicina ao longo do
tempo.

No grafico anterior observam-se diferencas estaisiente significativas entre
as varias concentracdes ao longo do tempo (p=0,001)

No primeiro dia ndo se observam diferencas estatisente significativas entre
as varias concentracdes (p=0,457), sendo os valerabsorvancia muito idénticos.

Nos 3.° e 5.° dias observam-se diferencas estatistinte significativas entre as
trés concentracdes (p=0,013 e p=0,0004, respectivin Em ambos os dias a
concentracdo de 0;B apresenta melhores valores de absorvancia €8 @eos piores,
sendo muito evidente especialmente no 5° dia.

Tal como acontecia para o AvaStim concentracdo mais pequena é a que
apresenta melhores valores de absorvancia, prin@pée ao 5° dia. J4 as
concentracdes elevadas tém tendéncia a tornarts®xiatas. Os macrofagos néao

reagem bem a concentracdes elevadas deste farmaco.

O Grafico 9 mostra os resultados de absorvanciaadasstras de Avasfine

vancomicina ao longo do tempo.
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Grafico 9 — Comparacao das amostras de Avastin@eomicina ao longo do tempo.

Observam-se diferencas estatisticamente signifastientre o Avastih e a
vancomicina ao longo do tempo (p=0,008). Verifieatsn aumento de absorvancia

significativo do 3.° para o 5.° dia mais pronuncigdra a vancomicina.

Pode dizer-se que, nas condicdes testadas, a vemtarmem um efeito menos

lesivo nos macréfagos, do que o Avastin

O Grafico 10 mostra os resultados de absorvansiamstras de Ple PLA,

ao longo do tempo.
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Gréfico 10 — Comparagéo das amostras de,RLRLA, ao longo do tempo.

N&o sdo observadas diferengas estatisticamentdicagjuas entre as amostras
de PLA lab encapsulando cada um dos farmacos go lbm tempo (p=0,812).

No periodo de tempo em estudo também ndo se obsedierencas
estatisticamente significativas entre as duas aa®§p=0,179 para o 1.° dia, p=0,589
para o 3.° dia e p=0,818 para o0 5.° dia). Apregemtiasorvancias semelhantes nos trés
dias.

No 3.° dia os valores de absorvancia sdo melh@es PLA, possivelmente
devido a libertacéo do farmaco.

Ao 5.° dia verifica-se um comportamento muito samigntre as duas amostras.
Mais uma vez se poderao justificar estes resultadostindo que houve degradacao do
PLA e, consequentemente, a libertacdo do AvAstembora em muito pouca

quantidade.

No Anexo 7, encontra-se uma tabela com todos asaesbe p para as diferentes

comparacdes que foram feitas anteriormente.
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“Quanto maiores séo as dificuldades a vencer, ns&iGr a satisfacdo.”

Cicero



Conclusoes e Trabalho Futuro

1. Conclusoes

Foram preparadas micro e nanoesferas recorrenéonicd da dupla emulséo,
concluindo-se que a diferenca de tamanhos estaita relacionada com a velocidade e
uniformidade de agitacdo, aquando da sua sintesese@uiu chegar-se a escala
nanomeétrica, atingindo um dos objectivos desteathab

As primeiras particulas de polimeros foram obsexsgubr microscopia oOptica,
verificando-se que apresentavam uma forma perfeigaresférica. Fez-se também uma
analise de granulometria de onde se concluiu que teguma heterogeneidade de
tamanhos, para além de serem da ordem dos micasn&pds a substituicdo do
aparelho que provocava a agitacéo, durante a aiggadas particulas, chegou-se entao
a escala nanométrica. Fez-se a analise das amBsiasomercial, PLA-lab, Al, A2,
V1 e V2 por SEM, observando-se Optima esfericid&danélise granulométrica destas
nanoparticulas revelou que Al e A2 eram maioredivamente a V1 e V2 e que estas
eram maiores que as particulas de PLA (sem fareacapsulado). Estes resultados sédo
consistentes na medida em que o tamanho das masédal Avastifi é superior ao
tamanho das moléculas de vancomicina. Por seu ,tuaso particulas vazias
apresentaram o menor tamanho.

Fez-se a modificacdo da superficie numa das arsod&garticulas de PLA,
ligando aos grupos carboxilicos livres (que tamifgram contabilizados) uma proteina
(BSA), para posteriormente se ligar o AvaStiBste procedimento foi conseguido com
a BSA, no entanto, por falta de tempo e de farmaéwm, foi possivel testar esta
modificacdo com o Avasth

Avaliou-se a eficiéncia de imobilizacdo/encapsulaimeara todas as amostras,
obtendo-se resultados acima dos 95 % em todossos.d@ara o Avasfin a eficiéncia
de encapsulamento ronda mesmo os 100 %.

Para avaliar a vantagem de utilizar as nanoesfeomso um sistema de
libertacdo dos farmacos em causa, fez-se o estadairdtica dessa libertacéo.
Verificou-se que a vancomicina encapsulada nadcpias de PLA-lab libertou-se
completamente ao fim de 15 dias. Quanto ao Avasi#o se verificou a sua libertacdo
durante quatro semanas. Por falta de tempo, na@dssivel continuar com estes

estudos de libertacdo deste farmaco.
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Quanto aos testes de viabilidade celular e citoidade, foi possivel concluir,
comparando os dois farmacos seleccionados, quecamwicina livre (ndo encapsulada)
apresenta valores de absorvancia muito mais altes @ Avastifi livre (ndo
encapsulada). Encontram-se mesmo diferencas sagivfs, logo este segundo
farmaco poderd tornar-se citotoxico para o orgamjsmas condi¢cdes testadas
(concentragdes e tempo).

O tratamento estatistico dos resultados obtidog aamanoparticulas de PLA-
lab e PLA-com revela que ndo ha diferencas estatisente significativas entre elas,
no entanto, as de PLA-com nem sempre mantém o mesmportamento ao longo da
experiéncia. Por vezes os macréfagos reagem mallestas particulas, outras vezes
reagem melhor as de PLA-lab. Esta observacao pedeexplicada pelo facto do PLA-
com nao estar purificado e, por isso, cada amagptesentar componentes diferentes.

Comparando os resultados obtidos para as particdas Avastif e com
vancomicina pode dizer-se que ndo se encontrameddas significativas, no entanto as
com vancomicina tém valores mais altos de absomangssim, as particulas
encapsulando Avasfin poderédo tornar-se citotoxicas para o organismoiddewa
libertacdo do farmaco ao longo do tempo.

Quando se comparam as absorvancias registadapgaiculas encapsulando
vancomicina e com a vancomicina livre, ndo héa difeas significativas. Sao registados
valores de absorvancia elevados ao fim de cince (@4&). Estes resultados estdo de
acordo com as observacgfes no que diz respeitaéficeirde libertacdo da vancomicina
encapsulada em amostras de PLA-lab. De facto, ejm@® dias, mais de 85% do
farmaco ja foi libertado. Dado que este farmacoéfaxico para os macrofagos e estes
sao activados por ele os valores de absorvan@anfeuperiores aos basais.

Nas leituras de absorvancia para particulas de [BhAcom Avastifi e com
Avastir® livre, pode dizer-se que ndo ha diferencas estatisente significativas, no
entanto, ao fim de cinco dias os valores de sigfniitia sdo praticamente atingidos. Os
valores de absorvancia mais elevados verificamase gs amostras de PL& do PLA-
lab ao fim dos cinco dias. Estes resultados sugepeenpossa haver uma accao dos
macrofagos sobre as particulas de RLAegradando o polimero e possibilitando a
difusdo do farmaco em quantidades nao-citotoxieaa ps células. Os macréfagos séo
activados pela presenca do farmaco no meio masalada baixa concentracdo néo se

revela toxico. JA os valores de absorvancia paaastin® livre ao fim dos cinco dias
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sdo muito baixos, 0 que sugere gque este farmacapos a tornar-se citotéxico em

grandes concentragdes.

2. Trabalho futuro

Para melhor interpretar os resultados obtidos elagde a interaccdo dos
macréfagos com as nanoparticulas de PLA-lab, paaieser efectuados estudos da
quantidade de farmaco libertado apés a incubac&o cdtulas com este sistema

transportador.

Seria interessante testar estes farmacos em nanopastialéa poli(acido
glicdlico) (PGA) ou poli(acido lactico co-glicoligdPLGA), ja que a sua degradacao é

muito mais rapida que a do PLAL7].

Poderia estudar-se a influéncia da concentracadameaco imobilizado na
determinacdo do seu coeficiente de difusdo e warifse a quantidade inicial de

farmaco afecta o padréo de libertacao.

A avaliacdo da cinética de libertacdo, partindodiferentes quantidades de
farmaco imobilizado, permitiria testar a relacagaildmobilizado/libertado e determinar
a quantidade ideal de farmaco a encapsular, deafardiminuir o nimero de injec¢cées
e, simultaneamente, produzir um tratamento taaoépieficaz quanto o possivel.

O ideal seria definir a velocidade de libertacagndida a cada patologia.

Poderia estudar-se a combinacdo de dois antibsdtaromentando assim o
espectro de acgcdo para um maior nimero de miclisrgags, minimizar ou prevenir o
aparecimento de estirpes resistentes e, eventu@memtar diminuir o efeito da

toxicidade de um sé antibiético. Haveria assim gmargia dos dois farmacos.

Dado que o Avastth ficou disponivel tardiamente e em quantidades anuit

hY

pequenas, nao foi possivel proceder a modificagicsuperficie das nanoesferas,
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através de ligacdes covalentes entre os gruposxicbs do PLA e os aminicos do

farmaco. Esta é uma sugestao para um trabalh@aftamaramente.

Constatou-se que ndo houve libertacdo do AVastimante um grande periodo
de tempoin vitro, no entanto, os testes de citotoxidade revelaesultados muito
satisfatorios para as particulas de RLASugere-se entdo que se fagam estudos de
degradacaol/libertacdo com estas nanoparticulap®raado o farmaco em plasma
sanguineo ou e em sangue total para que se posssbgre melhor o mecanismo
envolvido. Também podera ser feita uma caractéizagorfolégica $EM destas
particulas apos contacto com as células.

Seria uma mais valia fazer testi#s vivo com estes sistemas de libertacéo
controlada. Testar-se-iam as nanoparticulas corfarosacos encapsulados e com o

Avastin® ligado covalentemente & superficie das mesmas.
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Anexo 1

Tabela 11 — Resumo das varias preparacdes prepatagfparticulas de PLGA, onde se fez
variar as concentracfes da fagénica, as concentracfes da fase aquosa e a
velocidade de rotacéo.

Fase Orgéanica (O) Fase Aquosa (W) Notas
Homogeneize8 000 rpm, 10 mifw);
PLGA1 0,25 g PLA 0,59 PVA 80 Adicionar o PLA gota a gota;
95/5 10 ml CHC} 100 ml HO Homogeneize8 000 rpm, 5 mirfO);

Agitacdo magnética 700 rpm, 4 h.

Homogeneize8 000 rpm, 10 mifw);

PLGA2 0,50 g PLA 0,59 PVA 80 Adicionar o PLA gota a got@);
95/5 10 ml CHC} 100 ml HO Homogeneize8 000 rpm, 5 min;

Agitagdo magnética 700 rpm, 4 h.

Homogeneize8 000 rpm, 10 mifw);

PLGA3 0,35 g PLA 0,59 PVA 80 Adicionar o PLA gota a got@);
95/5 10 ml CHC} 100 ml HO Homogeneize8 000 rpm, 5 min;

Agitacdo magnética 700 rpm, 4 h.

Homogeneize8 000 rpm, 10 mifw);

PLGA4 0,25 g PLA 1,0g PVA 80 Adicionar o PLA gota a got@);
95/5 10 ml CHC} 100 ml HO Homogeneize8 000 rpm, 5 min;

Agitagdo magnética 700 rpm, 4 h.

Homogeneize8 000 rpm, 10 mifw);

PLGA5 0,35g PLA 1,0g PVA 80 Adicionar o PLA gota a got@);
95/5 10 ml CHC} 100 ml HO Homogeneize8 000 rpm, 5 min;

Agitacdo magnética 700 rpm, 4 h.

Homogeneizel3 500 rpm, 10 migw);

PLGA7Y 0,25 g PLA 0,5g PVA 80 Adicionar o PLA gota a got@);
95/5 10 ml CHC} 100 ml HO Homogeneizet3 500 rpm, 5 min;

Agitagdo magnética 700 rpm, 4 h.
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Tabela 12 — Resumo das varias preparagoes prepatagdparticulas de PLMB , onde se fez
variar as concentracfes da fasénicg, as concentracdes da fase aquosa e a

velocidade de rotacéo.

Fase Organica (O)

Fase Aquosa (W)

Notas

Homogeneize8000 rpm, 10 mirfW);

PLA- HB 0,25 g PLA 0,59 PVA 80 Adicionar o PLA gota a gotfD);
1 10 ml CHC} 100 ml KO Homogeneize8000 rpm, 5 min;
Agitagdo magnética 700 rpm, 4 horas.
Homogeneize8 000 rpm, 10 mifw);
PLA- )HB 0,50 g PLA 0,59 PVA 80 Adicionar o PLA gota a got@D);
2 10 ml CHC} 100 ml KO Homogeneize8 000 rpm, 5 min;
Agitacdo magnética 700 rpm, 4 h.
Homogeneize8 000 rpm, 10 mifw);
PLA- HB 0,35g PLA 0,59 PVA 80 Adicionar o PLA gota a gotg0O)
3 10 ml CHC} 100 ml KO Homogeneize8 000 rpm, 5 min;
Agitagdo magnética 500 rpm, 4 h.
Homogeneize8 000 rpm, 10 mifw);
PLA- JHB 0,35g PLA 0,59 PVA 80 Adicionar o PLA gota a got@D);
4 10 ml CHC} 100 ml KO Homogeneize8 000 rpm, 5 min;
Agitacdo magnética 700 rpm, 4 h.
Homogeneize8 000 rpm, 10 mifw);
PLA- JHB 0,25 g PLA 1,0g PVA 80 Adicionar o PLA gota a got@);
5 10 ml CHC} 100 ml KO Homogeneize8 000 rpm, 5 min;
Agitacdo magnética 700 rpm, 4 h.
Homogeneize8 000 rpm, 10 mifw);
PLA- JHB 0,35g PLA 1,0g PVA 80 Adicionar o PLA gota a got@);
10 ml CHC} 100 ml KO Homogeneize8 000 rpm, 5 min;
Agitagdo magnética 700 rpm, 4 h.
Homogeneizel3 500 rpm, 10 mifw);
PLA- JHB 0,25 g PLA 0,59 PVA 80 Adicionar o PLA gota a got@);
10 ml CHC} 100 ml KO Homogeneizel3 500 rpm, 5 min;
Agitacdo magnética 700 rpm, 4 h.
PLA- JHB Homogeneize24 000 rpm, 10 migw);
0,25 g PLA 0,59 PVA 80 Adicionar o PLA gota a got@);
1 10 ml CHC} 100 ml KO Homogeneize24 000 rpm, 5 min;

Agitagdo magnética 700 rpm, 4 h.
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Anexo 2

Curva de calibracdo para a vancomicina em lagrimaatrtificiais:

m = 20mg
V=25ml

A massa utilizada foi de 20,49 mg, pelo que se gewveeder a correccao da
concentracao fingQuadro 13)

Quadro 13 — Registo das concentracdes e volunsesotlzazbes de vancomicina em lagrimas
artificiais.

Ct (mg/l) Vi Vi=3,5ml Concentragéao corrigida
(mg/l)
280 10 3,5 286,86
240 10 3,0 245,88
200 10 2,5 204,90
160 10 2,0 163,92
120 10 15 122,94
100 10 1,25 102,45
80 10 1,0 81,96
40 10 0,5 40,98

Quadro 14 — Quantidades utilizadas para a medig@bsorvancias de vancomicina em

lagrimas artificiais.

.Tubo n° [] mg/l Ag1

0 0 0,0000

1 286,86 1,2159

2 245,88 1,05443
3 204,90 0,88886
4 163,92 0,70184
5 122,94 0,53185
6 102,45 0,45739
7 81,96 0,37284
8 40,98 0,18855

O tubo 0 é o branco; apenas contém solucéo denagartificiais
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curva de calibragéo da vancorricina

y =0,231x
R =0,9991
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Anexo 3

Fig. 34 — Curva de calibrac@o da vancomicina emintés artificiais.

Quantificacdo de BSA — método do Reagente @adford

As quantidades utilizadas para o registo das alsoi@s encontram-se no

Quadro 15.

Quadro 15 — Quantidades utilizadas para a medigadsiorvancias da BSA.

Tubo n° Amostra de BSA [BSA] mg/mi Bradford (ml) Asgs
(ml)
0 0.05 0 1.5 0.0000
1 0.05 0.2 1.5 0.1481
2 0.05 0.4 1.5 0.2922
3 0.05 0.6 1.5 0.4196
4 0.05 0.8 1.5 0.5504
5 0.05 1.0 1.5 0.6851

O tubo 0 contém apenas Reagent&delforde solucdo tamp&o. E o branco.
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12 Curva padrdo da BSA y =1,4433x
' R =0,9988
l &
0,8
E
? 0,6
~o04 / %
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Fig. 35 — Curva de calibracédo para a BSA, quaatificcom o reagente Beadford

Anexo 4

Quadro 16 — Quantidades utilizadas para a medigé&tsorvancias de vancomicina em

PBS.
Tubo n° [Vanc] mg/l Bg1

0 0 0,0000

1 221,10 0,82602
2 201,00 0,77949
3 160,80 0,63418
4 120,60 0,47312
5 100,50 0,38447
6 80,40 0,32028
7 40,20 0,18049
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Fig. 36 — Curva de calibracdo para a vancomicin&B3.

Anexo 5

Eficiéncia de encapsulamento drug loading— calculos

Quadro 17 — Massas das nanoesferas depois dizdidék.

Amostra Massa do vial (g) Massa total (g) Massa amtra (mg)
Al 11,5111 11,65 139,0
A2 11,4443 11,57 127,0
V1 11,4292 11,57 140,8
V2 11,4132 11,49 76,8
PLA com. 11,50660 11,61 103,5
PLA-lab. 11,51706 11,64 123,0
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Eficiéncia — farmaco encapsulado x100= Mférmaco inicialmente adicionado Mférmaco nado encapsulado %x100
farmaco inicialmente adicionado M farmaco inicialmente adicionado
Eficiénciav1) = 20091725 . 160 9g6%
5,00
Eficiencia(v 2) = 22092336 _ 1 00= 953%
5,00
Eficiéncia(a1) = 22099098 1 00= 9g6%
25,00
Eficiéncia(a2) = 220093513, 1 50 9g6%
25,00
M., -
" Drug Ioading.. (\/1) — farmaco encapsulad o X].OO: 5,00 0’1725X 100: 3,4%
nanopartic ulas encapsulad as
M., -
"Drugloading" (V 2) = —amecoencaplado 990 = 500-02336,44_ 5104
M nanopartic ulas encapsulad as 7 8
M.. -
"Drug loading" (A1) = v farmaco encapsulade %100 = 250333098 x100=179%

nanoparticulas encapsulad as

n : m _ Mférmaco encapsulad o _
Drugloading"(A2) = x100=

nanopartic ulas encapsulad as

x100=194%

2500-03513
2

Anexo 6

Ligacao covalente de uma proteina as micro/nanoesis

A uma massa de 35,1 mg de particulas de PLALlsmorelem 0,680 mg (em
10 ml de BSA+tampao). Significa que em 1 000 mgjyantidade de BSA que se ligou
a superficie de PLAL1 foi de 19,37 mg/g
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Anexos

Anexo 7

Quadro 18 — Valores de p das comparacdes, em ¢ada d

Gréfico D1 D2 D3
1 0,289 0,713 0,056
2 0,062 0,234 0,523
3 0,108 0,468 0,066
4 0,378 0,298 0,378
5 0,650 0,488 0,026
6 0,457 0,013 0,0004
7 0,0009 1,000 0,051
8 0,179 0,589 0,818
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