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RESUMO

A osteomielite — uma infecdo do tecido 0sseo, normalmente provocada por bactérias -
ocorre com alguma frequéncia ap6s uma cirurgia 6ssea reconstrutiva ou apos a insercao de
uma protese articular. Geralmente, o tratamento desta infecdo compreende a administracéo
sistémica de elevadas doses de antibioticos, por via intravenosa ou oral. Esta estratégia
terapéutica, para além de ter o risco da ocorréncia de efeitos adversos graves, nem sempre €
eficaz, pois a fraca irrigacao do tecido 6sseo faz com que seja muito dificil atingir e manter,

no local afetado, concentrac@es de antibidtico acima do nivel terapéutico.

Face as limitacGes apresentadas, este trabalho teve como objetivo a producdo de
membranas fibrosas de base polimérica produzidas pela técnica de electrospinning, capazes

de atuarem como sistemas de libertacéo controlada e localizada de antibioticos (SLCs).

Os SLCs vao, assim, possibilitar a libertacdo gradual e prolongada dos farmacos no
local especifico em que devem atuar, maximizando desta forma o seu beneficio clinico e
diminuindo simultaneamente os seus efeitos adversos. Uma vez que estes materiais vao estar
inseridos no organismo, é necessario que estes possuam diversas carateristicas, nas quais se
destacam a biodegradabilidade de forma a que ndo seja necessario a sua remog¢do apos o
tratamento- e a biocompatibilidade. Assim, neste trabalho, optou-se pela utilizacdo dos

polimeros poli (&cido lactico) (PLA) e policaprolactona (PCL).

Desta forma, foram incorporados nestas membranas dois farmacos: o sulfato de
gentamicina (GS) - que tem como objetivo combater a possivel infecdo bacteriana - e a
dexametasona (DEX), que para além de minimizar uma resposta adversa ao implante possui

também a capacidade de promover a regeneracao do tecido 0sseo.

O caréter hidrofilico do GS propicia uma libertacdo inicial muito acentuada deste
farmaco. Assim, uma possivel solucdo para contornar este problema consiste na imobilizacéo
deste farmaco em nanoparticulas de silica mesoporosa (NPSi) e, por sua vez, a incorporagdo
das nanoparticulas carregadas com GS (NPSiIGS) em matrizes fibrosas produzidas por

electrospinning.
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O trabalho desenvolvido foi dividido em duas fases: a primeira compreende a

imobilizacdo do GS nas NPSi e a sua caracterizagdo enquanto que a segunda envolveu a
producdo e caracterizagdo das membranas fibrosas produzidas pela técnica de electrospinning.
Nesta segunda etapa prepararam-se varias membranas, onde o GS foi incorporada nas fibras
em diferentes formas: i) Na forma “livre”; ii) imobilizada nas NPSi; iii) uma parte na forma
livre e outra parte imobilizada em NPSi. Em algumas membranas incorporou-se também, a
par com a GS, o anti-flamatorio DEX. Foram também utilizadas duas variantes da técnica de
electrospinning: o electrospinnnig por blending, com a qual se obteve fibras de PLA com
uma estrutura homogénea, e o electrospinnnig coaxial, onde se obteve fibras com uma
estrutura nucleo-camada externa (core-shell), onde o ndcleo das fibras é composto de um
material diferente da camada externa. Neste Ultimo tipo de fibras a GS (nas trés formas
mencionadas em cima), foi incorporada no nucleo das fibras (formado por PLA), enquanto
gue a DEX foi incorporada na camada externa, formada por PLC.

As nanoparticulas de silica - antes e depois do carregamento com GS - foram
caraterizadas pelo método de adsor¢do de azoto, que permitiu a obtencdo de parametros como
a area de superficie especifica (S), o volume dos poros (Vp) e respetivo didmetro médio (Dp).
A diminuicdo da S bem como do Vp das NPSiGS relativamente as NPSi demonstrou que o
objetivo de incorporar 0 GS nas NPSi foi conseguido. A quantificacdo de GS imobilizada nas
nanoparticulas foi determinada através de uma analise termogravimétrica, tendo-se obtido
uma percentagem de carregamento de 43 % (m/m), concluindo-se assim que o GS foi
imobilizado com sucesso nas NPSi.

Através da analise SEM foi possivel a caracterizacdo morfoldgica das membranas a
partir da qual foi possivel observar, de uma forma geral, que todas as membranas
apresentavam fibras bem formadas, aleatoriamente distribuidas sendo também possivel
verificar a presenca de alguns beads.

Nos estudos de libertacdo in vitro (realizados durante um periodo de 21 dias) constatou-
se que, para todas as membranas, o perfil de libertagdo do GS é mais rapido do que o perfil de
libertacdo da DEX, tal como seria de esperar, dada a natureza hidrofébica da DEX e a
hidrofilicidade da GS. Verificou-se ainda que nas membranas que possuem os dois farmacos
incorporados simultaneamente a presenca do GS nas membranas altera o perfil de libertacéo
da DEX, tornando-o mais rapido, relativamente ao perfil da DEX a partir da membrana em
que esta se encontra imobilizada sozinha (PLA+ DEX). Ainda nesta situacdo, através dos
perfis de libertacdo do GS concluiu-se que a presencga das NPSIGS na formulagédo contribui
para uma diminuicdo da cinética de libertagcdo resultando assim um perfil de libertacdo mais

lento e gradual para o caso das membranas compostas por NPSiGS.
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Por fim, os resultados obtidos através das membranas produzidas por electrospinning

coaxial ndo foram os esperados ja que em vez de se obter uma libertagdo mais lenta e gradual
de ambos os farmacos, obteve-se burst release elevados para todas as membranas.

Face aos resultados alcancados pode concluir-se que as membranas fibrosas
produzidas por electrospinning por blending podem ser utilizadas como SLCs no tratamento
da osteomielite ja que possuem a capacidade de libertarem os farmacos de uma forma
controlada por um periodo de tempo desejado. Relativamente as membranas produzidas por
electrospinning coaxial foi possivel obter algumas conclusbes, que poderdo ser utilizadas

como bases para a continuacdo do trabalho no futuro.

PALAVRAS-CHAVE: Sistemas de libertacdo controlada, membranas fibrosas, poli (&cido
lactico), policaprolactona, electrospinning, nanoparticulas de silica, sulfato de gentamicina,

dexametasona.
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ABSTRACT

Osteomyelitis - a bone infection usually caused by bacteria — occurs with some
frequency in the following of a bone reconstructive surgery or implantation of an articular
prosthesis. Generally, the treatment of this infection includes the systemic administration of
high doses of antibiotics, intravenously or orally. This therapeutic strategy, besides the risk of
serious adverse effects, is not always effective, because the poor irrigation of bone tissue
makes it very difficult to achieve and maintain, at the affected site, antibiotic concentrations

above the therapeutic level.

Considering these restrictions, this work aimed the development of polymeric fibrous
implants produced by electrospinning technique, capable of localised and controlled release of
antibiotics (SLCs). These SLCs will allow the controlled and sustained release of drugs in the
specific site at which they are implanted, thus maximising the clinical benefit of the drugs and
simultaneously reducing its adverse effects. As materials that will be inserted in the body,
they must have some characteristics like biodegradability - so there will be no need for a
second surgical procedure to remove the device after the treatment - and biocompatibility. In
this work, two polymers were selected to fabricate the SLC: poly (lactic acid) (PLA) and
polycaprolactone (PCL). Also, two different drugs were immobilized in the fibrous implants:
gentamicin sulfate (GS) — whose aim is to fight a possible bacterial infection — and
dexamethasone (DEX), which minimizes the risk of an eventual adverse reaction to the
material and also has the capacity to promote the regeneration of the damaged bone tissue.
GS’s hydrophilic character promotes a fast and extensive release at the beginning of the
process. One possible solution for this problem is the immobilisation of this drug into
mesoporous silica nanoparticles (NPSi). These GS loaded nanoparticles will then be
introduced into the electrospinning polymer solution.

This work has been developed in two phases: the first one involved the loading of the
nanoparticles with GS and its characterization, while the second stage dealt with the
production of the drug loaded electrospun membranes and its characterization. In this second
stage several membranes have been produced, with GS being loaded in different forms into
the fibers: 1) entirely in its “free form”; ii) completely immobilized in NPSi; iii) part in its free
form and part immobilized in NPSi. In some membranes the anti-inflammatory DEX was also
added along with GS. Two different types of electro spinning techniques have also been used:

\Y
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the blending one, which originated PLA fibers with a homogenous structure; and the coaxial

type, that allows the production of fibers with a core-shell structure, where the core material
differs from the shell one. In these core-shell fibers the GS — in the three forms mentioned
above — was inserted in the fiber’s core (made with PLA) while DEX was immobilized in the
shell (made of PLC).

Silica nanoparticles — before and after being loaded with GS — were studied using the
nitrogen adsorption method, which allowed the determination of certain parameters like the
specific surface area, S, pores volume, Vp, and average diameter, Dp. Reduction of S as well
as of Vp on NPSiGS when compared with pure NPSi revealed GS was successfully loaded
onto the NPSi. The amount of GS immobilized in the nanoparticles was determined through
thermo-gravimetric analysis: results showed a 43 % (m/m) loading, thus concluding a

successful GS immobilization on NPSi.

Membranes’ morphological characterization was made through SEM analysis, showing
that, in general, all membranes presented well-formed fibers, randomly distributed. The

presence of some beads was also observed.

During the 21 days period of the in vitro releasing studies, it was observed that the GS
release profiles were faster than the DEX ones, for all membranes. These were expected,

considering the hydrophobic nature of DEX and the hydrophilicity of GS.

Results also showed that, in those membranes in which the two compounds were added
simultaneously, GS changed DEX’s release profile, speeding it up when compared with the
membrane where DEX stands alone (PLA + DEX). Results also showed that in these
membranes NPSiGS helped to reduce GS release kinetics, thus giving a slower and balanced
release profile. On the contrary, membranes made by co-axial electro spinning didn’t achieve
the expected results originating, for both drugs, release profiles with accentuated burst

releases.

Giving the achieved results we may conclude that nano fibrous membranes produced by
blended electro spinning might be used as SLCs for osteomyelitis treatment or prevention, as
they help to control —in speed and time- the release of the pharmaceutical compounds.
Regarding co-axial electrospinning made-up membranes, the results from this work could be

used for future investigation.

KEY-WORDS: controlled release systems, fibrous membrane, poly (lactic acid),

policaprolactone, electrospinning, silica nanoparticles, gentamicin sulphate, dexamethasone
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CAPITULO 1 - OBJETIVOS E ESTRUTURA DA TESE

1.1. Motivacéo

Para além de doenca e trauma, diversos aspetos, tais como o envelhecimento da
populacéo e a adocdo de um estilo de vida sedentario estdo a contribuir para uma necessidade

crescente de solugdes eficazes na substituicdo e regeneracao 6ssea (Costa, 2015).

Contudo, apesar da medicina regenerativa 0ssea ter sofrido grandes avancos durante 0s
ultimos anos, as terapias atuais, como 0s enxertos 0sseos, ainda apresentam diversas
limitacGes (Salgado et al., 2004).

Assim, o tratamento de infecBes Gsseas, nomeadamente a osteomielite, continua a ser
uma situacdo desafiadora para os cirurgides ortopédicos. A osteomielite € uma inflamacao no
0ss0 provocada por bactérias que ocorre com alguma frequéncia apds uma cirurgia 6ssea
reconstrutiva ou apos a inser¢do de um implante (Cook et al., 2015). Esta infecdo Ossea é
causada principalmente pela bactéria Staphylococcus aureus (Saidykhan et al., 2016).

Geralmente, o tratamento desta infecdo compreende a administracdo de doses elevadas
de antibi6ticos por via sistémica e, adicionalmente e em casos mais graves, um desbridamento
completo de todo o osso infetado, o enchimento da cavidade resultante com um substituto
0sseo (Aurégan & Bégué, 2015) sendo que para este caso, ndo s as préteses infetadas tém
que ser removidas e substituidas, como também a vida do proprio paciente pode estar em
risco (Campoccia et al., 2010). As elevadas doses de antibi6ticos administradas por via
sistémica acarretam o risco de efeitos adversos graves e nem sempre se mostram eficazes,
uma vez que o fornecimento de sangue no tecido 6sseo é limitado, o que dificulta que a area
infetada adquira as concentra¢des de antibidticos desejadas (Cao et al., 2015).

Assim, um dos principais avangos no tratamento desta doenca foi o desenvolvimento de
sistemas de entrega de farmacos que tém a capacidade de preencher as cavidades e
entregarem o antibidtico localmente (Cao et al., 2015) e, para além de melhorarem a
eficiéncia terapéutica tanto a nivel do tratamento como na sua prevencao, possuem também a
capacidade de eliminar os riscos de uma toxicidade sistémica provocada pela administracdo
de elevadas doses de antibiotico (Shaik et al., 2012).
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Face ao exposto, existe uma grande motivacao para o desenvolvimento de sistemas de

libertacdo local de antibioticos com a capacidade de libertar antibioticos no local infetado em
concentracgdes terapéuticas e de forma prolongada no tempo.

Assim, durante a ultima década, os sistemas de libertacdo local de farmacos tém sido
intensivamente estudados no campo da cirurgia ortopédica devido a capacidade de libertarem
o farmaco de uma forma controlada e direcionada a zona desejada e, por conseguinte, a
dosagem do farmaco requerido para o periodo de tempo desejado é administrado de uma sé
vez e libertado de forma constante ao longo do tempo (Ho et al., 2005)

Estes sistemas devem apresentar algumas carateristicas tais como: biocompatibilidade,
estabilidade mecanica, capacidade de carregamento de farmaco elevada e facilidade em serem
administrados (Hélary & Desimone, 2015).

Posto isto, atualmente, diversos materiais tém sido desenvolvidos para atuarem como
sistemas de entrega de farmacos (Hélary & Desimone, 2015) de onde se destacam 0s
materiais ceramicos, poliméricos e metalicos (Bongio et al., 2010).

Os polimeros ganharam grande importancia nesta area devido a sua diversidade em
propriedades quimicas e mecanicas relativamente aos restantes (Bongio et al., 2010).

Neste sentido, vérios SLCs tém sido investigados nomeadamente micelas (Safari &
Zarnegar, 2014) lipossomas, microsferas, nanoparticulas (Rani & Paliwal, 2014), e nanofibras
(Sharma et al., 2015).

De entre os varios métodos usados na producdo de nanofibras, o electrospinning tem
despertado grande interesse dado que permite a producdo de fibras ultra finas a micro e nano
escala de baixo custo (Hu et al., 2014) com elevada area de superficie em relacdo ao volume,
porosidade ajustavel ,elevada flexibilidade e alta eficiéncia de encapsulacdo de farmacos
(Martins et al., 2007).

Uma forma de obter um perfil de libertacdo mais prolongado e uniforme é através da
incorporagdo de nanoparticulas em fibras poliméricas (Hu & Cui, 2012). Neste processo, as
nanoparticulas sdo misturadas com a solucdo do polimero formando uma dispersdo que se vai
eletrofiar. Assim, é necessario incorporar, primeiramente, o farmaco nas nanoparticulas que,
seguidamente, sdo misturadas com as solucGes poliméricas para formar as nanofibras. Esta
abordagem mostra-se vantajosa uma vez que reduz a libertagéo brusca do farmaco permitindo
uma libertagdo mais prolongada e constante, sendo ainda possivel a producéo de nanofibras

com boas propriedades mecanicas (Bannwarth & Crespy, 2014).
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1.2. Objetivos

Este trabalho pretende preparar um sistema de libertagdo controlada (membrana fibrosa
de base polimérica) implantdvel com a capacidade de libertar em simultaneo dois farmacos:
um antibiotico (sulfato de gentamicina) e um anti-inflamatorio (dexametasona).

Estes sistemas serdo produzidos através da técnica de electrospinnnig, uma técnica que
tem sido extensivamente estudada para a produgdo de diversos tipos de nanofibras de
diferentes polimeros, sendo os polimeros sintéticos os mais utilizados. Estes polimeros tém
excelente biocompatibilidade e estabilidade mecéanica adequada para aplicagdes in vivo (Jahan
& Tabrizian, 2015) e, desta forma, a escolha dos polimeros a utilizar neste trabalho recaiu
sobre os polimeros sintéticos nomeadamente o poli (&cido lactico) (PLA) e a policaprolactona
(PCL).

Pretende-se entdo que este sistema possa ser utilizado em intervencdes ortopedicas
através da sua implantacdo junto ao o0sso intervencionado e que, através da libertacdo
controlada do antibiotico, possa prevenir/tratar uma possivel infecdo dssea e em simultaneo-
através da libertacdo da dexametasona - promova a regeneracdo do tecido  Gsseo
danificado.

De forma a atingir uma libertacdo prolongada e controlada do antibidtico gentamicina
este sera previamente imobilizado em nanoparticulas mesoporosas de silica, que por sua vez

serdo incorporadas nas nanofibras produzidas.

1.3. Estrutura do trabalho

A Dissertacdo encontra-se organizada em cinco capitulos principais. No Capitulo 1
para além de se apresentarem as razdes que motivaram este trabalho, é também evidenciado o

objetivo que se pretende atingir.

O Capitulo 2 inclui um enquadramento tedrico sobre o tema, no qual se faz referéncia
ao sistema de libertacdo controlada de farmacos e se clarificam conceitos a estes essenciais.

Sdo também discutidas as diferentes abordagens do método de electrospinning capazes
de produzirem nanofibras usadas como veiculos de farmacos.

No Capitulo 3 séo apresentados os materiais utilizados na produgdo das membranas
fibrosas e das nanoparticulas bem como uma descri¢do detalhada da preparacdo destes. Este
capitulo compreende ainda a descricdo das técnicas utilizadas para a caracterizacdo das

nanofibras e das nanoparticulas.
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O Capitulo 4 engloba todos os resultados obtidos e a sua discussao.

No Capitulo 5 chega-se as conclusdes gerais de todo o trabalho experimental e
apresentam-se algumas recomendacdes do trabalho a desenvolver e das linhas/estratégias de

investigacdo a seguir no futuro.
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CAPITULO 2 - FUNDAMENTOS TEORICOS

Este capitulo compreende os fundamentos tedricos necessarios para a compreensdao do
tema. Assim, comega-se com uma breve introducdo sobre sistemas de libertagdo controlada
(SLC) de farmacos, de onde se destacam os sistemas de libertacdo de base polimérica bem
como alguns polimeros sintéticos usados na sua producdo. Introduz-se ainda a técnica de
electrospinning, a técnica utilizada neste trabalho para produzir os SLC desenvolvidos,
apresentando-se igualmente as caracteristicas gerais dos SLC produzidos com recurso a esta
tecnologia.

E também descrita uma das infecBes mais comuns na cirurgia ortopédica, a
osteomielite, e as diversas formas de a combater. Conclui-se o capitulo com uma breve

descricdo dos farmacos utilizados.

2.1. Sistema de libertacdo controlada de fArmacos

A tecnologia de liberacdo controlada de o
A A Whasinnunn desined kevel
farmacos tem progredido ao longo das ultimas . L o
seis décadas. Esta comecou em 1952 com o % / \ / \ / \
desenvolvimento da primeira formulagio de  ~ f N \J \\
Mfinirnunn effectie leoel
libertacdo controlada (Park, 2014). Nas Fooe e e
Tirme — g
formulacbes de entrega de farmacos ©
Whasinnunn desined kevel
convencionais, tais como as injecdes ou i
comprimidos, a concentracdo do farmaco no §, / \
sangue sobe drasticamente quando o farmaco é Miimumﬂmmm. \
administrado, atingindo-se a concentragdo Foome

Tirree — -

maxima do farmaco no Organist seguindo-se Figura 2.1- Representacdo do nivel de farmaco no

e L. L. L. . sangue no caso de (a) administracdo do farmaco
uma diminuicdo até a proxima administracdo tradicional e (b) administragdo do farmaco através de
. . um SLC. Fonte: Shaik et al., 2012
(Figura 2.1a) (Shaik et al., 2012). Desta forma,
para manter a concentracdo do farmaco no organismo dentro de um intervalo terapéutico
eficaz, é necessario administra-lo varias vezes ao dia, resultando numa flutuacgdo significativa

dos seus niveis no organismo (Moura, 2012).
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Estas limitacdes conduziram ao desenvolvimento de sistemas de libertacdo controlada

de farmacos (SLC), sistemas capazes de conduzir o farmaco para o local onde é preciso e/ou
libertd-lo por um periodo de tempo desejado, a uma taxa controlada (Ikada & Tsuji, 2000).

Através dos SLC é possivel manter a concentracdo do farmaco no organismo dentro do
intervalo terapéutico por tempo prolongado, utilizando-se uma unica dosagem (Figura 2.1 b)
(Moura, 2012).

Uma via promissora para conseguir alcangar a entrega controlada de farmaco é atraves
da incorporacdo dos agentes terapéuticos em matrizes de natureza polimérica (Engineer et al.,
2011).

2.1.1. Sistemas de libertacdo controlada de farmacos de base polimérica

Os materiais poliméricos, pela sua variedade, diversidade e propriedades, séo a classe

de materiais mais investigada no desenvolvimento de sistema de libertacdo controlada.

Os materiais poliméricos utilizados nesta area sdo de origem natural (como por
exemplo, o colagénio, a gelatina e o quitosano (Aravamudhan et al., 2013) e sintética (Bongio
etal., 2010; Llorens et al., 2016) .

Os polimeros sintéticos ganharam popularidade nesta area ndo s6 devido a ampla
capacidade de controlo sobre a cinética de libertacdo, mas também devido as excelentes
propriedades mecénicas apresentadas por estes. Os poliésteres, incluindo o poli (acido latico)
(PLA), a policaprolactona (PCL) e o poli (L-acido lactico-co-acido glicélico) (PLGA) sdo 0s

polimeros sintéticos mais utilizados nesta area (Inzana et al., 2016).

Na Tabela 2.1 encontram-se listados alguns dos polimeros sintéticos mais utilizados e
investigados como sistemas de libertacdo controlada.

Tabela 2.1-Exemplos de polimeros sintéticos utilizados como SLCs. Adaptado de Inzana et al., 2016.

Material Antibiético Referéncias
PLGA Gentamicina (Garvin et al., 1994)
PLA Linezolida (Tsiolis et al., 2011)
PCL Vancomicina (Le Ray et al., 2005)
PCL Gatifloxacina (El-Kamel & Baddour, 2007)
Poliuretano Vancomicina (Lietal., 2010)
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Dado que os materiais poliméricos vao estar presente no organismo, um dos requisitos

fundamentais para que estes possam ser utilizados como SLCs é serem biocompativeis, ou
seja a capacidade do implante ndo apresentar reacGes imunoldgicas, como inflamagdes,
toxicidade ou infecbes no organismo diminuindo, assim, a possibilidade de o organismo
desenvolver uma resposta adversa a presenca do biomaterial (Coimbra, 2010; Patel & Gohil,
2012).

Outra caracteristica decisiva na viabilidade de um polimero para ser aplicado nesta area
é a forma como este se degrada. Os sistemas de libertacdo controlada de farmacos de base
polimérica podem ser divididos em sistemas biodegradaveis e sistemas ndo biodegradaveis.
Os sistemas biodegradaveis sdo caracterizados pelo facto de serem constituidos por
polimeros suscetiveis de degradacdo quimica por hidrélise ou por acdo enzimatica, originando

produtos capazes de serem excretados pelas vias fisiologicas (Nandi et al., 2009).

A degradacdo de matrizes poliméricas pode ser classificada como degradacdo na massa
ou degradacdo de superficie. Na degradagdo na massa, a taxa de penetracdo da dgua excede a
taxa de degradacdo e a solubilizacdo das moléculas da superficie, resultando uma degradacéo
de todo o volume do material. No caso da degradacdo superficial, as moléculas da superficie
degradam-se e solubilizam mais rapidamente do que a taxa de penetracdo da &gua, resultando
uma erosdo da superficie, enquanto que o material que ndo esta a superficie mantém a sua
integridade estrutural. Num SLC, os polimeros biodegradaveis que apresentam uma
degradacdo na massa, como por exemplo o PLA e o PLGA geralmente produzem perfis de
libertacdo de primeira ordem, enquanto que os polimeros que sofrem degradacdo a superficie
— como é o caso da PCL - produzem perfis de libertacdo de ordem zero (Porter et al., 2009).
Isto, claro, se o processo de degradacdo for o mecanismo dominante na libertacdo do farmaco.

Tal como mencionado anteriormente, os sistemas de entrega de farmacos poliméricos
mais investigados sdo os sistemas constituidos por polimeros sintéticos, de onde se destacam
os poliésteres biodegradaveis hidrofébicos tais como o poli (&cido lactico) e a
policaprolactona (Bhardwaj & Kundu, 2010), os polimeros selecionados para preparar 0s SLC
desenvolvidos neste trabalho. Seguidamente faz-se um breve resumo das carateristicas

apresentadas por estes polimeros.
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Poli (4cido latico) (PLA)

O poli (&cido latico) (PLA) — ver Figura 2.2 - € um poliéster alifatico que se encontra na
familia dos poli (hidrdxi acidos). A molécula base na sintese deste polimero é o acido lactico,
que atualmente pode ser obtido a partir de fontes renovaveis, tais como a glicose do milho,
através de processos de fermentacdo. Para além do milho, é possivel a obtencdo do acido
lactico através de outras fontes renovaveis como a mandioca, a beterraba e a cana-de-agtcar
(Oliveira et al., 2014).

Devido as excelentes propriedades apresentadas por este polimero, nomeadamente a
biodegradabilidade e a biocompatibilidade, a elevada capacidade de processamento e
modificacdo, e boas propriedades mecanicas (desempenho semelhante aos polimeros
convencionais como o PET), o PLA possui diversas aplicacbes na area biomédica, sendo
utilizado extensivamente no fabrico de scaffolds, implantes/proteses, e sistemas de libertacao

controlada de farmacos (Yuan et al., 2016).
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Figura 2.2- Estrutura do PLA.
Fonte: Brito, 2013

A degradacédo do PLA ocorre a partir da quebra das ligacOes ésteres através da hidrdlise
espontanea em cadeias mais curtas e, finalmente, em &cido lactico. O &cido lactico é
convertido em piruvato e glicolato e, em seguida, entra no ciclo de Krebs degradando-se
assim em CO2 e H>O. Assim, os produtos finais provenientes da degradacdo do PLA s&o
metabolitos ndo tdxicos uma vez que sdo eliminados pelo corpo na forma de diéxido de

carbono e agua (Domb et al., 2011).

Policaprolactona (PCL)

A policaprolactona (PCL) ou poli (e-caprolactona) — ver Figura 2.3 - foi um dos
primeiros polimeros sintetizados pelo grupo Carruthers no inicio de 1930 (Woodruff &
Hutmacher, 2010).
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Este polimero biodegradavel sintético € um poliester alifatico linear, hidrofobico e semi-

cristalino (Marini et al., 2009). A boa solubilidade da PCL em varios solventes organicos
comuns, o seu baixo ponto de fusdo (59 - 64 °C ) e a boa miscibilidade com outros polimeros
sdo caracteristicas que tornam este um polimero facilmente processavel e versatil (Woodruff
& Hutmacher, 2010). Estas caracteristicas, aliadas a biocompatibilidade e biodegradabilidade
apresentada pela PCL, fazem com que este seja um dos polimeros sintéticos mais investigados
no desenvolvimento de dispositivos biomédicos, tais como sistemas de libertacdo controlada

de farmacos e scaffolds para a regeneracgéo de tecidos (Dash & Konkimalla, 2012).

0
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Figura 2.3-Estrutua quimica da
policaprolactona. Adaptado de Casarin,
2010.

2.1.2. Nanoparticulas de silica enquanto sistema de libertacdo de farmacos

As nanoparticulas sdo particulas coloidais sélidas cujas dimensfes do didmetro variam
entre 10 e 1000 nm (Mudshinge et al., 2011).

Os materiais mesoporosos a base de silica foram sintetizados pela primeira vez em 1991
pela Mobil Oil Corporation (Vallet-Regi et al., 2008).

Nos ultimos anos, o campo da pesquisa biomédica tem mostrado um interesse
crescente nas nanoparticulas mesoporosas de silica , cuja composi¢do quimica € de silica e
apresentam poros com uma distribuicdo de tamanhos muito estreita, com didmetros numa
gama entre 2 - 50 nm, dependendo do tipo de nanoparticula (Vallet-Regi, 2009; Kwon et al.,
2013).

Este tipo de nanoparticulas diferenciam-se dos outros materiais inorganicos devido a
sua estrutura ordenada de poros mesoporosos, o que Ihes confere uma elevada area superficial
e uma elevada capacidade de carregamento de diferentes tipos de farmacos (Shi et al., 2015).

Para além disso, estes nanomateriais mesoporosos a base de silica apresentam uma
baixa toxicidade, decompdem-se gradualmente quando imersos no fluido corporal simulado a
37 °C, o que demonstra a sua biodegradabilidade (Shadjou & Hasanzadeh, 2015). Estes
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materiais desenvolvem uma camada de apatite, semelhante a do 0sso natural, quando imersos

no fluido corporal, devido a presenca dos grupos silanol que cobrem a superficie destes
materiais, sendo por isso materiais bastante interessantes para a fabricacdo de substitutos
0sseos e scaffolds para a regeneracao de tecido 0sseo.

Como nanotransportadores, as nanoparticulas mesoporosas de silica (NPSi) tém sido
exploradas como sistemas de entrega de farmacos eficazes para transportarem uma variedade
de agentes terapéuticos que combatem diversos tipos de doengas, incluindo a inflamagéo do
tecido 6sseo (Vallet-Regi, 2009; Tang et al., 2012; Walmsley et al., 2015). As moléculas
farmacéuticas incorporadas nas nanoparticulas de silica devem ser da ordem de 1 nm de
tamanho, de modo a que os farmacos possam ser facilmente introduzidos nos poros destes
materiais (Vallet-Regi et al., 2008).

O método mais utilizado para incorporar o farmaco nos mesoporos de silica é o método
de impregnacdo onde as nanoparticulas sdo dispersas huma solucdo que contém o farmaco
com uma determinada concentracdo. Varios fatores devem ser tidos em conta como o pH da
solucdo, a temperatura, a solubilidade e a polaridade do farmaco. O solvente a utilizar deve
ser selecionado de acordo com a solubilidade do farmaco de forma a que a quantidade de

medicamento absorvida seja elevada (Vallet-Regi et al., 2008).

2.2. Técnica de preparacdo de membranas fibrosas como SLC — Electrospinning

A técnica de electrospinning, conhecida desde 1930 (Gao et al., 2014), tornou-se
uma maneira fidvel de produzir fibras com didmetros desde algumas dezenas de
nandémetros até alguns micrometros, dimensdes muito menores do que as geralmente
observadas em fibras produzidas por técnicas convencionais, tais como o método de auto-
montagem e a técnica de separacdo de fases (Zhao et al., 2016).

Um aparelho de electrospinning inclui uma seringa com uma agulha de metal, através
da qual passa a solucéo polimérica que esta a ser bombeada, uma fonte de alimentacdo de alta
tensdo que estd ligada a agulha e um coletor ligado a terra. Quando é aplicada uma
determinada tensdo a solugdo polimérica, ha formacao de forcas eletrostaticas (Sharma et al.,
2015). Estas forcas de repulsdo eletrostaticas opdem-se a tensdo superficial do polimero e
levam a formacdo de uma gota da solucdo polimérica na extremidade da agulha conhecida
como o cone de Taylor (Sharma, et al., 2015).

Uma vez que a forga do campo elétrico € aumentada de forma a superar as forcas da

tensdo superficial, um jato é ejetado a partir da gota pendente. Este jato é esticado e acelerado
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na direcdo do coletor ligado a terra, e o solvente evapora-se durante o trajeto, formando-se as

fibras que séo depositadas no colector (Meinel et al., 2012; Gao et al., 2014).

A morfologia da fibra pode ser influenciada por parametros de solugédo (por exemplo,
viscosidade, condutividade, tensdo superficial), parametros do processo (por exemplo,
intensidade do campo elétrico, caudal, tipo de coletor) e por parametros ambientais
(temperatura, humidade) (Meinel et al., 2012).

Na Tabela 2.2 estdo listados alguns dos polimeros mais utilizados na producdo de

matrizes fibrosas produzidas por electrospinnig para aplicacdes na area biomédica.

Tabela 2.2- Diferentes polimeros utilizados pela técnica de electrospinning e as suas aplicagdes. Adaptado de Bhardwaj
& Kundu, 2010; Haider et al., 2015

Polimeros Aplicacgdes Referéncias
Poli 4cido glicolico (PGA) Scaffolds/membranas nanofibrosas ~ (Boland, Telemeco, Wnek, &
Bowlin, 2004)
Poli (Acido Latico-co- Aplicacdes biomédicas/ cicatrizacido (Zong, Fang, Kim, & Chen,
acido Glicdlico) (PLGA) de feridas 2002)
Policaprolactona (PCL) Engenharia de Tecido dssea (Yoshimoto, Shin, Terai, &
Vacanti, 2003)
poli(l-acido lactico) (PLA)  Engenharia de tecidos ( Fertala, Han, & Ko, 2001)
Poliuretano(PU) Aplicagdes biomédicas/ cicatrizagdo ( Khil, Cha, Kim, & Bhattarai,
de feridas 2003)
Gelatina Scaffold/Membrana para a ( Huang, Zhang, Ramakrishna,
cicatrizacdo de feridas & Lim, 2004)
Policaprolactona ~ (PCL) Sistema de entrega de farmacos (Zhang, et al., 2006)

(camada externa) e
Polietilenoglicol (ntcleo)

2.2.1. Membranas produzidas por electrospinning enquanto SLC

As matrizes fibrosas produzidas por electrospinning sdo estruturas de grande interesse
como SLCs devido a alta capacidade de incorporarem farmacos no seu interior e a sua elevada
superficie especifica (Yu et al., 2009). Kenawy et al., (2002) relataram pela primeira vez a
incorporacdo de um antibiético em nanofibras produzidas por electrospinning. Desde entéo,
varios antibidticos, hidrofilicos e hidrofébicos, foram incorporados em nanofibras poliméricas
por este método (Yu et al., 2009).

Membranas fibrosas com farmaco produzidas através deste tipo de electrospinning tém
sido utilizados como agentes de transporte de diferentes tipos de farmacos, em que os perfis
de libertacdo de farmaco podem ser controlados pela modulacdo da composicdo da
membrana, didmetro e morfologia das fibras, podendo ser obtido um perfil de libertacdo ao

longo de 2-5 semanas, com uma elevada “explosdo” inicial (burst release) (Hu & Cui, 2012).
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Existem varias formas de incorporar os farmacos nas fibras produzidas por

electrospinnig. A mais comum é o chamado electrospinning por blending, onde todos os
polimeros constituintes bem como os farmacos sdo formulados numa Unica mistura, sujeita a
electrospinning (Repanas et al., 2016). Com o objetivo de melhorar a eficiéncia do
carregamento de farmacos e o perfil de libertacdo das nanofibras produzidas através do
método de electrospinning, pode-se adicionar nanoparticulas carregadas de farmaco as
solugdes poliméricas a eletrofiar, isto é, as nanoparticulas sdo incorporadas nas
nanofibras obtendo-se assim fibras compositas e um sistema de libertagdo farmacos com

uma cinética de libertacdo mais gradual (Son et al., 2014) (Figura 2.4).

Nanoparticula
carregada de
Polimero  farmaco

Passo 1: Farmaco liberta-se dos
@ — 5 transportadores (nanoparticulas)
Passo 2: Farmaco liberta-se das
fibras

Figura 2.4-Diagrama esquematico de um sistema de fibras incorporado com um sistema de entrega de
farmacos a base de nanoparticulas, e a sua cinética de libertagdo. Adaptado de: Son et al., 2014

A estrutura nicleo-camada externa (do inglés core-shell), desenvolvida pela primeira
vez por (Loscertales & Gafian-Calvo, 2002), € uma outra importante estrutura no campo de
electrospinning. Esta estrutura € também muito promissora em aplicacBes biomédicas,
especialmente para a sistemas de libertacdo controlada de farmacos (Sharma et al., 2015).

Na configuracdo do electrospinning coaxial, a agulha Unica tradicional apresentada na
configuracdo mencionada anteriormente € substituida por duas agulhas concéntricas que
também estdo ligadas a uma fonte de energia de alta tensdo. Assim, neste caso, sao usadas
duas bombas individuais, com controlo separado sobre o caudal da solucdo polimérica. Esta
configuracdo origina nanofibras que tém uma estrutura ndcleo-camada externa que podem ser
utilizadas como sistemas de entrega de farmacos sendo também possivel controlar a cinetica

de libertacéo.
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Assim, geralmente, o farmaco encontra-se no interior do nucleo e, consequentemente o

polimero da camada externa impede a libertacdo inicial acelerada do fa&rmaco encapsulado no
polimero do nacleo (Jiang et al., 2014). Esta configuragdo permite ainda a incorporacéo de
dois farmacos (Szentivanyi et al., 2011).

Para além disso, a camada externa obtida através deste tipo de electrospinning tem a
capacidade de proteger o farmaco presente no ndcleo do meio ambiente (Repanas et al.,
2016). Costa et al., (2012)

Electrospinning coaxial Flecrospnaing por Hending
afirma que as carateristicas .
Solugio
mecanicas das membranas do micles™ =
i L e
fibrosas  alcancadas  pelo tamada sxtema
electrospinning coaxial séo Fonte de
Fonteds alta dta
geralmente melhores do que oltasem voltagem
as nanofibras produzidas por m ii F
L] ] & L

electrospinning por blending.

A Figura 2.5 mostra as

duas configuracbGes da técnica (:O
de electrospinnig utilizados no

presente trabalho.

Figura 2.5-Comparacédo entre a configuracdo do electrospinning coaxial e o
electrospinning por blending. Adaptado de: Repanas et al., 2016

2.3. Osteomielite

A osteomielite € uma infecdo Ossea causada por bactérias ou por fungos (Nandi et al.,
2009) que, quando ndo tratada, leva a destruicdo do osso (ostedlise) (Inzana et al., 2016).

Esta infecdo esta, geralmente, associada a um implante ortopédico. Em 2004, havia
cerca de 600 000 proteses artificiais e 2 milhdes de dispositivos de fixacdo de fratura
implantadas por ano, s6 nos EUA, resultando em mais de 110 000 infe¢des (Inzana et al.,
2016).

A bactéria mais comum causadora desta infecdo 0ssea é a Staphylococcus aureus (S.
aureus) (Inzana et al., 2016). A adesdo das bactérias em torno dos implantes 6sseos cria um
biofilme espesso que para além de funcionar como uma barreira contra o sistema imunitario

do hospedeiro ndo permite, também, a absor¢do dos antibioticos administrados levando a
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rejeicdo do implante, ao aumento da infecdo, a custos mais elevados de tratamento e, por

vezes, a morte dos pacientes (Farokhi et al., 2016).

O tratamento desta infecdo envolve, principalmente, o desbridamento cirurgico, a
remocao de todos 0s corpos estranhos e a administracao de antibidticos em doses elevadas por
um longo periodo de tempo. Geralmente, os antibidticos intravenosos sdo prescritos durante 3
semanas, seguidas por 3 semanas de administracao de antibiotico por via oral. Além disso, ha
uma necessidade de administrar uma elevada dose de antibidticos para se atingir as
concentracdes desejadas de farmaco no osso infetado, bem como um tratamento prolongado
que pode conduzir a toxicidade sistémica (Nandi et al., 2009).

Contudo, mesmo com este regime agressivo de administracdo de antibidticos, os
resultados nem sempre séo positivos, pois o fornecimento de sangue € limitado, impedindo
que a area infetada adquira as concentracGes suficientes de antibioticos. Assim, foram
desenvolvidos veiculos transportadores de antibidticos que tém como finalidade preencher
cavidades e entregar antibidticos localmente. No entanto, o SLC mais frequentemente
utilizado no combate a esta infecdo, o poli (metacrilato de metilo) (PMMA) tem diversos
inconvenientes tais como a producdo de calor durante a sintese, o que pode resultar na
destruicdo do farmaco carregado (Cao et al., 2015). Para além disso, este polimero nao é
bioabsorvivel, exigindo uma cirurgia adicional para a sua remocéo (Inzana et al., 2016).

Neste sentido, diversos sistemas de libertacdo biodegradaveis tém sido estudados e
avaliados para entregarem o antibiotico localmente, fornecendo concentrac@es de antibidtico
elevadas no tecido alvo durante o tempo prolongado necessario para erradicar a infecdo
possuindo ainda a peculiaridade de ndo ser necessario a sua remocao cirurgica (Nandi et al.,
2009).

2.3.1. Sistema de libertacdo local de antibidtico para a prevencéo/tratamento da osteomielite

Tal como mencionado anteriormente, com o objetivo de melhorar a eficacia do
tratamento da osteomielite foram desenvolvidos inimeros sistemas de libertagdo controlada
de antibidticos com vista a de proporcionarem elevadas concentra¢fes de antibidtico no local
de infecdo sem o risco de toxicidade sistemica (Nandi et al., 2009). Alguns destes sistemas

encontram-se listados na Tabela 2.3.
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Tabela 2.3- Exemplos de alguns SLC de antibiéticos desenvolvidos para o tratamento da osteomielite. Adaptado de Nandi

et al., 2009.

Sistema de libertagdo controlada (SLC)

Antibioético libertado

Referéncias

N&o biodegradaveis

Cimento Acrilico

PMMA (granulos)

PMMA (cimento)

Oxacilina
Cefazolina
Gentamicina
Gentamicina
Vancomicina
Vancomicina

Marks K. et al (1976)
Marks K. et al (1976)
Rissing J., (1997)
Montali A., (2006)
Zelken J. et al, (2007)
Zalavras C. et al, (2004)

Biodegradaveis

Cimento de hidroxipatite
Nano-HA-PHBV/PEG-GM microsferas
Quitosano

Poli (4cido acrilico) e gelatina reticulada
Policaprolactona
Sulfato de célcio

Vancomicina
Gentamicina
Gentamicina
Vancomicina
Ofloxacina
Tobramicina
Tobramicina
Daptomicina

Joosten U. et al,(2005)
Wang Y. et al, (2006)
Aimin C. et al, (1999)
Cevher E. et al, 2006
Changez M. et al, (2005)
Rutledge B. et al, (2003)
Nelson C. et al, (2002)
Webb N. et al, (2008)

2.4. Sulfato de gentamicina e Dexametasona

Sulfato de Gentamicina

O sulfato de gentamicina (Figura 2.6), cujo peso molecular é aproximadamente

547,6 g/mol, é um dos antibidticos de eleicdo no tratamento da osteomielite devido ao seu

baixo custo e atividade efetiva, o amplo espectro de acdo e boa solubilidade em &agua

(Klemm, 2001; Gogia et al., 2009).

E um aminoglicosideo, ativo contra Staphylococcus aureus e bacilos Gram-negativo e é

mais eficaz do que os restantes antibi6ticos do mesmo grupo (Maciel, 2011).
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Figura 2.6-Estrutura quimica do sulfato de gentamicina. Fonte:
National Institute of Standards and Technology

Dexametasona

A dexametasona (Figura 2.7) apresenta uma massa molar de 392,5 g/mol, pertence ao
grupo dos glucocorticoides sintéticos e é utilizada no tratamento de inflamacGes graves
(Costa-Pinto et al., 2011; Gaharwar et al., 2014);. Assim, quando este farmaco €é entregue no
local da infecdo, reduz significativamente a resposta inflamatéria por parte do organismo
(Vacanti et al., 2012).

Diversos estudos na area da engenharia de tecidos afirmam que a dexametasona tem a
capacidade de promover a diferenciacdo especifica das células estaminais mesenquimais em
células osteoblésticas sendo por isso possivel a regeneragdo do tecido 6sseo danificado(Tang
et al., 2010). Este anti-inflamatorio hidrofdbico é frequentemente usado na area da engenharia
de tecido dssea (Duarte et al., 2009) e incorporado em matrizes porosas constituidas por

polimeros biodegradaveis para se alcancar uma libertacdo controlada (Yoon et al., 2003).
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OH
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Figura 2.7- Estrutura quimica da dexametasona. Fonte:

National Institute of Standards and Technology
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Capitulo 3 — Materiais e Métodos

CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

Tal como foi referido anteriormente, o trabalho experimental desenvolvido nesta
dissertacdo consiste na preparacdo de um sistema de libertacdo controlada implantavel eficaz
na libertacdo simultanea de dois farmacos (GS e DEX).

O trabalho experimental iniciou-se com a imobilizacdo do sulfato de gentamicina em
nanoparticulas de silica mesoporosa. O comportamento térmico das nanoparticulas foi
estudado através da termogravimetria (TGA) que mediu a alteracdo da massa da amostra em
funcdo da temperatura, permitindo assim a determinacdo da quantidade de farmaco
incorporado nas nanoparticulas. Procedeu-se ainda a caracterizacdo morfologica e estrutural
das nanoparticulas de silica, recorrendo-se por isso ao método de adsorc¢do de azoto.

O segundo passo consistiu na producdo de nanofibras, através da técnica de
electrospinning, com diferentes formulagdes, avaliando-se desta forma os diferentes perfis de
libertacdo obtidos.

Numa primeira abordagem experimental desenvolveram-se nanofibras produzidas por
electrospinning por blending nas quais as trés primeiras formulagdes foram caraterizadas

pelas trés formas diferentes de incorporacdo do antibiético (GS):

e com o sulfato de gentamicina simplesmente disperso na solugdo polimérica;

e dispersdo das nanoparticulas carregadas com sulfato de gentamicina na solucéo
polimérica;

e combinando as duas formas de incorporacao referidas nos pontos anteriores, ou seja,
uma formulacdo com sulfato de gentamicina disperso na solu¢do polimérica e com

sulfato de gentamicina incorporado nas nanoparticulas de silica.

Relativamente as restantes formulacgdes utilizadas nesta abordagem experimental, estas
foram caraterizadas ndo sO pela incorporacdo do GS mas também pela adi¢do de um anti-
inflamatério (DEX). E importante mencionar que contrariamente ao antibiotico, a
dexametasona foi sempre incorporada na solucdo polimérica.

Seguidamente, e com o intuito de prolongar a libertagdo do farmaco, utilizou-se uma
metodologia alternativa. A abordagem experimental Il consistiu na producdo de nanofibras
através do electrospinning coaxial.
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As formulagdes descritas anteriormente foram submetidas a técnica de electrospinning

dando origem a membranas fibrosas que, posteriormente, foram sujeitas a estudos de

libertacéo in vitro durante 21 dias.

A etapa seguinte baseou-se na caracterizagdo das membranas fibrosas através da
caracterizacdo por SEM e através da medigdo do angulo de contato, onde foi possivel avaliar
a hidrofilicidade das fibras.

Por fim, recorreu-se a fotoespectrofotometria UV/VIS para a obtencdo dos perfis de
libertagdo que permitiram avaliar a quantidade de farmaco libertado.

A Figura 3.1 pretende esquematizar o processo experimental que foi realizado neste
trabalho.
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Sulfato de Gentamicina

Abordagem |

Incorporacéo das
NPSi e farmacos (GS
e DEX) na solucéo
polimérica

Imobilizacdo da GS nas
nanoparticulas de silica

Formulagdes submetidas a
técnica de electrospinning por

blending

3-4h

Fibras de PLA

Nanoparticulas de silica

Abordagem 11

Caracterizagdo das
nanoparticulas por TGA
e método de adsorcédo de

azoto

Preparacdo de 2 formulacdes:
-Incorporacéo das NPSi e GS numa solucdo de PLA
-Incorporacéo de DEX numa solugéo de PCL

Formulagfes submetidas a
técnica de electrospinning
coaxial

Fibras com estrutura nicleo-camada externa

Caracterizagéo das
membranas fibrosas
por SEM

Quantificacdo da
dexametasona e
gentamicina através da
espectofotometria
UVIVIS

Estudo de Analise do
libertagdo in comportamento
vitro hidrdfilico das
membranas por medigédo
dos angulos de contacto
Figura 3.1- Esquema das etapas do procedimento experimental.
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3.1. Materiais

Os solventes, reagentes e farmacos utilizados no trabalho experimental sdo apresentados
na Tabela 3.1. De referir que os polimeros policaprolactona (PCL) e poli (&cido latico) (PLA),

foram utilizados tal como fornecidos.

Tabela 3.1- Lista de reagentes utilizados neste trabalho experimental.

Reagente Distribuidor Outra CAS Utilizacdo
informacéao
Poli (acido lactico) NatureWorks 120000 33135-  Preparagéo das
PLA 2002D g/mol 50-1 membranas
policaprolactona Sigma-Aldrich 80 000 Preparagao das
(PCL) g/mol membranas
Cloroférmio Fisher ® - 67-66-3 Solvente
Dimetilformamida  Acros Organics - 68-12-2 Solvente
(DMF)
Sulfato de TCI 1405-41- Antibidtico
gentamicina 0
Dexametasosa Alfa Aesar ® 98 % 50-02-2 Anti-
pureza inflamatdrio
Nanoparticulas de Sigma-Aldrich 200 nm 7631-86- Preparacdo das
silica Dporo = 4 9 membranas
nm
Metanol Fisher ® - 67-56-1  Solucéo de o-
ftaldialdeido
Mercaptoetanol SigmaAldrich ® - 60-24-2  Solucéo de o-
ftaldialdeido
O-ftaldialdeido Alfa Aesar ® 98 % de 643-79  Solucéo de o-
pureza -8 ftaldialdeido
Borato de sodio JMGS - 1303-96-  Solucéo de o-
4 ftaldialdeido
Isopropanol - - 67-63-0 Solucéo de
gentamicina

3.2. Preparacao das membranas fibrosas

3.2.1. Imobilizagdo do GS nas nanoparticulas de silica

A primeira etapa do trabalho passou pela imobilizacdo do sulfato de gentamicina nas
nanoparticulas de silica por adsorcdo. Para isto, dissolveu-se 1 g de sulfato de gentamicina em
10 mL de &gua milli-Q. Posteriormente adicionou-se 1 g de nanoparticulas de silica a solugdo
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anterior. Com o intuito de melhorar a dispersdo das nanoparticulas, isto é, desagregar melhor

as nanoparticulas, a suspensédo resultante foi colocada num banho de ultrassons durante 25
minutos. Seguidamente a suspensao foi incubada sobre agitacdo magnética durante algumas

horas.

Terminada a agitacdo, a dispersdo foi colocada numa centrifugadora, durante 10
minutos a 4000 rpm, com a finalidade de isolar as nanoparticulas carregadas de farmaco. Foi
assim possivel retirar as nanoparticulas de silica presentes no sobrenadante que foram
descartadas enquanto que a fase sedimentada foi liofilizada durante 1 dia sendo
posteriormente colocada numa estufa a vacuo durante 1 dia para garantir que a agua seja

removida na totalidade.

A Figura 3.2 esquematiza as varias etapas deste procedimento experimental.

' NPSi carregadas
Nanoparticulas sobrenadante com GS

GS de silica \
D
) | Ultrassons m—p| Centrifugadora L} Liofilizag&o
(t = 25 min) (t=10 min) + secagem

0.0
o0 ® 0
® o

L

r'xld

f Agitagdo

magnética
Solvente:
agua

Fase
sedimentada

Figura 3.2- Esquema representativo das varias etapas necessarias para incorporar o GS nas NPSi.

3.2.2. Preparacdo das membranas fibrosas atraves da técnica de electrospinning

Como foi referido anteriormente, numa primeira fase foram produzidas fibras através da
técnica electrospinning por blending, enquanto que a segunda abordagem consistiu na
preparacdo de membranas fibrosas por electrospinnig coaxial.

Assim, na abordagem experimental | os farmacos (dexametasona e sulfato de
gentamicina) foram misturados numa solucdo polimérica (PLA) juntamente com os dois
solventes. A solugdo resultante foi submetida a técnica de electrospinning por blending

resultando membranas fibrosas compostas por fibras aleatorias.
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Por sua vez na abordagem experimental Il foram preparadas duas formulacfes

diferentes compostas por diferentes polimeros (PLA e PCL) que foram sujeitas a técnica de
electrospinning coaxial produzindo-se nanofibras com morfologia coaxial com estrutura
nucleo-camada externa onde todas as camadas externas das nanofibras sdo constituidas por
PCL e DEX enguanto que o nucleo € composto por PLA e GS (encontrando-se 0 GS na forma

livre, imobilizado nas nanoparticulas, ou numa combinagéo das duas formas anteriores).

e Preparacdo de membranas fibrosas atraves da técnica de electrospinnig por blending

(Abordagem experimental 1)

A composicao das formulagOes utilizadas nesta abordagem experimental, tal como os
parametros de electrospinning utilizados, encontram-se listados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2- Composicao e formulagdo das membranas fibrosas utilizadas na abordagem experimental 1.

Nomenclatura Descricéo Massa de farmaco Massa de Caudal  Tenséo
livre (mg) NPSIi-GS (mL/h) (kV)
(mg)
PLA-GS GS livre 80 mg de GS - 3 9
PLA-NPSIGS GS imobilizada nas - 186 3 9
nanoparticulas
PLA-GS- 50 % de GS livre + 40 mg de GS 93 3 9
NPSIGS 50 % de GS
imobilizadas nas
nanoparticulas
PLA-DEX DEX livre 20 mg de DEX - 3 10
PLA-GS-DEX GS e DEX livre 80 mg de GS + 20 - 3 9
mg de DEX
PLA-NPSIGS- GS imobilizada nas 20 mg de DEX 186 3 9
DEX nanoparticulas + DEX
livre
PLA-GS- 50 % de GS livre + 40 mg GS + 20 mg 93 3 9
NPSiGS-DEX 50 % de GS DEX

imobilizadas nas
nanoparticulas + DEX
livre

Resumidamente, e para todas as formulagdes, a solucdo polimérica sujeita a
electrospinnnig foi preparada dissolvendo 1 g de PLA numa mistura de 10 mL de
cloroférmio/DMF (90:10) (v/v). O cloroférmio foi usado na preparagdo da formulacéo devido
ao seu bom desempenho na dissolugéo deste polimero e pela elevada volatilidade. Contudo, a
solugé@o ndo poderia ser submetida a técnica de electrospinning se apenas fosse utilizado este
solvente devido a sua baixa condutividade e constante dielétrica (Gongalves et al., 2015).

Assim adicionou-se a solugdo DMF. A adi¢do de DMF é muito comum na literatura (Tan et
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al., 2005; Zhu et al., 2010) na medida em que este solvente possui elevada constante dielétrica

e, desta forma, a sua presen¢a na mistura leva a um aumento da mobilidade das cargas na
solucdo que vai ser sujeita a técnica de electrospinning (Alcobia, 2013). A mistura resultante
foi colocada sob agitacdo. Posteriormente adicionaram-se os farmacos (GS e/ou DEX) e a
solucdo foi novamente sujeita a um ciclo de agitacdo. Em todas as formulacdes a quantidade
de farmaco adicionado corresponde a 8 % do peso do polimero, para a GS, e 2 % do peso do
polimero, para a DEX. No caso das formulagbes onde se utilizou GS imobilizada nas NPSi, a
% de carregamento (determinada por TGA) foi utilizada para calcular a quantidade de
nanoparticulas carregadas a adicionar, de forma a manter a percentagem de carregamento a
8 %. Importante referir que nas formulagbes com nanoparticulas de silica, estas foram
primeiramente adicionadas a mistura de solventes e submetidas um banho de ultra-sons
durante aproximadamente 15 minutos, de forma a facilitar a dispersdo das mesmas. S6 depois
deste passo foi adicionado o polimero e, em algumas delas, o(s) farmaco(s) “livres”. E
importante mencionar que ao contrario da DEX, que é completamente soltvel na mistura de
solventes utilizada, a GS é apenas parcialmente sollvel nesta mistura, encontrando-se este
farmaco (quando utilizado na forma livre) parcialmente em suspenséo na solucdo polimérica.
Devido a viscosidade da solucdo polimérica, e as pequenas dimensdes das particulas de
farmaco, estas suspensdes eram, no entanto, estaveis, ndo se verificando a precipitacdo do
farmaco durante o processo de electrospinnnig, O mesmo se verificou nas suspensdes
compostas pelas nanoparticulas carregadas.

Apobs a solubilizacdo do polimero e dos farmacos, as suspensdes obtidas foram inseridas
numa seringa com um didmetro de 15,8 mm, iniciando-se assim 0 processo de
electrospinning. A seringa foi colocada numa bomba de injecdo, modelo NE-1000
Multiphaser da New Era Pump Systems, que empurrou a um fluxo constante de 3 mL/h sendo
aplicada uma tensdo de entre os 9 e 10 kV proveniente de uma fonte de alimentacdo de alta
tensdo que esta ligada a agulha através
de um cabo crocodilo. A solugédo
polimérica acumula carga elétrica
devido a tensdo aplicada através da
fonte de alta tensdo, que e acelerada
pelo campo elétrico, entre o coletor e a

seringa, havendo, desta  forma,

depOSIQaO das fibras pOIImerlcaS no Figura 3.3- Esquema da montagem do sistema de electrospinning
. . por blending.

coletor quadrado revestido previamente

com aluminio.
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Na Figura 3.3 é possivel observar o equipamento referente ao processo de

electrospinning utilizado nesta dissertagéo.

e Preparacdo de membranas fibrosas através da técnica de electrospinning coaxial

(Abordagem experimental I1)

Na Tabela 3.3 estdo apresentados os parametros de electrospinning e as formulagdes

utilizadas nesta abordagem experimental.

Tabela 3.3-Composicédo e formulacdo das membranas fibrosas coaxiais utilizadas na abordagem experimental II.

Nomenclatura Nucleo Camada externa
Sol. Massa Massa  Caudal | Sol. Massa Caudal Tensdo
Polimérica GS de (mL /h) | Polimérica DEX (mL/h) (kV)
livre NPSi- (mg)
(mg) GS
(mg)
PLA-GS/PCL- } 0,7 g PLA/ 81,1 - 2,5 0,3 g PCL / 22 1 17
DEX 7ml (5mL 3mL (2,5
CLO + CLO + 0,5
2 mL DMF) DMF)
PLA- 07 gPLA/ - 186,1 2 03 g PCL / 205 1
NPSIiGS/PCL- | 7mL (5 mL 3mL (2,5
DEX CLO + CLO + 0,5
2 mL DMF) DMF)
PLA-GS- 0,7 g PLA/ 401 93,6 2,5 0,3 g PCL / 20,7 1 11
NPSIiGS/PCL- | 7mL (5 mL 3mL (2,5
DEX CLO + CLO + 05
2 mL DMF) DMF)

Nesta abordagem pretendeu-se sintetizar trés tipos de membranas fibrosas diferentes
com estrutura nucleo-camada externa cujo nlcleo € composto por uma solucao polimérica de
PLA e sulfato de gentamicina incorporado nas trés formas descritas anteriormente, enquanto
gue a camada externa € igual para todas as nanofibras e composta por uma solugdo polimérica
de PCL e dexametasona.

Posto isto, e para fabricar cada membrana, prepararam-se duas solugfes/suspensdes —
uma que dara origem ao nucleo da nanofibra e outra que dard origem a camada externa.

As formulagdes utilizadas no nucleo das membranas fibrosas foram preparadas de
forma idéntica as formulagOes descritas anteriormente. O primeiro passo consistiu na
dissolucdo de 0,7 g de PLA numa mistura de solventes composta por 5 mL de cloroférmio e
2 mL de DMF. O unico farmaco que estava presente no nucleo das membranas fibrosas é o
sulfato de gentamicina que foi incorporado das trés maneiras diferentes, ja referidas

anteriormente, nestas fibra.
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Na preparacdo das formulacdes usadas na camada externa das membranas fibrosas

dissolveram-se 0,3 g de PCL numa mistura de 3 mL de solventes formada por 2,5 mL de
cloroférmio e 0,5 mL de DMF.

Seguidamente iniciou-se 0 processo de electrospinning coaxial onde as duas solucdes
foram inseridas em duas seringas diferentes com 10 mL de volume. A etapa seguinte consistiu
na fixacdo das duas seringas nas respetivas bombas de injecéo.

O principio de funcionamento do electrospinning coaxial € muito semelhante ao
descrito anteriormente, mas neste caso, duas solucBes diferentes sdo inseridas em duas
seringas distintas e apresentadas de forma independente por meio de um capilar coaxial que
gera fibras com estrutura nucleo-camada externa (Elahi et al., 2013). Este tipo de membranas

foi produzido na instalacéo de electrospinning retratada na Figura 3.4.

Figura 3.4- Esquema da montagem do sistema de electrospinning coaxial.

3.3. Caracterizacdo das nanoparticulas de silica e das membranas

Depois de preparadas as diversas membranas fibrosas, procedeu-se a sua caracterizacéo

através das técnicas apresentadas em seguida.

3.3.1. Quantificagcdo do GS incorporada nas nanoparticulas

Através da analise termogravimétrica (TGA) foi possivel determinar a quantidade de
gentamicina (GS) incorporada nas nanoparticulas de silica. Esta, € uma técnica simples que

ndo requer nenhuma preparacao especial da amostra para alem da sua secagem.
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Os materiais submetidos a uma andlise termogravimétrica (TGA) sdo aquecidos a uma

taxa constante num dado intervalo de temperatura, enquanto Se regista a variacdo de massa da
amostra (Mansfield et al., 2014).

A perda de massa do sulfato de gentamicina (GS), nanoparticulas de silica (NPSIi) e
nanoparticulas impregnadas com sulfato de gentamicina (NPSIGS) foi analisada num
equipamento de analise térmica (TA Instruments SDT Q600). Estas amostras foram aquecidas
desde a temperatura ambiente até 1200 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min. Os dados
obtidos foram tratados no Universal Analysis 2000, software da TA Instruments.

Assim através dos valores de perda de massa das amostras foi possivel determinar a %
de GS incorporado nas nanoparticulas.

3.3.2. Determinacdo do tamanho de poros atraveés do método de adsor¢do de azoto

E possivel obter informacdo textural das nanoparticulas de silica pura e das
nanoparticulas de silica carregadas com sulfato de gentamicina, tal como area de superficie
especifica (area superficial por unidade de volume), tamanhos de poros e a sua distribuicéo,
mediante a medicdo da area ocupada por uma determinada quantidade de moléculas de gas
adsorvidas na superficie do material. Este processo é realizado pela adsor¢do e dessorcdo de
nitrogénio gasoso sobre a superficie através de um aparelho da anélise de superficies ASAP-
2000, da Micromeritics.

A partir da curva de adsor¢do/dessorcdo obteve-se a area da superficie especifica das
nanoparticulas, com base na teoria Brunauer-Emmett-Teller (BET). Além da possibilidade de
extrair informacdo textural do material como a &rea superficial determinada mediante o
método BET ¢é possivel extrair dados sobre a sua estrutura porosa, volume e tamanho de poros
e volume de microporos. Uma técnica de analise desenvolvida por Kelvin, Barrett, Joyner e
Halenda, denominado método BJH fornece informacdo sobre a mesoporosidade e permite
calcular a distribuicdo de tamanho de poros sendo que esta Gltima se faz aplicando o método

BJH nas isotérmicas de dessorcéo.
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3.4. Caracterizacdo das membranas produzidas através da técnica de

electrospinning

3.4.1. Microscopia eletronica de varrimento (SEM) das membranas fibrosas

A caracterizacdo das membranas fibrosas produzidas por electrospinning foi realizada
através de um microscopio eletronico de varrimento utilizando um microscopio Scanning
Microscope JSM-5310 da Jeol disponivel no Instituto Pedro Nunes (IPN) que permitiu a
obtencdo de imagens da superficie das membranas com elevada resolucdo e diferentes
ampliacGes (1000x e 30000x).

As amostras das nanofibras foram imobilizadas numa fita de grafite colada a um
suporte de metal e revestidas a ouro durante 10 s, com a finalidade de se tornarem

eletricamente condutoras.

Utilizando-se o software de analise de imagens ImageJ, foi possivel a determinacéao
dos didmetros médios das fibras de todas as membranas. Para isso, foram realizadas pelo

menos 60 medic¢des de didmetros nas imagens SEM de cada amostra.

3.4.2. Analise do comportamento hidrofilico das membranas por medi¢cdo dos angulos de

contacto

Com o objetivo de caraterizar a molhabilidade da superficie das membranas fibrosas,
recorreu-se a medicdo dos angulos de contato estaticos, no qual uma gota de &gua de
aproximadamente 10 pL foi depositada sobre a superficie das amostras e as suas imagens
capturadas por um sistema 6tico para o calculo do angulo de contato. O angulo de interesse
foi formado pelo plano horizontal da membrana e pela tangente ao perfil da gota na zona de

contacto.

Este procedimento ocorreu no equipamento OCA 20, da Dataphysics. Para cada amostra
foram realizadas 5 medicGes de angulo de contacto sendo que valor final do angulo de

contacto foi obtido através do calculo da média desses valores.
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3.4.3. Estudo da libertacéo in vitro dos farmacos

Através deste procedimento foi possivel o estudo do perfil de libertacdo in vitro do
antibidtico (sulfato de gentamicina) e do anti-inflamatério (dexametasona), nos diferentes
sistemas de libertacdo.

As membranas foram cortadas em tiras de 8x2 cm (com pesos na gama de 50 —
100 mg) e mergulhadas em frascos preenchidos com 2,5 ou 5 mL de solu¢édo PBS (pH = 7,4),
dependendo da membrana.

Os frascos com as membranas e o PBS foram colocados numa estufa a uma temperatura
de 37 °C (temperatura fisiologica do corpo humano) durante cerca de 21 dias. Em tempos
pré-determinados o meio de incubacdo era retirado para analise e substituido por um igual
volume de meio de libertacdo fresco. As amostras recolhidas foram guardadas num frigorifico
até serem analisadas. E importante referir que este teste foi realizado trés vezes para cada
membrana nanofibrosa obtida através da técnica de electrospinning.

A solucdo PBS pretende simular a concentracdo salina do plasma sanguineo. Para a
preparacdo de 1 L de PBS, adicionou-se 0,381 g de KH2PO4, 1,273 g de NaxHPO4.2H0,
0,2 g de KCl e 8,066 g de NaCl a 1 L de 4gua miliQ. Depois de preparada armazenou-se no
frigorifico.

Os farmacos libertados ao longo do tempo foram quantificadas por espectroscopia
UV/VIS. Assim, para todas as amostras, foram medidas as absorvancias a 332 nm de forma a
conseguir quantificar a gentamicina libertada, e a 242 nm para conseguir quantificar a
dexametasona libertada, ao longo do tempo. Para isso, utilizou-se um espetrofotometro UV-
Vis Jasco V-550. Para todos os casos 0s valores de absorvancia obtidos permitiram calcular a
concentracdo do farmaco em cada solucéo, a partir da curva de calibracdo que foi realizada
para o estudo em causa.

E importante referir que durante a realizaco deste teste nem todo o farmaco presente
nas membranas fibrosas foi libertado para o meio. Desta forma, foi necessario quantificar o
farmaco existente nas membranas ap6s o final do teste (21 dias). Assim, com o objetivo de
dissolver as membranas foi-lhes adicionado 1 mL de cloroférmio. Seguidamente, adicionou-
se 3 mL de PBS e agitou-se a solucdo durante alguns minutos para favorecer o contacto entre
a fase organica e a fase aquosa e desta forma extrair o farmaco ndo libertado. Com a
finalidade de facilitar a separacdo das fases, a solucdo foi ainda centrifugada durante 3 min
sendo entdo possivel extrair o sobrenadante que continha o farmaco néo libertado e proceder a
sua quantificacdo. O processo foi repetido duas vezes e a quantificagdo do farmaco foi

realizada por espectroscopia UV/VIS.
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3.4.4. Quantificacdo da dexametasona e gentamicina atravées da espectrofotometria UV/VIS

A quantidade de dexametasona e gentamicina presente em todas as amostras recolhidas

e no sobrenadante foram medidas utilizado um espetrofotometro UV-Vis Jasco V-550.

O primeiro passo consistiu da determinagdo da curva de calibragdo da dexametasona.
Para tal foram preparadas cinco solugcbes de PBS com diferentes quantidades de
dexametasona (26,6; 19,5; 13,3; 6,65; 2,66 pg/mL). Assim, através do espectrofotdmetro foi
feita a leitura da absorvancia num comprimento de onda de 242 nm para cada solugéo.
Conhecidos os valores da concentracdo de farmaco e os valores da absorvancia foi entdo
possivel a realizacdo da curva de calibracdo do farmaco.

Uma vez que o sulfato de gentamicina ndo absorve luz ultravioleta nem visivel, foi
necessario aplicar um método indireto de forma a quantificar este farmaco por
espectrofotometria UV/VIS. O método utilizado baseou-se na reagdo entre o agente o-
ftaldialdeido e os grupos amina da gentamicina que originou um derivado que absorve na
regido da luz visivel. O procedimento experimental adotado foi idéntico ao relatado por
Cabanillas et al., 2000.

Inicialmente preparou-se a solucdo de o-ftaldialdeido misturando as quantidades de
reagentes seguidamente apresentados:

e 0,417 g de o-ftaldialdeido;
e 10 mL de metanol;
e 95 mL de solucdo de borato de sddio (0,04 M);

e 0,5 mL de 2-mercaptoetanol.

A solucdo resultante foi guardada no escuro durante pelo menos 24 h e utilizada até trés
dias depois de preparada.

Em cuvetes descartaveis foram adicionadas em partes iguais (800 pL), a solucdo de
gentamicina, o reagente o-ftaldialdeido e isopropanol (para evitar a precipitacdo dos
produtos). Posteriormente, a mistura foi agitada num agitador de vortex e deixada a
repousar/reagir durante 30 minutos sendo que nesta altura foi medida a absorvancia a um
comprimento de onda de 332 nm. Também neste caso, foi construida uma curva de calibragéo
com solugdes de gentamicina (102; 76,5; 51; 26,5 e 10,2 pug/mL) que permitiu a quantificagcdo
do farmaco.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

No trabalho experimental desenvolvido produziram-se diferentes membranas fibrosas
para a libertacdo controlada e localizada de farmacos com vista a sua possivel utilizacdo em

intervencgdes ortopédicas através da sua implantagdo junto ao 0sso intervencionado.

Este capitulo inicia-se com a caracterizacdo morfoldgica e estrutural das nanoparticulas

de silica através da andlise de parametros como:

e A quantidade de sulfato de gentamicina incorporado nas nanoparticulas (através da
andlise termogravimétrica);

e A area de superficie especifica (S (m?/g)), o volume dos poros (Vp (cm?/g)) e respetivo
diametro médio (Dp (hm)).

A segunda etapa deste capitulo destina-se a caracterizacdo das membranas fibrosas
produzidas pela técnica de electrospinning. Desta forma foi possivel o estudo da superficie
das amostras, ja que estas foram submetidas a uma anélise SEM; segue-se um estudo da
hidrofilicidade/hidrofobicidade das fibras. Por ultimo, avalia-se e discute-se os perfis de
libertacdo in vitro obtidos durante 21 dias para os dois farmacos imobilizados nas membranas

fibrosas.

4.1. Caracterizacdo das Nanoparticulas de Silica

Nesta seccdo analisa-se a eficiéncia de carregamento das nanoparticulas de silica.
Avaliam-se também os parametros (mencionados anteriormente) para 0 caso das

nanoparticulas de silica com e sem incorporacao de sulfato de gentamicina.

4.1.1. Quantificagdo de GS incorporado nas nanoparticulas de silica com base na técnica de

termogravimetria

Tal como descrito no Capitulo 3, pretendeu-se com a analise termogravimétrica

quantificar a quantidade de GS imobilizada nas nanoparticulas de silica pelo processo de
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adsorcéo. Na Figura 4.1 encontram-se representadas as curvas termogavimetricas do sulfato
de gentamicina puro (GS), das nanoparticulas de silica (NPSi) e das nanoparticulas de silica
carregadas com gentamicina (NPSiGS). Foi assim possivel, com base na percentagem de
perda de massa para as trés amostras, e atraves da realizacdo de um balan¢o massico, estimar

a percentagem de gentamicina presente nas nanoparticulas carregadas.
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Figura 4.1-Perfis de degradagdo das NPSi, NPSiGS e GS.

Analisando o perfil termogravimétrico das nanoparticulas de silica é possivel observar
gue estas ndo apresentam uma perda de massa consideravel quando submetidas a um aumento
da temperatura até 1200 °C. Considerando que a perda de massa observada quando as
nanoparticulas submetidas a temperaturas mais elevadas é devido a instabilidade do aparelho
é plausivel admitir que a perda de massa é de 0 %, concluindo assim que as nanoparticulas de
silica sdo termoestaveis. A rede tridimensional apresentada pelas nanoparticulas composta por
grupos silanol (Si-OH, dentro dos poros ou na superficie) e siloxano (Si-O-Si, no interior da
rede), sdo os responsaveis pela termoestabilidade apresentada por estes materiais.

Observando atentamente o perfil termogravimétrico do sulfato de gentamicina puro
verificou-se que este é caraterizado por dois degraus de perda de massa. A primeira perda de
massa, a cerca dos 100 °C, esta relacionada com a evaporacdo da agua residual presente na
amostra e evidéncia a natureza hidroscépica deste farmaco. Por sua vez, a segunda perda de

massa - mais acentuada do que a primeira - ocorre sensivelmente entre os 250 °C até aos
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400 °C e corresponde a degradacéo do antibiotico. A partir dos 400 °C observa-se uma perda

de massa constante até a temperatura em que se completa analise, 1200 °C. A esta
temperatura a percentagem de massa é apenas 27 % da massa inicial da amostra. A massa
residual que persiste no final do ensaio corresponde provavelmente a sais inorganicos
associados ao farmaco.

Relativamente as nanoparticulas de silica carregadas com gentamicina, € possivel
observar na Figura 4.1 que o perfil termogravimétrico é caracterizado por uma variagao de
perda de massa entre os 240 °C e 0s 400 °C, relacionada com degradacdo do antibidtico. Apds
este degrau, o perfil mantém-se sensivelmente constante até aos 1200 °C, onde a perda de
massa das NPSiGS atinge aproximadamente os 31,52 %.

Pelos resultados apresentados na Tabela 4,1, obtidos a partir da analise dos perfis de
degradacéo apresentados na Figura 4.1, foi possivel efetuar balancos massicos (apresentados
no Anexo 1) que permitiram quantificar o fA&rmaco no interior das nanoparticulas de silica.
Assim, o sulfato de gentamicina incorporado nas nanoparticulas foi de aproximadamente
43 % (m/m).

Tabela 4.1-Valores obtidos através da analise termogravimétrica.

Amostra massa perdida (Mperdida) (%0)  massa permanece (Mpermanece) (%0)

NPSi ~0 ~ 100
GS 72,85 27,15
NPSIGS 31,52 68,48

4.1.2. Caracterizacdo morfoldgica das NPSi

A segunda etapa da caracterizacdo das nanoparticulas de silica consistiu na sua analise
morfoldgica. De acordo com o que foi referido no Capitulo 2, as nanoparticulas de silica
mesoporosas possuem uma estrutura ordenada que lhes permite que 0s poros possam ser

ocupados com farmacos.

A adsorcdo fisica de moléculas de azoto € uma técnica muito importante para a
caracterizacdo da superficie especifica e da distribuicdo do tamanho de poros das amostras,
que sdo verificadas através da determinacdo dos seguintes parametros: S, Vp e respetivo Dp.
Na Tabela 4.2 estdo especificados o0s parametros anteriormente referidos para as

nanoparticulas de silica puras e para as nanoparticulas de silica carregadas com gentamicina.
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O volume e tamanho dos poros foram determinados pelo método de BJH, atraves das

curvas isotérmicas de adsorcao/dessor¢do. Por sua vez o modelo de BET, aplicado a anélise
das isotérmicas de adsorc¢&o, foi a ferramenta usada na determinagao da area superficial.

Tabela 4.2-Valores dos parametros obtidos através das isotérmicas de adsorgdo de azoto.

Amostra S (m?/g)  Vp (cm®/g) Dp (nm)
NPSi 776 0,801 4,13
NPSiGS 295 0,318 4,31

Observando os resultados apresentados na Tabela 4.2 foi possivel verificar que as
nanoparticulas de silica apresentam uma area de superficie quase trés vezes maior do que as
nanoparticulas de silica carregadas com gentamicina. A mesma situacao € verificada no caso
do volume do poro onde as nanoparticulas de silica carregadas com gentamicina possuem um
volume de poro muito menor (0,318 cm®/g) do que as nanoparticulas de silica puras
(0,801 cm®/g). Isto deve-se ao facto de os poros das nanoparticulas estarem preenchidos com
0 antibidtico resultando uma diminuicdo dos valores dos pardmetros anteriormente
mencionados.

Relativamente ao didametro dos poros os valores obtidos para ambas as amostras sao
muito semelhantes, sendo a diferenca apresentada insignificante. Os valores do diametro
médio de poro das nanoparticulas vao de encontro com a gama de valores apresentada na
literatura onde o tamanho dos poros deste tipo de nanoparticulas é na ordem dos 2-6 nm
(Huang et al., 2014).

Conclui-se ainda que os valores dos restantes parametros apresentados estdo de acordo
com os valores reportados na literatura, nomeadamente por Mohseni et al., 2015 que, para
particulas do mesmo tipo, reportam valores de area de superficie especifica e volume dos
poros de 816 m?/g e 1,07 cm®/g, respetivamente.

As isotérmicas de adsorcdo/dessorcdo de azoto das NPSi e das NPSIGS sao
apresentadas na Figura 4.2. Tal como seria de esperar, observa-se nos dois casos, que as
isotérmicas apresentadas séo do tipo IV, que sdo isotérmicas tipicamente exibidas por solidos

MEesoPOrosos.
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Figura 4.2-Gréafico das curvas isotérmicas de adsorcdo/dessorcdo de azoto das NPSi e das NPSiGS.

4.2. Caracterizacéo das membranas fibrosas

A presente etapa envolve a caracterizacdo das membranas fibrosas produzidas através
da técnica de electrospinning. Como referido anteriormente, esta técnica € uma técnica
simples e versatil que permite a formacdo de fibras com diametros que vao desde alguns
nandmetros a varios micrometros. As carateristicas apresentadas pelas fibras, nomeadamente
a elevada area superficial, juntamente com a elevada porosidade e excelentes propriedades
mecanicas e estruturais tornam-nas Uteis no desenvolvimento de sistemas de libertacdo
controlada (Yu et al., 2009) .

As membranas caracterizadas encontram-se seguidamente listadas. E importante referir
que as sete primeiras membranas foram produzidas por electrospinning por blending (Tabela

3.2) e as restantes através de electrospinning coaxial (Tabela 3.3).

A. PLA-GS (blending) F. PLA-NPSIGS-DEX(blending)

B. PLA-NPSiGS(blending) G. PLA- GS-NPSiGS-DEX(blending)

C. PLA-GS-NPSIiGS(blending) H. PLA-GS/PCL-DEX(coaxial)

D. PLA-DEX(blending) I. PLA-NPSIGS/PCL-DEX(coaxial)

E. PLA-GS-DEX(blending) J. PLA-GS-NPSIGS/PCL-DEX(coaxial)
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Todas as membranas fibrosas produzidas neste trabalho foram analisadas pela técnica

SEM permitindo assim verificar as diferencas morfologicas entre elas.

4.2.1. Morfologia das fibras por microscopia eletrénica de varrimento (SEM)

A microscopia eletronica de varrimento permitiu a obtencdo de imagens de elevada
resolucdo de detalhes da superficie das amostras referidas anteriormente permitindo assim a
sua caracterizagdo morfoldgica. Foi assim possivel observar a forma como as fibras se
encontram depositadas bem como a sua orientagdo. No caso das formulacbes que possuem
nanoparticulas de silica, esta técnica permitiu ainda verificar como estas estdo integradas nas
nanofibras. Para além da superficie das nanofibras foram ainda calculados, através do
software ImageJ, os diametros médios das fibras e o seu desvio padréo (Tabela 4.3).

Inicialmente vao ser apresentadas as fotografias de SEM obtidas para a superficie das
membranas fibrosas produzidas por electrospinning por blending a diferentes ampliacdes bem
como um histograma relativo ao diametro das fibras.

A morfologia da superficie das membranas que contém apenas sulfato de gentamicina é

apresentada na Figura 4.3.
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Figura 4.3-Al, B1, C1: Fotografia da superficie das nanofibras de PLA-GS, PLA-
NPSiGS e PLA-GS-NPSIiGS obtidas através da técnica SEM para uma ampliacdo
de 1000x e respetivos histogramas (A2, B2 e C2). B3 e C3: -Fotografia da
superficie das nanofibras PLA-NPSiGS e PLA-GS-NPSiGS para uma ampliagéo de
30000 x.

Observando as fotografias de SEM presentes na Figura 4.3 € possivel verificar que as
fibras de todas as amostras apresentam uma orientacdo aleatoria. Esta disposi¢do resulta do
facto de estas fibras terem sido depositadas num coletor estatico. Utilizando um coletor
rotativo ou outro tipo de coletor seria possivel orientar as fibras numa Unica dire¢do, ou

obriga-las a formar padrdes especificos (Costa et al., 2012).
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Verifica-se ainda na Figura 4.3 que todas as amostras exibem uma quantidade

significativa de aglomerados de polimeros designados por beads. Este resultado podera estar
associado a aplicacdo de uma voltagem inadequada e ainda a adicdo de nanoparticulas de
silica na solucdo polimérica. A Figura 4.3 B1 e C1 confirmam este pressuposto. Estas
amostras para além de apresentarem mais beads estes sdo ainda mais evidentes nestas duas

formulagdes do que no caso da amostra PLA-GS que ndo possui nanoparticulas de silica.

Observando a Figura 4.3 B3 e C3, é possivel verificar a disposi¢do das nanoparticulas
de silica nas fibras. Apenas algumas nanoparticulas se encontram a superficie das fibras
estando as restantes no seu interior. Observa-se ainda que as fibras apresentam uma estrutura
porosa. (Li & Xia, 2004) referem que o fendmeno de formacdo de poros na superficie das
nanofibras podera estar relacionado com a evaporacdo do solvente. Durante este processo ha
formagdo de duas fases nas fibras, uma rica em polimero e outra rica em solvente. Este
resultado pode estar associado a fraca interacéo entre 0 DMF e o PLA. Assim, a fase rica em
polimero solidifica logo ap6s a separacdo de fases formando a matriz enquanto que, quando a
fase rica em solvente evapora, 0 espago ocupado por esse solvente vai dar origem aos poros.

No que diz respeito aos histogramas apresentados na Figura 4.3 é possivel observar que
a distribuicdo dos diametros das fibras é bastante larga em todos os casos, resultando assim
um elevado desvio padrao.

Seguidamente sdo apresentadas as imagens obtidas para as nanofibras que contém
dexametasona, podendo também incluir na sua composicao sulfato de gentamicina.

Através da Figura 4.4 ¢é possivel avaliar as fotografias de SEM obtidas para as
nanofibras compostas por PLA-DEX, PLA-GS-DEX, PLA-NPSIGS-DEX e PLA-GS-
NPSiGS-DEX.
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Figura 4.4-D1, E1, F1, G1: Fotografia da superficie das nanofibras de PLA-DEX, PLA-GS-DEX, PLA-NPSiGS-
DEX e PLA-GS-NPSiGS-DEX obtidas através da técnica SEM para uma ampliagdo de 1000x e respetivos
histogramas (D2, E2, F2 e G2). F3 e G3: -Fotografia da superficie das nanofibras, PLA-NPSiGS-DEX e PLA-GS-
NPSiGS-DEX para uma ampliagdo de 30000 x.

Comparando a membrana composta por PLA-GS apresentada na Figura 4.3 Al e a
nanofibra composta por PLA-DEX observada na Figura 4.4 D1 é possivel constatar que a
morfologia das fibras de PLA com dexametasona “livre” (PLA + DEX) nao apresenta beads.
Isto poderd estar associado a auséncia de GS na sua formulacdo resultando assim fibras com
uma estrutura mais uniforme. De facto, a gentamicina utilizada neste trabalho (sulfato de
gentamicina) encontra-se sobre a forma idnica. Consequentemente, e nas formulacbes que
contém gentamicina, a aplicacdo da fonte de alta tenséo durante o processo de electrospinnnig
resulta na acumulacdo de uma elevada densidade de carga elétrica a superficie do fluido, e um
aumento nas repulsdes eletrostaticas, que pode conduzir & divisdo/ destabilizacdo do jato,
consequentemente, o jato pode dividir-se em pequenas goticulas resultando na formacéo de
beads (Huang et al., 2003).
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Observando agora a formulacdo composta pelo polimero PLA, nanoparticulas de silica

carregadas com gentamicina e gentamicina “livre” (PLA-GS-NPSIGS, Figura 4.3 Cl1) e a
formulagdo constituida pelo polimero PLA, nanoparticulas de silica carregadas com
gentamicina e dexametasona “livre (PLA-NPSIGS-DEX, Figura 4.4 F1) verifica-se que
ambas as superficies apresentam beads. Assim, é razoavel concluir que a dexametasona nédo
tem qualquer influéncia na morfologia das membranas fibrosas, podendo este facto ser
explicado pela baixa quantidade de massa de DEX usada nas formulagdes.

As membranas produzidas pela técnica de electrospinning coaxial foram também
caracterizadas por analise SEM. Também para estas amostras, as fotografias obtidas foram
analisadas determinando-se assim os didmetros das fibras em cada caso. Os didmetros médios
de cada tipo de fibras encontram-se na Tabela 4.3.

Na Figura 4.5 apresenta-se a analise efetuada para cada membrana fibrosas PLA-
GS/PCL-DEX, PLA-NPSIGS/PCL-DEX e PLA-GS-NPSIiGS/PCL-DEX para diferentes

ampliagdes.
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Figura 4.5-H1, 11, J1: Fotografia da superficie das nanofibras de PLA-GS/PCL-DEX,
PLA-NPSIiGS/PCL-DEX e PLA-GS-NPSiGS/PCL-DEX obtidas através da técnica SEM
para uma ampliacdo de 1000x e respetivos histogramas (H2, 12, J2). H3, 13 e J3: -
Fotografia da superficie das nanofibras PLA-GS/PCL-DEX, PLA-NPSiGS/PCL-DEX e
PLA-GS-NPSiGS/PCL-DEX para uma ampliagdo de 30000 x.

Analisando atentamente a Figura 4.5 observa-se um comportamento semelhante as

nanofibras analisadas anteriormente, visto que em todas as superficies apresentadas nestas
41



Capitulo 4 — Resultados e Discusséo
fotografias se pode observar a presenca de beads. Comparando agora a superficie apresentada

pelas membranas produzidas pela técnica de electrospinning por blending (Figura 4.4 F3, G3
e Figura 4.3 B3 e C3) e as fotografias exibidas para o caso das fibras fabricadas pela técnica
de electrospinning coaxial (Figura 4.5 H3, 13 e J3) constata-se que para o ultimo caso as
nanofibras apresentam uma porosidade bastante mais reduzida. Isto advém do facto de as
nanofibras coaxiais apresentarem uma estrutura nucleo-camada externa na qual apenas o
nacleo é constituido pelo polimero PLA que contribui para a estrutura porosa das fibras sendo
que a camada externa da fibra € constituida por PCL que torna a superficie destas nanofibras
lisas e sem poros visiveis.

Tal como referido anteriormente, a Tabela 4.3 apresenta os valores de médias e desvio
padrdo para os didmetros das fibras.

Tabela 4.3- Distribuigdo da média e desvio padrdo (¢) dos didmetros (nm) das fibras.

Formulagéo Média + o
A. PLA-GS 1638 + 1237
B.PLA-NPSIGS 2983 + 1776
C.PLA-GS-NPSIGS 1575 + 1132
D.PLA-DEX 2582 + 508
E.PLA-GS-DEX 3366 + 924
F.PLA-NPSiGS-DEX 2218 + 1247
G.PLA-GS-NPSIGS-DEX 2418 + 1008
H.PLA-GS/PCL-DEX 682 + 233
I.PLA-NPSIGS/PCL-DEX 1334 + 652

J.PLA-GS-NPSiGS/PCL-DEX 743 £ 321

Relativamente aos diametros apresentados na Tabela 4.3 verifica-se que as membranas
fabricadas através da técnica electrospinning coaxial exibem uma média de diametros
menores do que as fibras produzidas por electrospinning por blending. Um parametro
importante do electrospinning que podera explicar esta diferenca de valores € o caudal usado
na producdo das nanofibras. No caso das fibras com estrutura nicleo-camada externa, o
caudal utilizado foi menor e, consequentemente, o diametro das fibras é também menor.

Ao analisar os valores obtidos para os diametros medios das fibras PLA-GS, PLA-
NPSIGS e PLA-GS-NPSIGS verificou-se que estes ndo variam muito entre si, 0 que implica
que as diferentes proporcdes de GS e NPSIGS ndo influenciam este aspeto morfologico. De

facto, o mais importante para a caracterizacdo do diametro da fibra sera a eletrofiacdo da
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solucdo polimeérica e 0s seus parametros gque, ao serem constantes, contribuem assim para a

pouca discrepancia nestas medigdes. Considerando ainda os didmetros medios das fibras,
apresentados de uma forma resumida na Tabela 3, verifica-se que as membranas apresentam
fibras com uma distribuicdo alargada de diametros sendo que o diametro medio das fibras
PLA-GS (1638 nm) e PLA-GS-NPSIGS (1575 nm) é menor do que o didmetro médio das
fibras PLA-DEX (285 nm) e PLA-NPSiGS-DEX (2218 nm).

4.2.2. Analise do comportamento hidrofilico das membranas fibrosas

A avaliacdo da hidrofilicidade/hidrofobicidade
das membranas produzidas baseia-se na medi¢do do
angulo de contacto formado entre uma gota de agua e

a superficie da membrana (Figura 4.6). Geralmente,

G

Nanofibra

materiais hidrofilicos exibem baixo angulo de

contacto, isto € menor do que 90 ° (espalhamento de

agua em toda a superficie), enquanto que materiais )
Figura 4.6- Modelo do &dngulo de contacto para

hidrofébicos mostram um angulo de contacto elevado Zmoeongt)”a”as fibrosas. Adaptado de:(Huang et al.,

(maior do que 90 °) uma vez que o contacto entre a gota de agua e a superficie é baixo.

Para cada membrana fibrosa foram medidos os angulos de contacto estaticos utilizando

como solvente agua desionizada.

Todas as amostras foram submetidas a cinco medi¢cdes de angulos de contacto. Os
valores apresentados na Figura 4.7 dizem respeito as médias e desvios padrdes dessas cinco

medicdes.
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Figura 4.7- Representacdo da distribuicdo da média e desvio padrdo dos angulos de contacto para
todas as amostras.

Através da Figura 4.7, verifica-se que todas as amostras apresentam angulos de contacto
semelhantes, com valores médios que variam entre os 110 ° e os 137 °. Tal como seria de
esperar — tendo em conta a natureza hidrofébica dos polimeros PLA e PCL - todas as
nanofibras apresentam angulos de contacto superiores a 90 °, o que indica que estas

apresentam um elevado caracter hidrofdbico.

Verifica-se ainda que a adicdo das nanoparticulas de silica e de sulfato de gentamicina
ndo tém qualquer influéncia na hidrofilicidade das nanofibras. Apesar de tanto as NPSi como
a GS exibirem um caracter hidrofilico o angulo de contacto das membranas constituidas por
estes materiais ndo apresenta um valor menor do que as membranas que contém DEX
(praticamente insoluvel em agua). Isto podera ser consequéncia da baixa quantidade de
farmacos e nanoparticulas presentes na formulagdo podendo tambeém ser explicado pelo facto
de parte das nanoparticulas estarem incorporadas no interior das fibras. Conclui-se assim que
o fator predominante na analise do comportamento hidrofilico das membranas é a natureza do

polimero.
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Analisando agora o valor médio dos angulos de contacto das membranas produzidas

pela técnica de electrospinning coaxial constata-se que, apesar da PCL possuir um caracter
hidrofobico superior ao do PLA, as membranas coaxiais ndo apresentam angulos de contacto

superiores.

4.2.3. Estudo da libertacéo in vitro dos farmacos

De forma a avaliar a capacidade das membranas fibrosas para serem utilizadas como
sistema de libertacdo controlada de farmacos, procedeu-se a incorporagdo de um antibidtico
(GS) e um anti-inflamatorio (DEX) tendo-se avaliado a sua libertacdo ao longo de 21 dias.

Tal como referido no capitulo dos materiais e métodos, os ensaios de libertacdo de todas
as amostras consistiram na incubagdo das membranas fibrosas em PBS a 37 °C.

Numa primeira etapa vdo ser analisados os perfis de libertacdo obtidos para as

diferentes formas utilizadas para incorporar a GS nas fibras:

a) Dispersdo das particulas de sulfato de gentamicina na solucdo polimérica (PLA-GS);

b) Dispersdo das nanoparticulas de silica impregnadas com sulfato de gentamicina na
solucéo polimérica (PLA-NPSIGS);

¢) Combinacdo das duas formas anteriores, onde 50 % do GS foi adicionado na forma

livre e a outra metade imobilizada nas nanoparticulas de silica (PLA-GS-NPSIGS).

Os perfis de libertacdo das formulacdes descritas anteriormente sdo apresentados na

Figura 4.8. As curvas de calibracdo sao apresentadas no Anexo II.
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Figura 4.8- Perfil de libertacdo (%) de sulfato de gentamicina libertado ao longo de 21 dias.

Analisando os perfis de libertacdo apresentados na Figura 4.8, constata-se que ocorre
uma libertacdo acentuada de antibidtico nas primeiras horas em todas as membranas
seguindo-se uma libertacdo gradual de GS. Esta libertacdo acentuada é chamada de burst
release e diz respeito a elevada libertacdo de farmaco nos instantes iniciais apds a membrana
ter sido introduzida no meio de libertacdo. Assim, no primeiro dia, verifica-se um burst
release com a libertacdo de 25 % (PLA-GS), 35 % (PLA-NPSIGS) e 63 % (PLA-GS-
NPSIiGS) de sulfato de gentamicina; a etapa seguinte é caracterizada por uma libertacdo
controlada de GS que durou aproximadamente duas semanas. Na Ultima semana do teste a
taxa de libertacdo do antibiético diminui.

O burst release corresponde a libertacdo da fracdo de farmaco que se encontra a
superficie das nanofibras.

Um burst release acentuado, principalmente para moléculas pequenas e hidrofilicas, é
caracteristico deste tipo de sistemas, devido a elevada superficie especifica apresentada por
estas membranas. Neste caso, e devido as nanofibras apresentarem uma elevada densidade de
poros, a area superficial total ser4 ainda mais elevada. A segunda etapa de libertacdo
corresponde ao farmaco que ndo se encontra a superficie, mas sim no interior das fibras
libertando-se assim de uma forma gradual.

A libertacdo do farmaco a partir de matrizes fibrosas biodegradaveis pode ser controlada
através dos mecanismos de difusdo e de degradacdo da matriz polimérica. Contudo, o
processo de hidrélise do PLA é bastante lento, (podendo demorar um ano ou até mais até o
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PLA ser completamente degradado e reabsorvido), ndo tendo por isso muita influéncia no

perfil de libertacdo do sulfato de gentamicina (o tempo de andlise do perfil de libertagdo
apenas de 21 dias). Assim, 0 método que domina a libertagdo da GS é a difuséo.

Contrariamente ao que seria de esperar, a membrana composta pelo polimero PLA e
sulfato de gentamicina “livre”, PLA-GS, apresenta uma cinética de libertacdo mais lenta do
que a membrana PLA-NPSIGS, onde o farmaco se encontra imobilizado nas nanoparticulas.
Teoricamente, previa-se que a membrana PLA-NPSIGS apresentasse uma libertacdo de
farmaco mais gradual que a membrana PLA-GS, visto que no caso das fibras compostas por
PLA-NPSIGS o antibidtico tem que vencer mais barreiras para se libertar (inicialmente tem de
se dessorver da superficie dos poros das nanoparticulas e se difundir para o exterior destes, e
sO depois é possivel a sua difusdo da matriz polimérica até a superficie das fibras). Porém,
este resultado podera estar relacionado com a distribuicdo das nanoparticulas de silica ao
longo das fibras. De facto, se estas se encontrarem a superficie das fibras o GS imobilizado
nelas rapidamente entra em contacto com o PBS difundindo-se para o0 meio de libertagéo e,
consequentemente, a cinética de libertacdo vai ser mais rapida.

Observando agora o perfil de libertacdo exibido pela membrana PLA-GS-NPSIGS, esta
apresenta a cinética de libertacdo mais rapida das trés membranas bem como o burst release
mais acentuado.

Como mencionado anteriormente, um dos grandes objetivos deste trabalho consistia na
producdo de uma membrana fibrosas que possuisse a capacidade de libertar em simultaneo
dois farmacos, o sulfato de gentamicina (GS) e a dexametasona (DEX). Assim as formulacdes
seguintes conjugam os dois farmacos.

A Figura 4.9 descreve os perfis de libertacdo do GS (A) e da dexametasona (B) para

diferentes membranas.
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Figura 4.9-Comparacdo do perfil de libertacdo (%) entre libertacdo dos dois farmacos sulfato de gentamicina (A)
e dexametasona (B) para as membranas: PLA-DEX, PLA-GS-DEX, PLA-NPSiGS-DEX e PLA-GS-NPSiGS-DEX.

Analisando o perfil de libertacdo da gentamicina (Figura 4.9A) das membranas PLA-
GS-DEX, PLA-NPSIGS e PLA-GS-NPSiGS-DEX constata-se que a presenca das NPSiGS na
formulagdo contribui para uma diminuigdo da cinética de libertagdo resultando assim um
perfil de libertacdo mais lento e gradual, como se tinha teorizado e, como ja se referiu, ndo se

observou no caso das membranas contendo apenas GS.

A membrana PLA-NPSiIGS-DEX apresenta uma cinética de libertacdo de GS (Figura
4.9A) mais répida do que a membrana PLA-GS-NPSIGS-DEX. O atraso na libertacéo
apresentado pela ultima membrana podera estar associado ao facto de que neste caso o0 GS se

encontrar bem incorporado e distribuido nas nanoparticulas.

Porém, o mesmo ndo se verifica para o caso do perfil de libertacdo da dexametasona
(Figura 4.9B). Para este Gltimo caso, as nanoparticulas ndo terdo influéncia tdo acentuada na
libertagdo da dexametasona dado que as curvas de libertacdo obtidas das membranas PLA-
GS-DEX, PLA-GS-NPSiIGS-DEX e PLA-NPSIGS-DEX sdo muito semelhantes.

Comparando os perfis de libertacdo de DEX com o obtido para a membrana contendo
apenas DEX (PLA-DEX), Figura 4.9B, verifica-se que a presenca de GS nas formulagtes

desempenha um papel importante na cinética de libertacdo da dexametasona tornando-a mais
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rapida. Este resultado estd associado a hidrofilicidade da gentamicina. Este antibidtico é

rapidamente dissolvido quando em contacto com o PBS originando microporosidades ao
longo das fibras que favorecem a difusdo da DEX resultando assim um perfil de libertagcdo
mais rapido. Por esta razdo, o perfil de libertacdo de DEX da membrana PLA-DEX € o que

apresenta uma cinética mais lenta.

Comparando os diferentes burst release apresentados na Figura 4.9B constata-se que a
membrana PLA-DEX apresenta uma libertacdo de DEX, durante as primeiras 24 h, inferior as
restantes membranas ja que o burst release exibido por esta membrana apresenta um valor de
15 %, enquanto que as membranas PLA-GS-DEX, PLA-NPSIGS-DEX e PLA-GS-NPSiGS-
DEX apresentam todas um valor de aproximadamente 18 %. Este resultado podera também
ser explicado pela hidrofobicidade da DEX. Para além disso, a baixa quantidade de
dexametasona presente nas formulacdes (20 mg) pode também contribuir para uma libertacdo

mais lenta deste anti-inflamatério.

No final dos 21 dias de ensaio de libertacdo in vitro, verifica-se que a libertacdo da
dexametasona ndo é completa j& que a membrana PLA-GS-DEX liberta 50 %, a membrana
PLA-NPSIGS-DEX liberta aproximadamente 48 % e a membrana PLA-GS-NPSiGS-DEX
liberta 52 %. Posto isto, € possivel que a libertacdo total da DEX ndo seja atingida apenas por

difusdo, mas que também necessite do contributo da degradacéo do polimero.

Avaliando agora o burst release apresentado pela membrana PLA-NPSIGS-GS (35%)
presente na Figura 4.8 com o burst release exibido pelas nanofibras PLA-GS-NPSiIGS-DEX
(18 %) evidenciado na Figura 4.9A, verifica-se uma diminuicdo na libertacdo de GS para o
caso da membrana composta por dexametasona. Esta situacdo podera estar relacionada com a
hidrofobicidade da dexametasona ou pelo facto de nestas formulacdes as nanoparticulas

estarem mais dispersas incorporadas nas fibras.

Como referido anteriormente, diversas estratégias tém sido desenvolvidas com o
objetivo de se alcancar uma libertacdo mais controlada. Através da tecnologia de
electrospinning coaxial foi possivel a produgdo de nanofibras com a estrutura ndcleo-camada
externa no qual a camada exterior é constituida pelo polimero e o anti-inflamatério (DEX) e a

solucéo no interior contém o antibidtico (GS).

Assim, Ultima etapa deste subcapitulo consiste na analise de diferentes membranas
fibrosas que, apesar de todas as camadas externas apresentarem a mesma composi¢do (PCL-
DEX), o nucleo é constituido pelas diferentes formas de incorporar GS, sendo assim possivel
a sua comparagdo. Também aqui séo estudados e comparados a libertagdo dos dois farmacos.
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Na Figura 4.10 apresentam-se os perfis de libertacdo de GS (A) e da dexametasona (B)

para as membranas coaxiais.
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Figura 4.10-Comparagdo do perfil de libertagdo (%) entre libertacdo dos dois farmacos sulfato de gentamicina
(A) e dexametasona (B) para as membranas coaxiais: PLA-GS/PCL-DEX, PLA-NPSiGS/PCL-DEX e PLA-GS-
NPSiGS/PCL-DEX.

As fibras produzidas através da técnica electrospinning coaxial apresentam uma
estrutura nucleo-camada externa que encapsulam o farmaco (GS) no interior do ndcleo
minimizando assim a libertacdo brusca inicial do farmaco sendo que neste caso 0 mecanismo
de libertacdo deveria ser essencialmente difusdo do farmaco ou degradacédo das nanofibras em
vez de dessorcao a partir da superficie de nanofibras. Contudo, contrariamente ao que seria de
esperar, todas as membranas apresentadas na Figura 4.10 apresentam um burst release muito

acentuado.

Observando os perfis de libertagdo de gentamicina na Figura 4.10 A é possivel
confirmar que estes sdo caracterizados por trés etapas: a primeira etapa consiste numa
libertagdo acentuada sendo que a quantidade de GS libertado durante as primeiras 24 h para a
membrana PLA-GS/PCL-DEX é 91 %, para a membrana PLA-NPSiGS/PCL-DEX é 36 % e
para a membrana PLA-GS-NPSIGS/PCL-DEX é sensivelmente 84 %; segue-se uma
libertacdo lenta e gradual até aos dias 7, 11 e 8 respetivamente. Na ultima etapa a curva de
libertacdo mantém-se constante uma vez que ndo ha libertacdo de gentamicina durante o

restante periodo em que o estudo de libertac&o in vitro ocorre.
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A grande extensdo do fenomeno de burst release observada nas membranas PLA-

GS/PCL-DEX e PLA-GS-NPSiGS/PCL-DEX (Figura 4.10A) podera estar associada ao facto
de que nestes casos - e aquando formacdo das fibras - a GS tenha migrado para a camada
externa da nanofibras, ficando assim a superficie desta e resultando, assim, na libertacao
quase total do antibidtico nas primeiras 24 h. Esta migracdo para a superficie das fibras em
formagdo tera sido provavelmente promovida pela natureza ionica da GS. Contudo, o burst
release da membrana PLA-GS-NPSiGS/PCL-DEX é visivelmente inferior, comparativamente
com as restantes membranas. Nesta situacdo, a quantidade de GS na superficie das fibras é
menor e consequentemente o burst release exibido por esta membrana € também menor. A
libertacdo lenta e gradual apresentada apds o burst release é o resultado do GS bem

incorporado nas nanoparticulas de silica.

Também aqui, a gentamicina desempenha um papel importante nos perfis de libertacdo
de dexametasona presentes na Figura 4.10B, ja que as membranas que possuem GS “livre” na

sua constituicdo apresentam uma libertacdo de dexametasona superior.

Por fim, a elevada libertagéo de GS exibida pelas membranas coaxiais (Figura 4.10A),
relativamente as membranas apresentadas na Figura 4.8 podera também estar relacionado com
o diametro médio das fibras. As membranas coaxiais apresentam um diametro médio menor
(Tabela 4.3) resultando assim fibras com uma éarea de superficie mais elevada e,

consequentemente, a transferéncia de massa do farmaco também vai ser maior.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

5.1. Conclusao Geral

Neste trabalho foram preparadas e caracterizadas membranas fibrosas de base
polimérica, nas quais foram incorporados os farmacos sulfato de gentamicina e dexametasona,
através da técnica de electrospinning. Com esta estratégia de producdo de membranas fibrosas
pretende-se obter um sistema de libertacdo controlada de farmacos que permite uma

libertagdo controlada e constante de ambos os fa&rmacos.

A primeira fase do trabalho consistiu na impregnacdo do sulfato de gentamicina nas
nanoparticulas de silica e teve como objetivo retardar a libertacdo deste antibiotico. O sulfato
de gentamicina é um farmaco hidrofilico e, desta forma, iria difundir-se muito rapidamente da
matriz polimérica. Assim, incorporando este antibidtico nas nanoparticulas este vai ter que
vencer mais barreiras para se libertar. A analise termogravimétrica permitiu quantificar a GS
presente nas nanoparticulas, tendo-se verificado que o sulfato de gentamicina incorporado nas
nanoparticulas foi de aproximadamente 43 % (m/m). Conclui-se assim que o GS foi
imobilizado com sucesso nas nanoparticulas de silica.

Com o propésito de avaliar a superficie especifica das nanoparticulas de silica puras e
das nanoparticulas de silica carregadas com gentamicina recorreu-se a técnica de adsorcdo
fisica das moléculas de azoto tendo-se verificado uma diminuicdo da area de superficie bem
como o volume do poro das nanoparticulas carregadas com gentamicina (295 m?/g;
0,318 cm®/g) relativamente as nanoparticulas puras (776 m?/g; 0,801 cm®/g). Esta diminuic&o
nos parametros anteriormente referidos indica que o sulfato de gentamicina preencheu os
espacos vazios, demonstrando-se também que o propdsito de incorporar 0 GS nas
nanoparticulas foi alcangado.

A segunda etapa deste trabalho foi dividida em duas abordagens experimentais:
producdo de membranas fibrosas a partir de electrospinning por blending; e producdo de
membranas fibrosas a partir de electrospinning coaxial. Em ambas as abordagens a producéo
de nanofibras teve em conta os diferentes tipos de incorporacdo dos farmacos: GS e DEX
dispersos na matriz polimérica; nanoparticulas de silica carregadas com gentamicina, e a

combinacdo dois (nanoparticulas de silica carregadas com gentamicina e farmaco livre (GS
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e/ou DEX). Todas as amostras obtidas foram caraterizadas pela técnica SEM tendo também

sido analisados o didmetro médio das fibras para cada uma das formulacBes. Todos o0s
conjuntos de imagens apresentaram fibras bem formadas, aleatoriamente distribuidas sendo
que, contrariamente ao desejado, quase todas as membranas apresentavam beads.

Todas as nanofibras obtidas neste procedimento tém didmetros que variam entre 0s 682
e 0s 3366 nm, dimensdes que proporcionam uma relacdo area superficial/volume elevada.

Esta carateristica é favordvel para a incorporacdo e libertacdo de farmacos

Os perfis de libertacdo dos farmacos existentes em cada membrana foram obtidos
através da realizagdo de testes in vitro durante um periodo de 21 dias, em PBS. A andlise da
libertacdo dos farmacos foi realizada separadamente para cada um dos farmacos. O estudo de
libertacdo dos farmacos comprovou que todas as matrizes tiveram tendéncia de libertar a

maior quantidade de farmaco nas primeiras horas.

Nas membranas onde o sulfato de gentamicina € o unico farmaco, obtiveram-se
libertacBes deste antibidtico superiores a 75 % ap6s o periodo de realizagédo do teste (21 dias).
Relativamente ao burst release apresentados por estas membranas estes variam entre os 25 e
0s 63 %.

No que diz respeito as membranas constituidas pelos dois farmacos e relativamente ao
perfil de libertacdo do GS concluiu-se que a adi¢do das nanoparticulas de silica a formulacdo
contribui para uma cinética de libertacdo mais lenta e gradual deste farmaco. Por sua vez,
através do estudo da libertacdo do farmaco dexametasona comprovou-se que a hidrofilicidade
da gentamicina exerce um papel importante na libertacdo deste anti-inflamatério na medida
em que a torna mais rapida. Apds o estudo de libertacdo durante os 21 dias verificou-se que
ainda existia uma elevada quantidade de dexametasona presente nas fibras, concluindo-se por
isso que o mecanismo de libertacdo da dexametasona, em tempos mais longos, podera ser
determinado também pelo processo de degradacdo do polimero e ndo apenas pelo processo de

difusdo do farmaco na matriz polimérica.

Face a estes resultados, conclui-se que foi possivel a libertacdo de ambos os farmacos
durante 21 dias, sendo sempre notorio uma elevada libertacdo inicial nas primeiras horas,
seguida de uma libertacdo mais lenta e gradual em ambos os casos. Este desempenho vai
tornar estas membranas fibrosas extremamente promissoras em cirurgia ortopédica ja que no
tratamento da osteomielite uma elevada concentracdo de antibidtico é necessaria apos a
cirurgia sendo que o segundo e ultimo passo no tratamento desta infe¢do requer uma dosagem

de antibiotico consistente a uma concentragdo mais baixa. Por sua vez, por exibir um perfil de
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libertacdo mais lento, a dexametasona vai atuar durante mais tempo do que a gentamiciana,

minimizando assim uma resposta adversa do organismo a membrana fibrosas.

Finalmente, na realizacdo do estudo in vitro para as membranas coaxiais ndo se
obtiveram o0s resultados desejados j& que, ao invés de se obter uma libertagdo mais lenta e
gradual de ambos os farmacos, obteve-se burst release elevados para todas as membranas.
Este resultado podera estar associado ao facto de o GS estar a superficie das membranas e nao
no nucleo concluindo-se assim que a estrutura nucleo-camada externa poderd nao ter sido

alcancada.

Apds todos estes resultados conclui-se que a técnica de electrospinning se mostrou uma
ferramenta adequada para a obtencdo de fibras poliméricas com didmetros na ordem dos
nanémetros. Para além disso verifica-se que as membranas fibrosas produzidas por
electrospinning por blending possivelmente poderdo ser aplicadas como sistemas de

libertacdo controlada.
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5.2.

Perspetivas Futuras

De futuro ficam algumas propostas de continuidade do trabalho desenvolvido

que passam por:

Efetuar analises da capacidade de crescimento celular e atividade antimicrobiana:
averiguar a atividade antibacteriana do sulfato de gentamicina imobilizado nas
membranas;

Aumentar a quantidade de GS encapsulado nas nanoparticulas de silica aumentando a
concentracdo do farmaco na solucgéo;

Controlar os parametros do processo de electrospinning de forma a obter fibras com
menos beads;

Repeticdo da produgdo das membranas fibrosas produzidas pela técnica
electrospinning coaxial com o objetivo de se obter membranas com a estrutura nucleo-
camada externa;

Realizacdo de testes de biocompatibilidade in vivo: com o proposito de estudar

possiveis efeitos adversos no organismo, tais como inflamacdes.
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Anexo |

ANEXO |- AVALIACAO DA EFICACIA DE CARREGAMENTO DAS
NANOPARTICULAS DE SILICA

Este anexo pretende quantificar a quantidade de GS carregada das nanoparticulas de
silica através da analise termogravimétrica (TGA). Da anélise dos perfis termogravimétricos
obteve-se a seguinte informac&o (Capitulo 4, Figura 4.1, Tabela 4.1):

e Curva das nanoparticulas de silica (NPSi): massa perdida (m NPSiperdidza) = 0 %; massa
permanece (M NPSipermanece) = 100 %;

e Curva do Sulfato de Gentamicina (GS): massa perdida (m GSperdida) = 72,9 %; massa
permanece (M GSpermanece) = 27,1 %);

e Curva das Nanoparticulas de Silica carregadas com gentamicina (NPSiGS) = massa
perdida (m NPSiGSperdida) = 31,52 %; massa permanece (m NPSiGSpermanece) =
68,48 %.

m NPSipermanece =1 X m NPSijpjcjal

m GSpermanece = 0,271 X m GSjpjcial

m NPSiGSinicial =m NPSiinicial +m GSinicial

Considerando que m NPSiGS;,icia1 = 1 (em fracdo massica) resulta:

m NPSijpiciat = 1 — m GSjpjcjal
m NPSiGSpermanece = M NPSipermanece + M GSpermanece
< m NPSiGSpermanece = M NPSiipicial + M GSpermanece
& 0,6848 = (1 — m GSipjcial) + 0,271 X m GSipjcial
& 0,729 X M GSpieia = 0,3152
< M GSjpjcial = 0,432

Logo, ~ 43 % de sulfato de gentamicina estd incorporado nas nanoparticulas de silica.
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Anexo Il

ANEXO Il - PROTOCOLO CURVA DE CALIBRACAO DE
DEXAMETASONA E DO SULFATO DE GENTAMICINA

No presente anexo sdo apresentadas as curvas de calibracéo utilizadas para quantificar -

por fotoespectrometria UV/VIS - a quantidade de GS e DEX libertada ao longo do tempo.

Resultados obtidos para o sulfato de Gentamicina

Para a elaboragdo da curva de calibracdo da GS preparou-se uma solugdo mée,
dissolvendo 10 mg de GS em 100 mL de PBS (C = 100 pg/mL). A partir de aliquotas da
solucdo mde preparam-se cinco solucBes padrdao com concentra¢es na gama 10 -100 pg/mL.
Seguindo o mesmo procedimento experimental executado para as amostras (secgdo 3.3.6),
realizou-se a reacdo de derivatizacdo da GS com aliquotas das solu¢des padrdo, medindo-se
de seguida a absorvancia do produto da reacdo a 332 nm, utilizando cuvetes de poliestireno

descartaveis.

Seguidamente apresentam-se as concentracOes das solucbes de sulfato de gentamicina,

em formato tabela, com as respetivas absorvancias obtidas e a respetiva curva de calibragéo.

Tabela All.1. Concentragdo das solugdes padrédo de sulfato de gentamicina, e os respetivos valores de absorvancia (a
332 nm) apds a reacdo com o reagente OPA, conforme o protocolo descrito na sec¢do 3.3.6.

Nomenclatura ¢ (ug /mL) Absorvancia (nm)

C5 102 0,9593
C4 76,5 0,8195
C3 51 0,4992
C2 26,5 0,2574

Cl 10,2 0,0988
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Figura All.1- Curva de calibragdo do Sulfato de Gentamicina.

Resultados obtidos para a dexametasona

Para a elaboracdo da curva de calibracdo da DEX preparou-se uma solucdo mae,
dissolvendo 13,3 mg de DEX em 50 mL de PBS (C =266 pg/mL). A partir de aliquotas da
solugdo mée preparam-se cinco solucbes padrdo com concentragcdes na gama 2,5 -27 pg/mL.

As absorvancias das cinco solucdes foram medidas a 242 nm, utilizando cuvetes de quartzo.

Tabela All.2-Concentracdo das solugdes padrdo dexametasona e respetiva absorvancia a 242 nm.

Nomenclatura C (ug/mL)  Absorvancia (nm)

C5 26,6 0,9149
C4 19,5 0,7329
C3 13,3 0,5989
C2 6,65 0,3902
Cl 2,66 0,2328
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30



