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RESUMO

A administracdo oftdlmica de farmacos € maioritariamente realizada na forma de
colirios. Estes sistemas sdo ineficientes pois requerem aplicagdes frequentes, conduzem a
perdas significativas de farmaco (cerca de 95%) e podem causar efeitos secundarios. Para
aumentar a eficiéncia e reduzir os efeitos secundarios, tem-se procurado desenvolver sistemas
de libertacdo controlada de farmacos sob a forma de lentes de contacto ou inser¢Ges oculares,
ambas carregadas com farmaco. Estes sistemas apresentam-se promissores, uma vez que 0
tempo de contacto com o olho é prolongado e a perda de farmaco é minimizada.

Neste trabalho, foram preparados varias membranas de base quitosano, tendo sido
selecionadas duas delas para o desenvolvimento de sistemas de libertacdo controlada de um
farmaco: membranas de quitosano/poli(alcool vinilico) reticuladas com glioxal (CS/PVA) e
membranas de quitosano modificado com &cido latico e de PVA, reticuladas com glioxal(CS-
LA/PVA). Estas membranas foram caracterizadas por refratometria, goniometria de angulos de
contacto, transmitancia e analise termomecanica dinamica (DMTA). Os resultados da
caracterizacdo demonstraram que a membrana de CS/PVA reticulada com glioxal foi a que
apresentou propriedades mais adequadas a sua utilizagdo como lente de contacto. Nelas foi
incorporado o farmaco anti-inflamatério 21-fosfato dissddico de dexametasona, por ocluséo e
por soaking. Quando o farmaco foi incorporado por oclusdo, os resultados mostraram que
equilibrio foi atingido mais cedo para a membrana de CS-LA/PVA do que para a membrana de
CS/PVA, libertando esta ultima mais farmaco. Ja na incorporacdo por soaking, a libertacdo foi
igualmente rapida mas as membranas de CS/PVA e de CS-LA/PVA apresentaram um perfil de
libertacdo semelhante.

Adicionalmente, prepararam-se nanoparticulas de quitosano-poli(acido acrilico)
(CS/PAA) e microparticulas de silicone, adicionando-as as membranas de CS/PVA reticuladas
com glioxal durante a sua preparacdo. Determinou-se o tamanho das particulas e a sua
morfologia e estudou-se a libertacdo de duas formas do farmaco. Para o sistema contendo
microparticulas de silicone foi estudada a libertagdo de dexametasona, enquanto que para o
sistema com nanoparticulas de CS/PAA fez-se uso de 21-fosfato dissodico de dexametasona.
A libertacdo de farmaco a partir da membrana com microparticulas de silicone apresentou um
perfil muito irregular na fase inicial. A membrana com nanoparticulas de CS/PAA, com
farmaco incorporado por ocluséao, apresentou um perfil com duas libertacdes, enquanto que na
membrana com farmaco incorporado por soaking e ocluso nas nanoparticulas, o perfil obtido
apresentou uma libertacdo mais lenta e uma maior quantidade de farmaco libertada em relacdo

a membrana de CS/PVA sem particulas.






ABSTRACT

Ophthalmic drug delivery is generally carried out in the form of eye drops. These
systems are inefficient because they require frequent applications, lead to significant drug loss
(about 95%) and cause side effects. To increase efficiency and reduce side effects, there have
been attempts at developing controlled release systems based on drug-loaded contact lenses and
drug-loaded ocular insertions. These are promising systems since the contact time with the eye
is prolonged and the drug loss is minimized.

In this work, several chitosan-based membranes were prepared and two of them were
selected for developing a controlled drug release system: chitosan/poly(vinyl alcohol )
membranes (CS/PVA) crosslinked with glyoxal and chitosan membranes modified with lactic
acid and PVA (CS-LA/PVA), crosslinked with glyoxal. These membranes were characterized
by refractometry, contact angle goniometry, transmittance and dynamic mechanical thermal
analysis (DMTA). The characterization results demonstrate that the CS/PVA membrane
crosslinked with glyoxal revealed the most adequate properties for an application as contact
lens. Dexamethasone 21-phosphate disodium salt, an anti-inflammatory drug, was incorporated
in the membranes by occlusion and by soaking. When the drug was impregnated by occlusion,
the results showed that equilibrium was reached sonner for the CS-LA/PVA membrane than
for the CS/PVA membrane, which released more drug. In the case of drug incorporation by
soaking, drug release was also fast but CS/PVA and CS-LA/PVA membranes showed similar
release profiles.

In addition, chitosan-poly(acrylic acid) (CS/PAA) nanoparticles and silicone
microparticles were prepared, adding them to the CS/PVA membranes crosslinked with glyoxal
during their preparation.. The particle size and morphology were determined and the release of
two forms of the drug was studied. For the system with silicone microparticles, dexamethasone
was used, whereas for the system containing CS/PAA nanoparticles dexamethasone 21-
phosphate disodium salt was used. The drug release profile of the membrane with silicon
microparticles was very irregular in its initial stage. The membrane with CS/PAA
nanoaparticles, with drug incorporated by occlusion, showed a profile with two release phases,
whereas the membrane with drug incorporated by soaking and inside the nanoparticles had a
slower release and a greater amount of drug released in comparison to the membrane without
CS-PAA nanoparticles.
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OBJETIVOS

A maioria das formulacGes oftalmoldgicas para o tratamento de doencas oculares sao
administradas na forma de colirios. Esta forma de dosagem convencional representa cerca de
90% das formulacdes atualmente comercializadas [1]. As razdes para a selecao destas solucdes
devem-se, principalmente, ao facto de apresentarem custos favoraveis e da simplicidade no
desenvolvimento e producdo da formulacdo [2]. Apesar da excelente aceitacdo por parte dos
pacientes, um dos principais problemas encontrados € a perda rapida de farmaco na zona pré-
corneal [1]. A acdo do medicamento aplicado é condicionada por diversos fatores, de entre 0s
quais se destacam o mecanismo fisioldgico protetor, responsavel por grandes perdas de farmaco
por via lacrimal, e a rapida absorcdo de farmaco através da conjuntiva. Apenas cerca de 5% do
farmaco aplicado penetra na cornea e atinge o tecido ocular, enquanto que o restante é absorvido
pela conjuntiva ou entra na corrente sanguinea, podendo causar efeitos secundarios indesejaveis
[3]. Além da baixa taxa de penetracdo na cornea, o curto periodo de permanéncia origina uma
elevada variabilidade na concentracdo de farmaco nos tecidos intra-oculares e conduz a
necessidade de instilagbes frequentes de solucdes altamente concentradas, que poderdo
conduzir a uma eventual diminuicdo da taxa de adesdo dos doentes aos tratamentos [1, 4].
Devido a estas restricdes, as formas de dosagem mais frequentemente utilizadas, solucdes e
suspensoes, estdo comprometidas na sua eficacia.

Para melhorar a biodisponibilidade de farmaco no olho, prolongar o seu tempo de
residéncia e reduzir os efeitos colaterais, 0 desenvolvimento de novos sistemas de libertacao de
farmacos, para administracdo oftalmoldgica, tem sido objeto de investigacdo. Neste contexto,
as lentes de contacto parecem constituir uma abordagem promissora, devido ao tempo
prolongado de contacto com o olho. O seu papel pode ser importante no periodo pés-cirirgico
e na protecdo da cdrnea, durante os processos de crescimento e adesdo célular, que conduzem
a sua cicatrizacdo. As insercfes oculares também podem constituir um importante veiculo de
libertacdo prolongada de farmaco, na medida em que estdo em permanente contacto com o olho.

Pretende-se, com a realizacdo deste trabalho, desenvolver membranas que possam ser
utilizadas como lentes de contacto ou inser¢Ges oculares terapéuticas pos-operatorias, que
permitam uma concentracdo de farmaco constante e eficaz no filme lacrimal durante um
periodo de tempo prolongado. Para isso prepararam-se membranas de base quitosano pela
técnica de evaporacédo do solvente.
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CapriTULO 1

1. INTRODUCAO

1.1. Anatomia e fisiologia do olho

De modo a estudar e desenvolver um sistema de libertacdo de farmaco eficaz, é
necessario um bom conhecimento da anatomia e fisiologia do olho (globo ocular). O globo
ocular é uma esfera assimétrica com cerca de 25 milimetros de didmetro, sendo responsavel
pela captacdo da luz refletida pelos objetos e por transformar essa percecdo em impulsos
elétricos, a serem processados e interpretados a nivel cerebral [5]. A Figura 1 mostra o olho

humano e uma sec¢do transversal do mesmo [6]. Este 6rgdo pode ser dividido em duas partes:

e e Esclera

Cordide

Esclera
Conjuntiva

Pupila

Figura 1 - Anatomia do olho humano [6].

0 segmento anterior e 0 segmento posterior. O segmento anterior inclui a pupila, iris, cornea,
corpo ciliar, humor aquoso e cristalino. O segmento posterior envolve dois tergos do olho,
compreendendo a retina, humor vitreo, macula, coréide e nervo 6tico [7]. A luz que penetra no
olho é parcialmente refratada na cdrnea, passa através do humor aquoso e da pupila, é
seguidamente refratada no cristalino, atravessando o humor vitreo e convergindo na retina [8].
Uma outra estrutura associada ao olho é o sistema lacrimal, mostrado na Figura 2 [9]. Este
sistema inclui o sistema secretor e 0 excretor. As lagrimas sdo produzidas pelo sistema secretor

e drenadas pelo sistema excretor. O sistema lacrimal excretor drena a lagrima, produzida na
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Ponto superior ( ~a-———Glandula lacrimal

Canaliculo superior

Saco lacrimal

Ponto inferior
Canaliculo inferior

N
\f{l— Ducto nasolacrimal
N\

-~

Figura 2 - O sistema lacrimal (adaptado de [9]).

glandula lacrimal, atraves dos pontos lacrimais superior e inferior, passando pelos canaliculos
superior e inferior, canaliculo comum, saco lacrimal e ducto nasolacrimal, até a cavidade nasal
[10]. O sistema permite um fluxo continuo de modo a evitar a desidratacdo da cOrnea e a

assegurar a limpeza da superficie ocular.

1.2. Biodisponibilidade de farmaco no olho humano

Os medicamentos usados para tratamento de infegcdes oculares podem ser administrados
por via sistémica, periocular e topica. Por via sistémica, o acesso dos farmacos ao olho é
dificultado por diversas barreiras bioldgicas, requerendo doses mais elevadas e levando a
efeitos secundarios. As injecOes perioculares sdo realizadas por baixo da conjuntiva, onde o
farmaco administrado atravessa a esclera e passa para o interior do olho por difusdo. Esta via é
normalmente utilizada para administracdo de antibioticos e antivirais de infecdes graves no
segmento anterior do olho [11]. As formas de dosagem administradas por via topica incluem
solucdes, emulsdes, suspensdes, pomadas, géis oftalmicos e inser¢des oculares [11]. As lentes
de contacto também estdo incluidas nesta forma de dosagem. Contudo, a sua aplicagdo destina-
se apenas a profilaxia de infecBes em situacbes pos-operatdrias. A administracao por colirios é
considerada o método mais popular e bem aceite, devido a sua facilidade de administracéo, mas
tem como desvantagem o facto de que a maior parte do volume instilado € eliminado a partir
da area pré-corneal, resultando numa fraca biodisponibilidade. Isto ocorre devido a absor¢éo na
conjuntiva, a baixa permeabilidade da cornea, ao lacrimejamento e ao reflexo de piscar [12]. O
saco conjuntival tem um volume de aproximadamente 15-30 pL e o volume do filme lacrimal
é de 7-8 pL. A taxa de renovacéo da lagrima é de cerca de 16% por minuto, que corresponde a
15 a 20 movimentos abrir/fechar o olho [13]. Quando uma gota de solucdo farmacéutica é
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instilada, o farmaco mistura-se com o fluido presente no filme lacrimal, tendo um tempo de
residéncia curto, de aproximadamente 2 minutos [14]. O volume de uma gota administrada
varia normalmente entre 50 a 100 pL: deste modo, sera perdida uma quantidade substancial de
farmaco por transbordo [13]. Como resultado de todos estes fatores, menos de 5% do farmaco
administrado entra no olho [12]. Para ultrapassar esta situacdo, muitos farmacos sao utilizados
em elevadas concentracdes, causando efeitos adversos. Além disto, sdo necessarias instilacbes
frequentes para manter o nivel terapéutico de farmaco continuo [15].

A biodisponibilidade de farmaco no olho também depende das propriedades fisico-
quimicas do farmaco, nomeadamente a solubilidade, lipofilicidade, tamanho molecular, forma,
carga elétrica e grau de ionizagdo. Estas propriedades afetam o percurso do farmaco até ao seu
local de agdo, bem como a taxa de penetracdo na cornea. No que diz respeito a permeabilidade

da cornea, a lipofilicidade do farmaco é uma propriedade muito importante [16].

1.3. Sistemas de libertacéo controlada de farmacos

Os sistemas de libertacdo controlada de farmacos tém sido estudados ao longo do tempo
de modo a ultrapassar os problemas dos sistemas convencionais de administracao de farmacos.
As principais motivacGes destes sistemas sdo a possibilidade de administracdo de um farmaco
numa quantidade 6tima por um periodo de tempo desejado, permitindo evitar oscilacdes da
guantidade de farmaco presente no organismo durante o tratamento, assegurando uma maior
biodisponibilidade, reduzindo os efeitos secundarios possiveis e aumentando o efeito
terapéutico desejado. Neste contexto, o termo farmaco engloba todos os compostos bioativos
administrados com intuito terapéutico [17].

Nestes sistemas, o farmaco esta incorporado ou ligado a uma matriz polimérica, em
geral. A matriz polimérica é responsavel por contornar as propriedades fisico-quimicas
limitantes do farmaco, melhorando, desta forma, a farmacodinamica (potencializagdo do efeito
terapéutico), farmacocinética (controlo da absor¢éo e distribuicdo nos tecidos) e os efeitos
toxicologicos (reducdo da toxicidades local e sistémica) dos mesmos [18].

O desenho de um sistema de libertagcdo controlada implica a consideracdo de diversos
fatores, tais como as propriedades do farmaco, as vias de administracdo, 0 mecanismo e o tempo
da libertacdo [19] e as caracteristicas mecanicas, fisicas, quimicas e bioquimicas do material
utilizado como suporte [20].

Em geral, os sistemas de libertacdo controlada produzem niveis sanguineos do fa&rmaco

mais constantes que as formas tradicionais de administracao, tais como por injecao, por colirios
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ou por pomadas. A Figura 3 ilustra as mudancas dos niveis de farmaco no sangue, utilizando

diferentes tipos de administracdo [21]. Como se pode observar, numa Unica dose, a

------------- Dose tinica
T — — — — —  Virias doses

Libertacido Controlada

Indice
terapéutico

Concentraciio de firmaco

H I == N
g Sub-medicagio - \
. “' Sal . ~

L » Tempo terapéutico pretendido «—— Tempo

Figura 3 - Variagdo da concentracéo de fArmaco no sangue em funcéo do tempo, para diferentes tipos de administracéo do
medicamento [21].

concentracdo de fA&rmaco no sangue aumenta rapidamente e decai exponencialmente assim que
0 medicamento é metabolizado e/ou eliminado. A Figura 3 também mostra as concentraces
acima do qual o farmaco produz efeitos secundarios indesejaveis e abaixo do qual o farmaco
ndo é terapeuticamente eficaz. A diferenca entre estes dois niveis é conhecido como indice
terapéutico. Com uma simples dose administrada, o tempo com que a concentracao de farmaco
é superior ao nivel minimo eficaz s6 pode ser prolongado aumentado o tamanho da dose.
Contudo, ao fazé-lo, a concentracdo de farmaco no sangue aumenta para um nivel toxico. Por
esta razdo, o desenvolvimento de sistemas de libertacdo controlada de farmaco, que mantenham
constante a concentracdo de farmaco no sangue, por longos periodos de tempo, sem atingir
niveis toxicos, é de grande interesse [8].

Existem indmeros estudos de sistemas de libertacdo ocular de farmacos. Tém sido
estudadas formulacdes com varios polimeros com o intuito de aumentar a viscosidade. Deste
modo, o tempo de contacto do fArmaco com o olho é maior e a sua taxa de eliminacdo é menor
[22, 24]. Este caso baseia-se no facto de que 0 aumento do tempo de contacto entre o farmaco
e a superficie ocular pode aumentar a biodisponibilidade. Contudo, os estudos indicam que esta
abordagem apresenta limitagdes, pois as formulagdes sdo liquidas e capazes de serem
eliminadas pelo olho pelos fatores abordados anteriormente [16].

As formas de dosagem coloidais também tém sido alvo de grande interesse por parte
dos investigadores. Estes sistemas coloidais consistem em pequenas particulas, como
lipossomas, nanoparticulas e microemulsdes, suspensas numa solucdo aquosa [16]. Estudos

demonstraram que nanoparticulas [25, 26] e nanocapsulas [27, 28] séo capazes de aumentar a
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penetracdo de farmaco na cornea, reduzindo assim a absor¢do sistémica. No entanto, uma
limitacdo destes sistemas coloidais é a sua incapacidade de permanecer na superficie do olho
por longos periodos de tempo e, por conseguinte, ndo proporcionar uma libertagdo prolongada

do farmaco.

1.3.1. Lentes de contacto

As lentes de contacto sdo um dispositivo 6tico colocado sobre a cérnea do olho. Séo
amplamente utilizadas em oftalmologia para corrigir deficiéncias visuais ou para fins
cosméticos e terapéuticos. As lentes de contacto sdo polimeros covalentemente reticulados que
formam uma rede tridimensional, capaz de reter uma solucdo aquosa de farmaco. Apesar das
lentes de contacto convencionais, constituidas por hidrogéis, apresentarem capacidade para
captar certos farmacos, a sua capacidade para assegurar o controlo da libertacéo €, ainda, algo
reduzida. O recurso a lentes de contacto hidrofilas (SCL - Soft Contact Lenses), como sistemas
de libertacdo de farmacos, tem merecido especial interesse, devido ao seu elevado grau de
conforto, biocompatibilidade e aumento do tempo de contacto do farmaco com o olho,
reduzindo o desperdicio do medicamento e os efeitos adversos [29].

Tradicionalmente, o carregamento de farmaco baseia-se na imersao da lente de contacto
numa solucdo de farmaco de concentragdo conhecida, durante algumas horas, de modo a que a
lente absorva agua que, por sua vez, transporta o farmaco. Este método é designado por
absorcéo ou soaking [12]. Embora esta abordagem seja mais eficiente do que a administracédo
de farmaco por colirios, existem algumas limitacbes. Em primeiro lugar, a quantidade de
farmaco que pode ser incorporado na matriz da lente é limitada pela solubilidade de equilibrio
do farmaco na matriz da lente, sendo pequeno na maioria dos farmacos hidrofébicos. Em
segundo lugar, se o farmaco é incorporado na matriz por absorcédo, todo ele € libertado em
poucas horas [30]. Assim, as lentes de contacto carregadas por este método ndo conseguem
fornecer uma libertacdo de farmaco lenta e prolongada. Outro método de veiculagao do farmaco
na lente de contacto € por oclusdo, que consiste no aprisionamento da substancia ativa no
interior do polimero. Para tal, dissolve-se as moléculas de farmaco diretamente na mistura
reacional, juntamente com os mondmeros, permitindo que o farmaco fique retido no interior da
matriz polimérica. Contudo, este método ndo é muito Gtil para farmacos hidrofébicos devido a
sua fraca solubilidade na mistura de polimerizagdo que, em geral, contém 2-
hidroxietilmetacrilato (HEMA). De modo a ultrapassar estas limitagdes, tém sido estudadas
diversas estratégias. A duracdo da libertacdo de farmaco pode ser aumentada pela dispersao

uniforme, no interior da matriz da lente, de nano ou microparticulas pré-carregadas com
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farmaco [14]. A libertacdo do farmaco serd mais lenta uma vez que este difunde primeiro
através das particulas, penetra a matriz da lente e alcanca o filme lacrimal pds-lente, uma fina
camada de lagrima situada entre a cérnea e a superficie da lente, como mostra a Figura 4.

Diversas outras técnicas tém sido estudadas de modo a criar barreiras a difusdo do

Lente de contacto

. . carregada com particulas
Filme lacrimal

pos-lente Nanoparticulas

Cornea

Figura 4 - Esquema de lente de contacto carregada com nanoparticulas no olho [30].

farmaco. Uma delas é a modificacdo/revestimento da superficie das lentes de contacto
comerciais. O revestimento com lipossomas [31] ou com polieletrdlitos [32] e a modificacao
da superficie com plasma [33] sdo alguns dos métodos estudados para retardar a libertacdo do
farmaco. Outra abordagem centra-se na incorporacdo de vitamina E em lentes de contacto.
Estudos revelaram que o carregamento de vitamina E em lentes de contacto proporciona um
aumento da duracéo de libertacdo de diversos farmacos [34-36].

Outra estratégia de melhoria é a modificacdo do material da lente, durante o processo de
polimerizacdo, pois as propriedades da lente podem influenciar o carregamento/libertacédo de
farmaco. Por exemplo, Santos et al. estudaram a copolimerizacdo de HEMA com diferentes
mondmeros, de modo a controlar as propriedades da libertacdo de farmaco [37]. Outros
investigadores abordaram o uso de impressdo molecular durante a formacdo do hidrogel,
permitindo uma maior afinidade deste para com as moléculas de farmaco [38, 39]. Esta técnica
consiste na criagdo de “cavidades” com memoria molecular dentro da matriz por polimerizagéo

na presenc¢a de uma molécula molde.

1.3.2. Insercdes oculares

Insergdes oculares séo dispositivos, na forma de discos finos ou pequenos cilindros,
feitos a base de polimeros e colocados no saco conjuntival superior ou inferior e, em alguns

casos, colocados diretamente na cornea [40]. A sua longa permanéncia na area periocular pode
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resultar numa maior disponibilidade de farmaco, em relagdo as formulacdes liquidas. Estes
sistemas podem ser insollveis, necessitando de ser removidos apds um determinado periodo de
tempo ou podem ser projetados para se dissolverem, erodirem ou biodegradarem na superficie
ocular. Ocusert®, foi o primeiro sistema bem sucedido de libertagdo de pilocarpina para o
tratamento do glaucoma e tem sido comercializado desde 1974 [41]. Este dispositivo consiste
num reservatorio de pilocarpina-alginato entre duas membranas de etileno-acetato de vinilo,

sendo capaz de libertar farmaco a uma taxa lenta e constante durante 7 dias.

1.4. Sistemas de libertacéo controlada de base polimérica

Os polimeros representam uma das classes de materiais mais versateis disponiveis para
aplicacdes em diversas areas, inclusive a farmacéutica. Os polimeros para fazerem parte de um
sistema de libertacdo controlada necessitam de preencher alguns requisitos, como serem
biocompativeis e os seus produtos de decomposicao ndo poderem apresentar toxicidade para o
organismo. As suas propriedades hidrofilicas e hidrofébicas sdo também um fator importante,
uma vez que o corpo humano € maioritariamente constituido por dgua. Por Gltimo, a viabilidade
do polimero para uma determinada aplicacdo depende de uma caracteristica muito importante,
a biodegradabilidade [42]. Os sistemas de libertacdo controlada de base polimérica podem ser
classificados de acordo com o mecanismo que controla a libertacdo de farmaco, destacando-se

trés categorias como apresenta a Tabela 1.

Tabela 1 - Classificagdo dos sistemas de libertacdo controlada [8].

Tipo de sistema Mecanismo de taxa de controlo
Difusédo controlada
e Sistemas de reservatorio

Difusdo através da membrana

e Sistemas monoliticos ou matriciais e Difusdo através da matriz polimérica
Controlados por solvente
e Sistemas osmaticos e Transporte osmotico de agua através
da membrana semipermeavel
e Sistemas controlados por absorcao de e Absorcdo de agua pela matriz
agua (swelling) polimérica
Quimicamente controlados
e Sistemas monoliticos e Desintegracdo da matriz por eroséo e
difusdo
e Sistemas de cadeia pendente e Hidrdlise/agdo enzimatica e difusdo

através da matriz polimérica
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Os sistemas de libertacao controlados por difuséo encontram-se divididos em dois tipos:
sistemas de reservatorio e sistemas matriciais. Num sistema matricial, o farmaco encontra-se
uniformemente disperso ou dissolvido numa matriz polimérica, sendo a taxa de libertacéo
controlada pela taxa de difusdo do farmaco
atraves dessa mesma matriz, como mostra a

Figura 6 [8]. Nos sistemas de reservatorio, o

farmaco estd contido num nucleo rodeado por

4

uma camada ou membrana polimérica através da Tempo
qual se difunde lentamente. A taxa de libertagdo  Figura 6 - Sistema de administragao de farmaco
; ; ) matricial [44].
do farmaco é controlada pelas propriedades do
polimero (p. ex., composicdo e massa molecular), pela espessura do revestimento e pelas
propriedades fisico-quimicas do farmaco, tais como a solubilidade, o tamanho da particula do

farmaco e a massa molecular [43]. O sistema

mostrado na Figura 5a ilustra um sistema de
reservatorio de libertacdo transdérmica, onde o
farmaco é libertado apenas de um dos lados do

sistema, enquanto que, a Figura 5b representa

um sistema de reservatério para implantes ou

administracdo oral [44].

Figura 5 - Sistema da administracéo de farmaco do tipo

Os sistemas de Iibertagéo ativados por reservatorio: a) sistemas transdérmicos e b) sistemas de
implante ou orais [44].

solvente estdo também divididos em dois tipos:
sistemas controlados por pressdo osmética e sistemas controlados pela absorcdo de dgua. O
sistema de libertacdo controlada por pressdao osmotica baseia-se no fenémeno da osmose,
processo de difusdo da agua que ocorre quando duas solucdes de diferentes concentracGes de
soluto sdo separadas por uma membrana permeavel apenas as moléculas de solvente. Este
sistema consiste num reservatorio, constituido por uma membrana polimérica semipermedavel
que permite a passagem das moléculas de dgua mas impede o movimento das moléculas de
farmaco. Esta membrana possui um orificio que permite a passagem de farmaco quando a
pressdo osmatica aumenta. No interior do reservatdrio encontra-se o farmaco no estado sélido
e uma solucdo saturada de farmaco. A diferenca de concentragdes de farmaco no interior e
exterior da membrana gera um fluxo de agua do exterior para o interior forcando a solucgéo
saturada a sair pelo orificio presente na membrana [45].

Nos sistemas controlados pela absorcdo de &gua, o farmaco é disperso numa matriz
polimérica constituida por um polimero hidrofilico (hidrogel). A entrada de 4gua no hidrogel,
controlada pelo grau de hidrofilicidade da matriz polimérica, expande a rede polimérica,
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aumentando a mobilidade das cadeias poliméricas, ocorrendo a libertacdo do farmaco por
difusdo [42].

Os sistemas de libertacdo quimicamente controlados incluem todas as formulagfes
poliméricas onde a difusdo de farmaco é controlada pela desintegracdo da matriz polimérica
[46]. Nos sistemas monoliticos, o farmaco, inicialmente disperso numa matriz polimérica, é
libertado assim que o polimero comeca a erodir ou a degradar [47]. J& nos sistemas de cadeia
pendente, as moléculas de farmaco estéo ligadas covalentemente a cadeia principal do polimero
através de ligacOes facilmente degradaveis. Assim, a medida que o polimero entra em contacto
com a agua ou outros agentes com capacidade de provocar hidrdlise (p. ex., enzimas capazes

de catalizar reagdes de hidrdlise), o farmaco é libertado a uma taxa controlada [47].

1.4.1. Polimeros utilizados na preparacédo das membranas

O polimero principal utilizado na preparacdo das membranas foi o quitosano, poli(1,4)-
2-amino-2-desoxi-B-D-glucose. Este composto é um polissacarideo formado por unidades de
glucosamina unidas por ligagdes p(1—4), sendo produzido por desacetilacdo da quitina (Figura
7). A quitina, composta por unidades de N-acetilglucosamina unidas por ligagoes B(1—4), é um

polissacarideo encontrado no exoesqueleto dos crustaceos, nas carapagas dos insetos e nas

: OH OH OH

C
NaOH C HE
HOF10 HO HO
HO Desacetilacao N
NH, NH, BE
& e ~n
s _n
Quitina Quitosano

Figura 7 - Desacetilagdo da quitina para obten¢do de quitosano.

paredes celulares de fungos e outros microrganismos, como leveduras [48,49]. A pequena
diferenga na estrutura quimica da quitina e do quitosano tem extrema importancia em termos
da sua utilidade em sistemas de libertag&o de farmaco. Tem-se verificado que o quitosano, para
além de ser natural e biodegradavel, ndo é toxico e € biocompativel. Além disto, possui
caracteristicas antimicrobianas e antifangicas [50]. O mecanismo exato da a¢do antimicrobiana
do quitosano ainda permanece desconhecido, mas 0 mais aceitavel sugere que a presenca da

carga positiva do grupo amina na sua estrutura interage com a carga negativa das membranas
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das células microbianas, conduzindo a rutura da membrana celular e a saida dos componentes
intracelulares dos microrganismos [49]. Este polimero é insolivel em agua, mas solivel em
solugdes com pH inferior a 6,5, apresentando grande capacidade em formar filmes [51]. As
propriedades dos filmes de quitosano podem depender de varios parametros tais como, 0 peso
molecular do polimero, o grau de desacetilacdo e do &cido usado como solvente [52]. Todas
estas propriedades tornam o quitosano bastante estudado na industria farmacéutica e biomédica,
dado seu potencial no desenvolvimento de sistemas de libertagdo de farmaco [7]. Na Tabela 2

sdo indicadas as varias formas em que o quitosano tem sido investigado na area da oftalmologia.

Tabela 2 - Formas de quitosano investigadas em oftalmologia.

Forma de quitosano Aplicagéo

Lentes de contacto Cicatrizacéo de feridas na cornea [53]
Solucéo Cicatrizacdo de feridas na cornea [54]
Solucéo Olho seco [55]

Solucéao Retencdo prolongada [56]

Lipossomas revestidos Melhoria da retencdo da cérnea [57]
Nanocépsulas revestidas Retencdo prolongada [58]

Microesferas Melhoria da permeabilidade da cornea [59,60]
Nanoparticulas Retencdo prolongada [61,62]

Na preparacdo das membranas de base quitosano foram ainda utilizados dois polimeros
sintéticos: poli(alcool vinilico) (PVA) e poli(vinil butiral) (PVB). As propriedades do PVA
(Figura 8) tais como, elevada transparéncia, hidrofilicidade e o seu carécter hidratante tornam-
no num potencial polimero para ser usado em lentes de contacto [63]. O PVB (Figura 9) foi
utilizado devido as suas propriedades mecanicas, como elevada resisténcia e tenacidade, e para

dar origem a filmes transparentes e ser flexivel [64].

OH

n
Figura 8 - Estrutura quimica do PVA.
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CH3 i
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Figura 9 - Estrutura quimica do PVB (adaptado de [64]).

1.4.2. Nanoparticulas

Embora ndo exista uma defini¢do Unica do que é uma nanoparticula, aquela que retne
mais consenso define nanoparticulas como sendo particulas em que pelo menos uma das suas
dimensdes tem um tamanho inferior a 100 nm [65]. No entanto, em areas como a libertacdo
controlada de farmacos, é comum classificar as nanoparticulas como sendo particulas com
menos de 1 um de didmetro [66]. As nanoparticulas tém-se tornado uma importante area de
pesquisa, devido a sua capacidade em libertar uma larga gama de medicamentos em diferentes
areas do corpo humano, por periodos de tempo prolongados. O farmaco pode ser dissolvido,
encapsulado, adsorvido ou retido na matriz de nanoparticulas, dando origem a diferentes
terminologias como nanoparticulas, nanoesferas ou nanocapsulas, com diferentes propriedades
e caracteristicas de libertacdo do agente terapéutico. Nanoesferas sdo sistemas esféricos
constituidos por uma matriz macica no qual o farmaco é uniformemente disperso ou
solubilizado, enquanto que nanocapsulas sdo sistemas vesiculares, em que o farmaco esta
confinado numa cavidade rodeada por uma membrana polimérica [67].

FormulacGes de nanoparticulas carregadas com farmaco séo faceis de aplicar no olho
sendo, mais vantajosas em relacao a solugdes de gotas para olhos, na medida em que prolongam
0 tempo de contacto com o olho, reduzindo a frequéncia de administracdo. Para uma retencédo
efetiva no saco conjuntival é essencial produzir nanoparticulas com materiais bioadesivos, a
fim de ndo serem tdo depressa eliminadas da area pré-corneal como as solucGes aquosas [68].
Exemplos de polimeros bioadesivos ja utilizados incluem o poli(acido acrilico) e os polimeros
naturais quitosano e alginato de sodio [68]. A importancia do tamanho da nanoparticula é um
fator importante, uma vez que tamanhos maiores podem causar uma sensacgao de desconforto
no olho.

Os polimeros mais usados para a producdo de nanoparticulas tém sido o poli(acido
latico) (PLA), poli(acido glicélico) (PGA) e os seus copolimeros, poli[(acido latico)-co-(&cido

glicolico)] (PLGA), conhecidos pela sua biocompatibilidade e biodegradabilidade. A taxa de
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libertacdo de farmaco pode ser manipulada pela variacdo da proporcao de PLA, que aumenta a
hidrofobicidade e o tempo de degradacéo da matriz polimérica, enquanto que, 0 PGA aumenta
a hidrofilicidade [66]. No caso de se produzir nanoparticulas apenas com polimeros hidrofilicos,
é necessario existir algum tipo de reticulacdo entre as cadeias polimericas para que as particulas
ndo se dissolvam em contacto com o0 meio aquoso.

Nanoparticulas a base de quitosano tém recebido um crescente interesse como sistemas
de libertagdo controlada de farmacos. O quitosano apresenta propriedades mucoadesivas devido
a sua capacidade para criar forcas de atracdo moleculares por interacdes eletrostaticas com as
cargas negativas da mucosa [7]. O carater mucoadesivo € significantemente maior a pH neutro
ou ligeiramente alcalino, como é o caso do filme lacrimal [69]. De Campos et al. [62],
reportaram as vantagens destes sistemas incluindo a capacidade de contactar com a superficie
ocular aumentando assim a libertacdo nos tecidos oculares sem comprometer a exposi¢do do
farmaco a nivel sisttmico. De Salamanca et al. [61] concluiram que as nanoparticulas de
quitosano penetram facilmente nas células epiteliais da conjuntiva e sdo bem toleradas na
superficie ocular dos coelhos.

A producdo de nanoparticulas é mais complexa em comparacdo com as formulacfes
aquosas. Varios méetodos de preparacdo de nanoparticulas poliméricas tém sido investigados,
tais como precipitacdo, dessolvatacdo, emulsificacdo/difusdo do solvente, polimerizagcdo em
emulsdo, gelificagdo ionotropica, etc.. A selecdo do método de fabrico depende das
propriedades do polimero e farmaco utilizados. O tamanho das particulas pode desempenhar

um papel importante na estabilidade fisica e biodisponibilidade do farmaco [68].

1.4.3. Difusdo de um farmaco no interior de uma matriz polimérica

A difusdo é um processo de transferéncia de massa de um local para outro no interior
de um dado sistema, devido a um gradiente de concentracdo, ou seja, é o transporte de um
componente de uma regido onde a sua concentracdo é elevada para uma regido onde a
concentracdo é mais baixa.

Segundo a primeira lei de Fick para a difusdo em estado estacionario, proposta em 1855,
a massa da substancia que passa através de uma sec¢édo, por unidade de tempo, é proporcional
ao gradiente de concentracdo na mesma dire¢do. Deste modo, a proporcionalidade entre o fluxo

(J) e o gradiente de concentracdo é dada pela Equacéo (1):

J=-D dc (1)

dx
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sendo D o coeficiente de difusdo, / o fluxo em massa por unidade de area e tempo, C a
concentracdo de farmaco e x a direcdo da difusdo do farmaco. O sinal negativo nesta expressdo
indica que a direcdo da difuséo se da contra o gradiente de concentracdo, isto é, da concentragao
mais alta para a concentracdo mais baixa. Em solucGes de farmaco diluidas, o coeficiente de
difusdo pode admitir-se constante, no entanto, em matrizes poliméricas, este depende ndo s6 da
concentracdo do farmaco como de outros parametros, como a densidade de reticulacdo, o grau
de ramificacéo, o grau de cristalinidade e o tamanho das zonas cristalinas [70]. A primeira lei
de Fick permite determinar a taxa de difuséo em condi¢Ges em que o perfil de concentracdo ndo
depende do tempo. Contudo, a maioria das situacdes préaticas envolvendo a difusdo ocorrem em
condicdes de estado ndo-estacionario, também designado de estado transiente, pelo que a
primeira lei de Fick deixa de ser valida. Assim, a lei proposta para a transferéncia de massa em
estado transiente é conhecida pela segunda lei de Fick e é representada pela Equacéo (2):

acC 92C
D— 2

EE: 0x?

sendo as condigdes iniciais e de fronteira:

l l
t=20 —E<x<§ C:CO

l
t>0 x=15 C=0G
onde C, é a concentracdo inicial de farmaco presente no sistema, C; a concentracdo de farmaco
na superficie do sistema e [ a espessura do filme onde o farmaco se encontra imobilizado (como
mostra a Figura 10). Assim, integrando a equacdo (2), a equacéo de difusdo do composto ativo

pode ser expressa pela Equacéo (3):

t=0 >0
Co 1o
a\‘

| | G
*+| =]
1 1
Figura 10 - Esquema representativo da libertagao de farmaco a partir de uma matriz polimérica, em que [ é a espessura da

matriz, C, a concentracdo inicial de farmaco e C; a concentragdo de farmaco a superficie do sistema.
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1
2

%24(Dt> 3)

M, i

onde [ é a espessura do filme onde o farmaco se encontra imobilizado, M; é definido como
sendo a quantidade de farmaco libertado no tempo t e M,, indica a quantidade de farmaco
libertado para um tempo infinito. O quociente M,/ M,, representa a fragdo de farmaco libertado
relativamente as condicGes de equilibrio. Esta equacdo € apenas valida até a libertacdo de 60%
do farmaco (M;/M,, < 0,6) [71], pois € quando o perfil de libertacdo € praticamente linear.
A difusdo em muitos polimeros nem sempre € descrita de forma adequada pelas leis de
Fick, para condigdes fronteira constantes, pois a absor¢do do solvente provoca o aumento da
espessura do polimero. Alfrey, Gurnee e Lloyd, em 1966, propuseram uma classificacdo de
acordo com as taxas de difusdo e de relaxamento polimérico®. S&o distinguidos trés tipos de
difusdo [72]:
e Caso | (ou difusdo Fickiana) — quando a taxa de difusdo é mais baixa do que a de
relaxamento da matriz polimérica;
e Caso Il — quando o processo de difusdo é mais rapido quando comparado com o
processo de relaxamento da matriz polimérica;
e Ndo-Fickiana (ou difusdo andmala) — quando as taxas de difusdo e de relaxamento séo
semelhantes.
Nestes casos, pode ser usado um modelo mais genérico, desenvolvido por Korsmeyer e
Peppas, representado pela Equacéo (4):

My "
M

1/2 . . .
emque, k = 4 (D/nlz) e n é 0 expoente de libertagdo que, consoante o seu valor, determina

os diferentes mecanismos de libertacdo. Entéo, para um sistema de geometria linear (p. ex., uma
membrana), a difusdo € Fickiana para n = 0,5. No entanto, quando a taxa de difusdo é muito
mais baixa que a de relaxamento, é possivel obter valores de n abaixo de 0,5. Este
comportamento é designado por difusdo quase Fickiana. Para valores de n mais elevados, entre

0,5 e 1,0, a difusdo é ndo-Fickiana. Quando n = 1, ocorre um transporte do tipo Caso Il, sendo

! Entende-se por relaxamento o processo de mudanca configuracional do polimero, que quando o solvente penetra na matriz,
este passa de um estado configuracional emaranhado para um estado em que as cadeias se dispGem ao acaso [70].
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uma libertacdo de ordem zero, e valores de n superiores a 1 conduzem a um processo de difusao
ndo-Fickiano designado de transporte do tipo Super Caso Il. Para determinar 0 expoente n,
apenas devem ser usados os valores de M,/M,, < 0,6. A Tabela 3 apresenta a relacdo entre o

valor de n e o respetivo mecanismo de libertagdo para um sistema matricial plano.

Tabela 3 - Interpretacdo dos mecanismos de libertagdo a partir de matrizes poliméricas de geometria planar [73].2

Expoente de Tempo em funcéo

Mecanismo de transporte

libertacdo (n) den
n<0,5 Difusdo Quase Fickiana
0,5 Difusdo Fickiana (Transporte Caso 1) t=05
05<n<1 Transporte anomalo (ndo-Fickiano) tnt
1 Transporte Caso Il Ordem zero
n>1 Transporte Super Caso Il tn1

2No caso de sistemas esféricos, 0 expoente n para a difusdo Fickiana e para o caso Il toma valores de 0,43 e 0,85, respetivamente.

O modelo de Korsmeyer e Peppas € utilizado para descrever a libertagdo do farmaco
tendo em conta a influéncia da difusdo deste e do relaxamento da rede polimérica na libertacédo
do farmaco [74,75]. A difusdo Fickiana é caracterizada por uma baixa velocidade de difusdo do
farmaco para o exterior da matriz em relacéo a velocidade de relaxamento polimérica, induzido
pela absor¢do de agua, pelo que o mecanismo principal que controla a libertacdo do farmaco é
a difusdo. A difusdo Quase Fickiana acontece quando a taxa de difusdo do farmaco é muito
mais baixa que a taxa de relaxamento polimérica. Nos processos nao-Fickianos, as cadeias ndo
apresentam mobilidade suficiente para permitir uma rapida entrada do solvente para o interior
da matriz, e a consequente saida de farmaco, pelo que o relaxamento das cadeias pode ser mais
lento que o processo de difusdo do farmaco. Os processos de difusdo ndo-Fickiana tém sido
classificados em trés tipos, distinguindo-se no que diz respeito as velocidades relativas de
difusdo do farmaco. Para o transporte anémalo, a velocidade de difusdo do farmaco e o
relaxamento do polimero sdo da mesma ordem de grandeza; no transporte Caso Il a velocidade
de difusdo do farmaco € maior que o respetivo relaxamento da matriz polimérica, sendo uma
cinética de ordem zero, pelo que apresenta uma libertacdo constante ao longo do tempo; no
transporte Super Caso 11, ocorre um retardamento no arranque da libertacdo de farmaco e uma
aceleracdo na parte final da libertacao, antes de se atingir o plateau.

A determinacdo do expoente n efetua-se através da representacao grafica de log M, /M.,

(até ao valor de 0,6) versus log t (Figura 11), sendo n dado pelo declive da linha de regressao.
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Figura 11 - Representacéo grafica do modelo de Korsmeyer-Peppas.

Tém sido extensivamente usados varios outros modelos matematicos para representar
perfis de libertacdo dos farmacos, pois ndo s6 permitem efetuar uma andlise quantitativa do
processo de libertagdo como contribuir para a elucidacdo do préprio mecanismo de libertacao.
Entre os que sdo relevantes para o tipo de sistemas preparados neste trabalho, encontram-se 0s
modelos de cinética de ordem zero e de primeira ordem e o modelo de Higuchi. A escolha
destes modelos, em detrimento de outros, deve-se a sua melhor descricdo da libertacdo do
farmaco a partir de matrizes sélidas [76] e ao facto dos restantes modelos ndo se aplicarem aos
sistemas aqui estudados, uma vez que se referem a sistemas diferentes dos aqui estudados
(planares) ou a diferentes mecanismos de controlo da saida do farmaco como, por exemplo, por
erosao da matriz.

A dissolucdo de farmacos a partir de formas farmacéuticas que ndo sofram degradacao
e que libertem o farmaco lentamente pode ser representada pela cinética de ordem zero [73],
sendo 0 mesmo mecanismo que o Caso Il (n=1) do modelo de Korsmeyer-Peppas,

representado pela da Equacéo (5):

Wy — W, =kt ®)

onde W, ¢é a quantidade inicial de farmaco na forma farmacéutica, W, é a quantidade de farmaco
no instante t e k € a constante de libertacdo de ordem zero expressa em unidades de

concentragdo/tempo. Dividindo a equagéo por W, e simplificando tem-se:

£ =kt (6)

sendo f; =1 — (W /W,), em que f; representa a fracdo de farmaco libertada no tempo t.
Representando f; em funcdo do tempo, se este modelo se aplicar ao sistema de libertagdo

controlada em estudo, obter-se-a uma linha reta (Figura 12). As formas farmacéuticas que
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seguem este perfil libertam a mesma quantidade de farmaco por unidade de tempo,

0,8

0,6

-~

0,4

0,2

0 1 2 3 4 5
t

Figura 12 - Representacéo gréfica do modelo de ordem zero em que as curvas obtidas séo do tipo f(t) = a + bt.
constituindo-se como uma das melhores formas de veicular farmacos para libertacdo
prolongada.

A cinética de primeira ordem descreve a libertagdo de farmaco a partir de sistemas onde
a taxa de libertacdo depende da concentracéo de farmaco e é descrita pela Equacéo (7):

kt
2,303

logC; = logCy + (7)

onde C, é a quantidade de farmaco libertado no instante t, C, é a quantidade inicial de farmaco
na solucdo e k é a constante de libertacdo de primeira ordem. Deste modo, um grafico do
logaritmo decimal da quantidade libertada em fungdo do tempo seré linear (Figura 13). Um
exemplo das formas farmacéuticas que seguem este perfil sdo aquelas que contém farmacos

hidrofilicos em matrizes porosas.

t

Figura 13 - Representacéo gréfica do modelo de primeira ordem com um declive de —k/2,303.

Higuchi desenvolveu teoricamente varios modelos para a libertacdo de farmacos

sollveis ou pouco soluveis incorporados em matrizes semi-sélidas e/ou sélidas. Este modelo é
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baseado na hipotese de que as matrizes ndo sofrem alteracdes estruturais significativas na

presenca de agua. De um modo geral, é possivel resumir o modelo de Higuchi na expressao (8):
fi = Kut'/? (8)
em que, f; é a quantidade de farmaco dissolvida no tempo t e K}; é a constante de dissolucéo de

Higuchi. A equacéo descreve a libertacdo de fArmaco como um processo de difusdo baseado na

primeira lei de Fick, dependente da raiz quadrada do tempo (Figura 14).

0,8

0,6

N

0,4

0,2

0 1 2 3 4 5
t1/2

Figura 14 - Representacdo grafica do modelo de Higuchi em que as curvas obtidas sdo do tipo f(t)=a + bt®5,

Um dos critérios possiveis para escolher o modelo que se ajusta melhor ao processo de
libertacdo do farmaco faz uso do coeficiente de correlacdo, R?, da regressio linear de cada
modelo, tendo sido este o que se usou neste trabalho. Assim, a escolha do melhor modelo refere-
se aquele que apresenta um valor de R? mais elevado [76]. Existem outros métodos para
escolher o melhor modelo, como o critério de informacdo de Akaike (AIC) e o critério de
informacdo bayesiano (BIC) [77].

1.5. Preparacdo das membranas

A preparacdo das membranas pode ser efetuada por diversos métodos. Neste trabalho,
procedeu-se a0 método da evaporacao do solvente. Este método baseia-se na dissolu¢do de um
polimero num solvente, no espalhamento dessa solucéo sobre a superficie solida (que funciona
como suporte), e na evaporacao do solvente a temperatura ambiente ou a uma temperatura mais

elevada, resultando na formagé&o de um filme sobre a superficie solida.
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1.5.1. Farmacos utilizados

O farmaco 21-fosfato dissodico de dexametasona & um corticoide sintético, utilizado em
oftalmologia, causando a inibic&o da resposta inflamatoria de infe¢fes oculares e suprimindo a
reacdo ao enxerto apds transplantes de cornea. Na sua forma pura é um pé cristalino branco,
inodoro e soltvel em agua. E um produto quimico estavel a temperatura ambiente, com a
formula molecular C22H28FNa2OgP, 0 que Ihe confere um peso molecular de 516,40 g/mol. A

estrutura quimica deste farmaco esta apresentada na Figura 15.

Na*

Na*

Figura 15 - Estrutura quimica do farmaco 21-fosfato dissodico de dexametasona [78].

O farmaco dexametasona de formula molecular C22H29FOs e peso molecular de 392,46
g/mol, é pouco soltvel em &gua e apresenta a mesma acao terapéutica que 21-fosfato dissédico
de dexametasona. A Figura 16 representa a estrutura quimica da dexametasona.

Figura 16 - Estrutura quimica do farmaco dexametasona [79].

Estas duas formas de farmaco sdo capazes de difundir através das membranas celulares
e formar complexos com recetores de corticoides citoplasmaticos especificos. Estes complexos
penetram no nucleo da célula, onde se ligam ao DNA estimulando a transcricdo de RNA-
mensageiros, responsaveis pela sintese de enzimas e outras proteinas especificas que irdo alterar

a fungdo da célula [80]. A utilizacdo destes farmacos como agentes terapéuticos baseia-se na
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capacidade de interferir com a inflamacdo ou suprimir a resposta imunitaria. Como anti-
inflamatorio, inibe a acumulacéo de celulas inflamatdrias, como macrdfagos e leucécitos, na
zona de inflamagdo. Inibe, ainda, a fagocitose, a libertacdo enzimatica e a sintese ou libertacéo
de alguns mediadores quimicos da inflamacdo. Como imunossupressor, reduz a concentracao
de células do sistema imunitério, tais como linfocitos T, monaocitos e eosinofilos. Na sua
presenca, ocorre também uma diminuicdo da interacdo entre imunoglobulinas e 0s seus
recetores celulares, e inibicdo da sintese ou libertacdo de interleucinas, responséveis pela

ativacdo dos linfocitos. Deste modo, ha uma reducgéo da resposta imunitaria primaria [81].

1.5.2. Mecanismos

Nesta seccdo sdo apresentados 0s mecanismos que ocorrem durante a sintese das
membranas abordadas neste trabalho.

Uma das reacdes que pode ocorrer ¢ a reticulacdo do quitosano com o glioxal. A unidade
estrutural do quitosano apresenta dois grupos hidroxilo e um grupo amina, ja a molécula de
glioxal tem dois grupos carbonilo. Podem existir duas possibilidades de reticulacéo, o glioxal

reage com o grupo amina (Figura 17a)) ou reage com o grupo hidroxilo (Figura 17b)).

a) OH
o O
OH o
H () HO >
o 0 N n
+ />—</ . \
o
HO
NH, h 0 H \N
n HO
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Quitosano Glioxal ,I;O
(]
OH
n
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HO NH, H o
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: < —
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Oo_ o.
HO NH; HO NH,

Figura 17 - Mecanismo de reticulagdo do quitosano. a) glioxal reage com 0s grupos amina do quitosano b) glioxal reage com
os grupos hidroxilo do quitosano (adaptado de [82]).
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Se 0 agente de reticulacdo for o glutaraldeido, entdo a reacdo de reticulacdo ocorre

através dos grupos amina do quitosano e € dada pelo mecanismo apresentado na Figura 18.
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cH CH CH

N

HO HO |'L
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HO HO

HO
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Figura 18 - Reacdo de reticulagdo do quitosano com glutaraldeido (adaptado de [83]).

O poli(alcool vinilico) também pode reagir com o glioxal, onde grupos hidroxilo do
PVA reagem com os grupos carbonilo, formando ligagdes acetal como apresentado na Figura
19.

OH " o
/ o (o]
+ o<, T
n 7 i
PVA Glioxal [ A

Figura 19 - Reacdo de reticulacdo entre PVA e glioxal (adaptado de [84]).

23



Capitulo 1

Caso se utilize o glutaraldeido, este pode reticular o PVA, como mostra 0 mecanismo

da Figura 20.
M
OH

o 1) o O
"Ly | P
/\/\/\H - o)\

O

PVA Glutaraldeido M
H3C n

Figura 20 - Reacdo de reticulagdo do PVVA com glutaraldeido (adaptado de [84]).

Finalmente, preparou-se uma membrana em que se utilizou quitosano modificado com
acido lactico, por tratamento com uma carbodiimida (Figura 21). A reacdo inicia-se com a
ativagdo do grupo carboxilico do &cido latico. A carbodiimida liga-se ao grupo carboxilico
formando um composto intermediario designado de O-acilisoureia. A acilisoureia reage entdo
com as aminas livres do quitosano, formando-se um grupo amida. O quitosano modificado

apresenta assim mais um grupo hidroxilo que confere hidrofilicidade ao sistema.

0 1
H,C I H.C Il R . )
: Y\OH + RE—N=—C=N—R’ —> s Y\O' _N=—C=—=N—R
OH OH H
Acido latico Carbodiimida
OH
__ _ O O
oH © NH, O~ Rl
~0 o n o HN
Quitosano HaC I J\\ o2
Ho O~ 0" °NT
NH OH
CH
/ 3 g -
| °on O-acilisoureia
. i O
Quitosano modificado 1 2
RO\ .R
N N
H H

Figura 21 - Reagdo de ativagao dos grupos carboxilicos do &cido latico através da carbodiimida, na presenca de quitosano
[85].
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1.6. Técnicas

1.6.1. Espetrofotometria

A espetrofotometria € uma técnica analitica que utiliza a radiacdo luminosa para
determinar a concentracdo de espécies quimicas. O seu principio de funcionamento baseia-se
na absorcdo de luz por moléculas dispersas em solugédo. A espetrofotometria é fundamentada
na lei de Beer-Lambert que estabelece a proporcionalidade entre a absorvancia (A) de um
composto a em determinado comprimento de onda e a sua concentracdo (C), através da

Expresséo 9:

A =log (é) =¢lC 9)

onde I, é a intensidade da radiacdo monocromatica que incide na amostra, I € a intensidade da
radiacdo que emerge da amostra e [ € a distancia percorrida pelo feixe através da amostra. A
absortividade molar () ¢ uma grandeza caracteristica da espécie absorvente, cuja magnitude

depende do comprimento de onda da radiacéo incidente.

1.6.2. Refratometria

O desvio que a luz sofre quando passa de um meio para o outro ¢é designada de refracéo,
e depende da velocidade da luz nesses dois meios. A grandeza fisica que relaciona a velocidade
nesses meios é o indice de refracdo (IR) relativo (ng,), onde A e B sdo 0 1.° e 2.° meio, sendo
definido como a razdo entre a velocidade da luz no primeiro meio (v,) e a velocidade da luz no

segundo meio (vg), como demonstra a Equagéo 10:

%
Nnpa = U—A (10)

B

O indice de refragdo é um parametro importante no desenvolvimento da lente de
contacto, pois determina a sua espessura, pelo que é necessario conhecé-lo [86]. O contetdo de
agua na lente influéncia diretamente o indice de refracdo, uma vez que, quanto maior o contetdo
de agua da lente, mais proximo do indice de refracdo da dgua sera o indice de refracéo da lente.
Se o indice de refracdo for muito proximo ao da &gua, quer dizer que a quantidade de agua na

lente é maior do que num IR superior a este e, consequentemente, mais espessa é a lente. No
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entanto, existe uma dependéncia do aumento do contetido de agua maximizar a permeabilidade
do oxigénio [87]. Para lentes de contacto com o mesmo nimero de dioptrias, quanto maior o
indice de refracdo da lente mais fina esta podera ser; contudo, se apresentar pouca agua o seu
uso torna-se desconfortavel e maior sera a dificuldade do oxigénio difundir. Portanto, tem de

haver um compromisso entre o indice de refracdo e o conteddo de agua na lente.

1.6.3. Goniometria de angulos de contacto

A determinacdo do angulo de contacto de uma gota de adgua sobre a superficie de um
material permite saber qual o grau de hidrofilicidade/hidrofobocidade do sistema. Para o caso
da determinacdo de angulos de contacto pelo método da gota séssil, quando um liquido entra
em contacto com a superficie de um sélido forma-se uma interface tripla entre o sélido, o liquido
e 0 vapor, cuja posicdo de equilibrio depende das forcas associadas as trés tensdes interfaciais.
O angulo de contacto (8) é o angulo formado entre a superficie do sélido e a tangente que passa
pelo ponto no qual se encontram as 3 fases em interacdo (solida, liquida e gasosa), como

demonstra a Figura 22.

Vv Ar
‘ )/SV 0 )/SL . Liquido
Salido

Figura 22 - Angulo de contacto entre a gota de liquido e uma superficie sélida, para 0 método da gota séssil.

No caso da determinacdo de angulos de contacto pelo método da bolha cativa, em vez
de colocar uma gota sobre o sélido, € injetada uma bolha de ar sob a superficie imersa num
meio liquido. Neste caso, o angulo também é formado entre a superficie do sélido e a tangente
que passa pelo ponto onde se encontram as 3 fases em interacgdo (Figura 23).

Solido

>

o
Ar )/LV (/) }/SL

Liquido SV

Figura 23 - Angulo de contacto formado entre a superficie solida e bolha de ar, para o método da bolha cativa.
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A equacdo que descreve o equilibrio das forcas que atuam em cada ponto da linha tripla
onde, se encontram em simultaneo a fase solida, liquida e vapor, é descrita pela equacgdo de
Young (Equagéo 11),

Yoo = Vs + Yy cosO (11)

onde ), Y & ¥,y correspondem as tensdes superficiais das interfaces solido-vapor, sélido-
liquido e liquido-vapor, respetivamente.

Diferentes critérios tém sido propostos para definir o valor do angulo de contacto de
uma gota de agua que separa uma superficie hidrofilica de uma hidrofobica. De acordo com o
critério mais aceite, proposto por Erwin Vogler e designado por “Limite de Berg” [88], a
transicdo de um carater hidrofébico para um carater hidrofilico ocorre para um valor de 65°,
para o angulo de contacto de uma gota de dgua colocada sobre a superficie. As superficies que
exibem angulos de contacto superiores a 65° sdo consideradas hidrofdbicas, enquanto que as
superficies com angulos de contacto inferiores a 65° sdo consideradas hidrofilicas. Assim, 0
angulo de contacto permite determinar a hidrofilicidade da superficie das membranas. Os
angulos de contacto para lentes de contacto hidrofilas disponiveis no mercado, com diferentes
conteudos de agua, encontram-se sumariados na Tabela 4. O angulo de contacto varia entre 45
e 109°, consoante o tipo de material da lente. Para inser¢Ges oculares apenas foram encontrados
angulos de contacto entre 38,5 e 42° [89], produzidas a base de poli(alcool vinilico) e

carboximetilcelulose de sédio.

Tabela 4 - Medidas dos angulos de contacto da agua de lentes de contacto hidrdfilas comerciais com diferentes contetidos de
agua, obtidos através do método sessile drop.

Contetido de  Angulo de contacto, H20

Nome comercial USAN:

agua (%)? )
Bausch&Comb Hilafilcon B 59 70 [90]
Serevue® Etafilcon A 58 45 [91]
Acuvue® Advance™  Galyfilcon 47 94 [92]
PureVision® Balafilcon A 36 109 [92]
Focus® Night&Day  Lotrafilcon A 24 60 [92]
020ptix™ Lotrafilcon B 33 68 [92]

! United States Adopted Name
29 de 4gua no sistema inchado, calculada em relagdo ao peso da lente hidratada no equilibrio.

27



Capitulo 1

1.6.4. Transmitancia

A transmitancia (T) da amostra esta relacionada com a intensidade da luz inicial (I,),
antes de passar pela amostra e a intensidade da luz apds passar a amostra (). A transmitancia

é dada em percentagem pela Equacédo 12:
I
T(%) = 7% 100 (12)
0

Os valores de transmitancia aceitaveis para lentes de contacto hidréfilas hidratadas, no
espetro visivel, sdo superiores a 83% [92], sendo que a maioria das lentes de contacto
apresentam transmitancias superiores as 90% [93]. Ja para insercdes oculares esta propriedade
ndo é relevante, dado que estes dispositivos ndo interferem com a visdo. A transmitancia
permite averiguar se as membranas sdo ou ndo transparentes a luz visivel de modo a preencher

um dos requisitos fundamentais para a sua utilizagdo como lentes de contacto.

1.6.5. Andlise termomecéanica dindmica (DMTA)

Esta técnica consiste na aplicagdo de uma for¢a periddica sinusoidal a uma determinada
amostra, durante um intervalo de temperaturas, permitindo verificar o seu comportamento. O
modulo de Young ou médulo de elasticidade (E (w)) € uma propriedade intrinseca dos materiais
que relaciona a deformacao aplicada com a resposta a essa deformacéo e é dado pela Equacao
13:

o
E(w) =~ (13)

onde o representa a tensdo aplicada ao material e € a deformacdo do material. A temperatura

de transicdo vitrea (T,) € determinada como sendo o pico em tan § (Equagéo 14):

n

= 14
tané T (14)

onde E" revela a tendéncia para o material dissipar energia (comportamento Viscoso),

designando-se de modulo de perda e E' caracteriza a tendéncia para o polimero com
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comportamento viscoelastico armazenar energia , designando-se de modulo de armazenamento.
Quando o polimero atravessa a zona de transicéo vitrea, 0 modulo de armazenamento diminui,
enguanto a tan § atinge o seu maximo, permitindo determinar a temperatura de transicao vitrea.
A anélise DMTA é muito utilizada para determinar a temperatura de transicdo vitrea de certos
materiais e fornece informacgdes sobre o seu comportamento viscoelastico. Para lentes de
contacto hidrofilas secas, os valores tipicos de T, sdo superiores a 100 °C, por exemplo, para
lentes de pHEMA, Hilafilcon A e Balafilcon B, as temperaturas de transicao vitrea sdo 116 °C,
143 °C e 124 °C, respetivamente [94]. Para inser¢des oculares, ndo foram encontrados valores

de Ty’s na literatura.
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CAPITULO 2

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes

Os reagentes utilizados para a preparacdo das membranas, utilizadas como sistema de
libertacdo controlada de farmaco, foram os seguintes: acido latico (90%) fornecido pela Acros
Organics, Bélgica; quitosano de peso molecular médio, adquirido a Fluka, Alemanha; N-
ciclohexil-N'-(2-morfolinoetil)-carbodiimida meto-p-toluenossulfonato (CMC; > 97%),
adquirido a Fluka, Alemanha; glioxal (40%), da BASF, Alemanha; glutaraldeido (25%), da
Fluka, Alemanha; poli(alcool vinilico) (PVA; 98%), fornecido pela Sigma Aldrich, Alemanha
e o poli(vinil butiral) (PVB), adquirido a Kuraray, Alemanha.

Para a preparacdo das microparticulas de silicone foram utilizados os seguintes
reagentes: Brij 35 (éter laurilico de poli(etileno glicol), proveniente da Acros Organics, Bélgica;
trimetoxi(octadecil)silano (OTMS) (90%), dodecano (99%) e acido cloridrico (HCI) (37%),
foram adquiridos a Sigma Aldrich, Alemanha.

Os reagentes utilizados na sintese das nanoparticulas de quitosano/poli(acido acrilico)
(CS/PAA) foram o quitosano ja referido, o &cido acrilico (AA; 99%), da Sigma Aldrich,
Alemanha e o iniciador persulfato de potéssio (K2S20s), obtido da Fluka, Alemanha.

O meio de libertacdo foi preparado com cloreto de calcio desidratado (CaCl) (> 97%),
obtido da Fluka, Alemanha; bicarbonato de soédio (NaHCO3) (> 99,5%), da Fisher Scientific,
Inglaterra; cloreto de potassio (KCI) (> 99,5%), proveniente da Merck, Alemanha e cloreto de
sodio (NaCl) (> 99%), da Sigma Aldrich, Alemanha.

As substancias ativas utilizadas no estudo do sistema de libertacdo controlada foram os
farmacos 21-fosfato dissodico de dexametasona (98%) e dexametasona (98%), adquiridos a

Alfa Aesar, Alemanha.
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2.2. Preparacéo do sistema de libertacdo de farmaco

2.2.1. Método de impregnacéo de farmaco

No decorrer deste trabalho foram utilizados dois métodos de impregnacéo do farmaco:
por oclusdo e por imersdo numa solucédo de farmaco (soaking). Na impregnac&o de farmaco por
ocluséo, colocou-se 20 mg de fosfato dissddico de dexametasona em 20 mL da solucdo de
polimero usada para preparar a membrana. Na impregnacdo de farmaco por soaking,
colocaram-se trés pedacos de membrana em cada po¢o de uma placa multiwell, que continham
3 mL de uma solucédo de fosfato dissodico de dexametasona a 5 mg/mL de dexametasona, de

modo a ficarem submersos, durante 48 horas e a temperatura ambiente.

2.2.2. Preparacgdo de membranas de base quitosano com e sem PVA

O sistema de libertacdo de farmaco foi preparado sob a forma de membranas. Estas
foram preparadas por evaporacdo do solvente a partir de uma solugdo com o polimero, que
forma a membrana, e com o fosfato dissddico de dexametasona. Esta solucéao foi colocada num
suporte solido e o solvente foi deixado evaporar a temperatura ambiente ou a temperatura mais
elevada, formando um filme. Numa primeira abordagem, foram preparadas membranas com
diferentes composi¢fes e concentracbes de modo a selecionar a membrana com melhores

caracteristicas. A Tabela 5 apresenta as composic¢des dos varios tipos de membranas preparadas.

Tabela 5 - Composic¢do das membranas de base quitosano.
Membrana

Composicao 112 |3 4 5 6 | 7|8 9 10 11 12 13 14 15
Quitosano em
1% de &cido 17111 2 2 |1 2|2 2 2 2 2 2 2 2
latico (%0; m/v)
Glioxal
(%; viv)
PVA
(%; miv)
CMC
(%; m/v)

—|/—(1y01)j000|—|—|—1001]0,02]|0,03]|005|005]|005| —

1 gota

PVB em 10

(1% em etanol) mL. de
sol.

Glutaraldeido

(%; VIV) 2 e Ml el el Al et el il i
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Como a espessura dos filmes obtidos depende da concentragéo de quitosano na solugéo,
do didmetro da caixa de Petri e do volume total da solucdo, foram testados diferentes volumes
e diferentes didmetros de modo a obter uma espessura aceitavel. Portanto, o procedimento que
se passa a descrever apenas se refere ao volume e diametro da caixa de Petri otimizados. Assim
dissolveu-se quitosano em 20 mL de uma solucdo de 1% de &cido latico, sob agitacdo
magnética. Uma vez dissolvido, adicionou-se a solucdo os restantes reagentes, sendo que 0
ultimo reagente adicionado foi sempre o agente reticulante (glioxal ou glutaraldeido). A mistura
foi colocada numa caixa de Petri de vidro com 7 cm de diametro e foi deixada a evaporar a 40
“C. Depois de evaporado o solvente, retirou-se a membrana da caixa de Petri com o auxilio de
uma pinca ou, nos casos em que a remocao era dificil, transferiu-se a caixa para uma atmosfera
himida, de modo a que a membrana seja hidratada e se torne mais maleavel. Em seguida,
cortaram-se pedacos de membrana, com cerca de 2 cm de comprimento e 1 cm de largura, que
foram colocados numa estufa de vacuo a temperatura ambiente até ficarem totalmente secos,

registando-se a sua massa seca.

2.3. Preparacado de microparticulas de silicone

A preparacdo de microparticulas de silicone foi baseada no método relatado por Gulsen
e Chauhan [30], um método de emulsdo do tipo éleo em agua (O/W), em que se obtém uma
microemulsdo como um sistema termodinamicamente estavel de dois liquidos imisciveis (6leo
e agua), estabilizados por um tensioativo. Esta técnica € vantajosa para a encapsulacdo de

farmaco hidrofébicos devido a grande solubilidade destes na fase organica.

2.3.1. Procedimento

Preparou-se uma solucdo de 1g de Brij35 em 10 g de agua destilada. Esta solucéao foi
aquecida até 60 ‘C e agitada a 1000 rpm, numa placa de aquecimento com controlo de
temperatura. Preparou-se uma segunda solugédo de 0,10 mL de OTMS em 0,15 mL de dodecano.
Seguidamente, esta solucdo foi adicionada & mistura anterior, mantendo a temperatura e
agitacdo, até que a mistura clareasse. Por ultimo, 10mL de uma solugédo de HCI (1 M) foram
adicionados a microemulsdo, mantendo a temperatura a 60 °C por 6 horas, com agitacédo
continua. A adicédo de acido cloridrico causa a hidrélise e condensacdo do OTMS, de modo a

formar a capsula do tipo silicone em torno das particulas.
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No caso da preparacdo de particulas com farmaco por incorporagéo, o procedimento é
igual com a excecdo da composi¢do da segunda solucdo, que contém 10 mg de dexametasona
dissolvida na mistura de 0,10 mL de OTMS com 0,15 mL de dodecano.

2.3.2. Sintese das membranas carregadas com particulas de silicone

Obtiveram-se duas microemulsdes de microparticulas de silicone, com e sem farmaco,
sendo a microemulsdo sem farmaco usada como branco no estudo da libertacdo de farmaco.
Para isso, dissolveram-se 400 mg de quitosano em 20 mL de &cido latico a 1%. Seguidamente,
adicionou-se a solu¢do 400 mg de PVA. Apds dissolvido, juntou-se a esta solu¢do 5 mL da
m Quitosano , por ultimo, adicionou-se 100 pL de glioxal a 10%. A mistura foi vertida para

uma caixa de Petri de 7 cm de diametro e colocada a evaporar numa estufa a 40 °C.

2.4. Preparacdo de nanoparticulas de quitosano/poli(acido

acrilico)

Para a preparacdo destas particulas adotou-se o procedimento dos autores Hu et al. [95],
com algumas alteracdes. As nanoparticulas foram obtidas pela polimerizacdo do acido acrilico
numa solucdo de quitosano, iniciada pelo persulfato de potassio (K2S:0g). Quando a
polimerizacdo atinge um determinado nivel, ocorrem interacBes ionicas entre 0S grupos
carboxilo do poli(acido acrilico), carregados negativamente, e 0s grupos amina do quitosano,
carregados positivamente, formando-se o complexo quitosano/poli(acido acrilico). O

mecanismo de preparacdo das nanoparticulas de quitosano/poli(acido acrilico encontra-se na

Figura 24.
+ —
—NH; :mc—l
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Figura 24 - Mecanismo de formag&o das nanoparticulas de quitosano poli(acido acrilico).
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2.4.1. Procedimento

O quitosano foi dissolvido em 50 mL de uma solugdo de &cido acrilico (AA) na
proporcédo 1:1 (Junidades de quitosano]:[AA]) com agitacdo magnética. A quantidade de &cido
acrilico foi mantida constante a 3 mmol. Depois de dissolvido o quitosano, adicionou-se 27 mg
de K2S20g & solucdo, com agitacdo continua, até esta ficar clareada. O pH do sistema foi
mantido a 4 e a polimerizacdo ocorreu a 70 °C com agitacdo a 900 rpm, durante 5 horas.

Posteriormente, as nanoparticulas foram separadas da fase aquosa por
ultracentrifugacao (Optima XE-100, Beckam Coulter, EUA, rotor SW28, tubos 344058) com
forca centrifuga relativa de 141000 g, a 4 "C, durante 1 hora, com aceleragdo e desaceleragio
controladas (niveis 7 e 6, respetivamente). Apos este tempo, o tubo continha o sobrenadante e
o0 sedimento. Contudo, o sobrenadante apresentava duas fases distintas, uma mais clara e outra
mais escura, por isso, centrifugou-se novamente por mais 1h30m mas néo se conseguiu obter
mais sedimentacdo. Seguidamente, o sedimento obtido foi liofilizado no liofilizador 2040
(Snijders Scientific, Holanda) para obter as particulas secas.

A incorporacdo de farmaco nas nanoparticulas foi realizada dissolvendo 25 mg de
dexametasona em 50 mL da solucdo de nanoparticulas, obtidas pela polimerizacdo do acido
acrilico com o quitosano, e a solucdo foi incubada por mais 48 horas. As particulas carregadas
com farmaco foram entdo sujeitas aos mesmos processos descritos anteriormente

(centrifugacdo e liofilizacdo) de modo a isolar e secar as particulas.

2.4.2. Sintese das membranas carregadas com nanoparticulas de
CS/PAA

Foram preparadas dois tipos de membranas com nanoparticulas: membranas contendo
nanoparticulas com farmaco e membranas contendo nanoparticulas sem farmaco (utilizada
como branco). Para isso, preparou-se uma suspensao de 1,86 mg de particulas secas em 15 mL
de &cido latico a 1%. A seguir, dissolveram-se 300 mg de quitosano na suspensao anterior,
adicionou-se 300 mg de PVA e, por fim, 75 uL de glioxal (10%). A mistura foi colocada numa
caixa de Petri de 5 cm de didmetro e evaporada numa estufa a 40 °C.

Além do sistema descrito, que contém farmaco apenas no interior das particulas,
tambem foi preparado um sistema que continha o farmaco no interior das particulas e na propria

membrana. Para isso, depois de preparada a membrana contendo nanoparticulas com farmaco,
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a membrana foi imersa numa solucdo de 5 mg/mL de fosfato dissodico de dexametasona

durante 48 horas, a temperatura ambiente

2.5. Avaliacdo da degradacéo térmica do farmaco

Coma na sintese das nanoparticulas de silicone o farmaco é adicionado a mistura
reacional e € sujeito a temperaturas de 60 °C, durante 6 horas, é necessario verificar se o farmaco
resiste a estas condicdes. Para tal, foi preparada uma solucdo de dexametasona de concentragao
30 pg/mL e colocada na estufa a 60 °C, durante 6 horas. Foram retiradas amostras antes e depois
deste periodo e obtidos os espetros de absorcdo, para verificar se existiu alteracdo das
absorvancias ap0s o tratamento térmico.

Também foi necessario estudar a estabilidade do farmaco durante o processo de
evaporacao. Para isso, foi preparada uma solucdo de 21-fosfato dissédico de dexametasona, de
concentracdo 30 pg/mL e foi colocada numa estufa a 40 °C durante 24 horas, tendo sido

retiradas amostras neste intervalo de tempo e procedido a leitura das absorvancias.

2.6. Preparacdo do meio de libertagao

O meio de libertacdo utilizado foi uma solucédo de sais que pretende simular o conte(ldo
de sais da lagrima. Esta solugdo de lagrimas artificiais tem um pH de 7,4 e foi preparada de

acordo com as quantidades apresentadas na Tabela 6 [96].

Tabela 6 - Composi¢do da solucdo de lagrimas artificiais [96].

Sal Concentracéo (g/L)
NaCl 6,7
KCI 1,0
CaCl» 0,08
NaHCOs 2,0
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2.7. Processo de libertagéo

A necessidade de simular o ambiente ocular implica que 0 meio onde esté a ser libertado
o farmaco esteja a temperatura média do corpo humano (37 °C). Para isso, utilizou-se a
incubadora RO 500 (Thermoshake Gerhardt, Alemanha), que permite manter a temperatura
desejada. Esta incubadora permitia também uma agitacdo permanente a 100 rpm.

O processo de libertacdo foi realizado em triplicado para cada um dos sistemas de
libertacdo. Cada amostra foi imersa em 20 mL da solucdo de lagrimas artificiais, em tubos de
Falcon de 50 mL e colocada na incubadora. A tempos pré-determinados, foram retiradas
aliquotas de 2 mL do meio de libertacdo, de cada um dos tubos e foram repostos 2 mL de
solucdo de lagrimas artificiais em cada tubo, para manter constante o volume do meio de
libertacdo do farmaco. Os tempos de tiragem das aliquotas foram:

e De 15 em 15 minutos, durante 30 minutos;
e De 30 em 30 minutos, durante 1 hora e 30 minutos;
e De 60 em 60 minutos durante 6 horas;
e De 24 em 24 horas até ao fim da libertacao.
Os perfis de libertacdo representam a massa acumulada de farmaco por massa seca de

amostra em funcdo do tempo.

2.7.1. Método da quantificacdo de farmaco

A quantidade de farmaco que é libertada pela matriz polimérica com o decorrer do
tempo pode ser avaliada através da medicdo da absorvancia das aliquotas recolhidas, utilizando
um espetrofotometro de ultravioleta/visivel (UV/Vis). As medi¢cdes foram realizadas no
espetrofotémetro UV/Vis V-530 (Jasco, EUA) utilizando células de quartzo de 10 mm de
espessura provenientes da Labbox, Espanha. Durante a medi¢do da absorvancia das amostras
com as particulas de silicone, observou-se que a absorvancia ndo estabilizou, indicando que as
particulas de silicone permaneciam na aliquota. Por isso, no momento de retirar as aliquotas

estas foram filtradas antes de serem guardadas nos tubos de Eppendorf.
Determinacédo do comprimento de onda méaximo

A primeira etapa antes de iniciar o estudo da cinética de libertacéo consiste em obter os

espetros de absorvancia dos dois farmacos utilizados, de forma a determinar o comprimento de
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onda para o qual a absorvancia € maxima, designado por comprimento de onda maximo (A,,.x)-
Para tal, preparou-se uma solucdo de 50 pg/mL de fA&rmaco em solucdo de lagrimas artificiais,
que foi colocada numa cuvete no espetrofotdmetro. Através de um computador conectado ao
aparelho foi possivel registar as absorvancias numa gama de comprimentos de onda entre 200
e 600 nm.

Curvas de Calibracéo

De modo a poder converter os valores da absorvancia em valores de concentragdo de
farmaco foi necessario recorrer a uma curva de calibracéo, também designada de curva padréo,
que demonstra a relacdo linear entre estes dois parametros. Para a elaboracdo da curva,
prepararam-se varias soluc@es de farmaco em solucédo de lagrimas artificiais, de concentracGes
conhecidas e procedeu-se a leitura das suas absorvancias, no comprimento de onda maximo de
242 nm.

Partindo de uma solucdo stock, de concentracdo 50 pg/mL, realizaram-se diluigcdes
sucessivas de modo a obter as solugdes de concentracdo desejada. Na Tabela A.1 (Anexo A)
sdo apresentadas concentracfes das solucGes utilizadas na obtencdo das curvas de calibragdo
para os dois farmacos, assim como as respetivas absorvancias.

Para além das amostras carregadas com farmaco, sdo também medidas absorvancias de
amostras sem farmaco incorporado (branco) de modo a se poder corrigir a absorvancia medida
descontando a absorvancia de alguma substancia que possa sair da matriz polimérica e absorver
a 242 nm. Assim, a absorvancia corrigida serd a diferenca entre a absorvancia do meio de
libertacdo da amostra carregada com farmaco e a absorvancia do meio de libertacdo do branco.
Fazendo uso da proporcionalidade existente entre a absorvancia e a concentracdo (Equacéo 9)
e usando uma reta de equacdo do tipo y = mx + b, € possivel converter as absorvancias

corrigidas (y) em concentracGes de farmaco libertado (x), em pg/mL.

2.8. Caracterizacao

2.8.1. Capacidade de absorcéo de agua (swelling)

A capacidade de absorcdo de dgua é a capacidade que um polimero tem de absorver

agua sem que se dissolva nesta. As amostras de membranas foram secas e pesadas, tendo-se
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registado o seu valor denominado de massa seca (WW,). Seguidamente, cada amostra foi imersa
numa solucdo de lagrimas artificiais a temperatura ambiente. Em periodos definidos, as
amostras foram retiradas da solucao e o excesso de agua na superficie foi removido com papel
de filtro humedecido. Procedeu-se entdo a sua pesagem (I/;) e voltou-se a colocar as amostras
na solucdo. Este procedimento foi repetido diversas vezes até atingir o equilibrio, isto é, quando
a massa das membranas € constante ao longo do tempo. A capacidade de inchaco (SC) para

cada tempo de imersdo foi calculada atraves da Equacéao 10:

sc=""Mo 100 15
=~ (15)

e 0 conteudo de agua ou equilibrium water content (EWC) a é definido por:

W, — W,

[oe]

onde W,, é o peso da amostra hidratada no equilibrio.

2.8.2. Indice de refracéo

O indice refracéo foi avaliado através de um refratometro automatico ATR (Schmidt +
Haensch, Alemanha). Antes de iniciar o teste as amostras foram hidratadas por imersdo numa
solucdo de lagrimas artificiais. Cada amostra foi avalizada 3 vezes consecutivas, tendo sido
colocada sobre o prisma do refratdmetro e pressionada durante a medicdo para garantir o

contacto entre a superficie do prisma e a amostra.

2.8.3. Angulo de contacto

A hidrofilicidade das membranas foi determinada através da medida do angulo de
contacto entre gotas de agua e a superficie de amostras secas, pelo método da gota séssil, e com
bolhas de ar em amostras hidratadas imersas em agua, pelo método da bolha cativa. Para cada
amostra, foram efetuadas 8 medi¢des em diferentes pontos da amostra, utilizando o goniometro
OCA 20 (Dataphysics, EUA). Através de uma camara digital existente no equipamento é
captada uma imagem da gota/bolha e os angulos de contacto sdo medidos com recurso a um

software. Este software faz o ajuste do perfil da gota/bolha, a equacdo de Young-Laplace, e
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traca uma tangente ao perfil da mesma, a partir da qual se determina o &ngulo de contacto. De
referir que angulo obtido corresponde a média da medida de dois angulos, um a esquerda e
outro a direita da imagem da gota.

No método da gota séssil, a amostra foi colocada sobre uma Iamina de vidro e gotas de
volume 10 pL foram depositadas, com auxilio de uma seringa micrométrica, sobre a superficie
da amostra. Uma vez que com o passar do tempo o angulo que a gota forma com a superficie
diminui, a medicdo do angulo foi efetuada assim que a gota contacta a superficie da amostra.

O método da bolha cativa consistiu em colocar uma bolha de ar de volume 10 pL sobre
a superficie a ser analisada com o auxilio de uma agulha curva conectada a uma micro-seringa.
A superficie da amostra a analisar estava invertida e submersa em agua destilada, fixando-a
numa tampa de uma célula de vidro GC 10 (Dataphysics, EUA), por meio de fita adesiva de
dupla face e, colocada sobre a célula preenchida com agua. Neste caso, o a&ngulo de contacto é
definido entre a superficie do solido e a tangente no ponto em que as trés fases se encontram.
Uma vez que a gota de ar em contacto com a amostra ndo alterou a sua forma com o tempo,
ndo foi necessario definir um intervalo de tempo para a medicao.

As montagens utilizadas na medicdo dos angulos de contacto pelos métodos da gota
séssil e da bolha cativa estdo representados na Figura 25.

Figura 25 - Método de medigdo do &ngulo de contacto por gota séssil (& esquerda) e por bolha cativa (a direita).
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2.8.4. Transmitancia

A transmitancia das membranas foi determinada no intervalo de comprimentos de onda
200 a 700 nm, com intervalos de 1 nm, utilizando o espetrofotometro UV/Vis V-530 (Jasco,
EUA). Para isso, cortou-se uma tira de membrana seca e as extremidades foram coladas com

fita cola numa célula de quartzo que serviu com suporte.

2.8.5. Andlise termomecéanica dindmica (DMTA)

A analise DMTA foi conduzida num equipamento Tritec 2000 (Triton Technology,
Reino Unido). As medicGes foram realizadas a frequéncias de 1 e 10 Hz e com uma velocidade
de aquecimento de 5 °C min™. As amostras foram avaliadas numa gama de temperaturas de -
130 °C a 150 °C.

2.8.6. Avaliacdo do tamanho das nanoparticulas

O tamanho das nanoparticulas foi caracterizado por disperséo dindmica da Luz (DLS)
através do equipamento Nano ZetaSizer ZS (Malvern, Reino Unido). Uma suspensdo de
nanoparticulas foi introduzida numa cuvette de plastico e inserida no equipamento. Foram

realizadas quatro medicdes a 37 °C.

2.8.7. Analise TEM

De modo a analisar a morfologia das nanoparticulas de quitosano/poli(acido acrilico),
recorreu-se a técnica de microscopia eletrénica de transmissdo (TEM), através do microscopio
JEM 1400 (JEOL, EUA) com uma camara SC1000 Orius™ CCD (Gatan, EUA). A
nanoemulsdo foi introduzida numa grelha com um revestimento de carbono e as imagens TEM

foram obtidas através de uma camara acoplada ao equipamento.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Selecéo da formulacao a utilizar no sistema de libertacéo

controlada do farmaco

Foram preparadas diversas membranas com diferentes composi¢fes de modo a
selecionar aquela que mais se adequava a um sistema de libertacdo de farmaco. Uma vez que
as membranas sdo projetadas para serem utilizadas como lentes de contacto, é necessario que
estas nao se dissolvam no filme lacrimal. Portanto, o primeiro teste a realizar, para verificar a
viabilidade das membranas, foi a sua solubilidade em &gua. A Tabela 7 apresenta os resultados
obtidos.

Tabela 7 - Resultados da solubilidade em agua das membranas de base quitosano preparadas.

© ©

§ . Dissolve E s Dissolve em

S Composicao ) S Composicao ]

g em agua? % agua?

P =

1 |1%CS Sim 9 | 2% CS + 0,01% glioxal + Né&o
2% PVA

2 1% CS+1%PVA Sim 10 | 2% CS + 0,02% glioxal + Néo
2% PVA

3 | 1% CS + 1% glioxal N&o 11 | 2% CS + 0,03% glioxal + Né&o
2% PVA)

4 | 1% CS + 0,1% glioxal Né&o 12 | 2% CS + 0,05% glioxal + Né&o
2% PVA

5 | 2% CS + 0,01% glioxal + Nao 13 | 2% CS + 0,05% glioxal + Né&o

1% PVA 2% PVA + 0,5% CMC

6 | 2% CS Sim 14 | 2% CS + 0,05% glioxal + Nao
2% PVA + PVB

7 2% CS + 1% PVA Sim 15 | 2% CS + 2% PVA + Né&o
0,05% glutaraldeido

8 | 2% CS + 2% PVA Sim

As membranas que dissolveram em agua ndo tém as caracteristicas necessarias para

serem utilizadas como lentes de contacto, pelo que foram excluidas deste estudo. Verificou-se
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que, para a concentracao de quitosano de 1% (m/v; membranas 1 a 4), todas as membranas que
apresentavam na sua composicdo um agente reticulante (glioxal ou glutaraldeido) ndo se
dissolveram em &gua. Para esta concentracdo de quitosano, ndo foi possivel a remocdo das
membranas 3 e 4 das caixas de Petri, devido ao facto de se apresentarem muito quebradigas.
Uma vez que estas membranas foram preparadas com as concentragdes de reticulante mais
elevadas, tudo indica que se encontravam demasiado reticuladas e, como tal, demasiado rigidas.
O aspeto das membranas preparadas com quitosano a 1% (m/v) e que se dissolveram em agua
(membranas 1 e 2) encontra-se documentado na Figura 26.

Uma vez que as membranas preparadas com quitosano a 1% (m/v) eram dificeis de
manusear, por serem demasiado finas, aumentou-se a concentracdo de quitosano de 1 para 2%
(m/v; membranas 5 a 15). As membranas obtidas eram mais espessas e permitiam um facil
manuseio, apresentando o aspeto documentado pelas fotografias da Figura 26. De notar que a
reticulagdo com glutaraldeido tornou a membrana mais castanho-avermelhado, uma indicacéo
da formacéo de um elevado namero de liga¢cdes imina (-HC=N-). De referir que a membrana
14 ndo foi estudada, uma vez que se observou a precipitacdo da gota de PVB quando foi

adicionada & mistura polimérica.

’ : ; | 5: 2% CS + N
1: 1% CS 2:1% CS + 1% PVA 0,01% glioxal + 6:2% CS
A
/
9: 2% CS + 10: 2% CS + 0,02%
7: 2% CS + 1% 8:2% CS+2%PVA  0,01% glioxal + glioxal + 2% PVA
/—‘

Nt
11:2% CS+  12:2% CS+ 13:2%CS+0,05%  14:2%CS+  15:2% CS +0,05%
0,03% glioxal + 0,05% glioxal + glioxal + 2% PVA  0,05% glioxal + glioxal + 2% PVA +
2% PVA 2% PVA +0,5% CMC 2% PVA +PVB 0,05% glutaraldeido

Figura 26 - Aparéncia das membranas de base quitosano obtidas.
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3.1.1. Capacidade de absorcéo de agua

O primeiro estudo realizado foi a avaliacdo da capacidade de absor¢do de agua
(swelling) das membranas quando imersas numa solucdo de lagrimas artificiais, de modo a
selecionar a concentracao 6tima de reticulante e a exibirem um contetdo de dgua semelhante
ao das lentes de contacto mais comercializadas, que varia entre 38% a 85% [97]. Assim, foram
preparadas membranas com diferentes concentra¢des do agente reticulante glioxal, mantendo-
se as restantes concentragdes constantes. A gama de concentragfes estudadas variou entre
0,01% e 0,05% (v/v) de glioxal. Além disto, também se pretendeu observar o efeito do aumento
da concentracdo de PVA, mantendo constante a concentracdo de reticulante. A Figura 27
representa a influéncia da concentracdo de glioxal (membranas 9 a 12) e o efeito do aumento
de PVA (membranas 5 e 9) na cinética de absor¢do de agua.

250
- = = % ~ ;R s T -
s P B & S A
gZOO ”Té L . 4 i = 0] A
S 1%
©
5 150 | 4 e ® & ¢ é é ] ] ]
£ I : < 1 1 1
)
©
S
& 100 l
g Q » e © 0o o o ® ® Py ®
S 50 i i 5(2% CS + 0,01% glioxal + 1% PVA) A9 (2% CS +0,01% glioxal + 2% PVA)
10 (2% CS + 0,02 % glioxal + 2% PVA) 11 (2% CS + 0,03% glioxal + 2% PVA)
® 12 (2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA)
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o
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Figura 27 - Comparacéo da capacidade de inchaco das membranas de base quitosano variando a quantidade de reticulante ou
de PVA, quando colocadas numa solugdo de lagrimas artificiais (barras de erro: desvio padrdo; n = 3).

Para todas as amostras, verifica-se um rapido aumento na quantidade de agua absorvida,
nos primeiros 20 minutos, alcangando-se o equilibrio por volta dos 30 minutos. Pode observar-
se claramente que 0 aumento da concentracao de reticulante (membranas 9 a 12) provocou um
decréscimo na velocidade e na capacidade de absor¢édo de agua, entre cerca de 75% e 200%
( Figura 27). Isto ficara a dever-se ao maior grau de reticulagdo conseguido, do qual resulta um
aumento da dificuldade de penetragdo das moléculas de agua e uma menor capacidade de

expansdo da rede polimérica. Simultaneamente, ocorre uma redugdo dos grupos hidrofilicos
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disponiveis, pois quanto maior a quantidade de glioxal, maior a probabilidade de ocorrer reacdo
entre o glioxal e os grupos aminicos e hidroxilicos da membrana. Assim, é possivel variar a
capacidade de absorcédo de agua alterando a concentracdo de glioxal.

Também se pretendeu comparar a influéncia da concentracdo de PVA na capacidade de
absorcdo de agua (membranas 5 e 9; Figura 27). Os resultados ndo sdo conclusivos, pois a
percentagem de absorcdo de agua € coincidente em ambos os casos. Tanto o PVA como o
quitosano apresentam grupos hidroxilo que conferem maior hidrofilicidade ao polimero;
contudo, estes grupos poderdo reagir com o glioxal, diminuindo a hidrofilicidade. Assim,
esperar-se-ia que se pudesse detetar algum efeito na absor¢éo de agua se a quantidade de PVA
fosse bastante mais elevada do que a utilizada, de modo a existir um excesso de PVA na
capacidade de inchaco em relacdo ao glioxal.

Além do uso de glioxal como agente reticulante, foi também estudado o efeito do outro
reticulante utilizado, o glutaraldeido e foi ainda estudada uma membrana de quitosano
modificado com &cido latico recorrendo a uma carbodiimida (CMC) e de PVA, reticulada com
glioxal, passando a designar-se de membrana de CS-LA/PVA. Na Figura 28, pode-se comparar
a capacidade de inchago das membranas sintetizadas com a adi¢do de quitosano reticulado com
glutaraldeido, com glioxal e das membranas de CS-LA/PVA. A absorcéo de 4gua da membrana

160 -
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© 100 A
s 11
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15 (2% CS + 0,05% glutaraldeido + 2% PVA)
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Figura 28 - Comparacéo da capacidade de inchaco das membranas de base quitosano reticulada com glutaraldeido ou
glioxal e da membrana de CS-LA/PVA, reticulada com glioxal, quando colocadas numa solugdo de lagrimas artificiais
(barras de erro: desvio padrdo; n = 3).

de quitosano e PVA, reticulada com glutaraldeido (membrana 15) € maior que a absor¢édo de
agua da membrana de quitosano e PVA, reticulada com glioxal, (membrana 12; designada de

membrana de CS/PVA). Isto esta de acordo com o que seria de esperar pois, como 0
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glutaraldeido apresenta um peso molecular superior ao glioxal, isso significa que, para a mesma
concentracdo de reticulante, existe um menor nimero moléculas de glutaraldeido do que de
glioxal, ou seja, existe um menor nimero de grupos aldeido, resultando num menor grau de
reticulacdo e uma maior absorcdo de agua. A membrana de CS-LA/PVA (membrana 13)
apresentou o mesmo perfil de inchago que a membrana de CS/PVA (membrana 12). Na Tabela
8 encontram-se os valores do contetdo de dgua das membranas preparadas com diferentes
concentracdes de glioxal e diferentes concentracbes de PVA, bem como da membrana
reticulada com glutaraldeido e da membrana de CS-LA/PVA reticulada com glioxal. O
contetdo de &gua (EWC) refere-se a percentagem de agua no sistema inchado, calculada em

relacdo ao peso da lente hidratada no equilibrio (Equacéo 11).

Tabela 8 - Contelido de 4gua (EWC) das membranas de base quitosano/PVA reticuladas com glioxal e glutaraldeido e da
membrana de CS-LA/PVA reticulada com glioxal, quando colocadas numa solucéo de lagrimas artificiais (erro: desvio

padréo; n = 3).

Membrana Composicao % EWC
5 2% CS + 0,01% glioxal + 1% PVA 66,71+ 0,1
9 2% CS + 0,01% glioxal + 2% PVA 66,5+ 0,4
10 2% CS + 0,02% glioxal + 2% PVA 66,0 £ 0,3
11 2% CS + 0,03% glioxal + 2% PVA 99,6 +21
12 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA 431+16
13 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA + 0,05% CMC 435+17
15 2% CS + 0,05% glutaraldeido + 2% PVA 56,9+ 15

Os valores de contetdo de agua determinados variam entre 43 e 67% (Tabela 8),
aproximadamente, estando dentro dos limites das lentes de contacto comerciais, que variam
entre 38 e 85% [97]. As membranas de CS/PVA e de CS-LA/PVA (membranas 12 e 13) foram
as selecionadas para os estudos subsequentes de caracterizacéo e de carregamento e libertacdo
do farmaco, j& que eram as que apresentavam uma menor capacidade de absorcdo de agua,

permitindo um melhor manuseamento, uma vez que nao rasgavam téo facilmente.
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3.2. Caracterizacdo das membranas selecionadas

Nesta seccdo, serdo apresentados os resultados da caracterizacdo das membranas
selecionadas, utilizando os seguintes métodos: refratometria, goniometria de angulos de
contacto, transmitancia e DMTA. A refractometria determina o indice de refracédo, relacionado
com o contelldo de &gua da membrana. A goniometria de angulos de contacto permite
caracterizar a hidrofilicidade da superficie das membranas. A analise DMTA tem o objetivo de
determinar as temperaturas de transicdo vitrea, indicadoras da estabilidade da membrana e o

modulo de armazenamento, indicador da resisténcia do material & deformag&o sob presséo.

3.2.1. Indice de refragio

A Tabela 9 apresenta os indices de refracdo das membranas de CS/PVA (membrana 12)

e de CS-LA/PVA (membrana 13), reticuladas com glioxal.

Tabela 9 - indices de refrago (erro: desvio padrio; n = 3).

Membrana Composicao indice de refracdo
12 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA 1,40 £ 0,01
13 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA+ 0,05% CMC 1,36 + 0,01

Os resultados mostram que o valor médio do indice de refracdo da membrana 12
(CS/PVA) € maior que o da 13 (CS-LA/PVA), uma diferenca que possui significado estatistico
(p = 0,008, teste t de Student; grau de confianca de 95%). Como quanto maior o contetdo de
agua da lente mais o seu indice de refracdo se aproxima do indice de refracdo da agua (1,33;
[98]), a membrana que apresenta um indice de refracdo mais proximo deste (membrana 13)
devera possuir um maior contetido de dgua, embora os valores de conteldo de agua obtidos
sejam semelhantes (Tabela 8). Como as lentes de contacto hidréfilas comerciais apresentam um
indice de refracéo entre 1,40 e 1,42 [99], a membrana 12 é a que mais se aproxima das lentes

de contacto comerciais.
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3.2.2. Angulos de contacto

A Tabela 10 apresenta os valores dos angulos de contacto obtidos pelos métodos da gota

séssil e da bolha cativa, determinados com agua.

Tabela 10 - Valores médios dos angulos de contacto determinados com agua, pelos métodos da gota séssil e da bolha cativa
(erro: desvio padrdo; n = 8).

Angulo de contacto (°)
_ o Bolha
Membrana Composicao Gota Séssil )
Cativa
12 2% CS + 2% glioxal + 2% PVA 75+2 56+3
13 2% CS + 2% glioxal + 2% PVA+ 0,05% CMC 54 +2 45+ 3

Como ja foi referido (Sec¢do 1.6.3) superficies com angulos de contacto (gota sessil)
superiores a 65° podem ser consideradas hidrofdébicas. Pela observacdo da Tabela 10, pode
constatar-se que a superficie da membrana de CS/PVA ¢ hidrofdbica, enquanto que a da
membrana de CS-LA/PVA ¢ hidrofilica. Isto sugere que a modificacdo do quitosano altera as
caracteristicas da superficie da membrana. Uma possivel explicacdo para a diminui¢do do
angulo de contacto da membrana de CS-LA/PVA estd na estrutura quimica do quitosano
modificado, que apresenta um maior nimero de grupos polares (hidroxilo e carbonilo) do que
0 quitosano ndo modificado, aumentando, assim, a hidrofilicidade do material. Uma vez que os
valores do angulo de contacto conhecidos para lentes comerciais se referem a lentes de contacto
hidratadas [90-92], ndo foi possivel comparar os valores obtidos com as lentes comerciais, por

terem sido medidos com a membrana seca.

3.2.3. Transmitancia

Os resultados da andlise das diversas zonas do espectro ultravioleta (UV) e visivel da
luz encontram-se representados na Figura 29, onde se podem observar as diferencas de
transmitancia entre a membrana de CS/PVA (membrana 12) e a membrana de CS-LA/PVA

(membrana 13). As membranas bloquearam parte do espetro da radiacdo UV de comprimento
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Figura 29 - Espetros de transmitancia entre 200 e 700 nm, para membranas secas, CS/PVA e CS-LA/PVA, reticuladas.

de onda de 200 a 250 nm, para a membrana de CS/PVA e de 200 a 280 nm, para a membrana
de CS-LA/PVA. Com o aumento do comprimento de onda, observou-se um aumento
transmissdo até 50%, no limite da radiacdo UV (400 nm). Quanto menor a transmissdo da
radiacdo UV, melhor serd a protecdo do olho pela lente pretendendo-se, por isso, que a
transmitancia seja 0 mais baixa possivel na gama do UV. Os valores obtidos estdo em
concordancia com os das lentes de contacto comerciais, que variam entre 38 a 58% [100],
apesar de existirem até valores de transmitancia mais elevados na zona UV [92]. J4 ha gama do
visivel, a membrana de CS/PVA apresenta uma transmitancia que varia entre 56 e 90%, sendo
a média 83%, enquanto que a membrana de CS-LA/PVA apresenta uma transmitancia entre 50
e 90%, com média de 82%. A partir dos 500 nm e até aos 700 nm, as transmitancias das
membranas sdo coincidentes. Pode observar-se que, para comprimentos de onda a partir do azul
(500 nm) e em direcdo ao violeta, a transmitancia diminui cerca de 40% indicando que as
membranas absorvem alguma luz na zona do azul/violeta. Esta diminui¢do é mais acentuada no
caso da membrana de CS-LA/PVA, i.e., esta membrana absorve mais radiacao eletromagnética
na zona do azul/violeta do que a membrana de CS/PVA. Este fato é explicavel devido a cor
amarelada apresentada pelas membranas. Quando a luz branca (combinag&o das cores primarias
azul, verde e vermelho) incide sobre a amostra, parte da luz é absorvida e outra parte sera
refletida. A cor da amostra resulta da cor da luz que esta consegue refletir. Se as membranas
apresentam tons amarelados, que resultam da jungéo das cores verde e vermelho, quer dizer que
a cor absorvida pelas membranas foi o azul. Portanto, era de prever que as membranas
absorvessem radiacdo eletromagnetica na zona do azul/violeta, dado a sua cor complementar
ser 0 amarelo. Os valores médios da transmitancia no espetro da radiacéo visivel para estas
membranas estdo no limite dos valores aceitaveis para lentes de contacto, apesar dos valores na

literatura terem sido determinados com lentes hidratadas. No entanto, as membranas
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apresentam uma cor amarelada, o que impede a sua utilizagdo como lentes de contacto, mas
poderdo ser utilizadas como inser¢do ocular. Podera ser possivel evitar esta cor amarela

utilizando quitosano mais purificado, que é branco, em vez do utilizado, que era amarelado.

3.2.4. Analise termomecanica dinamica

A caracterizacdo térmica teve como objetivo a determinacédo dos valores de temperatura
de transigéo vitrea (Tg), tendo-se utilizado o DMTA. O valor de Tq é dado pelo valor de
temperatura ao qual ocorre um pico na curva de tan §, enquanto, simultaneamente, ocorre um
decréscimo do médulo de elasticidade . Na tabela 11 encontra-se os valores das temperaturas
de transi¢do vitrea da membrana de CS/PVA, da membrana de CS-LA/PVA e da membrana de
referéncia preparada apenas com quitosano (membrana de CS) e nas Figura 30 a 31

representam-se as curvas obtidas das respetivas membranas.

Tabela 11 - Temperaturas de transi¢do vitrea das membranas secas de CS, de CS/PVA e de CS-LA/PVA, obtidas pela
analise DMTA (teste realizado de -130 a 150 °C; taxa de aquecimento 5 °C min%; frequéncias de oscilagdo: 1 e 10 Hz).

Membrana Composicéo Tg (°C)
6 2% CS 30; 88-100
12 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA 54: 100
13 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA + 0,05% CMC 36-45; 84-90
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Figura 30 - Resultados da analiss DMTA da membrana de CS/PVA) seca, para taxa de aquecimento 5 °C min-!: variagdo do
maodulo de elasticidade e fator de perda (tan §) em funcdo da temperatura para frequéncias de oscilagdo 1 e 10 Hz. O gréfico
menor representa uma ampliacdo do maior na zona entre 50 e 150 °C.
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Pela analise do grafico da Figura 30 é possivel distinguir dois picos na curva de tan &,
para a membrana de CS/PVA (membrana 12). O primeiro corresponde a uma temperatura de
transicdo vitrea de cerca 54 °C e, o segundo, a uma temperatura de transicdo vitrea de
aproximadamente 100 °C. A primeira transicdo vitrea pode corresponder a presenca de
quitosano e a segunda temperatura de transicdo vitrea poderd corresponder & presenca do
polimero quitosano ou PVA [101,102].
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Figura 31 - Resultados da analise DMTA da membrana de CS-LA/PVA seca, para taxa de aquecimento 5 °C min: variacéo
do modulo de elasticidade e fator de perda (tan &) em fungdo da temperatura para frequéncias de oscilagdo 1 e 10 Hz. O
grafico menor representa uma ampliagdo do maior na zona entre 0 e 150 °C.

Para membrana de CS-LA/PVA (membrana 13, Figura 31), podem distinguir-se
também duas transi¢des vitreas, uma por volta dos 36-45 °C e outra proxima dos 84-90 °C.
Comparando este resultado com o da membrana de CS/PVA (membrana 12), pode verificar-se
que ha uma diminuicdo em ambas as Tg’s. Isto indica que o quitosano modificado com acido
latico apresenta uma temperatura de transi¢do vitrea inferior a do quitosano ndo modificado, o
que leva a crer que, naquele caso, as cadeias poliméricas ndo interagem t&o fortemente entre si,
ndo sendo necessario tanta energia para que as cadeias no estado vitreo adquiram mobilidade.
Como ja referido na Secgédo 1.6.5., a Ty de lentes de contacto comerciais desidratadas € superior
a 100 °C. Por exemplo lentes de pHEMA, Hilafilcon A e Balafilcon B desidratadas apresentam
Tg’s de 116 °C, 143 °C e 124 °C, respetivamente [94]. Estes valores sdo muito superiores a
temperatura média do olho, de aproximadamente 35 °C [103], indicando que as lentes
comerciais desidratadas devem ter uma temperatura de transi¢do vitrea superior a temperatura

do olho (alids todas as lentes de contacto sdo matrizes amorfas [104]). Comparando a
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temperatura média do olho com a temperatura de transi¢do vitrea da membrana de CS/PVA
(~36-45 °C), constata-se que sdo muito proximas e a Tgda membrana de CS/PVA ¢é bastante
inferior & das lentes de contacto comerciais atras referidas. No entanto, o valor da Tq diminuira
quando a lente for hidratada, pelo que a Tq que interessa comparar ndo é a de lentes desidratadas
mas sim a de lentes hidratadas, que ndo se conseguiu encontrar na literatura. A segunda
transicdo das membranas de CS/PVA e de CS-LA/PVA podera dever-se ao polimero PVA, cuja
Tgy € de, aproximadamente, 88 °C [101]. Sendo esse o caso, isso implicaria que ndo ocorreria
uma mistura molecular entre o quitosano e o PVA.

Foi também estudada a temperatura de transicdo vitrea de uma membrana preparada
apenas com quitosano, com a mesma concentracdo usada na preparacdo das outras membranas
(2% m/v), a fim de se servir como referéncia e comparar as Tg. A analise DMTA desta

membrana de CS encontra-se na Figura 32.
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Figura 32 - Resultados da analise DMTA da membrana de CS (membrana 6) seca, para taxa de aquecimento 5 °C min-*:
variacdo do modulo de elasticidade e fator de perda (tan §) em funcéo da temperatura para frequéncias de oscilagdo 1 e 10
Hz. O gréfico menor representa uma ampliagdo do maior na zona entre 0 e 150 °C.

Esta membrana de CS apresenta dois picos, proximos de 30 e 88-100 °C. O resultado
da primeira Tq vai de encontro ao que seria de esperar, uma vez que esta membrana, ndo sendo
reticulada, apresentara uma Tg inferior as das membranas reticuladas. Para a segunda Tg, 0 valor
da membrana preparada s6 com quitosano € muito préximo do das outras membranas, pelo que
as segundas Tg’s nas membranas de CS/PVA e de CS-LA/PVA poderdo ndo se dever ao PVA
mas sim ao quitosano. Alternativamente, o pico do PVA podera encontrar-se sobreposto ao do

quitosano. Na literatura, a temperatura de transicao vitrea, estimada por DMTA, de um filme
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de quitosano, cujo solvente era o &cido acético, foi de aproximadamente 94 °C [102], enquanto
que, noutro estudo, obteve-se uma Ty de 203 °C [105], havendo ainda quem afirme que a
transicdo vitrea do quitosano nao é clara [105]. Kittur et al. [106] ndo encontrou nenhuma
evidéncia para sugerir uma T4 para 0 quitosano, uma vez que a temperatura a que ocorre pode
ser tdo elevada que a degradacdo do polimero impeca a sua determinacdo. Uma possivel
explicacdo para a Tq calculada da membrana de quitosano ser baixa pode dever-se ao facto de
se usar acido lactico na dissolucdo do quitosano, pois este solvente podera funcionar como
plastificante.

E importante mencionar que os valores de Tq aqui apresentados necessitam de um estudo
mais aprofundado para se poder realmente afirmar que se referem a transicdao vitrea, recorrendo
a outros métodos de analise, como a calorimetria diferencial de varrimento (DSC).

Em suma, a membrana de CS/PVA apresenta uma Tg superior & Tgda membrana de CS-
LA/PVA, o quer dizer que esta membrana é mais resistente a deformacdes sob pressao que a
membrana de CS-LA/PVA, sendo uma propriedade vantajosa no caso do manuseamento de
uma lente de contacto.

O mddulo de armazenamento é uma medida da energia mecénica que o material € capaz
de armazenar, a analise do médulo reflete a resisténcia das membranas a deformacéo sob tenséo.

A Figura 33 representa a variacdo do médulo de armazenamento em funcao da temperatura.
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Figura 33 - Variagao do mddulo de armazenamento em funcédo da temperatura, para as membranas secas 6, 12 e 13, com
taxa de aquecimento 5 °C min-!e frequéncias de oscilagdo 1 e 10 Hz.

Verifica-se que o médulo de armazenamento decresce com o aumento da temperatura,
apresentando em todos 0s casos uma transi¢cdo bem definida que se inicia préximo dos 0 °C, e

gue as membranas de CS/PVA e de CS-LA/PVA apresentam um perfil muito semelhante. No
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entanto, os respetivos valores do modulo de armazenamento a temperatura ambiente (25 °C)
apresentam valores significativamente diferentes: para a membrana de CS/PVA tem-se
modulos de armazenamento 3363 e 3726 MPa, para frequéncias de 1 Hz e 10 Hz,
respetivamente, e para a membrana de CS-LA/PVA tem-se 2045 e 2686 MPa, para frequéncias
de 1 e 10 Hz. A temperatura média da cornea (35 °C) os modulos de armazenamento para as
respetivas membranas também séo diferentes: para a membrana de CS/PVA tem-se 245 e 2686
MPa, para frequéncias de 1 Hz e 10 Hz, respetivamente, e para a membrana de CS-LA/PVA
tem-se modulos de armazenamento de 876 e 1293 MPa, para frequéncias de 1 e 10 Hz. Assim,
verifica-se que, tando a temperatura ambiente como a temperatura da cornea, a membrana mais
rigida é a de CS/PVA, uma vez que apresenta modulos superiores, resultados que estdo
concordantes com as Tg¢’s medidas (Tabela 11). Ainda assim, comparativamente a membrana
de referéncia (de quitosano), os valores do seu modulo de armazenamento sdo superiores as das
restantes membranas, o que ndo estd de acordo com o esperado, pois a primeira Tq da membrana
de quitosano é mais baixa, pelo que deveria ser a que apresentaria médulos de armazenamento

mais baixos.

3.3. Caracterizacao das particulas

Nesta seccdo, serdo apresentados os resultados do diametro médio das nanoparticulas
de CS/PAA e das microparticulas de silicone e da morfologia das nanoparticulas de CS/PAA,
recorrendo a técnica de TEM.

3.3.1. Tamanho das particulas

A Tabela 12 mostra o resultado do tamanho médio e do indice de polidispersdo (PDI)
das particulas de CS/PAA e de silicone, com e sem farmaco, utilizadas na incorporagdo nas

membranas.

Tabela 12 - Diametros médios e indices de polidispersdo (PDI) das nanoparticulas de CS/PAA e microparticulas de silicone,
a 37 °C (erro: desvio padrdo; n = 4).

Nanoparticulas CS/PAA Microparticulas silicone

Sem farmaco  Com farmaco | Sem farmaco  Com farmaco

Diametro médio (nm) 2324 638 + 24 2273 £ 544 3058 £ 1245
PDI 0,49 + 0,04 0,48 + 0,07 0,92+0,13 0,84 + 0,20
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De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que todas as particulas apresentam uma
distribuicdo de tamanhos larga, com maior variabilidade no caso das particulas de silicone.
Comparando as nanoparticulas de CS/PAA com e sem farmaco, verifica-se que a diferenca de
tamanhos é estatisticamente significativa (p = 0,0001, teste t de Student; grau de confianga de
95%). J& para as microparticulas de silicone essa diferenca ndo € significativa (p = 0,2918, teste
t de Student; grau de confianca de 95%). O aspeto da suspenséo de particulas de silicone pode
ser observado na Figura 34, e na Figura 35, apresenta-se 0 aspeto da nanoemulsdo das

nanoparticulas de CS/PAA e das nanoparticulas secas liofilizadas.

Figura 34 - Microparticulas de silicone. Figura 35 - Nanoparticulas de CS/PAA (a esquerda) e aparéncia das
particulas de CS/PAA sujeitas ao processo de liofilizacéo (a direita).

3.3.2. Morfologia das nanoparticulas de CS/PAA

O objetivo deste estudo foi verificar a incorporagdo de farmaco no interior das
particulas. A Figura 36 mostra micrografias de TEM das nanoparticulas CS/PAA sintetizadas

na auséncia e presenga de farmaco.

Figura 36 - Micrografias TEM das nanoparticulas de CS/PAA sem farmaco (a esquerda) e com farmaco (a direita).
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As imagens mostram que as particulas apresentam uma forma arredondada com um
nucleo claro rodeado por uma membrana escura. Na amostra carregada com farmaco, € possivel
observar um nucleo cinzento. A alteracdo da coloragdo do interior das nanoparticulas com e
sem farmaco podera dever-se a presenca de farmaco. Contudo, ndo é possivel afirmar se existe
farmaco encapsulado devido a dificuldade na focagem das particulas sem farmaco e porque as
imagens ndo apresentam a mesma escala. Os didmetros destas nanoparticulas ndo sdo proximos
do tamanho médio das nanoparticulas determinadas pelo ZetaSizer (Tabela 12), mesmo assim,

estes didmetros sdo acetaveis, dado o indice de polidisperséo ser elevado.
3.4. Membranas carregadas com particulas

De modo a aumentar a duracdo da libertacdo de farmaco no olho foram preparadas
membranas carregadas com nano e microparticulas, que continham farmaco. Esperar-se-ia que
a libertacdo do farmaco fosse mais lenta, pois existem duas barreiras ao transporte do farmaco:
a difusdo através das particulas e a difusdo através da matriz polimérica. A adicdo das particulas
carregadas com farmaco foi realizada no momento da preparacdo das membranas. As
nanoparticulas de CS/PAA foram adicionadas no estado seco e as microparticulas de silicone
foram adicionadas em forma de suspenséo.

A Figura 37 mostra o resultado final dos sistemas de libertacdo de farmaco com

nanoparticulas de CS/PAA e microparticulas de silicone. A membrana de CS/PVA contendo

T

Figura 37 - Membranas de CS/PVA carregadas com nanoparticulas de CS/PAA (a esquerda) e microparticulas de silicone
(a direita).
microparticulas de silicone é branca e opaca. Este sistema ndo pode ser utilizado como lente de
contacto pois impediria a visdo, mas podera ser utilizada como inser¢do ocular colocada no
saco conjuntival superior ou inferior. A membrana de CS/PVA com nanoparticulas de CS/PAA
ndo sofreu qualquer alteracdo de aspeto relativamente a membrana sem particulas (membrana
CS/PVA, sem particulas).
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3.5. Estudo da cinética de libertacdo de farmaco

Para estudar a cinética de libertacdo de um farmaco é necessario obter o espetro de
absorcdo do farmaco e a curva de calibracdo necesséria a sua quantificacdo. Uma vez que a
preparacdo de microparticulas de silicone necessita do emprego de uma temperatura de 60 °C
durante 6 h, houve necessidade de verificar se o farmaco dexametasona resistia a este
tratamento térmico. Além disto, também foi necessario verificar a estabilidade de 21-fosfato
dissddico de dexametasona, a 40 °C, durante 24 h, pois € nestas condi¢bes que se da a
evaporagdo do solvente para formar as membranas. Esses resultados sdo apresentados nas
SecgOes de 3.5.1.a 3.5.3..

3.5.1. Espetros de absorcéo de farmaco

A Figura 38, abaixo apresentada, ilustra os espetros de absorcéo da dexametasona e do

sal 21-fosfato dissddico de dexametasona.
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Figura 38 - Espetro de absorvancia dos farmacos dexametasona e 21-fosfato dissédico de dexametasona, de concentragdes
50 pg/mL, em solucédo de lagrimas artificiais.

Pela observacdo da Figura 38 ¢é possivel verificar que o comprimento de onda para o
qual a absorvancia é maxima toma o valor de 242 nm para ambas as formas do farmaco. Foi
este 0 comprimento de onda utilizado para quantificar o farmaco nas amostras recolhidas do

meio de libertacdo.
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3.5.2. Curvas de calibracéo

As Figura 39 e 40 apresentam as curvas de calibracdo dos farmacos, obtidas pelo método

dos minimos quadrados, ajustando uma reta aos pontos obtidos experimentalmente.
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Figura 40 - Curva de calibracéo de 21-fosfato dissddico de
dexametasona em solugdo de Iagrimas artificiais.

Figura 39 - Curva de calibracéo da dexametasona em
solucdo de lagrimas artificiais.

3.5.3. Avaliacdo da degradacéo térmica do farmaco

Para verificar se a temperatura utilizada na preparacdo das nanoparticulas de silicone

causam degradacdo térmica do farmaco sujeitou-se o farmaco a uma temperatura de 60 °C

durante 6 h e comparou-se o espetro de absor¢do UV-Vis obtido com o do farmaco ndo sujeito

as essas condicdes. Os espetros para a dexametasona e para o 21-fosfato dissédico de

dexametasona encontram-se nas Figura 41 e 42, respetivamente.
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Figura 41 - Espetros de absorvancia obtidos no ensaio de degradacdo de 30 pg/mL de dexametasona em solucdo de lagrimas

artificiais, a 60 °C, durante 6 horas.
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Figura 42 - Espetros de absorvancia obtidos no ensaio de degradagéo de 30 pg/mL de 21-fosfato dissodico de dexametasona

em solugdo de lagrimas artificiais, a 40 °C, durante 24 horas.

Como se pode observar pelas Figura 41 e 42, ndo existiram alteracdes significativas no

espetro, pelo que indica que os farmacos ndo sofrem degradacao térmica.

Nas proximas sec¢oes sao apresentados os perfis de libertacdo de farmaco de todos 0s

sistemas estudados, representando-se a quantidade de farmaco libertado e acumulado em

fungéo do tempo.

3.5.4. Membranas de base quitosano sem particulas

Na Figura 43, apresenta-se a quantidade de farmaco libertado ao longo do tempo para

0s casos em que o farmaco foi incorporado por oclusdo em membranas de CS/PVA e de CS-

LA/PVA.
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Figura 43 - Quantidade de 21-fosfato dissodico de dexametasona libertada, ao longo do tempo, em solugdo de lagrimas
artificiais, a 37 °C (farmaco incorporado nas membranas 12 e 13 por oclusdo, barras de erro: desvio padrdo; n = 3). O

grafico menor representa uma ampliacéo do maior até as 8 horas.
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Admitindo que o farmaco foi distribuido uniformemente pelas membranas é possivel
observar que a membrana de CS-LA/PVA (membrana 13) liberta menos farmaco e atinge o
equilibrio mais cedo do que a membrana de CS/PVA (membrana 12). A membrana CS/PVA
deixou de libertar fA&rmaco ao fim de um dia, enquanto que, a membrana CS-LA/PVA deixou
de o libertar ao fim de 4 horas. O facto da membrana de CS-LA/PVA permitir a libertacdo de
farmaco num menor espago de tempo pode ser explicado por esta membrana apresentar uma T
(Tabela 11), muito préxima da temperatura do meio de libertacdo do farmaco (37 °C), pelo que,
a esta temperatura, a membrana estara na transicdo de um estado amorfo para um estado
elastomérico, onde as cadeias poliméricas exibem maior mobilidade facilitando, assim, a
difusdo do farmaco. Os perfis apresentados na Figura 43 correspondem a um perfil tipico de
uma libertacdo de farmaco a partir de lentes de contacto [4].

De modo a avaliar a influéncia do método de incorporacdo de farmaco foi também
incorporado farmaco na membrana por soaking. A Figura 44 apresenta a libertacdo de farmaco
incorporado por soaking para as membranas de CS/PVA e de CS-LA/PVA.
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Figura 44 - Quantidade de 21-fosfato dissodico de dexametasona libertada ao longo do tempo, a partir das membranas de

CS/PVA e de CS-LA/PVA, em solucéo de lagrimas, artificiais a 37 °C (farmaco incorporado nas membranas por soaking,
barras de erro: desvio padrdo; n = 3). O grafico menor representa uma ampliacdo do maior até as 8 horas.

Pode constatar-se que ambas as membranas apresentam um perfil muito semelhante.
Obteve-se uma libertagdo rapida nas primeiras 2/3 horas, seguida de um intervalo em que a
libertacdo é progressivamente mais lenta, até ndo se observar qualquer libertacdo, a partir do 3°
dia. Este perfil é tipico de uma libertacdo de farmaco a partir de lentes de contacto [4].
Verificou-se, ainda, que a quantidade de farmaco libertada era uma ordem de grandeza superior
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a dos sistemas preparados por oclusdo do farmaco. No entanto, a concentragdo de farmaco na
solucdo de polimero usada para preparar as membranas contendo farmaco introduzido por
oclusdo era cinco vezes inferior a utilizada na impregnacédo por soaking.

Para a analise da cinética de libertagdo do farmaco, os perfis de libertacdo das Figuras
41 e 42 foram representados de acordo com alguns modelos cinéticos utilizados na anélise dos
perfis de libertacdo de sistemas de libertacdo controlada de farmacos. Os escolhidos foram os
modelos de Korsmeyer-Peppas, de ordem zero, de primeira ordem e de Higuchi. Os graficos
tracados a partir destes modelos podem ser consultados no Anexo B, Figs.B.1 a B.4. A
qualidade do ajuste do modelo aos pontos experimentais foi avaliada a partir do valor do
coeficiente de correlagdo da regressio linear (R?). A Tabela 13 resume os valores de R? para

cada membrana e modelo estudado.

Tabela 13 - Coeficiente de correlagdo linear (R?) obtido através da linearizagdo dos modelos matematicos para o perfil de
libertacdo de 21-fosfato dissodico de dexametasona a partir das membranas de CS/PVA e de CS-LA/PVA.

- Modelo

&

S Composicéo Korsmeyer-  Ordem Primeira ) _
S Higuchi
§ Peppas Zero Ordem

Ocluséo
12 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA 0,9882 0,3694 0,2386 0,4184
13 2% CS + 0,05% glioxal +2% PVA 0,9782 0,7164 0,6372 0,9031
+0,05% CMC

Soaking
12 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA 0,9902 0,3910 0,2407 0,7159
13 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA 0,9801 0,3688 0,2512 0,6898
+0,05% CMC

Os valores do coeficiente de correlacdo para as membranas de CS/PVA e de CS-
LA/PVA, com farmaco incorporado por oclusdo ou soaking, foram maiores para 0 modelo
cinético de Korsmeyer-Peppas, indicando que este € 0 modelo que se ajusta melhor ao perfil de
libertacdo. Para ambos os métodos de impregnacéo de farmaco, a membrana de CS/PVA ¢é a
que apresenta um R?superior. Para a avaliacéo do tipo de processo de transferéncia de farmaco
do interior para o exterior da matriz recorreu-se a Equacéo (4) (Secgédo 1.4.3.) proposta por
Korsmeyer e Peppas. Os valores obtidos através do estudo de libertagdo foram logaritmizados,
representando-se log (M,/M.,,) versus log(t) (Anexo B, Figs. B.1 a B.4). Através do declive
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da reta obtida por regressao linear, obteve-se o valor do parametro n e, a partir ordenada na
origem, obteve-se o valor de k (= 4(D/ml?)/?), que permitiu determinar o coeficiente de
difusdo (D), conhecida a espessura de transporte. As espessuras das membranas utilizadas
encontram-se na Tabela 14, variando entre 0,13 e 0,27 mm. A partir do valor de n foi possivel
determinar o tipo de mecanismo de libertacdo. A Tabela 15 resume os resultados obtidos pelo

modelo de Korsmeyer-Peppas.

Tabela 14 - Espessura das membranas de CS/PVA e de CS-LA/PVA estudadas na libertacéo de farmaco incorporado por
oclusdo e soaking (erro: desvio padrdo; n = 3).

Espessura (mm)

Membrana Composicéo Ocluséo Soaking
12 2% CS + 2% glioxal + 2% PVA 0,27 +0,021 0,17 £ 0,023
13 2% CS + 2% glioxal + 2% PVA+ 0,05% 0,13+£0,026  0,15+0,025
CMC

Tabela 15 - Valores do pardmetro n e mecanismo de transporte obtidos do modelo Korsmeyer-Peppas, a partir das
membranas de CS/PVA e de CS-LA/PVA preparadas com impregnacdo de farmaco por ocluséo e por soaking.

g ) Valor de Mecanismo de
3 Composicao
g n transporte
p
Ocluséo
12 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA 0,76 Andmalo (Caso I1)
2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA + 0,05% Difusdo Quase
13 0,44 .
CMC Fickiana
Soaking
12 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA 1,14 Super Caso Il
0, + 0, i + 20, + 0
13 2% CS + 0,05% gllcc):x'\zjllC 2% PVA + 0,05% 0.98 Anémalo (Caso I

A partir do valor de n, pode afirmar-se que a membrana de CS/PVA (membrana 12),
com farmaco impregnado por oclusdo, ndo apresenta uma difusdo Fickiana, apresentando um
tipo de transporte anémalo, significando que as taxas de difusdo do fa&rmaco e de relaxagéo das
cadeias poliméricas da matriz sdo semelhantes. Assim, neste caso, a cinética de transporte do
farmaco resulta de uma combinacgédo de dois mecanismos: difusdo do farmaco e relaxacédo da
matriz polimérica (transporte do tipo Caso Il). Para a membrana de CS-LA/PVA (membrana

13), com farmaco impregnado por oclusdo, a difusdo é Quase Fickiana, apresentando uma taxa
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de difusdo muito mais baixa do que a de relaxacdo da matriz polimérica, mas ndo o suficiente
para ser difusdo Fickiana.

Na impregnacdo de farmaco por soaking, o transporte de farmaco da membrana de
CS/PVA é do tipo Super Caso Il (difusdo ndo-Fickiana), que é caracterizado pela existéncia de
um retardamento no arranque da libertacdo de farmaco e uma aceleracdo na parte final da
libertacdo, antes de atingir o plateau. Contudo, este retardamento na parte inicial da libertacdo
ndo se verificou neste sistema. Para a membrana de CS-LA/PVA (membrana 13), o transporte
também n&o é caracterizado pela difusdo de Fick, sendo um mecanismo de transporte do tipo
andémalo, ja muito proximo do mecanismo do tipo Caso I, significando que a velocidade de
difusdo do farmaco é um pouco maior do que o0 processo de relaxacéo.

A partir do modelo de Korsmeyer-Peppas, calculou-se a constante de libertacdo (k) e o
coeficiente de difusdo aparente, para cada membrana (Tabela 16). Os coeficientes de difusdo
sdo0 aqui designados por “aparentes”, uma vez que o mecanismo que controla a libertagdo de
farmaco ndo é a difusdo Fickiana. Portanto, os valores servirdo apenas como uma medida da

taxa de libertacdo do farmaco a partir das membranas, permitindo compara-las.

Tabela 16 - Coeficiente de difusdo aparente e constante cinética, k, obtidos através do modelo de Korsmeyer-Peppas, para o
perfil de libertacdo de 21-fosfato dissédico de dexametasona a partir das membranas de CS/PVA e de CS-LA/PVA.

Coeficiente de
Membrana Composicado difusdo k(s?)
aparente (m?/s)

Ocluséo
12 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA 2,2x10° 4,010
13 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA + 0,05% CMC 1,7x10°18 2,2x10°
Soaking
12 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA 1,5x10716 1,6x10*

13 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA + 0,05% CMC 3,3x10°Y 8,9x10°

O coeficiente de difusdo da membrana de CS/PVA com farmaco incorporado por
oclusdo, bem como a constante de libertacdo k, sdo superiores aos da membrana de CS-
LA/PVA, estando em concordancia com a Figura 43, onde a libertagdo dos primeiros 60% do
farmaco foi mais rapida na membrana de CS/PVA. Para as membranas com farmaco
incorporado por soaking, o coeficiente de difusdo e a constante cinética também sdo maiores
para a membrana de CS/PVA, embora os perfis de libertacdo sejam muito semelhantes (Figura
44).
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3.5.5. Membranas de base quitosano carregadas com particulas

Nesta sec¢do apresentam-se os resultados dos perfis de libertacdo de farmaco, sendo o
sistema base a membrana de CS/PVA (membrana 12). O motivo para a exclusdo da membrana
de CS-LA/PVA (membrana 13) deveu-se aos resultados da caracterizacao terem sido piores em
comparagdo com a membrana de CS/PVA, nomeadamente o indice de refracdo ser inferior as
lentes comerciais, a transmitancia ser mais baixa, para comprimentos de onda entre 400 a 500

nm.

Microparticulas de silicone

O perfil de libertacdo da dexametasona a partir da membrana de CS/PVA, carregada

com microparticulas de silicone, encontra-se na Figura 45.

Massa de farmaco acumulada (ug/
mg de amostra)
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Figura 45 - Quantidade de dexametasona libertada, ao longo do tempo, em solucéo de lagrimas artificiais, a 37 °C, pela
membrana de CS/PVA (membrana 12), carregada com particulas de silicone (barras de erro: desvio padrao; n = 3).

Como se pode verificar, o perfil de libertacdo de farmaco através das particulas de
silicone apresentou-se muito irregular na fase inicial, existindo um desvio padrdo elevado
associado a cada ponto do grafico. Como a introducéo das particulas de silicone na solugéo
polimérica foi feita a partir de uma suspensao dessas mesmas particulas, ndo é possivel saber
qual o rendimento de incorporacdo de farmaco no interior das particulas, pelo que o farmaco
podera estar apenas dissolvido no meio envolvente ou adsorvido a superficie das particulas.
Assim, a libertacdo aqui estudada pode ndo se referir a libertagdo de farmaco através das

particulas. Apesar disto, sabe-se que a dexametasona € pouco soltvel em agua e, por isso, é
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provavel que o farmaco esteja encapsulado nas particulas de silicone. Dada a irregularidade e

variabilidade do perfil de libertacdo de farmaco, a cinética deste sistema néo foi estudada.
Nanoparticulas de CS/PAA
A Figura 46 diz respeito a libertacdo de 21-fosfato dissodico de dexametasona a partir

das membranas de CS/PVA carregadas com nanoparticulas de quitosano/poli(acido acrilico)
(CS/IPAA).
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Figura 46 - Quantidade de 21-fosfato dissodico de dexametasona libertada a partir da membrana de CS/PVA (membrana 12),

carregada com particulas de CS/PAA (farmaco no interior das particulas; barras de erro: desvio padrdo; n = 3). O gréfico
menor representa uma ampliagdo do maior no 1° dia.

Quando o farmaco estéd encapsulado no interior das particulas, espera-se que haja um
periodo de atraso na libertacdo. Ao contrario do que seria de esperar, ocorreu uma libertacdo
elevada logo nas primeiras 5 horas, atingindo-se um plateau que durou até ao 2.° dia de
libertacdo. A partir dai, voltou a haver libertagdo de farmaco até ao 9.° dia. Contudo, podera
haver uma explicacdo para este perfil de libertagdo: o farmaco podera ter saido das particulas
durante a preparacdo das membranas e também devido ao facto de ter havido um periodo de 5
dias entre a preparacdo da membrana e o estudo de libertagdo do farmaco. Este periodo de
tempo podera ter permitido ao farmaco ir migrando das nanoparticulas para a membrana.
Assim, a primeira curva podera corresponder a libertagdo do farmaco que estaria na membrana

e a segunda curva a libertacdo do farmaco que estaria no interior das nanoparticulas. Uma vez
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que este perfil de libertacdo apresentava duas partes, procurou-se trata-las separadamente. As
representacdes graficas dos modelos podem ser consultadas no Anexo B, Figuras B.5e B.6 e 0

valor de R? para os varios modelos encontra-se na Tabela 17.

Tabela 17 - Coeficiente de correlagdo linear (R?) obtido através da linearizagdo dos modelos matematicos para o perfil de
libertacéo de 21-fosfato dissddico de dexametasona a partir da membrana de CS/PVA, com nanoparticulas de CS/PAA
(farmaco no interior das particulas).

- Modelo

8

S Composicao Korsmeyer-  Ordem Primeira ) _
S Higuchi
g Peppas Zero Ordem

Primeira Libertacdo (até as 6 horas)

— 0,6816 0,5658 0,8888
12 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA

Segunda Libertacédo (a partir do 2° dia)

— 0,9242 0,8541 0,9578

Na primeira parte do perfil de libertacdo, o modelo de Korsmeyer-Peppas nao pode ser
testado por ndo haver pontos suficientes até aos 60% da libertacdo. Nenhum dos outros modelos
se ajustou aos pontos experimentais, dado os valores de R? obtidos serem inferiores a 0,9. E
possivel que o modelo que ndo pdde ser testado (Korsmeyer-Peppas) fosse aquele que se
ajustaria aos resultados. Na segunda parte do perfil de libertacdo, 0 modelo de Korsmeyer-
Peppas também ndo pdde ser testado por existirem apenas 3 pontos até aos 60% desta parte do
perfil, sendo o modelo de Higuchi o que melhor se ajustou (Tabela 17). Assim, dada a
impossibilidade de testar todos os modelos considerados, nada se pdde inferir relativamente a
qual dos modelos melhor descreve as duas partes da libertacao.

Foi também realizado o estudo do sistema que continha o farmaco no interior das
nanoparticulas e na prépria membrana, de modo a comparar com o sistema sem a presenca de
nanoparticulas. A representacdo da cinética de libertagdo de 21-fosfato dissodico de
dexametasona a partir da membrana CS/PVA, carregada com nanoparticulas de CS/PAA,

encontra-se na Figura 47.
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Figura 47 - Quantidade de 21-fosfato dissédico de dexametasona libertada pela membrana de CS/PVA carregada

com particulas de CS/PAA (farmaco no interior das particulas e incorporado na membrana, por soaking; barras de erro:
desvio padrdo; n = 3). O grafico menor representa uma ampliagdo do maior no 1° dia.

No sistema carregado com particulas verifica-se uma rapida libertacdo de farmaco nas
primeiras 3 horas, que devera corresponder a farmaco com origem na matriz da membrana,
apos as quais, existe uma libertacdo mais lenta até as 24 horas, que podera corresponder a saida
de farmaco do interior das particulas e do interior da matriz. Terminado esse periodo a
quantidade de farmaco decai, parecendo indicar que a membrana estara a reabsorver farmaco
até conseguir atingir um equilibrio.

Sabendo que a concentracdo da solucdo de farmaco para a incorporacdo nas membranas
foi igual e que o tempo de submersdo da lente foi 0 mesmo, verifica-se que a membrana com
particulas tem maior capacidade de incorporacéo e libertacdo do farmaco. Assim, a presenca de
particulas com farmaco no interior de uma matriz que também contém farmaco permite
aumentar a quantidade de farmaco libertado.

Por fim, foi realizado o ajuste dos modelos matematicos ao sistema em estudo, tendo-
se obtido as representacOes gréaficas, presentes no Anexo B, Figura B.7 e os valores do
coeficiente de correlacéo presentes na Tabela 18.
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Tabela 18 - Coeficiente de correlacdo linear (R?) obtido através da linearizacdo dos modelos matematicos para o perfil de
libertacédo de 21-fosfato dissddico de dexametasona a partir da membrana de CS/PVA, com nanoparticulas de CS/PAA
(farmaco no interior das particulas e incorporado na membrana).

- Modelo

S

S Composicao Korsmeyer-  Ordem Primeira ) )
S Higuchi
§ Peppas Zero Ordem

12 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA 0,9867 0,8948 0,3898 0,9709

Os modelos que apresentaram o coeficiente de correlacdo mais elevado foram o de
Korsmeyer-Peppas e de Higuchi (Tabela 18). Através do declive da reta obtida por regresséo
linear, pelo modelo de Korsmeyer-Peppas, obteve-se o valor do parametro n (= 0,7), em que 0
mecanismo de transporte associado a este valor é ndo Fickiano do tipo transporte anémalo. Isto
significa que a cinética de transporte do farmaco é uma combinacdo de dois mecanismos:
difusdo e transporte do tipo Caso Il, uma vez que as taxas de difusdo e relaxagdo sé@o
aproximadas. O modelo de Higuchi também se podera aplicar, neste caso, a difusdo dependente
da raiz quadrada do tempo, no entanto, era de esperar que o parametron do modelo de
Korsmeyer-Peppas fosse mais préximo de 0,5, pois € este o valor que representa 0 modelo de
Higuchi. Os pardmetros cinéticos do modelo de Korsemeyer-Peppas encontram-se na Tabela
19.

Tabela 19 - Coeficiente de difusdo aparente e constante cinética, k, obtidos através do modelo de Korsmeyer-Peppas, para o
perfil de libertagdo de 21-fosfato dissédico de dexametasona da membrana de CS/PVA, com nanoparticulas de CS/PAA
(farmaco no interior das particulas e incorporado na membrana).

s Coeficiente de difusao
Membrana Composicao k (s?)
aparente (m?/s)

12 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA 2,0x10°Y 2,5x10°

Comparando estes parametros com os da membrana de CS/PVA sem particulas, com
farmaco incorporado por soaking (Tabela 16), observa-se que o coeficiente de difusdo aparente
e a constante k da libertacdo da membrana com particulas sdo menores, concluindo que a
libertacdo de farmaco é mais lenta a partir da membrana de CS/PVA com nanoparticulas de
CS/PAA.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSOES E PERSPETIVAS DE TRABALHO
FUTURO

Nesta dissertacdo foram preparados 15 tipos de membranas de base quitosano com
concentragdes de 1 e 2% (m/v) deste polimero, com o objetivo de preparar um sistema para ser
usado no olho como lente de contacto ou como insercédo ocular, que permita uma libertacdo de
farmaco constante durante um periodo de tempo prolongado. Estudou-se o efeito do uso de um
reticulante (glioxal ou glutaraldeido), da modificacdo do quitosano com &cido latico e da adi¢ao
de PVA. As membranas com 2% de quitosano foram as que permitiram um facil manuseio e o
uso do reticulante permitiu evitar a dissolucdo em é&gua, que se verificou para as membranas
preparadas na auséncia de reticulante. Assim, membranas preparadas com 1% de quitosano e/ou
ndo reticuladas foram excluidas dos estudos subsequentes. Estudou-se também a influéncia da
concentracdo do reticulante glioxal na absor¢do de agua pelas membranas, concluindo-se que a
melhor concentracéo era 0,05% (v/v). Assim, foram selecionadas apenas duas membranas para
os estudos subsequentes de caracterizacao e incorporacao de farmaco: a membrana de quitosano
e PVA reticulada com glioxal (CS/PVA; membrana 12) e a membrana de quitosano modificado
com 4cido latico e contendo PVA, reticulada com glioxal (CS-LA/PVA; membrana 13). A
caracterizagdo das membranas de CS/PVA e de CS-LA/PVA revelou que, atendendo ao valor
do indice de refracdo e da transmitancia, a membrana de CS/PVA é a mais indicada para ser
utilizada como lente de contacto, ja que apresenta um indice de refracdo e uma transmitancia
préximos dos valores de lentes de contacto comerciais. A goniometria de angulos de contacto
mostrou que sua superficie é hidrofobica, enquanto que a da membrana de CS-LA/PVA é
hidrofilica. Na analise de DMTA verificou-se que a membrana de CS-LA/PVA apresentou uma
Ty baixa, muito proxima da temperatura média da cornea (~35 °C), enquanto que as lentes de
contacto comerciais apresentam valores de Ty bastante acima dos 35 °C. A membrana de
CS/PVA apresentou uma Ty de aproximadamente 54 °C, superior a da membrana de CS-
LA/PVA. O médulo de armazenamento mostrou que, a temperatura ambiente e a temperatura
média da cornea, a membrana de CS/PVA é mais rigida que a de CS-LA/PVA.

Quando o farmaco foi incorporado por oclusdo, os resultados mostraram libertacGes

rapidas, sendo que o perfil de farmaco libertado a partir da membrana de CS-LA/PVA atingiu
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o0 equilibrio mais cedo do que a partir da membrana de CS/PVA, libertando esta ultima mais
farmaco. Ja na incorporacéo por soaking, a libertacao foi igualmente rapida mas as membranas
de CS/PVA e de CS-LA/PVA apresentaram um perfil de libertacdo semelhante. Foram testados
0s modelos matematicos para as cinéticas de libertacdo, onde o modelo de Korsmeyer-Peppas
foi 0 que se ajustou melhor a todos os perfis de libertagdo. O sistema com particulas de silicone
apresentou um perfil de libertacdo irregular, ndo sendo possivel o ajuste de um modelo
matematico. Ja o sistema com nanoparticulas de CS/PAA, com farmaco incorporado por
ocluséo, apresentou um perfil de libertacdo com duas partes, onde ndo foi possivel testar o
modelo de Korsmeyer-Peppas. Os restantes modelos ndo se ajustaram aos pontos experimentais
da primeira parte e 0 modelo de Higuchi foi o que melhor se ajustou a segunda parte do perfil
de libertacdo. Para o sistema de nanoparticulas de CS/PAA, com farmaco incorporado por
oclusdo e soaking, o coeficiente de correlacdo foi mais elevado para os modelos de Higuchi e
Korsmeyer-Peppas, contudo o valor parametro n do modelo de Korsmeyer-Peppas foi diferente
daquele gue deveria corresponder ao modelo de Higuchi. Conclui-se ainda que a membrana
com particulas de CS/PAA, com farmaco incorporado por soaking e ocluso nas nanoparticulas,
apresentou uma libertacdo mais lenta e maior do que a membrana sem particulas.

Efetuado este estudo, é possivel concluir que nenhuma das membranas preparadas
constitui um sistema de libertacdo perfeito, dado a libertacdo ndo ocorrer durante um periodo
de tempo constante e prolongado, como inicialmente pretendido. O sistema com o tempo de
libertagdo mais longo foi a membrana de CS/PVA com nanoparticulas de CS/PAA e farmaco
ocluso nestas, libertando farmaco até ao 9° dia, embora esta libertacdo ndo tenha sido continua,
pois ndo houve libertacdo a partir das 5 horas até ao 2° dia. Importa referir que a preparacao
destes sistemas foi feita de raiz e, por isso, seria ainda necessario estudar em separado o efeito
de diversas variaveis na libertacdo de farmaco, como o grau de reticulagdo, o conteldo de agua
e a espessura da membrana.

Como sugestdes de trabalho futuro, de modo a aumentar-se o tempo de libertacdo de
farmaco, poder-se-4 modificar ou revestir a superficie das membranas, de modo a criar barreiras
a difuséo do farmaco, levando a uma libertagdo gradual do medicamento no olho.

Seria vantajoso repetir os estudos de libertacdo das membranas sem particulas, mas
determinando a massa de farmaco contida nas membranas, bem como utilizando solucdes de
farmaco com a mesma concentracdo no carregamento por oclusdo e por soaking, de modo a
permitir uma comparacao da eficiéncia de incorporacéo e libertagdo do farmaco. Também seria
vantajoso comparar a libertagéo a partir de membranas com/sem nano/microparticulas contendo

a mesma massa de farmaco.
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Para uma futura abordagem destes sistemas aconselha-se a utilizar quitosano purificado
ou lava-lo previamente, de forma a este clarear e, assim, aumentar a transmitancia das
membranas.

Um dos fatores importantes para o uso de lentes de contacto de uso prolongado é a sua
transmissibilidade ao oxigénio, por isso o estudo desta propriedade seria importante e também
seria interessante verificar a influéncia que a hidratacdo da membrana pode ter nalgumas

propriedades estudadas.
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AnNexos

Anexo A — Particulas de CS/PAA e de silicone

Tabela A.1 - Concentragdes e respetivas absorvancias utilizadas na obtencéo das curvas de calibracdo da dexametasona e de

ANEXOS

21-fosfato dissédico de dexametasona.

21-Fosfato dissédico de

Dexametasona
dexametasona
Solucéo C (ug/mL) A242 C (ug/mL) Az42
- 0 0 0 0
1 5 0,1601 1 0,0348
2 10 0,3204 5 0,1467
3 15 0,4986 10 0,2847
4 20 0,6850 20 0,5430
5 25 0,8762 35 0,9439
6 30 1,0367 - -
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Anexos

Anexo B — Ajuste do perfil de libertaco do farmaco aos modelos

matematicos

e Membrana de CS/PVA (membrana 12: 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA), farmaco

incorporado por ocluséo:

Korsmeyer-Peppas

log(t) )
-2,5 2 -1,5 1 05 (L
_012
)
- -0,4
]
.'.- _0'6
e
" y=0,756x + 0,5367 08
,-'. RZ = 0,9882
‘ -1
_112
Primeira ordem
3,5
; . JUURerrs JPORRPRES .
25
s 2
§01,5 y = 0,1606x + 2,5046
- R?=0,2386
0,5
0
0 1 3 : ;

t

Figura B.1 - Representacdo grafica dos modelos de Korsmeyer-Peppas, ordem zero, primeira ordem e de Higuchi para a
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membrana de CS/PVA, farmaco incorporado por ocluséo.
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AnNexos

e Membrana de CS/PVA (membrana 12: 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA), farmaco

incorporado por soaking:

Korsmeyer-Peppas

Ordem zero
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Figura B.2 - Representacdo grafica dos modelos de Korsmeyer-Peppas, ordem zero, primeira ordem e de Higuchi para a
membrana de CS/PVA, farmaco incorporado por soaking.
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e Membrana de CS-LA/PVA (membrana 13: 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA + 0,05%

CMC), farmaco incorporado por ocluséo:

Korsmeyer-Peppas Ordem Zero
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Figura B.3 - Representacdo grafica dos modelos de Korsmeyer-Peppas, ordem zero, primeira ordem e de Higuchi para a
membrana de CS-LA/PVA, farmaco incorporado por oclusao.

88



AnNexos

e Membrana de CS-LA/PVA (membrana 13: 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA + 0,05%

CMC), farmaco incorporado por soaking:

Korsmeyer-Peppas
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Figura B.4 - Representacdo grafica dos modelos de Korsmeyer-Peppas, ordem zero, primeira ordem e de Higuchi para a
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membrana de CS-LA/PVA, farmaco incorporado por soaking.
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e Membrana de CS/PVA (membrana 12: 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA) carregada

com nanoparticulas de CS/PAA, farmaco no interior das particulas:

Korsmeyer-Peppas (12 Libertacdo) Ordem Zero (12 Libertagao)
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Figura B.5 - Representacéo grafica dos modelos de ordem zero, primeira ordem e de Higuchi para a 12 libertagao de farmaco
da membrana de CS/PVA, carregada com nanoparticulas de CS/PAA (farmaco no interior das particulas). *

1 0 modelo de Korsmeyer-Peppas ndo foi testado, pois ndo existiram pontos suficientes (até aos 60%), para testa-lo.
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Figura B.6 - Representacéo gréafica dos modelos de ordem zero, primeira ordem e de Higuchi para a 22 liberta¢do de farmaco
da membrana de CS/PVA, carregada com nanoparticulas de CS/PAA (farmaco no interior das particulas).

1 0 modelo de Korsmeyer-Peppas ndo foi testado, pois ndo existiram pontos suficientes (até aos 60%), para testa-lo.
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Membrana de CS/PVA (membrana 12: 2% CS + 0,05% glioxal + 2% PVA) carregada com
nanoparticulas de CS/PAA (farmaco no interior das particulas e incorporado na

membrana por soaking):
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Figura B.7 - Representagdo grafica dos modelos de Korsmeyer-Peppas, ordem zero, primeira ordem e de Higuchi para a
membrana de CS/PVA carregada com nanoparticulas de CS/PAA (farmaco no interior das particulas e incorporado na
membrana por soaking).
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