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Galante, R. Esterilizagdo de hidrogéis para aplicagoes biomédicas. 2017. 229p. Tese

(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo.
RESUMO

A esterilidade é um requisito indispensavel para a maioria dos biomateriais. Devido a sensibilidade dos
hidrogéis, a sua esterilizagdo apresenta-se como um desafio, sobretudo quando estdo em causa
nanoestruturas ou a presenca de farmacos. O objetivo deste trabalho foi estudar os principais efeitos de
diversos métodos de esterilizagdo nas propriedades de diferentes tipos de sistemas a base de hidrogel.
Além dos métodos convencionais (calor humido e radiagdo gama) foi aferida a aplicabilidade da
esterilizagdo por 0zono, um processo que embora se revele recente e ainda em fase de desenvolvimento,
nao deixa, no entanto, de ser bastante promissor. Estudou-se uma formulagéo de hidrogel natural
nanoparticulado a base de quitosano (nanogel), com um largo espectro de possiveis aplicagdes, e duas
formulagdes de hidrogéis sintéticos para aplicagdes oftdlmicas (modelos de lentes de contato convencional
e da nova geracdo de silicone-hidrogel), com e sem farmacos incorporados. Avaliaram-se alteragdes nas
principais propriedades vitais ao bom desempenho e integridade dos materiais. No caso do nanogel:
tamanho médio de particula, potencial zeta, indice de polidispersdo, absorvancia, morfologia, estrutura
quimica e citotoxicidade. No caso dos hidrogéis sintéticos: intumescimento, propriedades dpticas,
permeabilidade idnica, molhabilidade, morfologia e topografia, estrutura quimica, propriedades mecanicas,
citotoxicidade e perfil de libertagdo dos farmacos. Para garantir a melhor eficicia dos métodos de
esterilizacdo, realizaram-se testes de esterilidade apds a contaminagdo intencional das amostras com
diferentes cargas dos respetivos indicadores biologicos. A esterilizagéo por calor humido revelou-se o
método mais agressivo, no caso do nanogel, e 0 menos agressivo para os hidrogéis sintéticos, quer na
presenca quer na auséncia de farmacos. Relativamente a irradiagdo gama, para o nanogel, verificou-se que
a sua resisténcia a irradiacdo aumenta consideravelmente na presenca de agucares protetores. Ja os
hidrogéis sintéticos mostram-se resistentes a técnica, apresentando sinais de degradacao evidente apenas
para a dose mais elevada (25 kGy). Na presenga de farmacos, a irradiagdo gama mostrou-se inadequada
devido a sensibilidade dos mesmos. Os resultados obtidos s&o promissores no que diz respeito a
aplicabilidade da esterilizagdo por ozono, tanto para o nanogel como para os hidrogéis sintéticos, sem
farmacos incorporados. Os farmacos sofrem, na generalidade, degradagéo quando expostos a este agente
oxidante. Em suma, face a evidente complexidade dos fatores envolvidos (e.g. natureza, composigao e
propriedades dos materiais, estabilidade dos farmacos, condicbes e pardmetros dos processos
esterilizagdo), torna-se dificil generalizar os efeitos e prever o resultado dos métodos de esterilizagao. A

escolha do processo mais adequado deve, portanto, ser feita caso a caso.

PALAVRAS CHAVE: Hidrogel, esterilizagao, calor humido, irradiagdo gama, 0zono, caracterizagao.






Galante, R. Sterilization of hydrogels for biomedical applications. 2017. 229p. Tese (Doutorado).

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo.
ABSTRACT

Sterility is mandatory requirement for most biomaterials. Because of their known sensitivity, hydrogel
sterilization poses as a challenge, particularly when it comes to nanostructures or when drugs are
incorporated. The main goal of this work was to study the key effects of different sterilization methods on
the properties of different types of hydrogel-based systems. In addition to the conventional methods
(steam heat and gamma radiation) the applicability of a promising new ozone method was assessed. Two
formulations of synthetic hydrogels for ophthalmic applications (representing conventional contact lenses
and new generation silicone-hydrogel contact lens), unloaded and loaded with ophthalmic drugs, were
studied; and a natural chitosan-based nanostructured hydrogel (nanogel), with a broad spectrum of
possible applications. Changes in the essential properties were evaluated. For synthetic hydrogels:
swelling, optical properties, ionic permeability, wettability, morphology and topography, chemical
structure, mechanical properties, cytotoxicity and drug release profile. For the nanogel: average particle
size, zeta potential, polydispersity index, absorbance, morphology, chemical structure and cytotoxicity. In
order to ensure the effectiveness of the sterilization methods, sterility tests were carried out after purposely
contaminating the samples with different loads of biological indicators. Seam heat sterilization proved to
be the most aggressive method for the nanogel, while being the least aggressive for the synthetic
hydrogels in the presence and absence of drugs. Regarding gamma irradiation, the nanogel resistance to
irradiation increased considerably in the presence of protective sugars. The synthetic hydrogels were
resistant to this technique, showing signs of severe degradation only at the highest dose (25 kGy). In the
presence of drugs, gamma irradiation proved to be inadequate due to drug degradation. The obtained
results were encouraging with regard to the applicability of ozone sterilization for both the nanogel and the
unloaded synthetic hydrogels. The drugs generally undergo degradation when exposed to this oxidizing
agent. In view of the evident complexity of the factors involved (e.g. nature, composition and properties of
materials, drug stability, conditions and parameters of sterilization processes), it is difficult to generalize
the effects and predict the outcome of the sterilization methods. The selection of the most suitable

procedure must be made on a case-by-case basis.

KEYWORDS: Hydrogel, sterilization, steam heat, gamma irradiation, ozone, characterization
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JUSTIFICATIVA

Os hidrogéis séo redes polimérias com capacidade de absorver e reter
dgua, o0 que os torna sistemas ideiais para simular tecidos e ambientes
fisiologicos.

A esterilizagdo € um processo essencial para garantir a seguranca
biolégica de dispositivos médicos destinados a estar em contato direto com 0s
fluidos/tecidos biologicos (e.g. lentes de contato, formulacdes oftalmicas,
preparacdes injetaveis). Como tal, a esterilidade € um requisito obrigatorio,
exigido pelas diferentes agéncias reguladoras.

A temética dos hidrogéis tem sido extensamente estudada, porém o efeito
dos métodos de esterilizagdo nestes materiais € muito pouco abordado (menos
de 0.3%).

A esterilizacdo terminal é, sempre que possivel, a escolha aconselhada,
devido ao grau de seguranca que confere ao produto final.

Este trabalho teve por objetivo realizar um estudo comparativo do efeito
de métodos convencionais de esterilizacdo terminal (calor humido e irradiacéao
gama) e de um novo método alternativo (0zono) sobre as principais propriedades
e comportamento de diferentes tipos de hidrogéis: uma formulagcéo de hidrogel
natural nanoparticulado a base de quitosano (nanogel), com um largo espectro
de possiveis aplicacdes e duas formulagbes de hidrogéis sintéticos para

aplicacoes oftalmicas, com e sem farmacos incorporados.
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1 HIDROGEIS PARA APLICAGOES BIOMEDICAS - ESTADO DA
ARTE.

A informacgéo contida neste capitulo foi parcialmente submetida para publicagdo no
periodico Journal Of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials

(conceito Qualis 2016: B1 Farmacia, A2 Interdisciplinar).






1.1 HIDROGEL

Atualmente, a definicdo de maior aceitacdo para o conceito de biomaterial
€ aquela que o descreve como “qualquer substancia ou combinagdo de
substancias, a excecdo de farmacos, de origem sintética ou natural, que possa
ser utilizada por um determinado periodo de tempo, que aumente, substitua
parcialmente ou totalmente um tecido, 6rgdo ou funcdo corpo humano, de
maneira a manter ou melhorar a qualidade de vida de um individuo” (American
National Institute of Health)?.

Os hidrogéis sdo atualmente muito utilizados como biomateriais.
Basicamente, sdo redes poliméricas tridimensionais com a capacidade de reter
agua ou outros fluidos, em quantidades que podem variar dos 10-20%, até
milhares de vezes o seu peso em seco % 3. A sua classificacdo pode ser feita
considerando-se diversos fatores: e.g. com base na natureza dos seus grupos
laterais podem ser classificados como neutros ou i6nicos; de acordo com
estrutura fisica da rede podem ser caracterizados como amorfos, semicristalinos,
estruturas supramoleculares ou agregados hidrocoloidais; tendo por base a sua
composicdo, podem ser classificados em homopolimeros (quando apenas um
tipo de mondmero € utilizado) ou redes de copolimeros (quando estdo em causa
combinacées de varios mondémeros).* ° Relativamente a origem dos
monomeros, podem ainda ser naturais, sintéticos ou hibridos.

As suas propriedades especiais (e.g elevada biocompatibilidade,
conteudo de agua, maleabilidade, porosidade), aliadas a possibilidade de
poderem assumir diferentes tamanhos e formas fisicas (e.g. sélidos moldados,

matrizes de pd prensado, micro/nanoparticulas, filmes de revestimento, entre

outros) fazem do hidrogel o material ideal para simular ambientes biolégicos 2.



Na ultima década, tém-se desenvolvido e aprimorado métodos de sintese
de hidrogéis (ligagbes cruzadas quimicas ou fisicas), nos quais pode ser utilizada
uma vasta gama de mondmeros, naturais ou sintéticos (Tabela 1-1) ®.

Tabela 1-1 - Lista de mondmeros mais utilizados na sintese de hidrogéis para

aplicacfes biomédicas e/ou farmacéuticas (adaptado de 4).

Origem Sigla Mondmero

HEMA Hidroxietil Metacrilato
HEEMA Hidroxietoxietil Metacrilato
HDEEMA  Hidroxidietoxietil Metacrilato
MEMA Metoxietil Metacrilato
MEEMA Metoxietoxietil Metacrilato
MMA Metilmetacrilato
MDEEMA  Metoxietoxidietil Metacrilato
EGDMA Etileno Glicol dimetacrilato

Sintéticos NVP N-vinil-2-pirrolidona
NIPAAmM N-isopropilacrilamida
VAC Acetato de vinil
AA Acido Acrilico
HPMA N-(2-hidroxipropil)metacilamida
PEG Poli(etileno glicol)
PEGA Poli(etileno glicol) acrilato
PEGMA Poli(etileno glicol) metacrilato
PEGDA Poli(etileno glicol) diacrilato
PEGDMA  Poli(etileno glicol) dimetacrilato
Quitosano

Naturais Celulose
Alginato
Colagénio

As propriedades fisicas finais do hidrogel, como a capacidade de

absorcdo de agua, a transparéncia, a hidrofilicidade, a resisténcia mecanica, a



permeabilidade i6nica ou gasosa, entre outras, podem ser ajustadas através da
correta combinacgao entre o método adequado de sintese e a escolha apropriada
dos monémeros 78 °,

A tematica dos hidrogéis é muito vasta e com grande potencial nas areas
da farméacia e biomedicina. Desde a variedade dos materiais envolvidos, dos
métodos de producdo, do controle das diversas propriedades fisico-quimicas
desejadas, até ao amplo leque de possiveis aplicagbes e das suas
especificidades, é percetivel uma dificuldade na generalizacdo dos conceitos.
As relacdes entre propriedade/funcionalidade desejadas devem ser estudadas

em pormenor e desenvolvidas caso a caso.

1.2 APLICAGOES BIOMEDICAS DO HIDROGEL

Os investigadores Wichterle e Lim (1960) sdo responsaveis pelo
desenvolvimento do primeiro hidrogel copolimerizado (HEMA/EGDMA), com
vista a aplicacdes bioldgicas 1°. Desde entdo, os hidrogéis surgem em aplicaces
tdo distintas como lentes de contato, revestimentos de material cirargico (e.g.
luvas cirargicas, cateteres, sistemas de drenagem pensos dérmicos, implantes,
etc.) 1

Os hidrogéis, microgéis e nanogéis sao atualmente, cada vez mais, vistos
como plataformas viaveis para as mais diversas areas biomédicas cujas
funcionalidades aumentam tanto em versatilidade como em complexidade.

Por exemplo, o estudo da utilizacdo destes materiais como veiculos de
libertacdo de fArmacos/proteinas tem vindo a aumentar nas Ultimas décadas 2.
Em geral, as estruturas sdo carregadas com farmacos e depois colocadas em

ambiente biolégico, em formato de produtos injetaveis, comprimidos, capsulas,



implantes, pensos dérmicos ou lentes de contato terapéuticas 1% 13 14 15 A
incorporacdo dos farmacos pode ocorrer de diversos modos: por imersdo em
solugdes do farmaco, por impregnacdo através de fluidos supercriticos, por
encapsulacdo de farmacos em nanoestruturas ou por técnicas de ‘imprinting™®
17; 18_

A semelhanca entre os hidrogéis e a matriz extracelular dos tecidos levou
também ao desenvolvimento de estudos sobre a aplicacdo destes materiais no
campo da engenharia de tecidos e medicina regenerativa. Na literatura da
especialidade encontra-se uma vasta gama de trabalhos com hidrogéis,
destinados as aplicacdes em diferentes tecidos, desde dsseos até tecidos moles
(e.g. musculo, cartilagem, vertebra) % 192021

Outra area de grande interesse, neste sentido, resulta da capacidade de
alguns hidrogéis (os “smart hydrogels”) responderem a estimulos ambientais
(e.g. variacbes de temperatura/pH, presenca de determinadas moléculas) com
alteracbes drasticas de propriedades especificas (intumescimento,
permeabilidade, propriedades mecanicas). Os hidrogéis sensiveis a alteracdes
de temperatura constituem, talvez, os mais estudados. Neste caso, o equilibrio
entre as ligacdes fisicas, as ligacdes de hidrogénio e as interacdes hidrofébicas
que mantém as cadeias poliméricas unidas depende da temperatura. Esta
dependéncia, por sua vez, ditard o comportamento da gelificacdo do material 2%
23_

Para se alcancar um produto final eficiente e seguro € importante garantir
a biocompatibilidade do material, a sua adequabilidade para o fim pretendido

(assegurando as propriedades necessarias a um eficaz funcionamento) e



também a sua seguranca bioldgica, garantindo a esterilidade ou a baixa carga
microbiana, consoante a aplicagéo.

Deste modo, € imperioso escolher criteriosamente um procedimento de
esterilizacdo que preserve as propriedades do material. Para tal, impbe-se a
necessidade de compreender quais os efeitos que cada método de esterilizacdo
pode causar num determinado material, por forma a minimizar a possibilidade de
deterioracdo e ou de alteracfes indesejaveis do material.

SO assim sera possivel assegurar se as propriedades vitais ao bom
desempenho do produto final sdo conservadas ap0s o processo de esterilizacao
ou descontaminagéo utilizados.

A constante evolug&o da complexidade e funcionalidade dos biomateriais
cria novos desafios no que concerne a sua esterilidade e exige a evolugdo do
conhecimento, assim como o0 acompanhamento atualizado dos procedimentos

de esterilizacdo capazes de garantir a sua seguranca bioldgica 3.

1.3 PROPRIEDADES DO HIDROGEL

A biocompatibilidade €, como se disse, um requisito de qualquer hidrogel
destinado para fins biomédicos. Pode ser definida como a interacdo entre o
biomaterial e o seu hospedeiro, de modo a que nenhum dos intervenientes
(hospedeiro/material) desenvolva acdes indesejadas. Da parte do hospedeiro,
pretende-se que ndo ocorram nem rejeicdo nem resposta inflamatoria aguda. Ja
da parte do material, pretende-se que este cumpra a funcdo para a qual foi
concebido sem provocar desconforto, dor ou reacdes toxicas.

A biocompatibilidade é alcancada através de uma conjugacéo de fatores

inerentes as caracteristicas e propriedades do material.



Tabela 1-2 - Testes recomendados para avaliacdo da seguranca e

biocompatibilidade de dispositivos médicos, adaptado de 4.
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Em termos de seguranca biologica existem diversos tipos de testes
recomendados pelas agéncias reguladores (Tabela 1.2). O tipo de teste
necessario para a aprovacao de um determinado produto esta relacionado com
a sua aplicacao final.

A substituicdo nos testes dos modelos animais por culturas celulares é
uma pratica cada vez mais recorrente e incentivada. A citotoxicidade € o teste
mais basico e a sua execucao responde a um requisito comum para a aprovacao
de todo o tipo de dispositivos médicos. Neste sentido, o produto sera citotoxico
se promover alteracdo metabdlica nas células em cultura, podendo culminar ou
nao em morte celular. O teste pode ser realizado por diferentes métodos: e.g.
contato direto ou difusdo em agar.

Amostra

— Camada de Agar
= = = = = = = = = = |Monocamada celular

Resposta Toxica Resposta Atoxica

— —
®* @ * @ ®* & & S S S S S S S

Figura 1-1. Teste de citotoxicidade pelo método de difusdo em agar.

No teste de difusdo em agar (

Figura 1-1), utilizado neste trabalho, as células encontram-se em
monocamada, cobertas por uma fina camada de agar que lhes confere protegéo
mecanica. A amostra é entdo colocada por cima do agar, sendo que qualquer
substéancia lixiviavel potencialmente toxica se difundira pelo agar até as células.

A graduacdo da reatividade celular (N) é feita através da observacéo da

zona estendida com as células alteradas ou mortas, cujos valores e limites se



encontram harmozinados e definidos nas farmacopeias europeia (EP), brasileira

(EB) e americana (USP) (Tabela 1-3).

Tabela 1-3 - Reatividade celular consoante as farmacopeias (FB, FE, e USP)

Grau (N) Reatividade Descricao da reatividade
0 Nenhuma  Auséncia de efeito sob a amostra
1 Leve Alteracdo ou degeneracao celular sob a amostra
2 Suave Halo claro somente sob a amostra
3 Moderada  Halo entre 0.5-1 cm ao redor da amostra
4 Forte Halo superior que 1 cm ao redor da amostra

Os hidrogéis devem apresentar outras propriedades especificas, que
dependem da aplicacdo a que se destinam. Seguidamente serdo descritas as
propriedades relevantes, estudadas neste trabalho, para hidrogéis
nanoestruturados e hidrogéis a utilizar em lentes de contato e libertacdo de

farmacos.

1.3.1 Hidrogéis nanoestruturados — Nanoparticulas de hidrogel (HNP)

Os nanogéis podem ser definidos como estruturas que compreendem as
caracteristicas dos hidrogéis (e.g. elevada capacidade de retencdo de agua,
biocompatibilidade) ao mesmo tempo que detém as vantagens de serem
nanoestruturados (propriedades fisico-quimicas Unicas atribuidas a sua elevada
area superficial em relacéo ao volume, a forma e estrutura de superficie) 2.

Estas estruturas tém sido alvo de estudos detalhados com vista a um
vasto leque de aplicacdes biomédicas (e.g. libertacdo controlada ou direcionada
- target delivery - de farmacos, proteinas e ADN, engenharia de tecidos e
medicina regenerativa) 3. Embora a bionanotecnologia seja uma éarea de

investigacdo em crescimento, com resultados promissores, 0s aspetos de
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seguranca levantam questdes particulares que requerem esclarecimento, sendo
necesséria especial atencdo no controlo das propriedades deste tipo de
materiais. Um dos aspetos mais criticos esté relacionado com a dificuldade em
controlar e prever o comportamento e reacdo do organismo ao sistema
nanoestruturado, em especial para particulas com tamanhos inferiores a 50 nm.
Por outro lado, os sistemas nanoestruturados podem também apresentar
alteracdes distintas das sofridas pelos sistemas macroscopicos, quando sujeitos
a diferentes agentes fisicos ou quimicos, como acontece nos processos de
esterilizacdo. O tamanho das particulas e o potencial zeta contam-se entre as
propriedades mais relevantes a considerar para prever o comportamento de
materiais nanoestruturados e avaliar a sua estabilidade. No entanto, outras
propriedades como a estrutura quimica e morfologia das particulas, e o pH e
condutividade das respectivas suspensfes sdo também importantes para

entender/prever o seu comportamento.

1.3.1.1 Tamanho e dispersao

O controle do tamanho das nanoestruturas € de extrema importancia, pois
este parametro pode afetar propriedades vitais ao seu desempenho (e.g. 6ticas,
eletrénicas, térmicas, quimicas). No campo da nanomedicina, ao tamanho de
uma particula podem ainda estar associadas propriedades criticas como a
solubilidade de farmacos, a taxa de absor¢éo pelo tecido alvo, a estabilidade e
a viscosidade em suspensdo. Ha ainda uma correlacdo entre a diminuigdo do
tamanho de particula e um aumento na toxicidade, devido a maior area de

superficie.
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A determinacdo do tamanho de particula pode ser feita através da técnica
de espalhamento dinamico de luz (DLS, Dynamic Light Scattering). O seu
principio de funcionamento passa por fazer incidir um feixe de luz sobre as
particulas para posteriormente analisar as flutuacbes de intensidade da luz
espalhada. Através desta andlise, utilizando a equacao de Stokes-Einstein (Eq.
1-1) e assumindo as particulas como esféricas, é possivel calcular o diametro
efetivo (Def), ou hidrodindmico, das particulas em equilibrio térmico com o

solvente:

D — kgT Eqg. 1-1
/'~ 3mnDy

sendo ks a constante de Boltzmann, T a temperatura, n a viscosidade do solvente
e Dt o coeficiente de difuséo translacional da particula (estimado pelo software
num passo intermédio). Estando as particulas, em geral, em suspensao, o
didmetro efetivo terda em conta ndo s6 o seu tamanho “real” como também a
eventual a camada de contra-ibes do solvente que possam estar
condessados/associados a sua superficie, formando camadas de hidratacéo
(Figura 1-2).

O Zetasizer (Figura 1 3) faz uso desta técnica (DLS) e é um equipamento
muito utilizado na determinacdo de tamanhos de particulas. Este instrumento
vem equipado com um software para a aquisi¢cao e analise de dados, capaz de
realizar célculos mateméaticos complexos tanto para amostras monodispersas

como para formulacdes polidispersas.
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Diametro efetivo

Plano de cisalhamento

Particula
carregada

Camada de
contraides -
condensados @ Pl

Camada de
Stern Potencial superficial

Potencial Stern
mV

Potencial zeta

Distancia a superficie

Figura 1-2. Esquema representativo da distribuicdo de cargas a volta de uma
nanoparticula em contato com liquido. Retirado e adaptado de

www.malvern.com, Ultimo acesso em 25/02/2016)

Um dos parametros adicionais, calculado pelo software do equipamento,
€ o indice de polidispersabilidade (PDI). O PDI fornece informacao sobre a
dispersdo de tamanhos na suspensdao e é também um indicador valioso para a

caracterizacdo das nanoestruturas.

Figura 1-3. Reproducdo do equipamento Zetasizer (A), célula de medi¢do do
tamanho e PDI (B), célula de medicdo do potencial zeta (C). (Retirado e

adaptado de www.malvern.com, ultimo acesso em 03/05/2017).
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1.3.1.2 Potencial zeta

Outro parametro importante é o potencial zeta (§). Como ja referido,
quando em contato com um liquido, os materiais nanoestruturados tendem a
adquirir carga (e.g. por adsorgcao/desorgcao de ides, ionizacdo superficial dos
grupos acidos ou bésicos, adsorcao de ibes, adsor¢cdo de surfatantes ionicos).
Cria-se, entdo, uma camada ao redor da particula, que em movimento Browniano
se comporta como sendo parte da particula. O ¢ define-se como o potencial
elétrico nesta camada (plano de cisalhamento), esquematizado na Figura 1-2..

Este parametro esta intrinsecamente relacionado nédo so a estabilidade da
suspensao (e.g. tendéncia para formacao de agregados), mas também a outras
propriedades ligadas ao desempenho das nanoparticulas (e.g. interagcdo com
tecidos, adeséo, adsorgéo).

Para medir ¢, coloca-se uma determinada quantidade da suspenséo da
amostras numa célula de leitura especifica (Figura 1-3 C). A célula contém
eléctrodos onde é aplicado um potencial eléctrico. O ZetaSizer determina, na
verdade, a mobilidade eletroforética (ve) das particulas em resposta a aplicacao
desse potencial. Considerando esse parametro na férmula de Smoluchowski

(Eq. 1-2), o software calcula o valor do potencial zeta:

v, = 4neoer% (1+Kr) Eq. 1-2

Aqui, &, e &, representam a constante dielétrica relativa e a permissividade
elétrica do vacuo, respectivamente, n € a viscosidade da amostra, r o raio da

particula e K o parametro de Debye-Hiickel, dado por (Eq. 1-3 )?:
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1
= 2ngZ%e’s, /2 Eg. 1-3
o&rkgT

Neste caso no corresponde a concentracao ionica, Z a valéncia do ido, e a carga

do eletrdo, kz constante de Boltzman e T a temperatura absoluta.

1.3.1.3 Condutividade e pH

As propriedades das nanoestruturas, como o tamanho e o potencial zeta
sdo dependentes também da composicao e caracteristicas do solvente utilizado.
Assim, a monitorizacdo de parametros como a condutividade e o pH das
formulacbes é muito importante na correta avaliagcdo e interpretacdo dos

resultados obtidos.

A determinagcdo destes parametros faz-se, em geral, com recurso a
sensores especificos (eléctrodos) que sdo imersos nas formulagdes, ou ainda,
no caso do pH, recorrendo a papel indicador. A temperatura € um parametro que
€ importante controlar e compensar, especialmente no caso das medidas de
condutividade, uma vez que afeta os valores obtidos. Na medi¢cao do pH usa-se
um eléctrodo de calomelano, enquanto que para a condutividade, usam-se
eléctrodos de 2 ou 4 polos (consoante a condutividade for baixa ou alta,

respectivamente).

1.3.1.4 Estrutura quimica

A Espectroscopia de Infravermelhos por Transformada de Fourier (FTIR)
€ uma das mais importantes técnicas instrumentais modernas utilizadas para

caracterizagdo estrutural de materiais. Trata-se de uma técnica bem
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estabelecida que auxilia tanto em operacdes de rotina de avaliagéo e controle de
qualidade, quanto na identificacdo da formacao/presenca de determinados
grupos funcionais nos compostos analisados. A FTIR centra-se no facto da
energia absorvida por uma molécula aquando da incidéncia de radiacdo
infravermelha ser convertida em energia vibracional, j& que essa radiagdo ndo
possui energia suficiente para provocar transicfes eletronicas. O seu
funcionamento tem por base o principio do interferometro de Michelson. Neste
tipo de equipamento, o feixe de radiacdo é separado em dois, sendo que uma
parte € encaminhada para um espelho fixo, enquanto que a outra incide sobre a
amostra. Apos a reflexdo final e percorridos trajetos diferentes, os dois feixes
encontram-se e sofrem interferéncia. Os dados provenientes dos atrasos de um
feixe em relagé@o a outro originam o denominado interferograma. Os espectros
sdo entdo obtidos pelo célculo da transformada de Fourier do referido

interferograma.

Amostra
: Cristal ATR :
Feixe —

Detetor
Infravermelho

Figura 1-4. Espectrémetro FTIR — esquema de funcionamento do modo ATR.
Para este trabalho a caracterizagdo quimica estrutural dos hidrogéis foi
realizada em modo de Refletancia Total Atenuada (ATR), método em que uma

pequena quantidade de amostra é colocada em contato direto com o cristal de
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ATR (Figura 1-4). O feixe infravermelho penetra o cristal ATR sendo refletido,
pelo menos uma vez, a partir da sua superficie em contato com a amostra.
Durante a refleccdo gera-se uma onda atenuada (evanescente wave), que por
sua vez incide no material em analise. O registo dos dados é feito sem

necessidade de qualquer prepara¢do quimica ou destruicdo da amostra.

1.3.1.5 Morfologia e Topografia

Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM)

O microscopio eletrénico de varrimento (SEM, do inglés scanning
electronic microscopy) é um instrumento que faculta a observacdo e
caracterizagdo da superficie de materiais numa escala micro/nanométrica. O seu
funcionamento envolve a formacéo de um feixe de eletrbes acelerados por uma
diferenca de potencial que pode ir de 0,1 keV a 50 keV. A focagem do feixe &
facilitada por conjuntos de lentes magnéticas, capazes de concentrar, na
superficie da amostra, um spot de eletrdes com diametro variavel entre 1 a 10
nm.

Da interacao do feixe eletrénico com a amostra resultam diversos tipos de
sinais, que podem ser convertidos em imagens da superficie. Um dos sinais
habitualmente utilizados deriva das colisbes inelasticas ocorrentes durante a
interac&o do feixe primario de eletrdes com atomos da amostra. Neste processo,
os eletrdes da amostra recebem energia suficiente para serem libertados, facto
que possibilita a sua propagacéo pelo material, sendo, por isso, designados por
eletrdes secundarios.

Outro tipo de sinal utilizado em SEM resulta dos eletrdes retrodifundidos.

Estes séo eletrbes do feixe incidente que, ao penetrarem na amostra, sofrem
17



colisdes elasticas com os atomos da mesma e sdo desviados para fora da
amostra com uma energia praticamente igual a energia incidente. A
probabilidade de ocorrerem estas colisbes elasticas aumenta com o namero
atomico, Z, dos atomos da amostra. Assim sendo, através da deteccdo dos
eletrdes retrodifundidos € possivel evidenciar, na amostra, zonas com diferentes
nameros atomicos, obtendo-se contraste quimico, ou seja, quanto maior o Z,
mais clara aparecera a zona da amostra na imagem obtida.

Esta técnica € uma das mais utlizadas para caracterizacdo de
superficies/particulas, pela facilidade com que permite obter imagens com

ampliacdes que variam entre 10 e 80000x.

Microscopia Eletrénica de Transmisséao (TEM)

A caracterizacdo de materiais por microscopia eletrénica de transmissao
(TEM, do inglés transmission electronic microscopy), permite ndo so visualizar a
sua morfologia em diferentes modos de imagem, com elevada resolucéo
espacial, como também fazer uma analise quimica da composicdo elementar
das amostras.

Na TEM, um feixe de eletrbes ao atravessar a amostra sofre diversos
tipos de espalhamento que dependem das caracteristicas do material.

As interacdes do feixe com o material geram raios-X caracteristicos que,
combinados através de uma lente objetiva, fornecem informacdes sobre a
morfologia, estrutura cristalina, defeitos, etc. A imagem obtida por TEM
corresponde entdo ao mapeamento da distribuicdo de intensidade dos eletrbes,

resultante da interacé@o dos feixes transmitidos e espalhados através da amostra.
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1.3.2 Hidrogéis para lentes de contato

As lentes de contato (LC) encontram-se entre os dispositivos médicos
mais utilizados e bem aceites na sociedade, constituindo uma das primeiras
aplicacdes biomédicas dos hidrogéis °. Verifica-se, desde o final do século XIX,
uma consideravel evolucdo nos biomateriais usados nas LC. Entre 1888 e 1940,
materiais como o vidro e o poli-metil-metacrilato (PMMA) foram explorados na
criacdo das primeiras lentes, mas o elevado desconforto resultante da sua
utilizacao levou os investigadores a enveredar por outros caminhos, os hidrogéis
26; 27.

A primeira grande contribuicdo nesta area decorre da ja mencionada
pesquisa do Professor Otto Wichterle, que deu origem a criacdo das primeiras
LC compostas de hidroxietilmetacrilato (HEMA), mondmero hidrofilico capaz de
originar um hidrogel com 40% de agua ?’. A baixa permeabilidade ao oxigénio
deste tipo de lentes (atualmente chamadas de convencionais) estimulou o
interesse no desenvolvimento de novas solucfes para obter materiais mais
permedveis 28. O silicone revelou ser um material interessante, visto que no seu
estado puro possui uma permeabilidade bastante elevada %7, criando-se, assim,
as primeiras lentes de contato de silicone-hidrogel.

Ao nivel mundial, estima-se que existam, atualmente, cento e quarenta
(140) milhdes de utilizadores de lentes de contato 2°. As lentes de silicone-
hidrogel (SiHy) correspondem a 68% das lentes utilizadas (Figura 1-5 A) sendo
a modalidade de utilizacdo mensal a mais representativa (Figura 1-5 B) 0.

Além da corre¢do da acuidade visual ou funcéo estética, existem outras
funcdes reservadas a estes dispositivos. Um exemplo s&o as lentes de contato

terapéuticas (LCT) que compreendem fungdes de alivio da dor, manutencao da
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hidratagdo, assim como de fornecimento de prote¢cdo mecéanica e suporte

estrutural, que proporcionam a regeneracdo mais rapida de tecidos lesados 3%

32

A B
N _ 1%
m Silicone hidrogel = Mensal
mHidrogel
. = Didrio
mPermeaveis
@Hibrido Semanal
oPMMA Anual

Figura 1-5. Classes de lentes de contato (A), modalidades de utilizacéo (B).

Mais recentemente tem sido equacionada a possibilidade de utilizar estes
dispositivos como meio de libertagdo controlada de farmacos, em virtude da sua
comprovada biocompatibilidade e elevado tempo de contacto com o olho. Na
literatura recente sobre este assunto existem diversos trabalhos nos quais se
estudam os perfis de libertacdo a partir de lentes de contato de diversas
composicdes, carregadas com recurso as mais variadas técnicas: e.g. imersao
em solucdes concentradas dos farmacos, impregnacao por fluidos supercriticos,
imobilizacdo de camadas de lipossomas carregados a superficie, incorporacao
de nanoparticulas contendo o farmaco ou incorporacdo do farmaco antes da
polimerizacgdo 33 34 35 36; 37, 38, 39, 40; 41 A |ipertacdo de farmacos a partir de LCT
possui um grande potencial a ser explorado, tendo presente que, perante um
perfil adequado a patologia, se maximizara a biodisponibilidade do farmaco,
evitando, assim, a necessidade das repetidas aplicacbes dos colirios e
minimizando os efeitos secundarios provocados pela absorcdo sistémica

indesejavel. Esta alternativa as formas de tratamento tradicionais tem
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despertado grande interesse entre a comunidade clinica e cientifica. No entanto,
até a data, ainda nédo existe no mercado este tipo de dispositivos médicos.

Devido ao contato direto com o olho estes materiais seguem 0 mesmo
tipo de regulamentacéo a que estdo sujeitos os implantes médicos 2. A lente de
contato ideal deve ser atdxica, capaz de permitir uma viséo clara e permanente,
manter um filme lacrimal estavel, ser permeavel ao oxigénio de modo a garantir
o bom metabolismo da cérnea, e também aos ibes para assegurar a mobilidade
da lente sobre a superficie ocular e o conforto desejado.

Seguidamente  descrevem-se os fundamentos associados a
determinacao das principais propriedades das lentes de contacto. A informagéo
referente ao estudo da estrutura quimica e a morfologia/topografia dos materiais,
propriedades também relevantes neste caso por se relacionar com outras, como
a molhabilidade, coeficiente de atrito ou adesdo de biomoléculas, foi ja

apresentada nas secc¢bes 1.3.1.4 e 1.3.1.5.

1.3.2.1 Propriedades dpticas

Os hidrogéis para lentes de contato devem ser transparentes de modo a
garantir a maxima acuidade visual possivel. Como tal, a sua transmitancia, na
zona do comprimento de onda da luz visivel deve ser igual ou superior a 90% 2.
Adicionalmente, alguns materiais oferecem ainda protecdo a radiacao
ultravioleta (UV), podendo ser rotulados como sendo de Classe 1, quando
bloqueiam 96% dos raios UVA e 100% UVB; ou de Classe 2, quando bloqueiam
70% de UVA e 95% de radiacdo UVB)*3 44,

O aparelho normalmente utilizado para a determinacdo da transmitancia

€ 0 espectrémetro UV-Vis. O procedimento inicia-se fazendo chegar a radiacao

21



de um determinado comprimento de onda ao detetor, sem o feixe ter sido
intercetado pela amostra. Em seguida, introduz-se a amostra e repete-se o
procedimento. Deste modo, € sentida pelo detector uma alteracao na intensidade
da luz.

O célculo do valor percentual da transmitancia da amostra € entdo

calculado pelo software do aparelho tendo em conta a Eq. 1-4:

I Eg. 1-4
%T:I—txloo q
0

Onde o € intensidade da luz incidente e It a intensidade da luz transmitida.

E ainda desejavel que o indice de refracéo das lentes seja proximo do da
cornea (1.37). Esta propriedade esté intimamente ligada ao contetdo de 4gua,
obtendo-se valores entre 1.43-1.48 para lentes com 20% de agua e 1.37-1.38

para lentes com 75% 7.

1.3.2.2 Capacidade de intumescimento

A propriedade que melhor define o hidrogel reside na sua capacidade de
absorcao e retencdo de agua. Quando um hidrogel, no seu estado seco, entra
em contato com uma solucdo aquosa, a sua rede comeca a expandir. Esta
expansao ocorre devido a elevada absorcdo de agua, que pode suceder por
diversos mecanismos: por capilaridade, por osmose, por resultado da
compatibilidade termodinamica existente entre as cadeias do polimero e as
moléculas agua, tornadas possiveis gracas a presen¢a de grupos quimicos
hidrofilicos e.g. -COOH, —OH, —CONHz2, -CONH-, —SO3sH % 1% 22,

A tendéncia para absorver agua é contrabalancada pela forca retrativa

induzida pelas ligacdes cruzadas (crosslinks) da rede polimérica 22. O equilibrio
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€ alcancado no momento em que se estabelece igualdade entre as forcas
envolvidas nestes processos 4> 46, Para além da natureza quimica dos
mondmeros, outras caracteristicas importantes controlam diretamente a
capacidade de intumescimento de um hidrogel, como o grau de ligacdes
cruzadas e a existéncia de poros na matriz, na medida em que a agua €
suscetivel de ligacdo direta as cadeias poliméricas, ou simplesmente ocupa 0s
espacos criados pelos poros 6.

A capacidade de intumescimento (%SC) de um hidrogel € dada pela Eq.

Whp — W
%SC = ——— %« 100%
W Eq. 1-5
Onde ws € o0 peso do hidrogel seco, wh 0 peso do hidrogel do seu estado
hidratado. O teor de agua no equilibrio (EWC), por sua vez, é dado por Eq. 1-6:

0 Wp — Wy
WEWC = EE— * 100% Eqg. 1-6
h

A determinacdo do teor de agua bem como a cinética envolvida no
processo de absorcdo da mesma sao fatores de elevada relevancia para o
estudo do comportamento dos hidrogéis e, em particular, para aplicacbes
biomédicas. Por um lado, a permeabilidade de um hidrogel ao oxigénio é
fortemente condicionada, especialmente no caso das lentes convencionais, pelo
teor de agua, dado que a difusdo através da agua constitui 0 mecanismo
exclusivo de transmissdo do oxigénio (ver seccao seguinte). Lentes que
apresentem percentagens de agua na ordem dos 73% revelam uma
permeabilidade duas vezes superior a das lentes com 55% de agua, e estas

apresentam o dobro do valor das lentes com 38% 22. Por outro lado, a libertacdo
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de um farmaco a partir da matriz de um hidrogel é fortemente influenciada pela
capacidade de intumescimento do mesmo, uma vez que a quantidade de 4gua
presente na matriz ir4 afetar a difuséo do farmaco 47 48, Tipicamente, as lentes

comercializadas tém teores de 4gua entre 20 e 75% %7,

1.3.2.3 Permeabilidade ao oxigénio

A permeabilidade ao oxigénio (Dx) € uma das caracteristicas a ter em
elevada conta para a saude do olho, sendo especialmente relevante no caso das
lentes de uso prolongado. Considerando-se que o espaco deixado entre a lente
e a cOrnea é muito pequeno e contém um reduzido volume de fluido lacrimal, a
maior parte do oxigénio que atinge a cornea devera permear através do material
da lente, para evitar hipoxia.

Nas LC convencionais, como se referiu anteriormente, a transmisséo de
oxigénio verifica-se através da fase aquosa, pelo que existe uma relacédo entre o

EWC do material e a permeabilidade oxigénio, dada pela Eq. 1-7 #°:

— 0.0397EWC
Dk -_ 1-67e Eq. 1_7

No caso de LC de SiHy, os compostos de silicone permitem melhor transmissao
do oxigénio do que as lentes convencionais, pelo facto de, além da difusdo do
gas através da agua, o oxigénio se poder ligar aos grupos siloxano®°. Este
segundo mecanismo produz incrementos muito significativos na permeabilidade
ao oxigénio dos materiais, constatando-se que as lentes SiHy apresentam

permeabilidades entre 70 e 150 barrer? que se contrapfem aos valores da

‘¥ Barrer é uma unidade n3o-Sl de permeabilidade ao gas (especificamente, a permeabilidade ao oxigénio) comumente utilizada
na indUstria de lentes de contato (1 Barrer = 10- 11 (cm302 ) cm cm2 s mmHg'!
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ordem dos 10-40 barrer das lentes convencionais. A Figura 1-6 mostra a relagao
entre a permeabilidade ao oxigénio (Dk) e o teor de agua dos hidrogéis (EWC)

convencionais e SiHy ?’.
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Teor de agua EWC (%)

Figura 1-6. Relacdo entre permeabilidade ao oxigénio Dk e teor de agua para
hidrogéis convencionais (verde) e para silicone-hidrogel (vermelho). Adaptado

de 41,

1.3.2.4 Permeabilidade Ionica

Os hidrogéis convencionais, em especial os de elevado teor de agua,
possuem fases aquosas que permitem tanto o transporte de oxigénio como o
transporte de ides. Ja os SiHy possuem uma fase polimérica altamente eficaz
para o transporte de oxigénio, e uma fase aquosa que garante a presenca de
agua e um nivel critico de mobilidade de iGes 2.

A colocacao de uma LC divide o filme lacrimal em duas camadas: uma
mais externa que se sobrepde a lente, chamada de filme lacrimal pré-lente PrLTF
(Pre-Lens Tear Film), e a camada entre a superficie posterior da lente e a cérnea,

denominada filme lacrimal pés-lente (POLTF) (Post-Lens Tear Film). Para

25



conforto e seguranca do utilizador é essencial que a LC se movimente e permita
a troca e renovacao do fluido lacrimal, em especial do PoLTF, de modo a evitar
a acumulacdo de detritos, que por sua vez possam induzir situacdes criticas
inflamatérias 2% %3,

O valor da permeabilidade i6nica pode ser determinado
experimentalmente com recurso a um condutivimetro capaz de medir a
condutancia (G) de solugdes. A condutividade (c), por sua vez, é obtida
multiplicando-se G pelo valor da constante de célula do sensor (k) (distancia dos
elétrodos do sensor / area efetiva dos mesmos).

A Figura 1-7 mostra a célula de difusdo utilizada na determinagédo da
permeabilidade iénica dos hidrogéis, que consiste num compartimento recetor
contendo um determinado volume de agua destilada e desionizada, um
separador central onde é fixada a amostra e um compartimento dador, com um

determinado volume de solugéo salina (NaCl 0.9%).

Condutivimetro

i o

Hidrogel

Receptor « Dador *

Figura 1-7. Representacdo esquematica da célula de difusdo, desenvolvida e
utilizada para a medicdo da permeabilidade i6nica das amostras de hidrogel:

condutivimetro, compartimento receptor; separador central de fixacdo da
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amostra de hidrogel, compartimento dador. As setas indicam o movimento dos

i0es. Em cima, foto da montagem laboratorial.

O condutivimetro é colocado no compartimento dador e os valores de
condutividade s&o obtidos ao longo do tempo. A partir de uma reta de calibracéo
€ possivel converter os valores de condutividade em valores de concentracao de
NaCl (C). O fluxo de transporte de ibes (F) corresponde ao declive regressao
linear dos dados de concentracdo vs tempo. A permeabilidade i6nica Dion €
obtida resolvendo-se a equacao da Lei de Fick (Eg. 1-8):

FTV _ Dionfl_i Eq. 1-8
Na qual V representa o volume de solugdo no compartimento recetor, A
representa a area da seccdo reta efetiva da amostra e dC/dx representa o

gradiente de concentracao inicial, entre os compartimentos.

1.3.2.5 Propriedades mecanicas

As tensbes associadas ao manuseio e utilizacdo de LC (aplicacdo e
remocao repetida, movimento ocular ou acdo da palpebra) podem causar
deformacéo ou rutura da lente e, consequentemente, prejudicar o desempenho
otico, provocar desconforto ou mesmo resultar na completa desintegracao do
material %4.

O grau de conforto esta associado a flexibilidade do material, a
capacidade de adaptacdo a curvatura da cOrnea e ao seu comportamento
perante aos movimentos oculares. No entanto, uma LC demasiado flexivel torna-
se dificil de manipular, além de originar um fraco desempenho 6ético. O aumento
da rigidez, por sua vez, torna a lente mais resistente a utilizagéo diaria, contudo,

guando em excesso, pode induzir complicagdes oculares resultantes de irritagéo
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mecanica (e.g lesdes epiteliais, conjuntivite papilar, distirbios na producdo de
mucina)®®.

Como ja mencionado anteriormente, no caso de SiHy, quanto maior o teor
de silicone, maior sera a permeabilidade ao oxigénio, mas também maior sera a
rigidez do material °6. Isto acontece visto que a presenca de silicone reduz o teor

de &gua, atuando como um plastificante interno.

Deformagé&o de ruptura. |,

™

i

Deformagéo Uniforme |,

| Tenséo i Tensdo
i méaxima i de

I O | ruptura
; ! Opreak

! i
c Deformagdo —>

Figura 1-8. Texturometro (A): foto do equipamento utilizado na realizagdo de
ensaios de tracao; posicionamento da amostra a ser analisada (B); determinacdo

das propriedades mecanicas: Curva Tensdo-Deformacao obtida (C).

As propriedades mecéanicas de hidrogéis para LC podem ser aferidas
através da realizagdo de testes de tensdo. Para tal, sec¢cbes do material
hidratado sao cortadas, sendo-lhes aplicada uma tensao de tracdo (Figura 1-8).
Como resposta a aplicacdo da tenséo, o material ir4 alongar-se até a sua rutura.

Da curva de tensdo-deformacgdo obtida durante o ensaio € possivel determinar
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parametros tais como: modulo de elasticidade (€) ou modulo de Young, tensao
de rutura (obreak), deformacéo na rutura (lrup), Tenacidade (T).
Em geral, € esperado que o modulo de Young dos materiais para lentes

de contato seja da ordem do mega pascal (Figura 1-9).
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Acuvue Acuvue Biofinity®  Air Optix PureVision® Air Optix
Advance® Oasyz® Aqua® Night and
Day®

Figura 1-9. Modulo de Young de lentes de contato comerciais. Adaptado de 7.

1.3.2.6 Molhabilidade

As caracteristicas superficiais de uma LC determinam a sua capacidade
de originar uma boa interagdo com o fluido lacrimal e, consequentemente, a sua
biocompatibilidade relativamente ao ambiente ocular e grau de conforto que
proporcionam ao utilizador 58 5

A molhabilidade de um material esta relacionada com a tendéncia de um
determinado liquido para se espalhar na sua superficie. No caso das lentes de
contato, a determinacdo da sua molhabilidade pela agua providencia informacé&o
sobre a capacidade que o liquido lacrimal ter4 de se espalhar e manter-se na
superficie da mesma. Estes dados sao importantes no que se refere a previsao

do desempenho in vivo da lente, uma vez que a eventual falha no cumprimento
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dos pré-requisitos neste campo podera influir na capacidade da lente
proporcionar uma camada de liquido lacrimal estavel, resultando dai
desconforto, um fraco desempenho visual, bem como a acumulacdo de
depdsitos 27 58 80, Além disso, lentes com caracteristicas de molhabilidade
inadequadas podem causar danos na cornea, desencadeando uma resposta
inflamatéria . A capacidade de originar um filme lacrimal pré-lente de qualidade
permite também equacionar o desempenho da lente, no que diz respeito ao atrito
existente entre a palpebra e a superficie do hidrogel, visto que o atrito depende
da lubrificacdo do sistema ocular .

A determinacdo do angulo de contato pode ser feita utilizando um
gonidmetro, através de dois métodos diferentes: gota séssil ou bolha cativa. Os
resultados obtidos diferem muitas vezes com o método utilizado, devido a
reorganizacao superficial dos grupos quimicos do material 27, ja que nas medidas
realizadas pelo método da gota séssil devem ser usadas amostras secas e as
medidas realizadas pelo método da bolha cativa sao feitas com as amostras
equilibradas com o meio liquido. No caso de hidrogéis para LC, o método da
bolha cativa apresenta as condicbes de medicdo que mais se aproximam do
sistema biologico, uma vez que o hidrogel se encontra hidratado e em contacto
com o liquido, tal como no ambiente ocular.

Na Figura 1-10 encontra-se representado o equipamento e montagem
experimental usados na medicdo do angulo de contacto pelo método da bolha
cativa. A determinacao do angulo de contato é feita de modo indireto, ja que este
meétodo se baseia na equacédo de Laplace da capilaridade, que relaciona a forma

da gota e a tensao superficial do liquido (Eg. 1-9):
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AP =y, (= +=) Eq. 1-9
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Figura 1-10. Gonidémetro: equipamento utilizado na medicdo do angulo de
contato do hidrogel. Em cima: representacdo esqueméatica dos seus
componentes, bem como a disposi¢cdo experimental para a medida pelo método

da bolha cativa. Em baixo: foto do equipamento utilizado.

Na expressdao mencionada, AP representa a diferenca de pressao ao
longo da interface gas/liquido e r1 e r2 correspondem aos dois raios de curvatura
da interface da gota. Em condicbes onde apenas exista agdo da forca da
gravidade, € possivel descrever a equacdo de Laplace, utilizando um sistema
apropriado de coordenadas, como um conjunto de equacdes diferenciais de 12
ordem, as quais se encontram dependentes de parametros tais como: o angulo
de contato, a aceleracdo da gravidade ou a diferenca entre as densidades das
fases liquida e gasosa. Este célculo foi realizado com base no algoritmo ADSA-

P (Axisymmetric Drop Shape Analysis-Profile), que minimiza o desvio entre a
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curva de Laplace tedrica e uma série de pontos arbitrarios pertencentes ao perfil

da gota.

1.3.2.7 Coeficiente de atrito

Quando duas superficies deslizam uma sobre a outra, ocorrem interacdes
entre as respetivas asperezas, que contrariam esse movimento. A forca de atrito,
F, , decorrente dessas interacdes tem a mesma direcéo, mas sentido oposto ao

vetor velocidade de um corpo (Eq. 1-10):

Fa=uFy Eq. 1-10

O coeficiente de proporcionalidade é designado por coeficiente de atrito
(u), onde Fy representa a forca normal. Durante o pestanejar, a palpebra desliza
sobre a superficie ocular, aplicando tensées normais e de corte sobre uma lente
de contato, fazendo com que esta se mova, gire ou se distorca ©2.

O desconforto relatado pelos utilizadores de lentes de contato esta
relacionado com diversos fatores como a desidratacdo (olho seco), a adsorcao
de proteinas ao material das lentes e também com os fendmenos tribolégicos
decorrentes do movimento da péalpebra durante o pestanejar 2,

A presenca de uma lente de contato no olho altera as forcas de atrito
atuantes, alterando-se também a sensacéo do utilizador a cada pestanejar 4. Na
literatura da especialidade, é possivel encontrar trabalhos nos quais se formulam
hipoteses clinicas de uma relacdo entre o conforto e o atrito, ou seja, diferentes

coeficientes de atrito resultariam em diferentes graus de conforto 2.
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Neste sentido, € desejavel que hidrogéis para aplicacdes de lentes de
contato sejam desenvolvidos de modo originar coeficientes de atrito baixos,
proporcionando conforto para o utilizador (Figura 1-11).

O parametro coeficiente de atrito (u), entre dois corpos, pode ser estimado
num nanotribdmetro, onde € possivel impor condi¢cdes que simulem de perto

aquelas que se observam no sistema biolégico °.

o
&

0,423
0,382

o
~

~0,3

0,222

20,2

o
'_\

Coeficiente de atrito (p)
a

0
Acuvue Acuvue Biofinity®  Air Optix  Air Optix PureVision®
Oasyz® Advance® Aqua® Night and
Day®

Figura 1-11. Coeficientes de atrito de lentes de contato comerciais (adaptado de:
57),

O principio de funcionamento de um nanotribdmetro passa por pressionar
uma superficie, em geral esfera ou disco, contra outra superficie plana, sob
influéncia de uma forca pré-definida, e, a0 mesmo tempo, provocar o movimento
relativo entre os dois corpos, estabelecendo-se a priori os valores da velocidade,
da amplitude do movimento e da duracéo do ensaio.

Basicamente, o nanotribdmetro (Figura 1-12) é composto por um
cantilever, ao qual se encontra fixo o contra corpo (no presente caso, uma esfera
de PMMA), constituido por uma dupla mola; o atuador piezoeléctrico,
responsavel pelos movimentos do cantilever e pela aplicagdo da for¢ca definida;

o transdutor de forca e os dois sensores de deslocamento de fibra ética. O
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coeficiente de atrito é determinado durante o ensaio através da medicdo da
deflexdo do braco do cantilever quando corpo e contra-corpo se encontram em
movimento relativo. No presente caso os ensaios foram realizados em condigdes
lubrificadas, usando uma célula de liquidos, para mimetizar as condi¢cbes do

olho.

Cantilever

Fibras oticas

S Célulade liquidos

=~ Amostra

-——— Suporte

Nanotribometro

Figura 1-12. Nanotribometro, detalhes de alguns dos componentes principais e

do suporte das amostras adaptado de ©°,

1.4 ESTERILIZAGAO DE BIOMATERIAIS

Como ja se referiu, a esterilizacdo de biomateriais constituintes de
dispositivos médicos ou formulacdes destinadas a estar em contato direto com
os fluidos/tecidos biolégicos é essencial para garantir a sua seguranca biolégica.
As metodologias, 0os aspectos e 0s critérios de seguranca sao regidos por
agéncias reguladoras locias (e.g. ANVISA) ou por normas interacionais (e.g. ISO
11371-Sterilization of health care products).

Para o controle de qualidade nesta area, torna-se importante definir

previamente os termos limpeza, desinfecdo e esterilizacao.
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A limpeza, ou higienizagdo, corresponde a remocao de elementos
indesejaveis das superficies dos materiais (por exemplo, solo, sujidade, po,
materiais organicos e inorganicos) 6.

A limpeza completa (geralmente realizada com agua com detergentes ou
produtos enziméaticos) é crucial antes da desinfecao e esterilizacao de alto nivel,
uma vez que a presenga de componentes inorganicos e organicos nas
superficies pode interferir na eficacia destes processos ©6.

A desinfecdo de um objeto, feita geralmente pelo uso de produtos
quimicos liquidos ou pasteurizacdo humida, consiste em remover/inativar a
grande maioria dos microrganismos patogénicos, com exce¢do dos esporos
bacterianos ©°.

A esterilizacdo € um processo que promove a completa eliminagdo ou
destruicdo de todas as formas de microrganismos. A esterilidade de qualquer
item isolado de um determinado lote ndo pode ser demonstrada, pelo que se
utilizam meios probabilisticos para definir garantia da esterilidade de um lote de
produto. 7.

O nivel de garantia de esterilidade, ou sterility assurance level (SAL), de
um processo de esterilizagdo, traduz a segurangca com que O Processo em
questéo esteriliza um conjunto de itens %8. Este valor expressa a probabilidade
de um produto permanecer ndo estéril apés o processo de esterilizagao.
Dificuldades na interpretacdo deste conceito tém levado a adocdo da
terminologia direta de probabilidade de unidade nao estéril (PNSU — probability
of non-sterile unit) 8,

Os produtos para saude séo classificados em quatro classes de risco,

conforme o risco associado na utilizacdo dos mesmos (ANVISA - Resolucao-
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RDC n° 185/01): Classe | — baixo risco, Classe Il — médio risco,Classe Il — alto
risco, Classe IV — maximo risco.

Regra geral, o valor maximo de PNSU admitido para classificar um
dispositivo médico, cuja aplicacdo compreenda contato direto com a corrente
sanguinea, é de 10, o que significa que a probabilidade de o material ndo se
encontrar estéril apds o tratamento é de um em um milhdo. 6% 70 71,

Um produto estéril pode ser obtido através de um processo de producao
assético, ou por esterilizacdo terminal. Num processo assético, todos o0s
componentes do produto, tais como matérias-primas, farmacos, recipientes e
lacres, sdo primeiro expostos a métodos de esterilizacdo, separadamente. O
produto final resulta da reunido de todos os componentes em condigbes
operacionais assépticas, de modo a manter a esterilidade do produto e evitar
contaminac&o microbiana ©2.

A producédo assética, além encarecer todo o processo de producdo, uma
vez que requer pessoal treinado e ambientes de trabalho com especificidades
bastante exigentes, ndo confere a seguranca de um método de esterilizacdo
terminal 68 72,

Assim, esta metodologia apenas dever4d ser considerada na
eventualidade do produto provar ser incompativel com processos de
esterilizacdo terminal 7 73,

Na esterilizacdo terminal, o produto é esterilizado no seu recipiente final,
e Nao sao necessarias etapas adicionais, obtendo-se um produto pronto a ser
utilizado ap6s o processo. Elimina-se assim o risco de re-contaminacdo do

produto.
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Os métodos de esterilizagdo actualmente disponiveis (Figura 1-13)
podem ser divididos em fisicos, quimicos e fisico-quimicos. Os primeiros incluem
a esterilizagédo pelo calor (himido ou seco), esterilizacdo por radiacdo ionizante
(e.g. raios gama ou feixe de eletrdes), esterilizagdo por filtracdo ou vibracdo
(ultra-sons). Os métodos quimicos envolvem a exposi¢cado a agentes quimicos
esterilizantes, e.g. peroxido de hidrogénio, oxido de etileno (EtO), ozono. Nos
métodos fisico-quimicos a esteriliza¢do é conseguida através da combinacgéo da
accao de agentes fisicos e quimicos, em simultaneo.

Em seguida, serdo referidos com maior detalhe, os métodos de

esterilizac&o utilizados neste trabalho.

Calor seco
Calor P —
Calor

humido

Vibragdo N3o- Particulas (Feixe-e) ’

ionizante
Radiacéo p— p
- Eletromagnética (raios ’

Fisicos

lonizante gama)

Raio X

Filtracao

Alcoois

Esterilizacao/ Aldeidos

Desinfecga - Sli
esinfeccao Liquidos Fendlicos

Halogéneos

. Peroxidos
Quimicos

Formaldeido

Oxido de
Etileno

Fisico-

quimicos Gas/Vapor
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i
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Figura 1-13. Métodos de esterilizacdo e/ou desinfeccao.

37



1.4.1 Processos de esterilizagao terminal

1.4.1.1 Esterilizagao por calor humido

A esterilizag&o por calor humido é normalmente realizada numa autoclave
(Figura 1-14) e consiste na exposi¢cao dos materiais a vapor de agua saturado a
uma pressédo superior a 2x10° Pa e temperatura minima de 121 °C, durante 15-
30 min 74, Estas condicdes levam a destruicdo de componentes metabdlicos e
estruturais de enzimas essenciais dos microrganismos. Este método é bastante
utilizado na esterilizacdo de instrumentos cirargicos e implantes metalicos,
devido a sua eficacia, simplicidade, baixo custo e auséncia de formacdo de
residuos téxicos. As condi¢cdes acima descritas, tipicas de uma autoclavagem,
podem ser flexibilizadas com alteracdes dos parametros, para compatibilizar
com determinados grupos de materiais sensiveis. Neste sentido, é necessario
determinar valores caracteristicos para controlar o processo de esterilizagdo e
garantir a sua eficécia. e.g.:

- valor-D (min): tempo de exposi¢cao necessario para a reducédo de 90%
da populacéo microbiana;

- valor-Z (°C): elevacéo da temperatura necessaria para reduzir o valor-D
em 90%;

- Fo (min): letalidade minima requerida, ou nimero de minutos, a uma
determinada temperatura, a que a carga deve ser aquecida 8.

Estes parametros sao calculados experimentalmente através da
realizacdo de testes de cinética de inactivacao e resisténcia de cargas bioldgicas

conhecidas 68
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No entanto, ainda assim, na maioria dos casos persistem elevadas
temperaturas e niveis de pressao significativos, impossibilitando a aplicabilidade
do método quando os materiais que constituem os implantes/dispositivos e
respetivos involucros sao polimeros ou adesivos que se podem degradar/alterar
significativamente ou fundir nas condicdes de processamento. E o caso de
muitos hidrogéis. Outra das desvantagens do processo de esterilizagdo por calor
hamido reside no facto de conduzir a um aumento do teor de contaminantes

organicos nas superficies esterilizadas 7> ®.

P H v 1. Porta
4 2. Camara de esterilizagcao
2 3. Prateleira perfurada
1 4. Tela de sedimentos
Vapor ‘ 5. Termdémetro
Amostra * . ' #| |6. Entrada de vapor
Ar H\ e A 7. Valvula de operagao
__l_|____3 _____ _-___ ______ . + 8. Manometro
_ﬁ4 E : 9. Valvula de seguranga
i 10. Valvula de exaustao
5 (Dﬁ 4 - 11. Canal de residuos
cu = {] =

-

Figura 1-14. Representacdo esquematica do funcionamento de um equipamento
de autoclavagem.

1.4.1.2 Esterilizagao por radiagao gama

O processamento por radiagdo gama vem sendo utilizado ha mais de 60
anos, com aplicacdes tradicionais que incluem esterilizacdo de produtos da area

da saude; reticulacao, cura e degradacéo de polimeros; irradiacdo de alimentos;
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e a indugdo de cor em gemas’’. Mais recentemente, airradiacéo de tecidos
biolégicos apresentam-se também como uma érea de atuacao desta técnica.

A esterilizacdo com radiacdo gama é talvez o método mais utilizado para
a esterilizacdo terminal de materiais sensiveis a temperatura .

A radiacdo ionizante utilizada é produzida tipicamente com auxilio de
uma fonte radioativa de cobalto 60 (°°Co). O decaimento dos atomos de ¢°Co
origina a formacdo de ®°Ni, a ejecdo particulas betas de particula beta com
energia méaxima de 0,32 MeV. O niquel-60 no estado excitado, emite dois fotdes
(raios gamas) com energias de 1,173 e 1,33 MeV, que por sua vez gama Sao
utilizados no processamento por radiacéo /. Os raios gama, com comprimento
de onda entre 0,001 nm e 0,01 nm, apresentam uma elevada capacidade de
penetracdo na matéria, pelo que permitem a esterilizacao dos dispositivos dentro
de invélucros adequados. A elevada energia da radiacao atua de forma direta,
pela ionizagdo dos &cidos nucleicos existentes nas células dos microrganismos,
resultando na sua morte, e de forma indireta, pela formacéo de radiacais livres
(e.g. radidlise)’®. A eficacia da esterilizagdo depende da dose da radiagdo
(energia depositada pela radiagdo ionizante por unidade de massa do material a
esterilizar). A dose habitualmente utilizada para esterilizar dispositivos
biomédicos é de 25 kGy- 2, porém, a norma da Organizacao Internacional para
Padronizacao (ISO International Standard Organization) recomenda que a dose
seja definida tendo em conta o bioburden inicial do produto ”® (ISO 11371-

Sterilization of health care products — Radiation -1-2).

L Gy ¢ a unidade de dose absorvida, 1 gray é equivalente a absorgéo de 1 joule por kilograma (=100 rad)
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Este método é utilizado, entre outras aplicacdes, para esterilizar lentes de
contato de hidrogéis de silicone imersas em solugbes salinas, tendo sido
atestado que néo afeta negativamente diversas propriedades essenciais ao

desempenho destes dispositivos’® .

Zona de carregamento de amostras
Sala de controle de operagao

Porta de concreto

Sistema de movimentagao das fontes
Piscina de armazenamento

Escudo de blindagem

N B e N

Sala de irradiagao

Figura 1-15. Representacdo das instalacdes do irradiador multiproposito do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (Brasil). Imagem gentilmente

cedida por Dr. Pablo Vasquez.

Embora a esterilizacdo com raios gama seja simples, rapida e eficaz, e
permita evitar problemas de toxicidade causados por agentes quimicos ou a
degradacdo térmica de materiais sensiveis a temperatura, a escolha deste
meétodo para esterilizar materiais como hidrogéis implica, necessariamente, a
avaliacdo da compatibilidade com esses materiais e do impacto que possiveis
alteracbfes possam ter no comportamento dos mesmos. Fatores de ordem
financeira deverdo também ser levados em conta, ja que o método é muito
dispendioso, devido as infraestruturas necessarias (Figura 1-15) para manter em

seguranca a fonte radioativa de °Co e a necessidade de pessoal especializado.
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1.4.1.3 Esterilizagao por ozono

O ozono é um gas quase incolor (azul-palido) de odor caustico
caracteristico, instavel e solivel em agua e que se destaca pelo seu poder
oxidante &, que o torna um excelente candidato para uso como esterilizante 8%
81, A acdo germicida do ozono foi evidenciada na Europa (Franca) no final do
século XIX, altura em que este gas comecou a ser utilizado no tratamento de
agua 8% 8 Desde entdo, tem sido estudado e aplicado intensamente na
purificacdo e desinfecdo de agua 8. No Brasil, a sua utilizacdo enquanto método
alternativo aos tratamentos com cloro comecou a partir de 1983.

No inicio do século XX, a agua ozonizada era usada no tratamento de
enumeras doencas, e.g. anemia, diabetes, gripe 8. Durante a segunda guerra
mundial, utilizava-se ozono no tratamento de feridas, da gangrena e de alguns
efeitos adversos provocados por gases toxicos .

Na condicdo gasosa e na presenca de agua, o 0zono é capaz de eliminar
virus, bactérias, protozoarios e fungos com alta eficiéncia e rapidez.

O seu mecanismo de acao ainda ndo esta bem definido. Porém, estudos
apontam para o facto do ozono destruir os microrganismos pela oxidacéo
progressiva de componentes celulares vitais &. Pensa-se que a membrana
celular devera ser o principal alvo da ozonizacdo. Na literatura, dois mecanismos
sdo apontados como o0s principais meios de destruicdo de organismos-alvo pelo
ozono 84 o primeiro mecanismo é a oxidacédo de grupos sulfidrila, aminoacidos
de enzimas, péptidos e proteinas; o segundo mecanismo é oxidacdo de &4cidos
gordos poli-insaturados a acidos peréxidos 4.

Ao contrario de outros desinfetantes/agentes oxidantes, o 0zono néao

deixa residuos nocivos, sendo o oxigénio o Unico produto que remanesce, facto
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gue se apresenta como uma grande vantagem em termos de seguranga, quando
comparado com outros métodos quimicos gasosos, como o EtO.

Devido ao seu odor pungente caracteristico, possiveis fugas de ozono sédo
facilmente detectadas pelos operadores dos equipamentos, muito antes de se
atingirem concentracdes nocivas.

No campo econdémico, este método também apresenta varias vantagens
comparativamente as técnicas convencionais. Para a sua utilizagdo sé&o
necessarios: fonte de alimentacdo, agua e oxigénio, elementos que estdo
facilmente disponiveis em qualquer ambiente médico-hospitalar ou industrial, o
que torna este processo atrativo e com baixo custo associado 2.

Outra vantagem desta técnica emergente € o facto de ndo ser necessario
deixar o material arejar apds a esterilizagdo, como ocorre com o EtO (12-14
horas), evitando-se, assim, a necessidade de manter um grande inventario de
material disponivel nos centros médicos e tornando mais céleres os processos
de esterilizacdo a nivel industrial.

O mercado para equipamentos esterilizadores por ozono tem vindo a
evoluir positivamente desde 1991. No final do ano de 1999, deu-se inicio aos
primeiros testes clinicos que culminaram na licenca autorizada do primeiro
esterilizador por ozono para dispositivos médicos, em 2002 pelo Canada, e em
2003 pela agéncia americana — Food and Drug Administration (FDA) 82,

Esta técnica ja provou ser eficiente e compativel com diversos materiais
com aplicacbes biomédicas, tais como aco inoxidavel, titanio, aluminio
anodizado, ceramica, vidro, silica, teflon, silicone, polipropileno, polietileno e

acrilatos 81 8586,
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Figura 1-16. Diagrama do processo de funcionamento da esterilizacdo por

0zono.

No entanto a sua utilizacdo na esterilizagdo de hidrogéis nao foi
devidamente explorada e requer ainda desenvolvimento, pois a informacao na
literatura € muito escassa, embora bons resultados tenham sido obtidos com
gelatina de origem animal 87: 8,

Na (Figura 1-16) encontra-se representado o diagrama de funcionamento
de um tipico processo de esterilizacdo a gas, como € o caso do ozono. Para os
processos gasosos, a grande desvantagem reside da dificuldade de garantir uma
difusdo homogénea, tornado-se ainda mais critico quando os materiais a seres
tratados sdo densos ou porosos, dificultando a penetracdo pelo agente

esterilizante
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1.4.1.4 Outros métodos de esterilizagao

A esterilizacdo com calor seco é feita, em geral, a 160°C durante 2 horas.
Embora a aplicabilidade do método, tal como no caso do calor humido, se
restrinja a materiais termorresistentes, o que, em principio, excluiria os hidrogéis,
em certas situacfes este método revelou-se o mais adequado. Veja-se, por
exemplo, os resultados obtidos por Bos et al. com hidrogéis de dextran com
ligacOes cruzadas por formacdo de estereocomplexos, para aplicagdes in vivo
89_

A esterilizagdo com EtO permite fazer face ao problema das altas
temperaturas. O procedimento adotado consiste em manter os materiais numa
atmosfera deste gas ou misturado com outro (e.g. CO2 ou um
clorofluorocarboneto) por um periodo que pode variar entre 2 e 48 horas, com
uma humidade relativa de 70% e uma temperatura ndo superior a 55°C . O EtO
€ posteriormente removido, alternando vacuo com a introducédo de ar ou gas
inerte (e.g. N2) na camara de esterilizacdo. A inativacdo e morte dos
microorganismos resulta do efeito alquilante do EtO sobre os grupos sulfidrilo,
amino, carboxilo e hidroxilo existentes nas células 4 %, A eficAcia da
esterilizacéo, associada a flexibilidade do processo, decorrente da existéncia de
um namero significativo de variaveis que € possivel controlar (temperatura,
humidade, concentracéo de EtO), fazem deste método um dos mais usados para
esterilizar ndo s6 materiais termossensiveis, mas também uma vasta gama de
outros materiais. Este procedimento é utilizado atualmente para esterilizar
diversos dispositivos médicos e implantes constituidos total ou parcialmente por
hidrogéis, como lentes intraoculares, dispositivos para reparagéo de ligamentos

e tenddes, valvulas cardiacas e enxertos vasculares °1. A principal desvantagem
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associada ao método tem a ver com o facto de o EtO residual nos materiais
esterilizados, ser toxico e potencialmente carcinogénico °°. Neste sentido, tem-
se procurado reduzir os niveis de concentracdo do EtO sem comprometer a
eficicia de todo o processo.

Na esterilizacdo com feixe de eletrbes, um gerador produz eletrbes de
elevada energia, com uma voltagem de aceleracédo 0,2 - 10 MeV, os quais séo
focados magneticamente num feixe de 1 a 5 cm de didmetro que incide sobre o
material a ser esterilizado durante o tempo necessério para acumular a dose de
irradiacao desejada. Tal como o0s raios gama, a inativagéo da-se de forma directa
e indireta (formacé&o de radicais livres). No entanto, a capacidade de penetracéo
dos eletrdes € muito inferior & dos raios gama, pelo que este método de
esterilizacéo se revela inadequado para produtos com espessura significativa ou
densamente empacotados., Porém este problema pode ser superado
controlando a energia do feixe. A exposi¢cédo a um feixe de eletrbes pode ou n&o
ter um efeito nefasto sobre os hidrogéis. Em diversos casos é considerado um
método vantajoso, por permitir combinar a sintese (formacdo de ligacdes
cruzadas) e esterilizacdo num Unico passo, reduzindo os custos e tempo de
producao.

Outra possibilidade alternativa para a producao de hidrogéis estéreis,
caraterizada pela remogcao mecanica dos microorganismos, consiste na filtracéo
das solucdes dos percursores dos hidrogéis ou das suspensdes dos mesmos
(quando se trata de microgéis ou nanogéis). Porém, surgem muitas vezes
complicagbes neste ultimo caso, devido a colmatagéo dos filtros ou quando a
viscosidade da formulacdo é elevada, devido a adsorcédo dos polimeros nas

membranas dos filtros °2.
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1.4.2 Esterilizagdo de hidrogéis para aplicagoes biomédicas

A infecdo é um dos principais problemas associados com dispositivos
implantaveis °. Face ao aumento da complexidade e diversidade dos
biomateriais, em particular dos hidrogéis, é necessario o desenvolvimento e
validacdo de novos métodos de esterilizacdo, seguros e reprodutiveis, que
permitam esterilizad-los de forma eficaz ap6s a sua manufatura, sem
comprometer as suas propriedades e sem elevados custos associados.

A temética dos hidrogéis tem sido extensamente estudada, o que é
facilmente comprovado pelo elevado nimero de publicacdes disponiveis sobre

0 assunto (cerca de 29 000 s6 na ultima década).

Hidrogel 4182 T
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Hidrogel + Esterilizagdo p=
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Figura 1-17. Numero de publicacdes por ano referentes a hidrogéis (azul)

by

comparativamente ao numero de publicacdes referentes a sua esterilizacao

(vermelho). Dados obtidos através do portal http://apps.webofknowledge.com/.

Uma compilacdo dos trabalhos publicados nesse periodo, envolvendo
hidrogéis, obtida através do portal Web of Science, mostra que o nimero de
publicacdes, tem vindo a aumentar ano apos ano (Figura 1-17). Quanto a

esterilizagdo deste tipo de materiais, apesar da sua importancia do ponto de vista
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cientifico, clinico e econdémico/social, na ultima década, o numero de trabalhos
que abordam este tépico € muito pequeno, representando menos de 0.3% do
total de publicacdes.

Isto evidencia que os efeitos dos métodos de esterilizacdo sobre as
propriedades intrinsecas dos hidrogéis permanecem pouco estudados.

A esterilizagdo de materiais poliméricos, como os hidrogéis, deve ser feita
com especial prudéncia. Em determinadas condicfes, a esterilizacado pode ser
responsavel pela degradacdo e/ou decomposicdo, descoloragdo, fragilizacéo,
geracao de odor, por promover reticulagéo adicional ou até mesmo induzir efeitos
toxicos nos materiais submetidos ao processo %4 95 96: 97,

No caso da irradiacdo gama, por exemplo, a cisdo das cadeias
poliméricas e os processos de reticulacdo podem ocorrer em simultaneo, o que
dificulta a sua interpretacédo %. O trabalho realizado por Miller et al ®° propde a
regra que define a reticulagdo como o evento predominante quando os carbonos
da cadeia polimérica principal estdo ligados pelo menos a um atomo de
hidrogénio, enquanto que no caso de 0s mesmos serem maioritariamente tetra-
substituidos, a degradacdo do material passa a ser o principal evento.

A esterilizacdo em altas temperaturas conduz geralmente a dois eventos
principais: reacdo na cadeia principal que pode resultar em quebra ou posterior
reticulacdo; reacdo nas cadeias laterais, que pode resultar em eliminacédo de
grupos ou ciclizagéo 1.

Quanto aos processos oxidativos: os polimeros podem ser oxidados,
parcialmente degradados ou pode, ainda, ocorrer reticulagdo adicional. Esta

exposicao é caracterizada por um periodo de inducéo durante o qual o polimero
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pode nédo revelar modificacdes Obvias. No entanto, existe a possibilidade de

efeitos a longo prazo decorrentes da formacéo de hidroperéxidos 1%,

1.4.2.1 Revisao da literatura

Uma possivel classificagcdo dos hidrogéis, como j& mencionado,
consistem em separa-los pela sua origem sintética ou natural.

Os polimeros sintéticos, quando comparados aos de origem natural, tém
maior grau de uniformidade entre os lotes. Isso permite o maior detalhe e
reprodutibilidade no desenvolvimento e adaptacéo das propriedades do produto
final 102,

Por sua vez, os hidrogéis naturais, que podem ser produzidos a partir de
polissacarideos, proteinas ou ADN, podem ter varias origens naturais (e.g.
mamiferos, insetos, exoesqueletos de marisco, bactérias, plantas, algas) 1. A
principal vantagem dos polimeros naturais, além da disponibilidade natural, é a
sua maior semelhanca fisiolégica com a matriz extracelular in vivo °. Por outro
lado, as suas propriedades sao dificeis de controlar, a composicéo pode diferir
entre lotes e apresentam potencial imunogenicidade.

Nas tabelas seguintes estdo compilados os principais resultados de
trabalhos publicados, na ultima década (alvo de um artigo de revisdo
recentemente submetido 1%4), nos quais se aborda a esterilizacdo de hidrogéis
sintéticos e naturais (Tabela 1-4 e Tabela 1-5, respectivamente). Especial
atencao foi dada a trabalhos com hidrogéis nanoestruturados (Tabela 1-6), e

hidrogéis para libertacdo de farmacos (
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Tabela 1-7), uma vez que estes sistemas terdo especial destaque neste
estudo.

Na sua vasta maioria, sdo utilizadas técnicas de esterilizacdo
convencionais, nomeadamente a radiacdo ionizante, o calor himido e o 6xido de
etileno.

Dos trabalhos que estudam a aplicabilidade de técnicas alternativas,
destaca-se 0 crescente interesse pela aplicagdo de fluidos supercriticos, em
especial o diéxido de carbono.

Note-se também que, quando é verificada a eficicia da esterilizagdo, nem
sempre sao utilizados microrganismos resistentes aos processos em estudo. O
trabalho realizado por Bernhardt et al. 1%, no entanto, € uma excegdo
interessante, em que é estudada a resisténcia ao didéxido de carbono super
critico (scCO2) de um vasto numero e tipo de microrganismos, incluindo as
espécies resistentes esporuladas B. pumilus e G. stereothermophilus.

Os hidrogéis nanoestruturados (Tabela 1-6) sdo os menos estudados. Na
literatura recente, o trabalho de reviséo, realizado por Vetten et al. 1%, refere os
principais trabalhos sobre a esterilizacdo de nanoparticulas. Apesar de em
alguns casos serem utilizados polimeros hidrofilicos (e.g. PEG) na composi¢ao
das particulas, ndo é claro se as mesmas possuam caracteristicas de um
hidrogel.

Os hidrogeéis para dispositivos médicos de libertacao controlada (CRD) (

Tabela 1-7), sdo uma categoria de especial interesse. Embora exista uma
literatura extensa relacionada com CRD, o nuamero real de produtos

efetivamente aprovados pela FDA é consideravelmente baixo 107 108 As
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explicagbes para este facto podem estar relacionadas com diversos aspectos,
incluindo, por exemplo, a viabilidade econémica e questbes de seguranca. A
andlise dos dados que se encontram sumarizados nas tabelas demonstra que o
efeito dos diferentes métodos de esterilizagdo sobre as propriedades dos
hidrogéis depende de uma série de factores (e.g. natureza e composi¢cao dos
hidrogéis, forma em que 0s mesmos se apresentam, agente e parametros de
esterilizacdo, tipo de propriedades avaliadas), pelo que ndo € possivel
generalizar. A situacdo torna-se mais complexa, quando os hidrogéis contém
outras moléculas para veiculagdo (por exemplo farmacos), cuja
integridade/atividade se pretende manter.

De um modo geral, verifica-se que durante a fase de pesquisa cientifica
sdo desconsiderados importantes aspetos vitais a aprovacao e comercializacao
do produto final, revelando uma possivel defasagem entre o processo de
desenvolvimento e as necessidades para implementacdo no mercado. Por
exemplo, se a seguranca bioldgica nao for possivel de ser alcancada, o valor
clinico e enorme potencial de um biomaterial novo e “inteligente” serdo perdidos.

Neste sentido, a capacidade de se assegurar a esterilidade do material,

sem deterimento das suas propriedades, € essencial.
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Tabela 1-4 - Esterilizacao de hidrogéis sintéticos para aplicacdes biomédicas

Material Aplicacédo Condlgoes/pgramNetros de Propriedades avaliadas | Principais resultados Teslt'e de Ref. | Ano
esterilizagéo esterilidade
Gl:
- Sem
Engenharia o1 30.35 KG ::?tume,vslcime_nto a'lter'?géﬁs
: : 30- y rop. Mecénicas significativas
Cyborgel™ de Te;mdos / EB: 30-35 KGy Estrutura quimica EB: NA . 2016
Cartilagem . ; 5
Tribologia - Alteracdo
guimica
scCO:2 + Aditivo (H202) Morfologia
Poli (acido L- Engenharia B _I?ressao: 5_393%'34% oC Comportamento Cristalinidade (20 h E. coli 10 | 2016
lactico) de Tecidos B emperaturg. ' termotropico | Cristalinidade (20 ). S. coelicolor
— Tempo: 5 min a 20h Adesio celular
Morfologia Gis0e 1E|30 kG}/)
Estrutura quimica - Alteragoes
PVA/PVP Cartilagem | GI- 50, 100 e 150 kGy Teor de 4gua coeficiente NA | 2014
Prop. Mecéanicas E,imto’ teor de
Tribologia agua € prop.
mecanicas
GI/EB10,25,50 kGy
SH:
— Temperatura: 121 °C
— Tempo: 20 min
Hydromed™ Sensores EtO: 6% de EtO e 94% de COo.. AlteracBes na resposta
H ™ Opticos de — Temperatura: 45 °C Resposta ao oxigénio ao oxigénio. NA 98 2013
ydroThane o -
oxigénio — Presséo: 1.7 bar.

— Tempo: 12 h

H20:2: 35.3%
— Temperatura:25 °C
— Humidade: 20%.
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H202 plasma: ~59%
— Temperatura max.: 55°C
— Tempo: 48 min

Gl: 2.5 e 0.5 Mrad
Débito/dose: 1,527

GI/SH:

rad/min e 4,582 rad/min . - Alteragbes .
Modelo / . ; o Morfologia significativas P. aeruginosa
: SH: 5 min at 132°C . : . .
PEG hidrogel scCO» Prop. mecénicas na morfologia, | S. epidermidis 112 2011
injetavel —  Temperatura: 40 to 80°C Biocompatibilidade in vivo fsaespeasragao de B. subtilis
— Presséo: 1 a 250 bar prese'n(;a
— Tempo:la6h agregados.
Sal de -
. . CO:z liquido: Lo .
potassio poli Modelo / 2liqul oL o Curva (_je secagem Limitagbes a nivel da
gy o : — Temperatura: 25 °C Mecanismo de inativacao A 113
(acido acrilico- | Engenharia ~ ; . transferéncia de S. aureus 2010
b : — Pressao 6.9 MPa microbiana.
co-acrilamida) de Tecidos T -0 2 180 mi massa.
(PAAA) — Tempo: 20 a min
Gl: 25 kGy
H20:2 gés
— Temperatura Max: 40° C . ~
Modelo / ~ Hu m?d ade Max: 95% Espectroscopia de | H202:  fconcentragdo
PEG Libertacao ~ Tempo: 55 min. ressonancia de radicais livres a NA 114 2009
de farmacos EtO: 100% EtO paramagnética electrénica | longo prazo.
— Temperatura: 57 °C
— Tempo:2h
o scCO? + Aditivos (H20 Intumescimento
Poli (acido Modelo / (H202) Curvas de secagem S. aureus
acrilico-co- Engenharia — Presséo: 27.6 MPa Morfologia NA _ 115 | 2008
acrilamida) de Tecidos — Temperatura: 40 °C E. coli

— Tempo: 10 min a 4h

1: aumento; |diminui¢do; “Prop”: propriedades;Gl: irradiacdo gama; EB: feixe de electrées; SH: calor himido, “H202": peréxido de hidrogénio; “scCO2“: didxido de carbono supercritico; “EtO”:

oxido de etileno; NA: ndo avaliado; “Max”: maximo
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Tabela 1-5 - Esterilizacdo de hidrogéis naturais para aplicacdes biomédicas.

Condicbes/parametros

Propriedades

Principais efeitos

Teste de

Material Aplicagao de esterilizacéo avaliadas adversos esterilidade Ref. | Ano
MC: | viscosidade, dureza,
compressibilidade, poder de
adesao.
Metilcelulose (MC) Reologia CMC and HPMC: 1 all
hidroxipropil . . .
) Textura parameters in a higher ionic
Metilcelulose (HPMC) H strength environment
Carboximetilcelulose Modelo SH: 121°C por 20 min b 9 ' NA 116 2016
Armazenamento
(CMC) , « e
Efeito da concentragdo | IC: 1 viscosidade, poder de
lota carragenanos (IC) o des
A goma xantana (XG) lonica adesao -
| dureza, compressibilidade
XG: Imaioria dos
parédmetros avaliados
scCO? + H202
— H202:300 mg/L | Solubilidade
— Temperatura: Degradacéo por acao
30-40°C da tripsina
- Engenharia — Presséo: 20.5 Morfologia Gl: 1 solubilidade, 117
Colagenio de Tecidos MPa Comportamento lestabilidade fisica B. atrophaeus 2015
- Tempo: ciclos termotrépico
de 30 min (3 a Prop. Mecéanicas
6) Citotoxicidade
Gl: 25 kGy
scCO: +Aditivos B. cereus
Alginato/ Engenharia | (H202 e anidrido acético) | Taxa de inativagédo B pumilus reportado como | S 105
. . . : . . B. atropheus 2015
Agarose de Tecidos — Pressao:8.5 microbiana mais resistente. B i
MPa . pumilus
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— Temperatura:
38°C

— Tempo: 5, 15,
30 and 45min

G.
stereothermop
hilus
Conidiospores
T
Conidiospores
A brasiliensis
C. ablicans,
M. terrae

S. aureus,

E. faecium

E. hirae

K. pneumonia
S. marcescens
P. aeruginosa

Phage MS2,
and Phage
PhiX174.
SH: 5 min a 250°C
- Semi - seco
- Imersdoem 0.1
M CaCl2 SH: | intumescimento,
alteracdes nas prop.
Alginato / Alginato Pensos Lavagem em etanol: | Intumescimento Mecanicas. E coli 118 2014
Pluronic® F68 dérmicos 70% (v/v) por 20 min Reologia UV: esterilizagéo ineficaz '
Luz Uv: para amostras mais
— Dose:75a100 espessas.
MW/cm?2,
— A 250 nm
— Tempo: 20 min
, e o onas
Acido Hialurénico Engenharia | SH: 121 °C por 20 min. | Alteracdes de bai ~ NA 119 2013
de Tecidos supramoleculares e baixa concentracdo de
P HA
Acido Hialurénico Engenharia | o1 151 ¢ por 15 min. Reologia NA NA 120 | 2012
de Tecidos /
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“Enchimento

dérmico”
Lavagem em etanol:
70%
Lavagem em
isopropanol 70% Lavagens em etanol e em
Gl: isopropanol ndo foram
] . ; Testado (sem
. - 10kGy; 5.6 Reologia eficazes. L 121
Xiloglucano Modelo . .| contaminace 2010
kGy/h Gl (temperatura ambiente):
~ s controladas)
— Temperatura: alteracOes severas.
ambiente e na
presenca de
gelo seco
SH: 121 °C por 20 min
Cromatografia de
exclusdo de tamanho
Disperséao de luz laser
Gelatina de peixe multi-angulo Degradacio da cadeia
Gelatina de porco Modelo Gl: 1kGy Viscosidade Ret%cula géo NA 122 2010
Colagénio de porco SDS-PAGE &
Electroforese em gel
de poliacrilamida de
dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE)
Si- . Prop. de gelificacéo . .
Hidroxipropilmetilcelulose Engenhana SH: 121 °C por 20 min Viscosidade | viscosidade NA 123 2009
' de Tecidos i
(Si-HPM) Reologia

1: aumento; |diminui¢do; “Prop”: propriedades;; Gl: irradiagdo gama; EB: feixe de electrdes; SH: calor himido, “H202

de etileno; NA: n&o avaliado / N&o se aplica; “Max”: maximo

”: peréxido de hidrogénio; “scCO2“: diéxido de carbono supercritico; “EtO”: éxido
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Tabela 1-6 — Esterilizacdo de hidrogéis nanoestruturados para aplicacfes biomédicas.

Condicdes/parametros Propriedades
Material Aplicacéo Principais resultados Ref. | Year
de esterilizacao avaliadas
Tamanho de particula
Distribuicdo de
tamanho - Sem efeitos adversos
Seda de aranha NA SH Morfologia - Estabilidade térmica aumentada 124 2015
Comportamento apo6s o tratamento autoclave
termotrépico
Citotoxicidade
EtO:
Morfologia —,Modificac;éo guimica do
Topografia farmaco
Peso molecular - (Le\_/ez ! Temperatura de
EtO Comportamento frgrc])sl;glgpasc:)\/rlrizeczi?lnico das
Colagénio / PLGA Injetavel Gl termotrépico microparticulas 125 2006
carregado com Irradiacio beta Estrutura quimica o P _
gentamicina ¢ Formacéo de radicais Irradiacao Gl / Beta:
livres - | Peso molecular
Atividade dos farmacos -|Temperatura de transicao
Estabilidade i
vitrea
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Tabela 1-7 - Esterilizagdo de hidrogéis para libertacdo de farmaco.

. . ~ : . Condicdes de Propriedades Principais efeitos Test'e. de
Material Aplicacéo Ativo/Farmaco A . esterilidad Ref. Ano
esterilizac&o avaliadas adversos e
Acrilamida
N, N-
metilenobisacrilamida Respostas a | Resposta a glucose das
3-acrilamido-fenilborénico Sensor Glucose Gl:10Gy-25.7kGy NA 126 2014
N- @3- glucose amostras curadas por UV
dimetilaminopropilacrilami
da)
Reologia
Acido hialurénico Ortopedia Vancomicina SH: 121 °C por 20 E_strutur::} quimica NA NA 127 2013
Tobramicina min Libertagcéo
Gl:
— |Intumescimento
— |Rugosidade
— fTRadicais livres
EtO
Libertagcéo — |Intumescimento
Engenharia Ciclosporina Gl: 25 kGy Intumescimento -
PEG de Tecidos . H202 Rugosidade H20:2 NA 128 2008
. ~ Rodamina B o .
/Libertagéo EtO Radicais livres — 1 Intumescimento

— |Rugosidade
— fTRadicais livres

Libertagcéo de ciclosporina
afetada em todos os casos
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HEMA

Libertagcdo
transdérmica

Metotrexato
_Carboplatina
Acido etacrinico

SH: 121°C por 30 min
Gl: 25 kGy

Morfologia
Anélise térmica
Inchaco

Prop. Mecéanicas
Libertacéo de
farmaco

SH

EtO

1 Densidade

| Incorporacao de
farmaco
Alteracdes
morfolégicas

1 Modulo de
Young

1 Densidade

| Incorporacéo de
farmaco

1 Modulo de
Young

NA

129

2007

1: aumento; |diminuigdo; “Prop”: propriedades;; Gl: irradiacéo gama; EB: feixe de eletrdes; SH: calor humido, *

NA: ndo avaliado / ndo se aplica; “Max”: maximo

‘H202": perdxido de hidrogénio; “scCO2*: diéxido de carbono supercritico; “EtO”: 6xido de etileno;
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2 ESTERILIZAGAO DE NANOPARTICULAS DE HIDROGEL DE
QUITOSANO

A informagdo contida neste capitulo foi parcialmente publicada em dezembro de
2016, no periddico PLOS ONE 11(12) - (conceito A2, segundo a avaliagdo Qualis de
2016).

Referéncia: Galante R, Rediguieri CF, Kikuchi IS, Vasquez PAS, Colago R, et al.
About the Sterilization of Chitosan Hydrogel Nanoparticles. 2016: PLOS ONE 11(12).
doi: 10.1371/journal.pone.0168862
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21 ENQUADRAMENTO

O quitosano (CS) (Figura 2-1), um polimero natural, € dos materiais que
mais interesse tem despertado na area dos biomateriais. Este facto deve-se as
suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas de elevado interesse biomédico
e farmacéutico, nomeadamente a biocompatibilidade, néo toxicidade,

mucoadesividade e atividade antibacteriana 1 2.

a N

CH,0H CH,OH CH,0H

OH
HO \OH OH OH

NH, NH, NH,

o e

Figura 2-1. Estrutura quimica do quitosano.

A sua natureza cationica permite a formacdo de complexos ionicos
estaveis com ides anionicos polivalentes ou com polimeros de carga oposta,
originando compostos distintos que podem assumir diferentes formas fisicas,
e.g. géis, esponjas, granulos, filmes e micro/nanoparticulas 2.

Os hidrogéis nanoestruturados (ou nanogéis), como ja referido no
Capitulo 1, constituem uma classe de materiais promissores que compreendem
simultaneamente as vantagens de serem nanoestruturados (e.g. propriedades
fisico-quimicas Unicas atribuidas a sua elevada éarea superficial, forma e
estrutura superficiais) com as caracteristicas dos hidrogéis (e.g. elevada

capacidade de retencdo de agua, biocompatibilidade) 4 °.
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Um dos métodos amplamente utilizados na obtencdo de nanoparticulas
de quitosano é a gelificacdo idnica. As primeiras nanoparticulas produzidas por
esta técnica foram desenvolvidas nos anos 90, utilizando-se como agente
reticulante o polianido tripolifosfato de potassio (TPP) . Durante o processo, as
nanoparticulas formam-se espontaneamente apos a adi¢cdo de TPP a solugéo
de quitosano. Este método tem a grande vantagem de dispensar aditivos durante
a producédo das nanoparticulas de hidrogel, facto que, aliado as caracteristicas
do quitosano, torna estas particulas especialmente atrativas quando se tem em
mente aplicagcbes biomédicas ou farmacéuticas. Na literatura € possivel
encontrar uma grande variedade de estudos elaborados com este tipo de
sistemas.”: & 9 10: 11,

Apesar de ainda nao estarem disponiveis no mercado produtos com
nanoparticulas de hidrogel de CS/TPP (CS-HNP, do inglés chitosan hydrogel
nanoparticles), estas tém sido o foco de varios trabalhos, no que diz respeito a
aplicacbes para o fornecimento de farmacos destinados a superficie ocular e a
administracdo intravenosa de medicamentos para o tratamento de doencas
neuroldgicas 12 13,

De acordo com as farmacopeias brasileira, europeia e americana, a
esterilidade é condicdo necessaria em ambos os casos acima referidos 4 15 16,
Uma extensa revisao bibliogréfica realizada por Vetten et al. revela que as
metodologias convencionais de esterilizacdo, como a filtracéo, a autoclavagem,
a irradiacdo ou o tratamento quimico, podem ser utlizadas na
descontaminacéo/esterilizacdo de nanoparticulas .

A esterilizagao por filtragéo é talvez o0 método mais amplamente utilizado,

pois ndo parece ter quaisquer efeitos adversos sobre as nanoparticulas & 19 20,
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No entanto, h& que considerar aspetos que limitam a recuperagédo do produto,
tais como: a afinidade da nanoestrutura em relagéo ao filtro, que causa a sua
retencdo, e a limitacdo no tamanho de particula, j& que os filtros esterilizantes
tém dimenséo de poro esterilizante <200 nm'”: 29, Mesmo que se ultrapassem
estes aspetos, ha que ter em conta que nem o processo de filtragdo nem o
processo assético de producdo conduzem a resultados tdo seguros de
esterilizacdo quanto os seus congéneres de esterilizacdo terminal 21, pelo que
os ultimos séo, na medida do possivel, aconselhaveis e preferiveis.

Quando as metodologias de esterilizacdo terminal convencionais s&o
aplicadas (autoclave, irradiacéo ou EtO), as altera¢cdes no tamanho, no potencial
zeta, na dispersao ou no pH sdo as mais frequentemente observadas, enquanto
efeitos secundarios resultantes da esterilizacdo!’. Note-se, ainda, o facto de
serem poucos os estudos que efetivamente confirmam a esterilidade do produto
final ou que realizam testes de validacdo com microrganismos resistentes.

A informacgdo disponivel sobre a esterilizacdo de nanoparticulas de
quitosano é escassa, 0 que refor¢a a importancia deste trabalho, uma vez que
sdo sistemas fortemente estudados e com grande potencial em aplicacdes
farmacéuticas e biomédicas. A evolucdo para uma possivel fase clinica esta
intimamente ligada ao facto de ser ou ndo possivel a sua esterilizacdo, sem que
haja comprometimento da sua integridade e desempenho.

Assim sendo, neste capitulo do trabalho pretendeu-se estudar os efeitos
de diferentes métodos de esterilizacdo sobre CS/HNP. Como tal, produziram-se
particulas a partir do méetodo da gelificacéo ibnica. Em seguida, sujeitaram-se as
amostras a esterilizacdo por autoclave, irradiacdo gama e exposi¢cdo a 0zono.

Estudaram-se os efeitos de tais metodologias procedendo a extensos protocolos
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de caracterizagdo antes e depois da etapa de esterilizagdo, nos quais foram
avaliadas propriedades como o tamanho de particulas, dispersdo de tamanho, o
potencial zeta, a estrutura quimica, a morfologia e a citotoxicidade. Além disso,
foram realizados testes de validacdo da esterilizagao utilizando-se indicadores

biolégicos.

2.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.2.1 Materiais

Apresenta-se, infra, a lista dos principais reagentes utilizados no decorrer
do trabalho realizado para este capitulo:

— Quitosano de baixo peso molecular (CS), medical grade (purificado) (peso
molecular 296 kDa, grau de desacetilacdo 82%), gentilmente cedido por
Altakitin S.A,

— Acido acético (Glacial) 100%, Merck;

— Acido cloridrico 37%, P.A.-A.C.S, Qhemis;

— Tripolifosfato de sodio (TPP) TG 85%, Sigma-Aldrich;

— D-manitol = 98%, Sigma-Aldrich;

— Glucose, P.A.-A.C.S., Synth®;

— Cloreto de sddio (NaCl), P.A.-A.C.S., Synth®;

— Hidréxido de sédio (NaOH), P.A.-A.C.S., Synth®;

— Caldo de soja triptica, (TSB), BACTO®;

— Agar de soja triptica (TSA), Difco®;

— Indicador biologico Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953, 3M
Attest;

— Linha celular de fibroblastos NCTC clone 929 (CCIAL 020), ATCC—CCL;

— Corante vital vermelho neutro, National Aniline Division;

— Meio de cultura Eagle, Sigma Aldrich.
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2.2.2 Produgao das nanoparticulas de hidrogel de quitosano (CS-HNP)

A producédo da suspensdo de nanoparticulas foi realizada através da
adaptacdo do método da gelificacdo ionica, muito utilizado e bem descrito na
literatura . Preparou-se uma solucdo de 0,1% de quitosano (em solucédo de
0,45% NaCl e 0,5% acido acético) a qual se adicionou, por gotejamento e com
agitacdo magnética, uma solucdo de TPP 0,1% (em solucdo de NaCl 0,9%)
(Figura 2-2), até se obter a proporcédo final de 3:1 (v/v) (CS/TPP). Quando

necessario, o pH foi reajustado com NaOH 1M ou HCI 1M.

TPP

Quitosano

Figura 2-2. Esquema representativo do método de producao das nanoparticulas

de hidrogel de quitosano.

Este processo envolveu uma fase de otimizacdo prévia, em que se
estudou a proporcéo ideal de CS/TPP, de modo a originar particulas com
propriedades adequadas (e.g. tamanho médio aproximado de 300 nm, boa
dispersdo) e um nivel de reprodutibilidade aceitavel. Apos a adicdo de TPP,
deixou-se a suspensao permanecer em agitacao durante uma hora.

Para inferir sobre o eventual efeito protetor de agucares nos processos de

esterilizagdo, manitol ou glucose foram posteriormente adicionados a mistura,

77



em quantidades definidas, até a obtencdo de uma concentracao final de 2,5 ou
5%.

Todas as solugdes iniciais foram preparadas com &agua destilada e
desionizada e em seguida filtradas (filtro de acetato de celulose, tamanho de
poro 0,45 um).

ApOs preparacao e estabilizacdo, as CS-HNP foram armazenadas a 4°C,

até a sua futura utilizacao.

2.2.3 Caracterizagao das nanoparticulas de hidrogel de quitosano (CS-HNP)

2.2.3.1 Estrutura quimica — Espectroscopia de Infravermelho por

Transformada de Fourier.

Para o estudo das amostras CS-HNP, recorreu-se a um espectrémetro
Perkin-Elmer FTIR (Spectrum 1000). Previamente a analise, foi necessario
proceder a dialise da suspensdo de CS-HNP (tempo: 18h, meio: agua destilada
e desionizada, membrana: celulose, peso molecular de corte de 14.000 Da) para
remover os sais presentes. Apoés 2 horas a -80°C , as particulas foram liofilizadas
durante 72h a uma presséo negativa de 100 microns! e a uma temperatura de -
70°C, utilizando-se o sistema FTS System Dura-Dry MP.

Pequenas quantidades do material foram colocadas diretamente em
contato com o cristal de ATR. Realizaram-se varrimentos entre os comprimentos

de onda 500-4000 cm, com resolucédo de 4 cm™.

I Micron = 0,001 mmHg
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2.2.3.2 Tamanho, indice de dispersao e potencial zeta

Para a determinacdo destes parametros utilizou-se o equipamento
Zetasizer (Nano ZS, Malvern Instruments, Reino Unido, He—Ne laser A = 633 nm,
angulo de dispersao 90°). Amostras de 1 mL da suspensao de nanoparticulas
preparada segundo o descrito em 2.3.1, foram analisadas a temperatura de
25°C, antes e apos os procedimentos de esterilizac&o.

O célculo dos parametros foi realizado diretamente pelo software Malvern
Zetasizer v7.10. Neste estudo foram utilizados valores de viscosidade (0,89 cP),
indice de refracdo (1,33) e constante dielétrica (78,3) da agua a 25°C, por se
considerar a que a suspensao é extremamente diluida. As medi¢des foram feitas
pelo menos em triplicado.

Foram, ainda, efetuados testes de estabilidade, analisando-se em tempos
determinados (1, 24, 48 e 72 horas; 1 e 7 meses) as amostras em

armazenamento.

2.2.3.3 Condutividade e pH

Variacdes de pH e condutividade podem estar associadas a degradacao
do material como resultado da esterilizacdo. Neste sentido, foram efetuadas
medi¢cdes com sensores de bancada apropriados (inoLab® pH 7110 (WTW)
e Cond 340i/SET (WTW), respetivamente), apds calibracdo com solucbes

padrao.

2.2.3.4 Morfologia

Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM)
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A avaliagdo morfolégica das CS-HNP por SEM foi realizada num
equipamento Hitachi S2400 15 KeV.

As amostras foram preparadas de duas maneiras diferentes: o primeiro
envolveu a secagem de uma gota das CS-HNP, a temperatura ambiente (22 +
2°C), sobre uma lamela de vidro; o segundo realizou-se utilizando o protocolo de
lavagem e liofilizag&o referido na segdo 2.2.3.1, acrescido de uma etapa de
revestimento com ouro-paladio (4 nm de espessura) para tornar as tornar
condutoras e permitir a sua visualizacéo.

Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

A andlise das CS-HNP por TEM foi realizada num microscopio eletrénico
de transmissédo Hitachi H-8100, a 200 kV. As amostras foram previamente
preparadas a semelhanca da seccédo 2.2.3.1, i.e. lavagem por diélise. Apos a
lavagem, pequenas quantidades da suspensao foram depositadas numa grelha
(grid) metalica de cobre (3 mm de diametro, mesh 200: pitch 127um),
procedendo-se em seguida a liofilizagéo nas condicées mencionadas ha mesma

seccao.

2.2.3.5 Absorvancia

A monitorizacao de possiveis alteracées no espectro de absorcdo UV-Vis
das suspensdes de CS-HNP foi realizada com recurso a um espetrometro

Themo Scientific — Evolution 20. A absorbéncia (Abs) é dada por (Eq. 2-1):

100)

Abs = log (O/_T
0

Eg. 2-1
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Onde %T é a transmitancia. Os espectros foram obtidos em triplicado, em
cuvetes de 1 cm de lado contendo 1mL de amostra, sem recurso a diluicdes e

utilizando uma solugao salina de NaCl 0,9%, para linha de base.

2.2.3.6 Reatividade bioldgica

Os ensaios de reatividade biolégica foram realizados por difusdo de agar,
seguindo os procedimentos descritos pelas farmacopeias brasileira, europeia e
americana (USP<87>).

Células de fibroblastos L929, foram cultivadas em monocamada em
placas de 60 mm de diametro, revestidas com agar e coradas com um corante
vital (vermelho neutro). Em cada placa colocou-se 7 mL da suspensao de células
com uma concentracéo de 3,5x10° células/mL.

Discos de filtro de papel estérii com uma éarea de superficie de
aproximadamente 0,2 cm? foram imersos durante 30s na suspensdo de
nanoparticulas de hidrogel.

Fragmentos de latex e discos de papel de filtro ndo téxico foram utilizados
como controlos positivos e negativos, respectivamente.

As amostras (controlo e CS-HNP) preparadas conforme acima descrito,
foram colocadas em contato com a camada de agar solidificado, e incubadas 24
horas a 37°C * 1°C. Este procedimento foi realizado numa incubadora
humidificada, contendo 5% de diéxido de carbono. As placas foram analisadas,
macro e microscopicamente, e de acordo com a zona afetada que se estende
das amostras, a reatividade biolégica foi classificada numa escala de grau N=0
(sem reatividade) até grau N=4 (reatividade severa). Todos os testes foram

realizados em triplicado.
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2.2.4 Esterilizacao

2.2.4.1 Esterilizagao por Ozono

Para a realizacao da esterilizacdo por Ozono seguiu-se o procedimento
validado em conformidade com a norma ISO 14937, para esterilizacdo a gas de
dispositivos médicos. Para tal, recorreu-se a um equipamento protoétipo
(fabricado pela Ortosintese, Sao Paulo, Brasil) desenvolvido pela empresa Brasil
Ozobnio, incubada no Centro de Inovacdo, Empreendedorismo e Tecnologia
(CIETEC). O equipamento (Figura 2-3) consiste numa camara, com capacidade
para 125 litros, no interior da qual se faz difundir o gas por meio de um sistema
pulsatil. Durante o processo, séo atingidos picos de concentracdo de 40 g/m3 e
50 g/m3. O gas é gerado fora da camara, a partir do ar atmosférico
(concentradores de oxigénio), através de descargas elétricas.

Cada pulso de ozonizacao € composto de quatro etapas:

- 12 Etapa: estabelecimento de vacuo no interior da cAmara,;

- 22 Etapa: enchimento da cAmara com gas ozono com humidade de entre 91-
95% e temperatura entre 30-35°C,;

- 32 Etapa: estabilizacdo das condi¢Bes durante 20 minutos (plateau);

- 42 Etapa: esvaziamento e vacuo.
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Figura 2-3. Esterilizador de Ozono desenvolvido pela Brasil Ozénio. Detalhe
evidenciando o interior da camara de esterilizacdo e o acondicionamento das

amostras.

As amostras de CS-HNP foram sujeitas a 2, 4, 8 e 10 pulsos de
ozonizacdo, na presenca e auséncia de acucares (glucose e manitol). O
acondicionamento foi feito em recipientes de plastico, contendo 4mL da
suspensao. As tampas foram deixadas em separado, de modo a facilitar a
difusdo do géas (detalhe a direita na Figura 2-3). Apds o término do processo,
sem retirar as amostras da camara, as tampas foram recolocadas, com o maximo

cuidado, afim de evitar uma possivel contaminacao.

2.2.4.2 Esterilizagao por calor humido

Para esta etapa do trabalho, utilizou-se uma Autoclave Sercon,

representada na Figura 2-4.
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Figura 2-4. Equipamento utilizado na esterilizacéo por calor humido.

As amostras (4 mL) foram acondicionadas em tubos de ensaio de vidro,
com tampas de rosca levemente apertadas. A exposicdo ao calor humido foi
realizada a 100, 110 e 121°C, variando o tempo de autoclavagem (5, 10 e 15).

Todos os testes foram realizados em triplicado.

2.2.4.3 Esterilizagao por irradiacao gama

A esterilizagdo por irradiacdo gama das CS-HNP foi realizada no
Irradiador Multipropésito do Centro de Tecnologia das Radia¢gfes do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (CTR-IPEN), Sdo Paulo (Figura 2-5). A
camara de irradiacdo tem uma capacidade maxima de 8 m? para irradiacdes no
modo estacionario; e de 16 contentores, cada um com 270 L, para irradiacdes
no modo continuo. A atividade atual instalada, medida em novembro de 2016, é

de 8,76 PBq (236,69 kCi).

22
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Figura 2-5. Irradiador Multiproposito do Centro de Tecnologia das Radiacdes do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Sao Paulo. (Retirado de

www.ipen.br).

A suspensao de particulas foi acondicionada em tubos de ensaio de vidro,
contendo 4 mL da suspensdao, e sujeita a doses absorvidas de 8, 13 e 25 kGy,
com débito/dose entre 5 e 6 kGy/h. A dose absorvida foi monitorizada com

recurso a dosimetros (Harwell-Red), como o da Figura 2-6.

Figura 2-6. Dosimetro de perspex utilizado na determinacéo da dose absorvida.

Durante o procedimento as amostras foram mantidas a baixa

temperatura, com recurso a bolsas de gelo (aproximadamente 0°), uma vez que
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em temperaturas baixas, rea¢cdes como a radiolise sdo minimizadas. Todas as

condigBes foram testadas, no minimo, em triplicado.

2.2.5 Avaliagao da esterilidade

A submisséo a processo de esterilizacdo ndo obrigatoriamente resulta em
produto estéril. Desta forma, optou-se por caracterizar a esterilidade das
amostras em funcdo da letalidade de esporos resistentes, em niveis que
representassem, com seguranca, a biocarga (bioburden). Assim, procedeu-se a
contaminagcdo prévia das amostras com o0 microrganismo Geobacillus
stearothermophilus ATCC 7953 na forma esporulada (3M Attest), uma vez que
este mostrou ser resistente a esterilizacdo por ozono 23. Como tal, seguiu-se o
procedimento experimental, adaptado de 2 e descrito sumariamente em

seguida.

2.2.5.1 Quantificagao do microrganismo pelo método das diluicdes

decimais sucessivas.

Este método consiste na realizacéo de diluicbes sucessivas da suspenséao
bacteriana em condicdes asséticas e posterior transferéncia de quantidades
conhecidas das mesmas para placas de petri (Figura 2-7). O crescimento dos
microrganismos em meio solido da origem a formacéo de coldnias (crescimento
macroscopicamente visivel resultante da multiplicacdo celular) a partir do qual &
possivel fazer uma contagem e dai obter a estimativa da quantidade de Unidades

Formadoras de Colbnias (UFC) existentes na solucéo inicial.
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Para obter a suspenséao inicial removeu-se a fita impregnada com o
microrganismo, contida no interior do frasco do indicador biolégico comercial

autocontido (Figura 2-8).

1 mL
imL imL imL imL imL imL
+ + + ar
9mL 9mL 9mL
X 0.9% 0.9% 0.9%
NaClL| NaCL NaCL

Suspensdo
bacteriana

<----

imL 1 ImL
v

Figura 2-7. llustragdo do meétodo das diluicbes decimais sucessivas.

Com auxilio de um aparelho de voértex e esferas de vidro de pequenas
dimensdes (~ 2 mm de diametro), procedeu-se a completa dissociacdo das suas
fibras celulésicas em 9 mL de solucdo salina (0,9% NaCl). Seguiu-se o
procedimento, ilustrado na Figura 2-7, i.e. diluices decimais sucessivas. 1 mL
de cada diluicdo foi entdo transferido para placas de petri, contendo meio de
cultura TSA, e sujeito depois a um periodo de incubacéo a 52-56°C, durante 7

dias. Terminada a incubacéao, realizou-se a contagem das UFC.
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Figura 2-8. Indicadores biolégicos (BI) autocontidos de Geobacillus
stearothermophilus. A direita, o Bl como é comercializado, dispondo de uma fita
celulésica impregnada de microrganismos e uma ampola azulada contendo o
meio de cultura. A esquerda: os Bl, depois de submetidos a processos de
esterilizacdo. A ampola é quebrada e o meio de cultura entra em contacto com
a fita. ApGs o periodo de incubacéo, o meio de cultura permanece azul, indicando
a auséncia de microrganismos viaveis, ou tornar-se-4& amarelo indicando

crescimento bacteriano.
2.2.5.2 Contaminagao dos hidrogéis e teste de esterilidade

Antes da esterilizacdo, as amostras de CS-HNP, acondicionadas nos
recipientes de plastico, foi adicionada uma determinada quantidade de
suspensao bacteriana de modo a perfazer os 4 mL e obter concentragdes de
10%, 102 ou 102 UFC por mL.

Apbés o processo de esterilizacdo foi efetuada a transferéncia, em
ambiente assético, de 1 mL das CS-HNP para tubos de ensaio contendo 9 mL
de meio TSB (Figura 2-9). Finalmente, deixaram-se os tubos incubados por 14
dias, a 52-56°C, verificando-se diariamente a turbidez do meio, por analise

visual.
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Figura 2-9. Foto tirada a camara de fluxo laminar durante o estudo da letalidade

de esporos, com vistas a caracterizar a esterilidade das amostras.

2.2.6 Tratamento estatistico

A andlise estatistica foi realizada usando o software R Project, versédo
3.2.0. As medi¢des sao apresentadas como média + desvio padrdo, salvo
indicacdo em contrario. O teste ANOVA foi utilizado para determinar se as
médias dos varios grupos sao estatisticamente diferentes. Utilizou-se o teste de
Bonferroni para a realizacdo de compara¢des multiplas. Para os dados que nao
seguem uma distribuicdo normal (comprovada pela aplicagcdo do teste de
normalidade de Shapiro Wilk, com a = 5%), foi usado o teste de Kruskal-Wallis
para decidir se as distribuicbes da populacdo seriam idénticas. O nivel de

significancia escolhido foi a = 5%.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Nanoparticulas de hidrogel de quitosano (CS-HNP)

Fatores como o pH, o peso molecular do CS e o seu grau de
desacetilagdo, podem afetar as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas
e, em Ultima instancia, influenciar a sua estabilidade. Além disso, como ja
referido, os procedimentos de esterilizagdo podem originar alteracbes nas
propriedades intrinsecas destes materiais. Assim sendo, e como ponto de
partida, realizou-se uma caracterizagéo extensa das principais propriedades das
CS-HNP, antes de qualquer esterilizagéo.

Apéds uma fase de otimizagéo para obter nanoparticulas de quitosano com
propriedades de hidrogel, que abrangeu o desenvolvimento da técnica de
producdo e procurou o0 estabelecimento das condicdes mais adequadas
(agitacdo, temperatura, proporcdo de CS/TPP), fixou-se o protocolo de
preparacdo anteriormente descrito. Apesar do método de producdo ser
aparentemente de féacil execucdo, observaram-se algumas dificuldades em
alcancar uma reprodutibilidade aceitavel, também reportadas por Abdel-Hafez et
al. 24,

Visualmente a nanosuspensdo de CS-HNP apresentou um aspecto

opalescente, levemente azulado, que pode ser observado na Figura 2-10.
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Figura 2-10. Aspecto visual opalescente da suspensdo de CS-HNP (esquerda),

comparativamente ao aspecto visual da agua (direita).

Numa primeira abordagem avaliou-se a formacao de nanoparticulas por
analise FTIR (Figura 2-11). Para fins comparativos, obtiveram-se também os
espectros do CS puro e do TPP, onde se podem identificar como principais
bandas caracteristicas:

— CS: a banda intensa a 3361 cm™ (correspondente a vibracdo de
alongamento dos grupos O-H e/ou N-H), as bandas de absorcéo a 1156
cm ! (C-O-C), a 1072 e a 1024 cm™ (correspondentes a vibracdes de
alongamento do grupo C-O);

— TPP: a presenca dos grupos P-O e P=0 devido as bandas 1210 cm™ e
1094 cmt, respectivamente.

A formacgédo de CS-HNP pdOde ser confirmada pelo aparecimento das
bandas de absorcdo dos grupos P-O (1215 cm™) e por vibrag6es de deformacéo
dos grupo N-H (1647 cmt), que por sua vez sdo indicativos de interacdo entre

CS e TPP".
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Figura 2-11. Espectro de andlise FTIR-ATR obtido para CS puro, TPP puro e
para CS-HNP, confirmando-se a presenca das principais bandas caracteristicas

dos compostos em estudo.
2.3.1.1 Tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta

Determinou-se o tamanho, o PDI, o potencial zeta, a condutividade e o
pH, imediatamente apdés a producdo e a diferentes tempos até 7 meses de
armazenamento.

No geral, obtiveram-se suspensdes de nanoparticulas com dimensdes
médias a variar entre 230-370 nm. O PDI, parametro adimensional utilizado para
descrever a variacdo de dimensdes das particulas, calculado pelo software do
eguipamento, pode variar entre 0 e 1. Valores menores que 0,05 sao dificiimente
observados, salvo em padrdes de elevada monodispersao. Valores superiores a
0,7 indicam que a amostra tem uma distribuicdo de tamanhos muito ampla. No
caso da suspensédo de CS-HNP, o valor de PDI permaneceu abaixo de 0,2,
caracteristico de uma suspensao bastante homogénea e monodispersa,

situacao desejavel para aplicagOes farmacéuticas.
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Tabela 2-1 - Tamanho médio das nanoparticulas de quitosano, em diferentes

tempos, apods a respectiva producao.

Tempo pds-produgao

1h 24h 72h 30 dias 7 meses
(nm)
288+15 367+5 372+6 366+6 314+2

Tabela 2-2 - PDI das nanoparticulas de quitosano, em diferentes tempos, ap0s

a respectiva producéao.

Tempo pés-produgao
1h 24h 72h 30 dias 7 meses
PDI
0,12940,021 0,178+0,034 0,141+0,024 0,135+0,041 0,185+0,03

A Tabela 2-1 e a Tabela 2-2 apresentam a variacdo do tamanho médio
das particulas e o PDI ao longo de 7 meses. Com o tempo de armazenamento
pode-se observar o ligeiro aumento do tamanho (de 288 para 314), e do PDI (de
0,129 para 0,185) o que sugere que ocorre alguma agregagao embora em baixo
grau.

O aumento de tamanho das particulas, observado no decorrer das
primeiras 24 horas, encontra-se documentado na literatura 2> e é decorrente da
agregacdo de particulas menores presentes, formando-se, assim, uma
populacdo mais homogénea 2°. Na Figura 2-12 apresenta-se, a titulo de
exemplo, um grafico de distribuicdo de tamanhos das CS-HNP (tempo de

armazenamento de 24 h), obtido pelo Zetasizer.
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Figura 2-12. Gréfico de distribuicdo de tamanhos de uma amostra armazenada
por 24 horas, obtido pelo Zetasizer.

Em relacdo ao potencial zeta, amplamente utilizado para prever a
estabilidade a longo prazo, sabe-se que, quando o polimero catidnico quitosano
e o0 polianido TPP entram em contato, formam-se, de maneira espontanea,
complexos compactos (particulas) com uma carga superficial positiva 2°. Sabe-
se ainda que as nanoparticulas tendem a aglomerar-se para minimizar a energia
superficial, consequéncia da sua elevada area superficial 26.

Como esperado, os valores de potencial zeta, obtidos pelo equipamento
Zetasizer, para as CS-HNP em estudo, revelaram uma carga superficial positiva,
na ordem dos 25+2 mV (Tabela 2-3). Este valor manteve-se estavel ao longo dos
estudos de estabilidade, apesar de se verificarem pequenas variacdes, da ordem
dos 5%. Os resultados sugerem a predominancia de forcas de repulsdo entre as

particulas, o que, por sua vez, contribui para uma suspensao estavel 6.

Tabela 2-3 — Potencial zeta das nanoparticulas de quitosano, em diferentes
tempos, apos a respectiva producao.

Tempo poés-produgao
1h 24h 72h 30 dias 7 meses
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Potencial zeta
25+1 2442 2542 26+1 2542

Normalmente, a suspensdes estaveis de particulas catidonicas (como o
quitosano), estdo associados valores de potencial zeta acima de 30 mV 26,
Contudo, a estabilizacdo de nanoparticulas poliméricas pode também resultar da
estrutura estereoquimica, devido ao elevado peso molecular das cadeias do
polimero, neste caso, ao quitosano 2°.

A condutividade e o pH permaneceram constantes ao longo do tempo de

armazenamento (12+1 mS/cm e 3,9+0,10, respectivamente).

2.3.1.2 Morfologia

A analise por TEM revelou a presenca de particulas com forma
arredondada irregular, cujas dimensdes no eixo maior estdo entre 100-200 nm
(Figura 2-13). O ponto de difracdo (detalhe no canto superior esquerdo da figura)
demostrou que as CS-HNP, fortemente aglomeradas por estarem liofilizadas,
sdo totalmente amorfas, sem vestigios de cristalinidade.

Relativamente a analise por SEM (Figura 2-14), numa primeira
abordagem, a morfologia das particulas foi avaliada apds secagem de uma gota
da suspensédo sobre uma lamela de vidro. Os resultados obtidos através desta
analise (tamanho médio >20 nm) divergem dos conseguidos pelo Zetasizer
(tamanho médio > 200 nm), uma vez que as imagens correspondentes sado de

estruturas desidratadas e aglomeradas (Figura 2-14 A). Este facto também se

encontra relatado na literatura 7.
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Figura 2-13. Imagens de TEM das CS-HNP. Ponto de difragcdo representado no
canto superior esquerdo.

Tornou-se, entdo, necessario estabelecer outro tratamento de secagem,
como o recurso a liofilizagdo, na tentativa de conservar a conformacao da
estrutura hidratada (Figura 2-14 B). Deste modo, foi entdo possivel observar
aglomerados de nanoparticulas onde se podem individualizar algumas com

tamanho médio a variar entre 200-300 nm.

Figura 2-14. Imagens de SEM das CS-HNP submetidas a secagem por
evaporacao ao ar, (A- ampliagdo 300 000x) e a liofilizacdo (B — ampliagédo 150
000x).
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2.3.2 Efeito da esterilizagao por calor humido

As suspensdes de CS-HNP foram autoclavadas a diferentes temperaturas
(121, 110 e 100 ° C) e durante diferentes tempos (5, 10, 15 e 30 min). Em todos
0S casos, 0s sinais de degradacédo foram evidentes, uma vez que as amostras
tratadas perderam quer a sua caracteristica cor azulada, quer o seu aspecto
opalescente.

Para as autoclavagens realizadas a 121°C e 110°C, o grau de degradacao
impossibilitou a andlise por Zetasizer.

Apenas foi possivel avaliar as amostras tratadas a 100°C (Figura 2-15),
para as quais a medicdes comprovaram a sua baixa qualidade, revelando uma
taxa de contagem de particulas por segundo muito baixa (<90kcps), quando
comparadas as amostras de controlo néo esterilizadas, (> 300 kcps) (Figura 2-15
A). Os resultados demostraram, ainda, o aumento da heterogeneidade da
amostra com o aumento do tempo de tratamento, comprovado quer pelo
aparecimento de popula¢cdes de particulas de diferentes tamanhos (Figura 2-15
B), quer pelo aumento consideravel do PDI (Figura 2-15 C).

Foi, ainda, avaliado o possivel efeito da adicdo de acucares, ja que na
literatura existem dados que sugerem o seu efeito protetor durante a
autoclavagem de solucdes de quitosano 2. No entanto, nas condicdes
estudadas, ndo se observou qualquer efeito protetor dos agucares adicionados
(glucose e manitol).

Perante a total degradacdo das CS-HNP, ndo se prosseguiu com as

restantes caracterizagbes das amostras esterilizadas por autoclave.
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Figura 2-15. Dados da andlise por Zetasizer relativos as CS-HNP autoclavadas
a 100°C: A - Contagem de particulas por segundo; B - distribuicdo de tamanho;

C - PDI. As barras de erro representam o desvio padréo (n=3).

2.3.3 Efeito da esterilizagao por radiagdo gama

A esterilizagdo por irradiagdo gama foi realizada de duas formas. Em
primeiro lugar procurou-se irradiar as amostras apos a sua estabilizacdo, sem
recurso a qualquer tratamento intermediario ou aditivo. Apesar de o espectro UV-

Vis das amostras demonstrar apenas alteracOes ligeiras (Figura 2-16 A),
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constatou-se que as nanoparticulas, mesmo ap0s a irradiacdo com pequenas
doses (2, 8 e 13 kGy — na figura, destas, apenas se apresenta 0 espetro da
ultima) perdiam o aspeto de suspensao, ficando evidente, a olho nu, a presenca
de aglomerados macroscopicos que se acumulavam no fundo do recipiente
(imagem no canto superior direito da Figura 2-16 A).

As medicOes de Zetasizer mostraram, ainda, efeitos adversos
consideraveis no que diz respeito ao tamanho médio de particula, PDI e potencial
zeta, como se pode observar na Figura 2-17. Os resultados obtidos sugerem
degradacdo severa das CS-HNP. O tamanho das particulas aumentou
significativamente (valor-p<0,001), bem como o PDI (valor-p<0,001) (Figura 2-17
A e B). J& o potencial zeta diminuiu comparativamente as amostras de controlo
para todas as doses de irradiacao (valor-p<0,001) (Figura 2-17 C). Todos estes
factos estdo concordantes com a maior propensao a aglomeracao observada.

Os valores de condutividade e pH permaneceram sem alteracdes
significativas, relativamente as amostras néo esterilizadas.

Perante os resultados observados, procedeu-se a uma segunda forma de
esterilizacdo por irradiacdo gama, na qual se procurou minimizar os efeitos
adversos, adicionando a suspensdo quantidades definidas de acglcares, com o
intuito de que estes componentes atuassem como protetores. E possivel
encontrar na literatura referéncias sobre este efeito, em casos da irradiacao de
farmacos e outros materiais contendo polimeros 2°.

Os resultados obtidos expressaram um aumento significativo da
resisténcia das CS-HNP a exposicdo a radiacdo gama, a comecar pelo aspecto

visual inalterado das suspensoes irradiadas.
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Figura 2-16. Espectros de absorbancia UV-Vis: A- CS-HNP sem adicdo de

acucares; B- CS-HNP na presenca de glucose; C- solucdes de glucose; D- CS-
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HNP na presenca de manitol; E- solu¢cdes de manitol. CTRL- ndo esterilizado;

Gl: esterilizado por irradiacdo gama; OZ- esterilizado por ozonizagao.
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Figura 2-17. Dados da andlise por Zetasizer das CS-HNP irradiadas na auséncia
e presenca de agucares: A- tamanho meédio de particula; B- PDI e C- potencial
zeta. As barras de erro correspondem aos desvios padrao (n=3).

Apés a irradiacdo, as variacdes observadas no tamanho médio de
particula e no PDI, relativamente as amostras ndo tratadas, foram
significativamente menores (Figura 2-17 A e B). A presenca de agucares na
suspensao de CS-HNP evitou a formacdo de agregados e a consequente
sedimentacdo. Pode-se observar, no entanto, uma diminuicdo no tamanho de
particula perante o aumento da dose de radiacéo (valor-p <0,001, para todas as
hipoteses analisadas) (ampliacdo no canto superior direito da Figura 2-17 A).

Em relacéo ao potencial zeta, constatou-se uma tendéncia de diminui¢cao
apos a irradiacdo (Figura 2-17 C), embora em menor grau do que aquela
observada sem a presenca de acucares. No entanto, os valores mantiveram-se
acima de 20 mV, o que, tendo em conta o0 mecanismo de estabilizagdo por
esterificacdo anteriormente referido, pode ainda considerar-se ser aceitavel.

Relativamente as amostras irradiadas de CS-HNP com adicdo de
glucose, os espectros de absorbéancia UV-Vis obtidos apresentaram alteracdes
na faixa de comprimento de onda 260 — 280 nm, na qual surgiu um pico bem
definido (Figura 2-16 B). Para esta alteragdo podem ter contribuido dois fatores
distintos: por um lado possiveis alteracdes sofridas pelo acucar decorrentes da
irradiacdo, uma vez que 0s espectros relativos as solugcbes de glucose pura
apresentaram comportamentos semelhantes (Figura 2-16 C). Por outro, a
possivel formacédo, por acdo da radiacdo, de um complexo quitosano-glucose.

Na literatura é possivel encontrar trabalhos com relatos que apontam para o
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elevado poder antioxidante desta substancia 30 31, Este poder antioxidante pode,
por sua vez, ser o responsavel pelo efeito protetor observado contra a radiagéo.

No caso das amostras irradiadas de CS-HNP, com adicdo de manitol, a
irradiacdo também originou alteragbes nos espectros UV-Vis, com a formacgéo
de um pico aos 280 nm (Figura 2-16 D). Porém, ndo se observou o mesmo
comportamento nos espectros de solugbes de manitol puro (Figura 2-16 E), os
quais apresentaram, no entanto, um aumento da absorbancia com a maior dose
de radiacdo. Estes dados apontam para o facto de, quer as CS-HNP, quer os
acucares manitol, sofrerem alterac6es de alguma natureza.

As mesmas tendéncias foram observadas para a concentracdo mais
baixa de acgucar (2,5%) tanto para a glucose como para 0 manitol.

A irradiacdo gama pode produzir, como espécies primarias, radicais H e
OH' e eletres solvatados 32 que, por sua vez, podem interagir quimicamente

com a glucose e o manitol. A identificacdo dos possiveis produtos desta
interacdo nao foi realizada para este trabalho, porém, considera-se que a
presenca dos mesmos devera ser responsavel pelas alteracées observadas nos
espectros UV-Vis.

De acordo com o autor Helmut Heusinger 2, um dos principais produtos
resultantes da radidlise da glicose consiste no composto malondialdeido. No seu
trabalho, Heusinger utilizou cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa, para identificar outros produtos de fragmentacédo: e.g. D-gliceraldeido,
acido D-glicérico, hidroxi-malondialdeido, acido 2,3-dihidroxi-4-oxo-butandico,
tetrodialdose, acido D-arabinoico, D-xilose, acido 2,3,4-Trihidroxi-5-oxo-

pentoico, D-arabinose.
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Relativamente ao manitol, a sua exposi¢cado a radiacdo gama conduz a
oxidagdo dos grupos de alcool primarios, produzindo D-manose, seguida da

formacédo secundéaria de arabinose .

CS-HNP - Glucose 5% - OZ 8P

CS-HNP - Mannitol 5% - OZ 8P

CS-HNP - OZ 8P

CS-HNP — Glucose 5% - GI-25 kGy

CS-HNP — Mannitol 5% - GI-25 kGy

Transmitancia (a.u)

3600 3100 2600 2100 1600 1100 600
Numero de onda (cm-1)

Figura 2-18. Espectros de analise por FTIR-ATR das amostras CS-HNP antes e
apos a esterilizacdo (Gl: irradiagdo gama, Oz: ozonizagao).

A partir dos espectros obtidos por FTIR-ATR (Figura 2-18), foi possivel
concluir que, embora com efeitos protetores significativos, a presenca de
acucares nao evitou a ocorréncia de alteracdes quimicas, decorrentes da
irradiacdo. Os grupos aminas e fosfato foram os mais afetados por este método.

A analise morfolégica por SEM nédo permitiu a identificacdo de diferencas
entre as amostras nao esterilizadas e as irradiadas (imagens nao apresentadas).

Relativamente a eficdcia das condigbes de esterilizacdo, no teste de
esterilidade realizado ndo se observaram evidéncias de crescimento microbiano

em nenhuma das amostras irradiadas e testadas (Tabela 2-4).
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Tabela 2-4 - Resultados referentes aos testes de esterilidade e citotoxicidade.

Crescimento microbioldgico Grau de reatividade
Amostra 102 UFC/mL 103 UFC/mL 10* UFC/mL N
Ctrl positivo CB (dia 1) CB (dia 1) CB (dia 1) 3
Ctrl negativo Estéril Estéril Estéril 0
Ozono 2 Pulsos CB (dia 1) CB (dia 1) CB (dia 1) N/A
Ozono 4 Pulsos CB (dia 1) CB (dia 2) CB (dia 1) N/A
Ozono 8 Pulsos Estéril Estéril CB (dia 1) 1
Ozono 10 Pulsos Estéril Estéril Estéril 1
Ozono 8 Pulsos (Glucose/Manitol) Estéril Estéril CB (dia 1) 0
Ozono 10 Pulsos (Glucose/Manitol) Estéril Estéril Estéril 0
Irradiagéo-y (Glucose/Manitol) 8 kGy Estéril Estéril Estéril 0
Irradiagé@o-y (Glucose/Manitol) 13 kGy Estéril Estéril Estéril 0
Irradiagé@o-y (Glucose/Manitol) 25 kGy Estéril Estéril Estéril 0

Estéril: auséncia de crescimento bacteriano por 14 dias; CB (dia X): crescimento bacteriano detectado no dia X; N/A: Nao avaliado; (N=0): Auséncia de resposta, (N=1): leve reatividade (N=2):

suave reatividade, (N=3) moderada reatividade, (N=4): forte reatividade”
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Finalmente, no que diz respeito aos testes de reatividade bioldgica, ndo foi
registada qualquer resposta citotoxica decorrente da exposicdo a radiacdo

(Tabela 2-4).

Ctrl negativo Ctrl positivo®

CS- HNP - Manitol - 8 kGy ~ CS- HNP — Manitol 13 kGy ; CS- HNP - Manitol 25 kGy

*1- zona de células viaveis coradas 2-zona de células danificadas/mortas néo coradas

Figura 2-19. Imagens das placas de cultura durante a avaliagdo do grau de
reatividade celular.

A Finalmente, no que diz respeito aos testes de reatividade bioldgica, ndo
foi registada qualquer resposta citotoxica decorrente da exposicdo a radiacao

(Tabela 2-4).

Ctrl negativo Ctrl positivo” CS- HNP
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CS- HNP - Manitol - 8 kGy ~ CS- HNP — Manitol 13 kGy ~ CS- HNP - Manitol 25 kGy

*1- zona de células viaveis coradas 2-zona de células danificadas/mortas ndo coradas

Figura 2-19 apresenta algumas imagens resultantes dos testes de
toxicidade, onde, na referéncia do controlo negativo, é facilmente notavel a

diferenca entre células viaveis (1) e as células mortas (2).

2.3.4 Efeito da esterilizagao por ozono

A esterilizag&o por ozono originou uma ligeira tendéncia para a diminui¢cédo
do tamanho médio das particulas, com exce¢cdo das amostras sujeitas a 10

pulsos de ozonizagao (Figura 2-20 A).
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Figura 2-20. Dados da andlise por Zetasizer das CS-HNP ozonizadas na

presenca e auséncia de agucares: A- tamanho médio de particula; B- PDI e C-

potencial zeta. As barras de erro correspondem aos desvios padrédo (n=3).
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O parametro PDI sofreu um aumento do seu valor médio, todavia a
significancia estatistica s6 foi observada para exposicdo a 8 pulsos (valor-p=
0,0025), caso em que o aumento foi cerca de 50% (Figura 2-20 B). No entanto,
em todos os casos o PDI permaneceu inferior a 0,3.

O potencial zeta diminuiu com o aumento no numero de pulsos de ozono
(Figura 2-20 C), embora o seu valor tenha permanecido acima de 20 mV, o que
permite antever que as amostras deverdo ser bastante estaveis.

A semelhanca da secg&o anterior, os parametros pH e condutividade nio
sofreram alteracdes significativas apds a exposi¢cdo ao 0zono.

Os espectros de FTIR-ATR (Figura 2-18) n&do evidenciaram a formacao
de novos grupos quimicos nem alteragBes significativas nos picos pré-
existentes. A andlise de absorbancia UV-Vis também ndo mostrou alteractes
nos espectros (Figura 2-16 A).

Adicionalmente, nao foi possivel identificar diferencas entre a morfologia
das particulas néo esterilizadas e as ozonizadas.

A eficacia do tratamento com ozono nédo foi tdo evidente quanto a da
irradiacdo gama (Tabela 2-4). A esterilidade das amostras contaminadas com
102 e 10°® UFC/mL apenas foi possivel com a exposicdo a 8 pulsos de
ozonizacdo. JA a exposicdo mais longa (10 pulsos) permitiu alcancar a
esterilidade das amostras contaminadas com 10* UFC/mL. Porém, sinais de
reatividade bioldgica leve (N=1, segundo USP<87>) foram observados para 8 e
10 pulsos de ozonizagao.

Dado a ineficacia das exposi¢cOes mais curtas (2 e 4 pulsos), os testes
para aferir o efeito protetor dos agucares (glucose e manitol) foram realizados

apenas para 8 e 10 pulsos de ozonizagéao.
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No caso das CS-HNP com adicdo de glucose, observou-se uma
diminuicdo, estatisticamente significativa, do tamanho médio das particulas (8
pulsos, valor-p = 0,0026 e 10 pulsos, valor-p=7,6e-06) (Figura 2-20 A). O
parametro PDI, por sua vez, aumentou cerca de 25% em ambos 0S casos,
permanecendo, mais uma vez, abaixo da referéncia aceitavel de 0,3. (Figura
2-20 B). Ja no caso do potencial zeta, ndo foram observadas alteracfes
significativas (Figura 2-20 C).

Quanto as CS-HNP com adi¢cédo de manitol, a exposi¢ao a 8 pulsos levou
a uma diminuicdo do tamanho médio das particulas (valor-p=0,014), enquanto
que a exposicdo a 10 pulsos resultou num aumento (valor-p=0,00078). Este
comportamento revelou-se semelhante ao observado para as amostras
ozonizadas sem a adicdo de acucares. As alteracdes observadas para o
pardmetro PDI ndo apresentaram significancia estatisticas. Observou-se, no
entanto, uma diminuicdo do potencial zeta com a exposicdo a 8 pulsos de
ozonizacao (valor-p=0,0065).

A analise estrutural feita por FTIR-ATR (Figura 2-18) demostrou a
formacdo de diversos grupos quimicos, indicando que ambos 0s acucares
interagem quimicamente com as CS-HNP, quando se procede a ozonizacéo.
Pode-se afirmar, no entanto, que estas interagcdes ndo conduziram a efeitos
adversos no que diz respeito a reatividade biol6gica, uma vez que nao foram
observados sinais de citotoxicidade nas amostras ozonizadas na presenca de
acucares (Tabela 2-4).

A partir dos resultados obtidos nos testes de esterilidade (Tabela 2-4),
pode-se concluir que a adicdo dos acucares néo teve influéncia na eficacia do

processo de ozonizagéo.
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Conclusbes semelhantes foram obtidas para a exposi¢cao a 10 pulsos,
relativamente a analise ATR-FTIR (n&o apresentada, devido a semelhanca com
0 espectro obtido para 8 pulsos), eficicia de esterilizacédo e efeitos citotdxicos.

Para concluir, € importante ressalvar que, de maneira a poder esterilizar
as amostras, 0 gas ozono tem de se fazer difundir através da fase aquosa das
CS-HNP. Uma vez solubilizado em &gua, o ozono podera agir tendo em conta
dois mecanismos distintos: acdo direta, enquanto molécula, e acao indireta
através da formacéo de radicais OH 34 3,

No caso de formulac¢des &cidas, como € o caso das CS-HNP em estudo (pH 4),
a acdo direta é predominante, uma vez que ha mais ions H* disponiveis 3.

A fase aquosa das CS-HNP dificulta a esterilizacdo, j4 que a difusdo do ozono
faz-se melhor pelo o ar, comparativamente a agua. Portanto, as condi¢cdes de
acondicionamento, como a geometria do recipiente (que, por sua vez,

determinara o caminho de difuséo a ser percorrido pelo gas) sao criticas.

2.4 CONCLUSOES

A esterilizacdo € um passo crucial na producdo de materiais para
aplicacdes biomédicas. Para materiais sensiveis, tais como 0s bionanogéis, é
importante definir procedimentos/condi¢des de esterilizacdo que ndo danifiquem
0S materiais e permitam que a integridade das particulas e propriedades
desejadas permanecam aceitdveis. No trabalho realizado neste capitulo,
avaliou-se o efeito de varios métodos de esterilizagdo (calor humido, irradiacao
gama e 0zono) nas principais propriedades de CS-HNP.

Os resultados, obtidos, permitiram concluir que o calor himido ndo é um

método adequado para a esterilizagdo deste material, uma vez que conduz a
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uma degradacdo severa, caracterizada pelo o aparecimento de populagdes
multiplas de tamanhos diferentes, grandes agregados e sedimentos. Para este
método de esterilizacdo, a adi¢cdo de aglcares ndo demonstrou efeito protetor.

A exposicdo aos raios gama deu origem a formagdo imediata de
sedimentos visiveis. Contudo, apds a adi¢do de acucares protetores (glucose e
manitol) foi observado um aumento significativo da resisténcia das
nanoparticulas a radiacdo. Este efeito protetor pode estar relacionado com a
formacao de um complexo com elevado poder antioxidante.

O processo de ozonizagao nao afetou significativamente as propriedades
das nanoparticulas. No entanto, demonstrou ndo ser tdo eficaz quanto a
irradiacdo gama, tendo originado, ainda, para a exposicoes a 8 e 10 pulsos,
sinais de citotoxicidade fraca. A adicdo de acUcares reprimiu os efeitos de
citotoxicidade, sem afetar a eficacia da esterilizagdo. Porém, a andlise FTIR-ATR
mostrou alteragcdes nos espectros, indicando interacdes entre 0s agucares e as
CS-HNP, promovidas pela ozonizacdo. Para este método, em particular, as
condicdes de embalagem s&o especialmente criticas, uma vez que irdo
determinar o caminho de difusdo do agente esterilizante (ozono) através da

barreira que constitui 0 meio aquoso das CS-HNP.
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3 ESTERILIZAGAO DE HIDROGEIS PARA LENTES DE CONTATO
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using ozone gas: Comparison with conventional techniques, 2017.Mater. Sci. Eng.
C (78) 389-397. doi: 10.1016/j.msec.2017.04.073.
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3.1 ENQUADRAMENTO

As lentes de contato a base de HEMA chegaram ao mercado pela primeira
vez, na Europa Ocidental, em 1962. Todavia, SO viriam a ser populares uma
década mais tarde, depois de adquirida a sua licenca pela Bausch & Lomb que,
por sua vez, conseguiu a aprovacao pela FDA do material sob o nome de
Polymacon .

Desde entdo novos compostos poliméricos com propriedades de hidrogel
vém sendo introduzidos no mercado, no esfor¢co de encontrar o material ideal
para lentes de contato, i.e., material que cumpra os requisitos especificos, em
especial no que diz respeito a permeabilidade ao oxigénio.

No ano de 1998, no México, verificou-se um importante desenvolvimento
com o langcamento do primeiro silicone-hidrogel (SiHy), com patente Ciba Vision
1.

O surgimento dos SiHy permitiu a juncao das vantagens do conforto e da
performance dos hidrogeis convencionais, com a elevada permeabilidade ao
oxigénio, resultante da componente de silicone. Mesmo assim, esta nova
geracdo de lentes ainda revela algumas desvantagens: os monomeros
hidrofilicos e os compostos de silicone sdo muitas vezes imisciveis, dai a
necessidade de introducdo de co-solventes e aplicacdo de outras técnicas
laboratoriais que permitam a mistura possivel, mantendo-se, em alguns casos,
a necessidade acrescida de tratamentos de superficie. Estes processos,

naturalmente, encarecem a producéo das lentes de contato 2.
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Como referido no Capitulo 1, a esterilidade € um pré-requisito obrigatério
para as lentes de contato (ISO 14534:2011 Ophthalmic optics -- Contact lenses
and contact lens care products -- Fundamental requirements).

Na selecdo do método de esterilizagdo mais adequado devem pesar nao
s6 os fatores como a compatibilidade do método com o material em questéo,
como os fatores econdémicos (e.g. equipamentos, instalacdes, além de formacao,
experiéncia e seguranca do pessoal). Outro aspecto essencial a ser considerado
€ a necessidade de utilizar tecnologias de esterilizacdo ndo poluentes e com
baixo impacto ambiental (environmental-friendly). Existe, portanto, a
necessidade de novos métodos que sejam simultaneamente mais econdémicos,
mais reprodutiveis, mais ecoldgicos e mais seguros de descontaminacdo e
esterilizacdo, que possam ser aplicados como processo de esterilizacdo poés-
fabricacdo, sem que com isso comprometam as propriedades e funcionalidade
dos materiais ¥ 4. Neste sentido, a esterilizacdo por ozono surge como uma
técnica recente e promissora ja que, para além das vantagens do gas enquanto
agente esterilizante, estdo ainda associados baixos custos de operabilidade,
assim como o facto de ndo remanescerem produtos toxicos °. E, pois,
indispensavel que o conhecimento acerca do comportamento destes, e de outros
biomateriais, perante as técnicas de esterilizacdo, consiga acompanhar a
constante evolucdo e complexidade da area.

O objetivo deste capitulo € o de estudar a aplicabilidade da técnica de
ozonizacgao na esterilizacao dos hidrogéis para lentes de contato. Para tal, foram
escolhidas duas composic¢oes de hidrogel, cujos mondmeros constituintes estéo
entre os mais utilizados na industria de lentes de contato. O primeiro, a base do

mondmero hidrofilico hidroxietiimetacrilato (HEMA) e de polivinilpirrolidona
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(PVP), constitui um paradigma de um hidrogel conventional, enquanto que o
segundo, a base do componente hidrofébico de silicone, 3-
Tris(trimetilsiloxi)sililpropil metacrilato (Tris), mas contendo também os
mondmeros hidrofilicos hidroxietilmetacrilato e N-vinilpirrolidona (NVP), é um
exemplo da mais recente geracao de hidrogéis de silicone utilizados na producéo

de lentes de contato (Figura 3-1).

CHs
HsC | _CHs
o sil
0 o
HQC%O/\/OH Ha2C O/\/\éi/o\Si/CHs
| | ~cHs
CHs CHs Hic O CHs
Si
Hie 7 |
CH3
HEMA Tris
H
K‘CHz HNH
NVP PVP

Figura 3-1. Estrutura molecular dos compostos utilizados na producdo dos
hidrogéis.

Os hidrogéis preparados foram caracterizados relativamente a
propriedades relevantes ao bom desempenho enquanto lente de contato,
nomeadamente no que se refere a capacidade de intumescimento,
transmitancia, molhabilidade e morfologia/topografia da  superficie,
permeabilidade ib6nica, propriedades mecanicas, coeficiente de atrito e

citotoxicidade.
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Em seguida, submeteram-se as amostras a técnica de esterilizacado
alternativa, j& mencionada no capitulo 1, esterilizagdo por ozono. Para efeitos de
comparacdo foram também testadas duas técnicas de esterilizacdo
convencional: radiacdo gama e calor humido. Finalmente, reavaliaram-se as
propriedades do material, de modo a inferir sobre o efeito dos respectivos
métodos e condi¢Bes aplicadas.

Em todos os casos, testes de validacdo, com indicadores biolégicos,

foram conduzidos no sentido de garantir a eficacia das condicdes testadas.

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.21 Materiais

Apresenta-se, infra, a lista dos principais reagentes utilizados no decorrer
do trabalho realizado para este capitulo:

— 2-(hidroxietil)-metacrilato (HEMA) (HPLC grade) 98%, Sigma-Aldrich

— Etilenoglicol-dimetacrilato (EGDMA) 98%, Sigma-Aldrich

— 2,2'-azobisisobutironitrilo (AIBN) 98%, Sigma-Aldrich

— 3-Tris(trimetilsiloxi)sililpropil metacrilato (Tris), 98%, Sigma-Aldrich

— 1-vinil-2-pirrolidona (NVP) 99%, BASF

— Polivinilpirrolidona (PVP) Kollidon® 30 — peso molecular 44,000-54,000
(PVP-K30), gentilmente cedido pela BASF

— Cloreto de Sodio (NaCl) P.A.-A.C.S., Synth

— Diclorometano estabilizado em amileno, PA, Sigma Aldrich;

— Tetracloreto de carbono, Riedel-de Haen

— Dimetildiclorosilano (Si(CH3),Cl,) 99,5% GC, Fulka

— Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 (3M Attest)

— Bacillus pumillus, NAMSA STP-06

— Caldo de soja triptica (TSB) (trypticase soy broth), Bacto®
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— Agar de soja triptica (TSA) (Trypticase soy agar), Difco®.
— Corante Vital Vermelho Neutro, National Aniline Division

— Meio de cultura Eagle, Sigma Aldrich

3.2.2 Preparagao dos hidrogeis

Preparam-se duas formulag@es diferentes de hidrogéis: HEMA/PVP (98/2,
p/p) e TrisINVP/HEMA (40/40/20, p/p/p), utilizando os protocolos definidos num
trabalho anterior ®.

No primeiro caso (as amostras doravante referidas por PHEMA),
procedeu-se do seguinte modo: adicionou-se o agente crosslinker EGDMA ao
monomero hidrofilico HEMA, de forma a obter uma concentracdo de 80 mM do
primeiro. Num segundo momento, a mistura foi submetida a desgaseificacéo por
ultrassom durante 5 minutos e ao borbulhar de um de fluxo brando de azoto,
durante 15 minutos. No passo seguinte, adicionou-se o iniciador AIBN (10mM),
sob agitacdo magnética e juntou-se o segundo componente, PVP, com o objetivo
de obter uma concentracdo final do mesmo de 0,02 g/ml, mantendo-se a
agitacdo magnética até ser alcancada a completa dissolucdo e homogeneidade
dos componentes.

No segundo caso, para o hidrogel TrisINVP/HEMA (as amostras
doravante referidas por TRIS), os componentes Tris (mondmero hidrofébico de
silicone), NVP (aditivo hidrofilico), HEMA e EGDMA foram adicionados de modo
obter uma mistura com concentragdes finais de 0.94M, 3.58M, 1.53mM e 30 mM,
respectivamente. Procedeu-se, depois, ao 0 mesmo processo de
desgaseificacdo previamente a adicdo do iniciador AIBN (15 mM), ap6s o qual

se manteve a agitacdo, como anteriormente. Ambas as formulagcées foram
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introduzidas num molde composto de duas placas de vidro silanizado, separadas
por um espacador de poliuretano de 0,45 mm (Figura 3-2). A silanizagdo dos
vidros foi executada seguindo-se o protocolo relatado em 7. Decorrido um curto
espaco de tempo (cerca de 1 hora) submeteu-se os vidros em submersdo numa
solugcdo 2% dimetildiclorosilano em tetracloreto de carbono, durante 1 hora,
lavando-se depois o0s mesmos com diclorometano e secando-0s
convenientemente.

Seguiu-se a fase de polimerizacdo (PHEMA: 12 horas a 50°C e mais 24h
a 70°C; TRIS: 24h a 60°C). Depois do necessario arrefecimento do molde as
amostras foram retiradas para lavagem e remocdo dos possiveis
mondmeros/componentes ndo reagidos. Note-se que lavagem foi realizada ao
longo de 5 dias, durantes os quais 0s hidrogéis permaneceram imersos em agua

destilada e desionizada, renovada 2 vezes por dia.

Mistura a polimerizar

‘ Placas de vidro

I Espacador

Figura 3-2. Esquema da preparagcdo do molde com a mistura polimérica antes

da polimerizacéo.
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Finalmente, as folhas de hidrogel foram cortadas em discos de 10 ou 12
mm de diametro e secas a 50°C, até evaporacao total da dgua e consequente

estabilizacdo do seu peso.

3.2.3 Caracterizagdo dos hidrogeis

3.2.3.1 Transmitancia

As medidas de transmitancia dos hidrogéis em estudo foram realizadas
com recurso ao equipamento referido no capitulo 2, espectrometro Themo
Scientific — Evolution 201. As amostras foram analisadas no estado hidratado,
seguindo os protocolos definidos na literatura 8. Como controle, utilizou-se uma
solucdo de NaCl (0,9%). As amostras hidratadas foram introduzidas numa célula
de quartzo, com o cuidado de as fixar e manter junto a parede mais proxima da
luz incidente. Analisou-se o espectro entre os 200 e 700 nm. Todas as medidas
foram efetuadas em triplicado, alterando-se a cada medida a zona de irradiacao,

de modo a garantir uma apreciacao do hidrogel em toda a sua extensao.

3.2.3.2 Intumescimento

Apoés a producao, lavagem, corte e secagem das diferentes amostras
foram registados os valores do peso seco.

Posteriormente, estas amostras foram depositadas em recipientes
individuais, devidamente identificados, contendo cerca de 3 mL de solucéo salina
(NaCl 0,9%). O processo de hidratacdo foi realizado a temperatura ambiente.
Em intervalos de tempo determinados, os hidrogéis foram retirados dos

respectivos recipientes, secando-se cuidadosamente o excesso de liquido
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aderente a sua superficie, com ajuda de papel de filtro, e procedendo-se de
imediato a sua pesagem. Este procedimento foi repetido até que se alcangasse
o estado de equilibrio a partir do qual as amostras apresentassem um peso
estavel. Dos dados recolhidos foi possivel calcular os respetivos grau de
intumescimento (%SC) e teor de agua no equilibrio (%EWC) (Eq 1.5 e 1.6

respectivamente) 10,

3.2.3.3 Molhabilidade

As medicdes dos angulos de contato foram efetuadas com o material
hidratado, com recurso ao método da bolha cativa.

As amostras hidratadas foram colocadas na posicdo horizontal numa
camara de ensaio, submersas em agua destilada e desionizada. Uma bolha de
ar foi depositada sob a superficie das amostras, com auxilio de uma seringa
micrométrica, cuja ponta foi modificada para o efeito. As medidas foram
realizadas a temperatura ambiente. A variacdo do angulo de contato foi
monitorizada ao longo de 60 segundos. As imagens foram adquiridas em
intervalos de tempo definidos, com auxilio de uma camara de video JAI CV-A50,
montada num microscéopio WildM3Z e ligada a um sistema de captura de imagem

Data Translation modelo DT3155.

3.2.3.4 Propriedades mecanicas

As propriedades mecéanicas dos hidrogeis foram aferidas num
texturometro TA XT Plus (Figura 1.8). As amostras foram cortadas em seccoes

com cerca de 10x5 mm?2. As medicdes foram realizadas com uma forga de 5 mN,
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a uma velocidade de 0,3 mm/segundo. A aquisicdo dos dados da curva de
Tensdo-Deformacgédo foi efetuada com o software Exponent Stable Micro
Systems, a partir da qual foi possivel calcular o médulo de Young (€) (declive do
segmento linear inicial da curva de tensao-deslocamento (Figura 1.8 C)). Para

cada condicdo em estudo foram analisas pelo menos seis amostras.

3.2.3.5 Morfologia

A andlise morfologica por SEM das amostras dos hidrogéis foi realizada
num equipamento Hitachi S2400 com uma tenséo de aceleracéo de 5 e 15 keV
(MicroLab-IST). As amostras foram secas, durante 48h a 50 + 2°C.

Imediatamente antes da analise por SEM e dado que nao sdo condutoras,
as amostras foram revestidas com uma fina camada de ouro/paladio (cerca de 4
nm). Analisaram-se as superficies dos hidrogéis antes e depois de submetidos

aos procedimentos de esterilizacéo.

3.2.3.6 Topografia

A topografia dos hidrogéis foi observada através de microscopia de forca
atomica (AFM, Nanosurf Easyscan 2) no modo tapping, utilizando um cantilever
de silicio revestido a ouro (Nanosensor PPP NCLAuD), com uma ponta de raio
de curvatura inferior a10 nm e frequéncia de ressonéancia propria de 190 kHz.
Todas as observagtes foram realizadas em amostras hidratadas, a temperatura
de 25 + 1°C. Os valores quadraticos meédios da rugosidade de superficie (Ra)

foram obtidos a partir de imagens AFM de pelo menos dez regides de 5x5 pm?>.
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3.2.3.7 Estrutura Quimica

A andlise quimica estrutural foi realizada por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR - fourier transform infrared
spectroscopy) no mesmo equipamento descrito no capitulo 2.

Previamente a analise FTIR, prepararam-se as amostras nesta
conformidade: através da sua secagem por 24 horas a 50 + 2°C, por moagem
com recurso a um almofariz de porcelana, de modo a obter um pé o mais
homogéneo possivel, seguindo-se mais uma secagem em forno de vacuo por
aproximadamente 3 horas. Foram analisadas as varreduras de absorcdo de

entre os comprimentos de onda 500-4000 cm?, com resolucédo de 4 cm™™.

3.2.3.8 Reatividade biolégica

A reatividade biolégica foi aferida pelo protocolo jA& mencionado no
capitulo anterior. As amostras hidratadas foram cortadas em discos de 5 mm de
didametro e colocadas sobre o &gar. Todas as analises foram realizadas em

triplicado, antes e depois da exposi¢cao aos métodos de esterilizacao.

3.2.3.9 Coeficiente de atrito

O coeficiente de atrito foi determinado num nanotribdmetro da CSM, com
o cantilever de carga intermédia (0.048 - 156,4 mN). Como contracorpo foram
utilizadas esferas de PMMA de 2 mm de didmetro. As amostras foram fixadas
num recipiente que permitiu efetuar os ensaios, mantendo-se os hidrogéis
sempre hidratados (lubrificante utilizado: NaCl 0.9%). A amplitude total de

varrimento foi de 1 mm e o0s ensaios foram concretizados a temperatura
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ambiente (25 + 2°C), com aplicacdo de uma forga normal de 10 mN, a velocidade
0,7 cm/s.

A forca aplicada foi escolhida para maximizar a aproximacgao as tensdes
induzidas pelo movimento da palpebra in vivo (3-5 KPa)!!, que na geometria
escolhida corresponde 1,6 MPa. Devido as limitagfes do equipamento, néo foi
possivel atingir a velocidade média de deslizamento da palpebra relatada na
literatura (cerca de 120 mm/s)!l. A aquisicdo e tratamento de dados foi
conseguida através do software TriboX. Para todas as condi¢cfes, realizaram-se

no minimo trés medic6es independentes.

3.2.3.10 Permeabilidade ionica

A permeabilidade ionica foi determinada numa célula de difuséo,
desenvolvida para o efeito no ambito da presente tese e jA mencionada no
Capitulo 1 (Figura 1.7). As amostras hidratadas, de 12 mm de diametro, foram
colocadas no separador central, entre os compartimentos dador e receptor da
célula, contendo 25 mL NaCl 0.9% e 32 mL &gua desionizada, respetivamente.
Apos a calibracdo pertinente, o sensor foi colocado no compartimento receptor
e as medidas de condutividade foram registadas periodicamente ao longo de
aproximadamente 12 horas. Por fim, a permeabilidade foi calculada através da

Eq. 1.5. Para cada condicdo em estudo foram analisadas trés amostras.

3.2.3.11 Tratamento estatistico

A andlise estatistica foi realizada a semelhanca do capitulo anterior.
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3.24 Esterilizagao

3.241 Ozono

A ozonizagdo foi realizada no mesmo equipamento jA& mencionado
anteriormente. As amostras de SiHy (discos de 10-12 mm) foram sujeitas a 8 e
10 pulsos de ozonizagao. O acondicionamento foi feito em recipientes de plastico
(polipropileno), contendo 4mL de solucéo salina (0.9% NaCl). As tampas ficaram
em separado, de modo a facilitar a difusdo do gas. A semelhanca do capitulo
anterior, apés o término do processo, sem retirar as amostras da camara, as
tampas foram recolocadas, com o maximo cuidado, afim de evitar uma possivel

contaminagao.

3.2.4.2 Esterilizagao por calor humido

A esterilizac&o por calor humido foi realizada no laboratério de Engenharia
Biomolecular e de Bioprocessos (LEBB) do Instituto Superior Técnico. Utilizou-
se um esterilizador a vapor vertical UNICLAVE 88/75L. As amostras foram
acondicionadas em tubos plasticos apropriados (4 mL NaCl, 0.9%) e sujeitas a

121°C durante 60 min. Todos os testes foram realizados em triplicado.

3.2.4.3 Esterilizagao por irradiagao gama

A esterilizagéo por irradiagdo gama dos hidrogéis foi realizada no Instituto
Superior Técnico — Unidade de Tecnologias da Radiacao, Portugal (Figura 3-3).

Trata-se de uma instalacdo semi-industrial de irradiacdo continua de %°Co. O
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irradiador tem uma atividade nominal de 1,5x10'® Bge e apresentava, em maio
de 2001, uma atividade média de 0,2x10%® Bq.

Os materiais em estudo foram expostos a trés doses absorvidas distintas:
5, 15 e 25 kGy (débito/dose 5kGy/hora). As amostras foram acondicionadas no
estado hidratado, em tubos de polipropileno, contendo cerca de 3 mL de solug&o

salina (NaCl 0,9%).

>

Irradiador

Posigao de espera

Posicéo de espera

Posicéo de Espera

Paredes de Betao Mecanismo descarga

Sistema de rearranjo

B Mecanismo carga

Figura 3-3. Vista exterior da Unidade de Tecnologias da Radiacédo do Instituto
Superior Técnico (A); Esquema da camara de irradiacao e respectivo labirinto
(B) adaptado de 2.

@ Becquerel é a unidade de medida no Sistema Internacional (SI) para radioatividade.
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3.2.4.4 Avaliagao da esterilidade

A eficacia de esterilizacdo foi avaliada seguindo-se 0 mesmo
procedimento explicado no capitulo anterior. Foram efetuadas contaminacdes
controladas com diferentes cargas dos indicadores biolégicos apropriados (calor
hamido e ozonizacao: Geobacillus stearothermophilus, irradiacdo gama: Bacillus
pumillus). Apdés a exposicdo as diferentes condicbes de esterilizacdo, os
hidrogeis foram transferidos para tubos, contendo meio de cultura TSB e com
incubacdo a 52° e 37°C (x2°C) (Geobacillus stearothermophilus e Bacillus

pumillus, respetivamente), de acordo com as indicagdes dos fornecedores.

3.3 RESULTADOS

Em primeiro lugar, é importante justificar a escolha dos monémeros para
este trabalho. Como referido anteriormente, o HEMA é um dos compostos
utilizados na producéao de hidrogeis para aplicacdes biomédicas, sobretudo pelo
facto de ser biocompativel, inerte em ambientes bioldgicos, possuir boas
caracteristicas mecanicas e 6Gticas e ser resistente a degradacéo & 3. A adicdo
de NVP ou PVP ao HEMA permite diminuir o coeficiente de atrito, devido as
propriedades lubrificantes destes compostos, situagdo que reflete uma maior
comodidade no uso das lentes & 10

Para efeitos comparativos, produziu-se também um hidrogel modelo a
base de silicone. Neste caso, o componente hidrofébico Tris proporciona uma
melhor transmissibilidade ao oxigénio, enquanto a componente de hidrogel

(HEMA e NVP) resultava num melhor conforto e hidratagéo 2.
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3.3.1 Efeito da esterilizagcao na transmitancia

A transparéncia € um requisito importante para hidrogeis com aplicactes
oftalmicas, pelo que é desejavel que os processos de esterilizacdo nédo afetem
adversamente esta propriedade 4.

A Figura 3-4 mostra os efeitos da esterilizacdo nos espectros de
transmitancia das amostras PHEMA e TRIS, os quais permaneceram, em todas

as condicdes estudadas, acima dos 95% e a partir dos 430 nm.

100 100 _
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80 80 .
/ o
__60 N&o esterilizado _60 N N&o esterilizado
S - - -SH SRR SH
— GI-5 kGy — Gl- 5 kGy
40 40
——— GI-15 kGy — Gl - 15 kGy
GI-25 kGy Gl - 25 kGy
20 — . . 0z-8P 20 - --0z8P
0z-10P — -+ 0z10P
0 0
220 420 620 220 370 520 670
Comprimento de onda A (hm) Comprimento de onda A (nm)
A-PHEMA B-TRIS

Figura 3-4. Espectro de transmitancia dos hidrogeis em estudo, antes e depois
de sujeitos aos processos de esterilizacédo (A: formulacdo PHEMA, B: formulacdo
TRIS). (N=3. Desvio padrao < 1,5%).

Na decorréncia das técnicas de esterilizacdo estudadas, como é
possivel constatar pela Figura 3-4 A, a formulacdo convencional PHEMA nao
sofreu alteracBes significativas na sua transparéncia. Em todos os casos, as
amostras esterilizadas apresentaram transmitancias acima dos 94% em
praticamente todo o espectro visivel (400 a 700 nm), resultado bastante

satisfatério para materiais de lentes de contato ©.
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O mesmo comportamento foi observado no caso do silicone-hidrogel
TRIS (Figura 3-4 B). Apenas as amostras sujeitas a uma ozonizagdo com 10
pulsos evidenciaram uma ligeira tendéncia para a diminuicdo da transmitancia
entre os 250-300 nm. Estes valores estdo de acordo com o0s requisitos
necessarios no que diz respeito a esta propriedade (valores iguais ou superiores

a 90%) 2.

3.3.2 Efeito da esterilizagao na capacidade de intumescimento

Relativamente a capacidade de absorcdo de agua, o monitoramento do
perfil de intumescimento demostrou que, ao final de aproximadamente 2 horas,
ambas as formulacfes atingem o seu estado de equilibrio. Apesar do TRIS
possuir o componente de silicone (Tris) com caracteristicas hidrofobicas, a sua
capacidade de intumescimento € mais elevada (aproximadamente 24 % a mais).
Este facto deve-se a menor concentracdo do agente reticulante EDGMA,
presente na composicao (cerca de um terco comparativamente a quantidade do
mesmo agente presente na composicdo PHEMA). Uma menor quantidade deste
componente resulta numa estrutura menos compacta, com menos ligagbes
cruzadas, logo com maior capacidade de absor¢do de agua ©.

A Figura 3-5 mostra o efeito das diferentes condicGes de esterilizacdo na
capacidade de intumescimento.

A formulacdo convencional PHEMA né&o sofreu alteracdes drasticas, salvo
uma ligeira tendéncia para a diminuicdo da %SC com a exposicdo a 10 pulsos
de ozonizacdo (aproximadamente 5%). Ja a formulacdo TRIS apresentou um
aumento estatisticamente significativo de 10% apds a exposi¢cao a esterilizacédo
por calor humido (de 72 para 82%, valor-p=0.038). Este aumento pode afetar a
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permeabilidade ao oxigénio. Ao contrério do que acontece em lentes de contato
de hidrogel convencionais, a presenc¢a de agua nas SiHy é considerada um fator
limitante ao transporte de oxigénio 1°. Nas lentes de SiHy é a presenca do
composto de silicone que determina o transporte deste gas, pelo que quanto

maior o teor de agua, maior sera a dificuldade do oxigénio se mover atravées do

material 1°.
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Figura 3-5. Efeito da esterilizacdo na capacidade de intumescimento (SC%)
PHEMA (N=4) e TRIS (N=4). As barras de erro correspondem + ao desvio

padréo.

3.3.3 Efeito da esterilizagao na molhabilidade

As propriedades de superficie de uma lente de contato, como é o caso da
molhabilidade, tém grande influéncia na interacdo do material com o filme
lacrimal e as biomoléculas que o constituem. A monitorizacdo deste parametro
ajuda a prever o desempenho clinico do material enquanto lente de contato 2.

Os resultados referentes a molhabilidade das amostras sao apresentados

na Figura 3-6. Para o PHEMA, observou-se uma tendéncia para a diminui¢cdo do
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angulo de contato, apos a esterilizacdo por calor hiumido (de 52 para 41°),
enguanto que o comportamento inverso foi observado depois da exposicéo a 8
pulsos de ozonizacéo (de 52° para 68°) (valor-p=0,04).

Relativamente a formulagdo TRIS, apenas se constatou uma alteracao
estatisticamente significativa para as amostras sujeitas a autoclavagem, a qual
consistiu na diminuicdo do valor do angulo de contato (de 39 para 31°) (valor-
p=0,02).

Embora se tenha observado algumas alteragdes indicativas de efeitos das
condicdes de esterilizacdo sobre a superficie dos materiais estudados, todos 0s
valores do angulo de contato permaneceram concordantes com os dados

reportados na literatura referente a formulagées semelhantes ®.
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Figura 3-6. Efeito da esterilizacdo na molhabilidade das amostras PHEMA

(N=10) e TRIS (N=10). As barras de erro correspondem * ao desvio padréo.
3.3.4 Efeito da esterilizagao propriedades mecanicas

A aplicacao e a remocao das lentes de contato e o constante movimento

ocular exigem do material propriedades mecanicas adequadas, nomeadamente
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no que respeita a sua elasticidade (medida pelo médulo de Young) e resisténcia
mecanica (medida pela tensdo de cedéncia). Assim, as estas propriedades
mecanicas do hidrogel sdo determinantes, requerendo especial atencéo durante
o desenvolvimento e o processo de controle de qualidade *°.

O modulo de Young (diretamente proporcional a rigidez da lente) é
clinicamente relevante, considerando que uma excessivamente baixa rigidez
dificultaria o0 manuseio do hidrogel, assim como a sua mobilidade durante o
pestanejar. Tal resultaria necessariamente num fluido lacrimal de fraca
qualidade, j& que a sua correta renovacao ficaria comprometida. Por outro lado,
um modulo de Young demasiado elevado compromete o conforto e podera
mesmo chegar a induzir patologias oculares 7.

A Figura 3-7 apresenta os resultado referentes ao efeito da esterilizagéo
no modulo de Young das amostras PHEMA e TRIS. Relativamente a primeira
formulacdo, quer o calor humido quer o método por 0zono ndo provocaram
alterac@es significativas no pardmetro. O material revelou mais sensibilidade a
irradiacdo gama com excecao da dose mais baixa (5 kGy), facto que levou ao
aumento do modulo de Young (valor-p<0.05). Este resultado indica a provavel
ocorréncia de ligacfes cruzadas por acao da irradiacao, fenémeno ja reportado
para materiais a base do monémero HEMA 18,

No caso da segunda formulacéo TRIS, o calor humido e a ozonizagéo a
8 pulsos nao alteraram o valor do médulo de Young. Ja a ozonizacdo a 10 pulsos
originou uma diminuicao significativa do parametro (valor-p=0,0008), o que

aponta para uma possivel degradacao do material.
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Figura 3-7. Efeito da esterilizacdo no modulo de Young das amostras PHEMA e
TRIS

Relativamente a irradiacdo gama, apenas a dose mais elevada causou
alteracdes relevantes, i.e., um aumento do valor do médulo de Young (valor-
p=0.0014). Mais uma vez, a irradiacdo devera causar ligacdes cruzadas

adicionais, o que explicaria o aumento observado 8.

3.3.5 Efeito da esterilizagao na morfologia e topografia

A Figura 3-8 apresenta os resultados referentes a analise morfologica das
amostras PHEMA E TRIS por microscopia electronica de varrimento. As
amostras nao esterilizadas apresentaram, em ambos 0s casos, superficies
homogéneas e regulares. Como se pode observar, apenas a irradiacdo gama,
na dose mais elevada (25kGy), produziu efeitos adversos significativos. Tanto
para as amostras PHEMA como para as amostras TRIS foi possivel visualizar
superficies irregulares e heterogéneas, com a presenca de detritos. Estas
observacdes indicam a degradacao superficial das amostras em decorréncia da

exposicao a dose elevada de 25 kGy.
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N3o esterilizado SH 0z-10P Gl- 25kGy

PHEMA

TRIS

Figura 3-8. Efeito da esterilizacdo na morfologia dos hidrogeis PHEMA e TRIS
(ampliacdo x 1000).

No que se refere a analise por microscopia de for¢ca atobmica dos efeitos
da esterilizacdo na topografia das amostras, apresentada na Figura 3-9, para a
formulacdo PHEMA néo esterilizada, a topografia apresentou uma rugosidade
média de 8,4+1,4 nm, sem a presenca de poros, 0 que estd de acordo com
resultados reportados na literatura 6. Verificou-se, apés a esterilizagéo por calor
hamido, uma ligeira diminuicdo da rugosidade (de 8,4 para 6,8). Observou-se
ainda que apenas a irradiacdo gama, com a dose de 25 kGy produziu efeitos
relevantes. No caso concreto, um aumento da rugosidade superficial (de 8.4 para

17.5 nm).

Nao esterilizado SH 0z-10P Gl- 25kGy

PHEMA

TRIS

Figura 3-9. Efeito da esterilizacdo na topografia dos hidrogeis PHEMA e TRIS.
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Relativamente a formulacdo TRIS, a topografia das amostras nao
esterilizadas apresentou uma rugosidade média de 11.2+1.7 nm, com a
presenca de poros, o que esta concordante com os dados da literatura referentes
a formulacdes idénticas 6. Apds a esterilizacdo por calor himido, observou-se
uma tendéncia para o desaparecimento dos poros. Este fendmeno podera esta
relacionado com o facto de a temperatura de 121°C, atingida durante a
esterilizacdo, ser superior a temperatura de transicdo (Tg) do material
(aproximadamente 108°C) (Anexo 1). Nestas circunstancias, as cadeias
poliméricas ganham maior mobilidade, o que podera resultar no fechamento dos
poros.

No que diz respeito a ozonizagdo, verificou-se uma diminuicdo da
rugosidade média (de 11,2 para 4.8 nm) como consequéncia da exposi¢édo a 10

pulsos, indicando alteracdes na superficie, nomeadamente degradacdo do

material.

3.3.6 Efeito da esterilizagao na estrutura quimica

A avaliacdo da estrutura quimica de ambas as formulacdes, realizada por
FTIR-ATR, ndo indicou alteracBes estruturais decorrentes da exposicdo a
esterilizacdo. Em todos os casos permaneceram inalterados 0s grupos quimicos
existentes, além de que ndo se observou a formacao de grupos novos (Figura
3-10). Para efeitos de comparacdes, apenas se evidencia na figura as condi¢des
mais drasticas, uma vez que as restantes (5 e 15 kGy e 8P) nédo induziram
alteracdes. Porém, foi possivel constatar as bandas caracteristicas de ambas as
formulacdes: para o PHEMA banda larga ao redor de 3400 cm 1 (Agua) e pico
a 1702 cm 1 (vibracéo e estiramento dos grupos —OH) *°.
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Figura 3-10. Espectros FTIR-ATR das amostras PHEMA (A) e TRIS (B), antes e
depois da esterilizagao

Ja para a formulacédo TRIS, foi possivel identificar o pico caracteristico a
2950 cm™* (vibragdo de estiramento das ligacdes C-H); os picos a 1720 e 1454

cm?® (correspondentes a vibracdo e estiramento das ligacées C=0 e C-H,

respetivamente)?,

3.3.7 Efeito da esterilizagao na reatividade bioldgica

Na Tabela 3.1, apresentam-se os resultados relativos ao efeito da

esterilizacdo na resposta biolégica. Em geral, a esterilizagdo nao induziu
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respostas citotoxicas. A Unica excecado observada refere-se ao caso da
exposicdo a 10 pulsos de ozono. Nesta condigdo, quer para a formulagéo
PHEMA quer para a formulagdo TRIS, observou-se a morte celular sob a
amostra, caracterizando, assim, uma resposta citotdéxica de grau 2, segundo as
farmacopeias (europeia, brasileira e americana USP <87>).

Tabela 3.1 Efeito da esterilizacdo na reatividade bioldgica

Grau de reatividade bioldgica (N)

Amostra PHEMA TRIS
Controle Positivo 3
Controle Negativo 0
Nao esterilizado
SH 0 0
Oz-4P 0 0
0Oz-8P 0 0
Oz-10P 2 2
GI-5 kGy N/A N/A
GI-15 kGy N/A N/A
GI-25 kGy 0 0

N/A: N&o avaliado, (N=0): Auséncia de resposta, (N=1): leve reatividade (N=2): suave reatividade,

(N=3) moderada reatividade, (N=4): forte reatividade

3.3.8 Efeito da esterilizagao no coeficiente de atrito

O desconforto muitas vezes relatado por utilizadores de lentes de contato
€, em parte, associado ao atrito ocorrido durante o movimento da palpebra sobre
a lente 2. O coeficiente de atrito é sensivel a um conjunto diverso de fatores (e.g.
composicdo do material, rugosidade superficial, presenca/auséncia de agente
lubrificante, forca aplicada, velocidade do movimento), pelo que as condicbes em

gue sao executados os ensaios sdo fundamentais.
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Apresenta-se, na Figura 3-11, os coeficientes de atrito das amostras
PHEMA e TRIS, medidos antes e ap0s a exposicdo aos métodos de
esterilizagéo.

Relativamente ao PHEMA: a amostra ndo esterilizada revelou, a partida,
valores muito elevados para o coeficiente de atrito (u=1,1), e, portanto,
inapropriados para materiais de lentes de contato. A esterilizagdo por calor
hamido levou a uma diminui¢cao do valor médio do coeficiente (de 1,1 para 0.52),
para a qual as alteracdes observadas na rugosidade podem ter contribuido.

No que diz respeito a segunda formulacdo em estudo, TRIS: as amostras
nao esterilizadas apresentaram um coeficiente de atrito de 0,2, o que é bastante
satisfatorio. Constatou-se a mesma tendéncia para o PHEMA, de diminui¢do do
valor médio apos a esterilizacdo por calor humido (u=0.04). Por sua vez, a
ozonizagdo a 8 pulsos nédo resultou em alteracdes significativas, enquanto o
aumento da exposicéo para 10 pulsos resultou num expressivo aumento do valor
M de para 0.9 (valor-p= 0,0007). Por fim, a irradiacdo gama (na dose de 15 e 25
kGy) levou ao aumento significativo do valor deste parametro (u = 0,4 e 0,9; valor
p<0.05).

Conclui-se, a partir dos resultados obtidos referentes a esta propriedade,
que a formulacdo PHEMA néo esterilizada ndo cumpre de maneira satisfatoria
0S requisitos necessarios para o bom desempenho enquanto lente de contato,
embora, apés a esterilizagcdo por calor humido, resultem valores aceitaveis.
Neste sentido, optou-se por cessar a caracterizacdo desta formulacdo, nao
prosseguindo o estudo dos eventuais efeitos da esterilizacdo noutras

propriedades.
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Figura 3-11. Efeito da esterilizacdo no coeficiente de atrito dos hidrogeis PHEMA
e TRIS.

Relativamente ao TRIS, constatou-se que a esterilizacdo por calor
hamido, por ozonizacdo com exposi¢ao a 8 pulsos e a irradiacdo gama com dose
de 5 kGy, ndo afetaram negativamente o coeficiente de atrito, uma vez que os
valores obtidos sé@o considerados aceitaveis e concordantes com os valores da

literatura, obtidos para formulacdes semelhantes 1.

3.3.9 Efeito da esterilizagao na permeabilidade i6énica

A Ultima propriedade a ser avaliada foi a permeabilidade i6nica (Dion),
cujos respectivos resultados sdo apresentados na (Figura 3-12). O valor minimo,
reportado na literatura, necessario a uma boa mobilidade de ides e da propria
lente é de 2x108 cm?/s 6. Este valor foi alcancado e/ou ultrapassado para todas

as condicdes estudadas.
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Figura 3-12. Efeito da esterilizacdo na permeabilidade iénica do silicone-
hidrogel TRIS. Ref Min: valor minimo, reportado na literatura, necessario a uma
boa mobilidade de ides e da propria lente.

Somente 0 aumento observado para ozonizagdo a 10 pulsos originou
resultados estatisticamente significativos (valor-p=0.031), concluindo-se que
esta ndo € uma propriedade especialmente sensivel aos métodos/condi¢des de

esterilizacédo estudados.

3.3.10 Avaliagao da esterilidade

Como descrito anteriormente (Capitulo 2), foi realizada a quantificacédo
dos microrganismos contidos nos indicadores utilizados (pelo método das
diluicdes sucessivas), de modo a garantir a confiabilidade do procedimento de
contaminacgao adoptado (Figura 3-13). As condi¢Oes da esterilizagao por calor
hamido sao consideradas “sobremorte’ pelo que a sua eficacia era esperada.

No caso da irradiacdo gama, verificou-se que a dose de 5 kGy néo se
mostrou eficaz na eliminagcédo completa das contaminagdes efetuadas, ja que em

todos os casos o resultado foi o crescimento bacteriano nas primeiras 48h de
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incubacdo. J& com doses superiores de 15 e 25 kGy foi possivel a eliminacao

completa dos microrganismos viaveis.

Figura 3-13. Exemplo ilustrando algumas placas de cultura durante o
procedimento de quantificacdo de UFC de Bacillus pumilus (contagem das
placas contendo ente 50-250 UFC).

A esterilizagdo por exposicdo ao gas ozono nao se revelou tao eficaz
quanto a irradiacdo gama. A completa eliminagédo de viaveis s6 foi alcancada
com a exposicao mais longa (10 pulsos). Porém, importa lembrar que esta
condicao originou uma resposta citotoxica N=2. Com 4 pulsos foi possivel
eliminar cargas da ordem de 102 UFC/mL, enquanto que com 8 pulsos foi

possivel a eliminacdo completa de bioburdens < 103 UFC/mL.

Tabela 3.2 - Eficacia das condic¢des de esterilidade

Amostra Crescimento microbiol6gico

Contaminacao inicial (CFU/mL)
10% CFU/mL 103 CFU/mL 10* CFU/mL

Controlo negativo Estéril
Controlo positivo Bg (dia 1)
SH Estéril
Gl 5 kGy Bg (dia 1) Bg (dia 1) Bg (dia 1)
Gl 15 kGy Estéril
Gl 25 kGy Estéril
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Oz 4 Pulsos | Estéril Bg (dia 1) Bg (dia 1)
Oz 8 Pulsos | Estéril Estéril Bg (dia 1)
Oz 10 Pulsos | Estéril Estéril Estéril

Estéril: auséncia de crescimento bacteriano por 14 dias; Bg (dia X): crescimento bacteriano detectado no dia X; N/A:

N&o avaliado;

3.4 CONCLUSOES

O objetivo do trabalho realizado para este capitulo consistiu no estudo da
aplicabilidade de um método recente e promissor, baseado na exposi¢do ao gas
0zono, na esterilizacdo de hidrogéis para lentes de contato. Para este desiderato
analisou-se o efeito do método nas principais propriedades de dois materiais
modelo: um representativo do hidrogel convencional ainda muito utilizado na
producdo de lentes (PHEMA), e uma segunda formulacédo representativa da
nova geracdo de silicone-hidrogel (TRIS). Para efeitos de comparacao
complementou-se o estudo, avaliando também o efeito de duas técnicas de
esterilizagdo convencionais, muito utilizadas na esterilizagdo de lentes de
contato comerciais (calor hiumido e irradiagcdo gama).

No geral, pode-se afirmar que a exposi¢cao a 8 pulsos de ozonizacgao foi
eficaz na eliminacdo de cargas 10° CFU/mL, permitindo em simultaneo a
manutencdo das principais propriedades dos materiais dentro de valores
aceitaveis para o seu bom desempenho, enquanto lentes de contato. Embora
com a exposi¢cao mais longa (10 pulsos) tenha sido possivel um grau de eficacia
mais elevado (10* CFU/mL), observaram-se alteracdes significativas em
propriedades importantes, nomeadamente a diminuicdo do modulo de Young, o
aumento do coeficiente de atrito, evidéncias de degradacédo superficial

(morfologia/topografia) e a ocorréncia de resposta biologica de grau N=2.
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Apesar de muito utilizada, a esterilizagdo por calor humido também
causou algumas alteracbes nos dois materiais estudados (PHEMA: diminuig&o
do coeficiente de atrito e da rugosidade; TRIS: um aumento da capacidade de
intumescimento, 0 que poderd ter repercussdes negativas em termos de
transporte de oxigénio através do material; diminuicdo do angulo de contato).

Quanto a irradiacdo gama: registou-se a ineficacia da dose de 5kGy na
eliminacdo de pequenas cargas microbianas. Porém, o aumento da dose,
embora tenha conduzido a esterilidade, originou um aumento do coeficiente de
atrito do hidrogel, no caso de 15 kGy, e a efeitos mais drasticos no caso da dose
de 25 kGy, na qual foi possivel observar degradacdo da superficie e um aumento
significativo do médulo de Young. Destaque-se, porém, a possibilidade da
provavel eficacia de doses intermédias (entre 0s 5 -15kGy).

Além de fornecer uma visdo importante sobre a compreensdo dos
principais efeitos de diferentes métodos de esterilizagdo terminal (ozono, calor
de vapor e irradiacdo gama) nos materiais estudados, este trabalho também
demonstra que a ozonizacdo € uma alternativa interessante para a sua
esterilizacdo, uma vez que nas condi¢cbes apropriadas é possivel obter um
resultado eficaz sem o comprometimento das propriedades do material. Estes
sdo proveitos motivadores, tendo presente tratar-se de um método de baixo
custo e com baixo impacto ambiental. Estudos posteriores permitirdo avaliar a

possibilidade de utilizar este método para outros sistemas.
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4 EFEITO DA ESTERILIZAGAO DE HIDROGEIS NA LIBERTAGAO
CONTROLADA DE FARMACOS

A informacgéo contida neste capitulo foi parcialmente submetida para publicagdo no
periodico Colloids and Surfaces B: Biointerfaces (conceito Qualis 2016: A2

Farmacia, A1 Materiais).
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4.1 ENQUADRAMENTO

O desenvolvimento de dispositivos de libertacdo controlada de farmacos
(ou outras moléculas), utilizando hidrogéis, tem sido extensivamente estudado,
0 que pode ser facilmente confirmado pelo consideravel volume de trabalhos
publicados sobre o tema 2.

O efeito dos métodos de esterilizacdo nas propriedades destes sistemas
torna-se especialmente critico, uma vez que, a par da integridade do material
outros fatores como a degradacéo do ativo e as possiveis alteracdes do seu perfil
de liberacéo precisam ser consideradas 4. Como ja mencionado no capitulo 1,
a literatura sobre tema da esterilizacdo de hidrogeis é escassa. Pode-se, no
entanto, destacar o trabalho conduzido por Eljarrat-Binstock et al. °, no qual se
estudou o efeito de métodos convencionais (Gl, EtO e SH) nas propriedades de
hidrogeis a base de HEMA, cuja aplicacdo pretendida seria a libertacdo
transdérmica de metotrexato, carboplatina e acido etacrinico. No trabalho em
causa, os autores relatam uma maior compatibilidade dos sistemas estudados
com a esterilizacao por radiagcdo gama.

Outro exemplo presente na literatura seria o estudo de Pitarresi et al. ®,
no qual hidrogeis de acido hialurénico se revelaram resistentes a esterilizacao
por calor humido, sendo que as suas propriedades mecanicas permaneceram
inalteradas, bem como os perfis de libertacdo dos dois farmacos testados
(vancomicina e tobramicina).

Kanjickal et al. 7, por sua vez, estudou hidrogeis de polietilenoglicol (PEG)
esterilizados por Gl, EtO e H202. Foram aferidos os efeitos destes métodos no

perfil de libertacdo de ciclosporina e rodamina B. As conclusdes do trabalho
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revelaram uma maior sensibilidade da ciclosporina enquanto que o perfil de
liberacdo da rodamina B permaneceu inalterado.

Entre as inUmeras &reas de aplicacdo dos dispositivos de libertacao
controlada a base de hidrogeis, destaca-se o uso de lentes de contato como
veiculos promissores de libertacéo controlada & °.

A fisiologia do olho humano apresenta diversos desafios a administracao
convencional de farmacos (aplicacéo t6pica) °. A constante renovacéo do filme
lacrimal e os mecanismos de drenagem diluem rapidamente os ativos, tornando
necessario um maior numero de aplicagdes.

As lentes de contato surgem como uma alternativa a aplicacdo topica,
capaz de aumentar a biodisponibilidade dos farmacos em pelo menos 50%
quando comparada, por exemplo, com colirios (1-5%) °.

Como anteriormente referido, a esterilidade é uma exigéncia importante
para estes biomateriais, dado o permanente contato direto com a superficie
ocular .,

O trabalho experimental realizado neste capitulo vem na continuidade do
desenvolvido no capitulo anterior.

Neste sentido, selecionou-se a formulacdo TRIS, como material modelo
para simular um dispositivo de libertacdo de farmacos, representante da nova
geracdo de silicone-hidrogel. Para tal, foram escolhidos quatro farmacos,
recorrentemente utilizados no tratamento de patologias oculares (levofloxacina,
diclofenac, timolol e clorhexidina) % 131415 A incorporacdo dos mesmos foi feita
intumescendo o hidrogel diretamente em solucdes de cada farmaco.

O principal objetivo deste capitulo foi compreender como esses diferentes

pares de matriz+farmaco se comportariam perante diferentes condi¢cdes de
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esterilizacdo. Deste modo, os perfis de libertacdo e as principais propriedades

do material foram avaliados antes e depois da esterilizagao.

4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.21 Materiais

Os materiais utilizados na preparacdao do hidrogel TRIS, ensaios de
esterilidade e testes de citotoxicidade estdo enunciados na sec¢do 3.3. Assim,
listam-se abaixo os materiais e reagentes adicionais ainda ndo mencionados.

— Diclofenac sédico (DCF), Sigma-Aldrich

— Levofloxacina (LVF), Sigma-Aldrich

— Diaceacetato monohidratado de clorhexidina (CHX), AppliChem

— Maleato de Timolol (TML), gentilmente cedido pela empresa farmacéutica
portuguesa Edol.

— Acetonitrilo, Fisher Scientific

— Tampao fosfato monobasico, Sigma-Aldrich

— Acido ortofosférico, Fisher Scientific

— Metanol, Fisher Scientific

— Trietilamanina, Sigma-Aldrich
4.2.2 Preparagao do hidrogel

A sintese detalhada da formulacdo do silicone-hidrogel (SiHy) esta

descrita na secéo 3.3.1 do presente trabalho.

4.2.3 Incorporagao do farmaco

A incorporacdo foi realizada intumescendo as amostras de hidrogel

(discos de 10 ou 12 mm) em recipientes contendo solucéo de farmaco (6 mL).
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De modo a facilitar a comparacao entre os diferentes sistemas em estudo, foram
mantidas, para todos os casos, as mesmas condi¢des de temperatura (35°C) e
duracdo total do periodo de carregamento (5 dias).

As solucdes de cada farmaco foram preparadas a concentracao de 1
mg/mL, em solucao salina (0.9% NaCl), no caso da LVF, DCF e TML e em 4gua
destilada e desionizada no caso da CHX (dada a sua fraca solubilidade em

solugéo salina).

4.2.4 Caracterizagao do hidrogel carregado

4.2.41 Transmitancia

A transmitancia das amostras foi aferida ao final ao periodo de
carregamento, antes e depois do processo de esterilizacdo. Seguiu-se o0 mesmo
procedimento descrito da sec¢do 3.2.3.1 do capitulo 3. Foram efetuadas pelo

menos trés medic¢des, para cada condicéo estudada.

4.2.4.2 Intumescimento

Os hidrogeis secos foram pesados e 0 seu peso novamente aferido ao
final do periodo de carregamento em solucdo de farmaco (antes e depois da
esterilizacdo). O célculo da capacidade de intumescimento realizado segundo
descrito da seccao 3.2.3.2 do capitulo 3. Todas as medicfes foram realizadas,

pelo menos, em triplicado.
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4.2.4.3 Propriedades mecanicas
As propriedades mecanicas foram determinadas ao final do processo de
carregamento de farmaco, seguindo-se o mesmo procedimento descrito da
seccdao 3.2.3.4 do capitulo 3.
4.2.4.4 Morfologia
A morfologia dos hidrogéis carregados com farmaco foi analisada
segundo o protocolo mencionado e descrito da seccao 3.2.3.5 do capitulo 3.

4.2.4.5 Reatividade biolégica

A reatividade biolégica das amostras carregadas, antes e apols a
exposicdo aos métodos de esterilizacdo foi aferida seguindo o procedimento

descrito da secc¢éo 3.2.3.8 do capitulo 3.

4.2.5 Esterilizagao do hidrogel carregado

A esterilizacdo das amostras com farmaco incorporado, foi realizada no
altimo dia de carregamento (5° dia), sendo que o hidrogel hidratado foi

acondicionado na propria da solucdo de farmaco.
4.2.5.1 Esterilizagao por calor himido
Concretizou-se a autoclavagem das amostras carregadas segundo o
protocolo descrito da secc¢éo 3.2.4.2 do capitulo 3.

4.2.5.2 Esterilizagao por ozono

Expuseram-se as amostras carregadas a 8 pulsos de ozonizagao,
seguindo-se procedimento descrito da secc¢ao 3.2.4.1 do capitulo 3.
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4.2.5.3 Esterilizagdo por irradiagao gama

As amostras foram sujeitas a uma radiacdo de 10 kGy, seguindo o

procedimento descrito na secc¢éo 2.2.3.4.do capitulo 2.

4.2.5.4 Avaliagao da esterilidade

A realizacédo dos testes de esterilidade consistiu apenas com amostras
placebo (sem farmaco) irradiadas, j& que a eficacia das restantes condi¢des de
esterilizacao foi abordada no capitulo anterior. Optou-se por fazer a validacao da
dose 10 kGy, usando amostras hidratadas em solucdo salina, i.e., sem a
presenca de farmaco, me modo a evitar possiveis intera¢cdes na viabilidade dos
microrganismos. Seguiu-se 0 protocolo mencionado em detalhe na secgéo

3.2.4.4. capitulo 3.

4.2.6 Ensaios de libertagao

Apoés o periodo de incorporacdo os hidrogeis hidratados foram retirados
da solucao de carregamento. Seguiu-se uma lavagem rapida com agua destilada
e desionizada, com a pretensdo de retirar apenas o excesso superficial de
solucdo de farmaco. As amostras foram imediatamente transferidas para
recipientes contendo 6 mL de solucdo salina (0.9% NaCl) e mantidas numa
estufa de bancada (Figura 4.1), a 35° C, com agitacdo de 180 rpm, ao longo de
guatro dias.

Em intervalos de tempo determinados, aliqguotas do sobrenadante (0.6
mL) foram retiradas, sendo o0 mesmo volume reposto com solugéo salina. Nos
casos de impossibilidade de quantificacdo imediata do farmaco libertado, as

amostras foram guardadas a 4°C, por um periodo maximo de 3 dias.
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Figura 4.1. Estufa de bancada onde se realizaram os ensaios de libertagdo, ao
abrigo da luz.

Os ensaios de libertacdo foram realizados em triplicado, antes e depois

da exposicdo as condicdes de esterilizacao.

4.2.6.1 Quantificagao de farmaco libertado

Neste contexto a cromatografia ocupa lugar de destaque devido a
facilidade em efetuar a separacédo, identificacdo e quantificacdo de espécies
quimicas 6. A modalidade mais comum de utilizacdo desta técnica é a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de Fase Reversa (HPLC-RP). Este
método consiste huma fase estacionaria de menor polaridade (e.g. Cis), que
preenche uma coluna, e uma fase movel de maior polaridade que se faz passar
pelo interior da coluna.

Os compostos com polaridade elevada permanecem preferencialmente
na fase movel, sendo eluidos antes dos materiais ndo polares, pois estes

revelam maior afinidade para a fase estacionaria. Com este método torna-se
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possivel a identificacdo e quantificacdo dos farmacos, como também a
identificacdo da presenca de eventuais compostos de degradagéo.

Neste trabalhou usou-se um equipamento Accella Thermo Scientific com
detector UV-vis acoplado (Figura 4.2). A coluna utilizada foi uma Hypersil Cis

(12.5 cm x 4 mm, 5 pm) e o fluxo mantido a 1mL/min.

Figura 4.2 — Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
Para cada farmaco utilizou-se uma fase movel distinta:
— LVF: &gua, acetonitrilo, acido fosférico e trimetilamina (86/14/0,6/0,3 em
volume) para LVF, adaptado do método descrito por Wong et al. 7);
— DCF: acetonitrilo, &cido fosférico (0,05 M) e metanol (48/40/12 em volume)
(adaptado do método descrito por Shaalan et al. 18
— TML: solucéo tampéo fosfato (pH 3,5) e metanol (60/40 em volume),
adaptado do método descrito por Laddha et 1°
— CHX: acetonitrilo e fosfato de potassio monobasico (0,02 mg / mL a pH
2,5) (40/60 em volume), adaptado a partir do método descrito por Zhu et
al. 0.
As leituras foram realizadas nos comprimentos de onda de 295 nm para

LVF, 275 nm para DCF, 300 nm para TML e 255 nm para CHX.
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4.2.6.2 Mecanismo de libertagdo do farmaco

Com o intuito de aferir possiveis alteracdes do mecanismo de libertacao,
os dados experimentais dos perfis de libertacdo foram ajustados ao modelo

matematico, proposto por Peppas %

M n
- = Eq. 4-1
kt q

M: e M- representam a quantidade de farmaco libertada no tempo t e no
equilibrio, respetivamente; a constante de proporcionalidade, k, compreende
informacdes referentes a caracteristicas da matriz polimérica; o expoente, n, diz
respeito ao mecanismo de transporte do farmaco através da matriz. Assim, n=
0,5 indica que o processo de libertacdo ocorre por difusdo Fickiana; 0,5<n<1
corresponde a transporte anémalo, e n=1 ao transporte do caso Il.

A gualidade dos ajustes foi avaliada a partir do valor dos coeficientes de

correlacéo, r2.

4.2.7 Tratamento estatistico

O tratamento estatistico dos dados experimentais foi realizado segundo a

metodologia descrita no capitulo 2.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os hidrogéis para aplicacdes de libertacdo de farmacos a partir de lentes
de contato terapéuticas devem, idealmente, cumprir oS mesmos requisitos de

qualidade e seguranca exigidos para lentes de contato convencionais 2.
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Assim, espera-se que, quer a esterilizacdo quer a simples incorporacao
do farmaco no material ndo alterem significativamente as principais propriedades

do material, de modo a comprometer o seu desempenho clinico.

4.3.1 Efeito daincorporacao de farmaco e da esterilizagao na transmitancia

do hidrogel

Uma das principais propriedades de hidrogéis para lentes de contato € a
sua transparéncia 23. Apesar de ndo se tratar de uma prioridade para os casos
de lentes de contato terapéuticas, ainda assim, € desejavel que esta propriedade
se mantenha dentro dos valores pré-estabelecidos, ap0s a incorporacdao dos
farmacos e posterior processo de esterilizacao.

Observando a Figura 4.3, na qual se encontram representados 0s
espectros de transmitancia do hidrogel nas diferentes condi¢cdes estudadas,
constata-se que para todos o0s casos ndo esterilizados a transparéncia do
hidrogel carregado com farmaco permaneceu acima do valor de referéncia (90%)
24_

A esterilizagdo por calor humido ndo causou alteracdes significativas na
transmitancia do hidrogel carregado. Ainda assim, as amostras contendo DCF
pareceram ligeiramente mais sensiveis (Figura 4.3 B).

A irradiacdo gama provocou os efeitos mais evidentes, ndo s6 nos

espectros como visualmente (Figura 4.4.).
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Figura 4.3 — Transmitancia do hidrogel carregado com levofloxacina (A),
diclofenac (B), timolol (C) clorhexidina (D), antes e depois dos diferentes
processos de esterilizacdo: calor humido (SH), irradiacdo gama (Gl) e
ozonizacao (0Z2).
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Figura 4.4 — Aspecto visual do hidrogel carregado com diclofenac antes (CTRL)
e depois de esterilizado por calor humido (SH), irradiagdo gama (Gl) e
ozonizagao (0Z).
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Com excecdo do hidrogel contendo TML, as restantes amostras
carregadas escureceram apos a esterilizagdo por irradiacdo gama, levando a
diminuicdo da transmitancia.

Relativamente a esterilizacdo por ozono, este processo pareceu afetar
pouco a transparéncia do material. Amostras contendo DCF e CHX
permaneceram inalteradas, enquanto que para LVF e TML se observaram

alteracdes no espectro apenas na regiao ultravioleta (250-350 nm).

4.3.2 Efeito daincorporacao de farmaco e da esterilizagdo na capacidade

de intumescimento

Os resultados referentes ao intumescimento do hidrogel nas diferentes
condi¢Oes estudadas, sao apresentados na Figura 4.5.

Ap0s a incorporacao de farmaco, observaram-se diferencas significativas
no intumescimento das amostras ainda antes da exposicdo aos diferentes
processos de esterilizacdo. Foi o caso, nomeadamente, do DCF, na presenca do
qual o hidrogel apresentou um aumento da capacidade de intumescimento (73
para 114%) (valor-p=0,00183). Este facto pode estar relacionado com a possivel
ocorréncia de interacdes especificas entre a molécula do farmaco e a matriz

polimérica do hidrogel (e.g. adsorcdo especifica, interacdes eletroestaticas) 4.
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Figura 4.5. Capacidade de intumescimento do hidrogel, em agua (H20) e nas
diferentes solucdes de farmaco (LVF: levofloxacina, DCF: diclofenco; TML:
timolol, CHX: clorhexidina), antes e apds os diferentes processos de
esterilizacéo (SH: calor humido, Gl: irradiagcdo gama, OZ: ozonizacao). As barras

de erro representam + desvio padréao.

Como ja mencionado no capitulo anterior, o aumento da capacidade de
intumescimento nos SiHy podera, eventualmente, dificultar a permeabilidade ao
oxigénio no material 2.

Os hidrogeis hidratados em solu¢cbes de LVF, CHX e TML, nao
esterilizados, ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas.

O hidrogel contendo LVF (SiHy-LVF) ndo se revelou sensivel as
condi¢cbes de esterilizacdo, no que se refere ao parametro em estudo (valor-p=
0,098). Porém, observou-se uma ligeira tendéncia para a diminuicdo da
capacidade de intumescimento apds a esterilizacao por SH e Gl.

Os resultados relativos ao hidrogel, contendo DCF (SiHy-DCF), também
nao demonstraram significancia estatistica, mas mais uma vez foi constatou-se
a tendéncia de diminuicdo da %SC apos a exposi¢ado ao calor humido e radiagédo

gama..
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O sistema carregado com TML (SiHy-TML), apenas se revelou sensivel a
exposicdo ao ozono, apd6s a qual apresentou uma diminuicdo de 13% na
capacidade de intumescimento (73-60%, quando comparado as amostras nao
esterilizadas) (valor-p=0,023).

Por dltimo, o hidrogel hidratado em solugcdo de CHX, (SiHy-CHX),
demostrou ser o menos afetado, uma vez que nenhuma alteragéo ou tendéncia

significativa foi observada.

4.3.3 Efeito daincorporagao de farmaco e da esterilizagao nas propriedades

mecanicas

A relevancia clinica das propriedades mecanicas dos hidrogeis para
lentes de contato ja foi extensivamente analisada ao longo deste trabalho (vide
secc¢ao 1.3.2.5 do capitulo 1 e seccgéo 3.3.4 capitulo 3). Os resultados referentes
a estes parametros apresentam-se em seguida (Figura 4.6).

A hidratacéo do hidrogel em solugbes de LVF, CHX e TML levou a um
aumento significativo do médulo de Young, quando comparado ao valor obtido
para amostras hidratadas em NaCl 0.9% (Figura 4.6 A) (valor-p <0,0005). Estes
resultados apontam para a possivel ocorréncia de interacdes entre as moléculas
dos farmacos e a matriz polimérica do hidrogel, nos trés casos.

A exposicao ao calor humido provocou um aumento do modulo de Young
para os casos SiHy-DCF (valor-p=0,007) e SiHy-TML (valor-p=0,012), indicando

interacOes decorrentes das condi¢cdes de esterilizacao.
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Figura 4.6 — Mdodulo de Young (A), Tensao de ruptura (B) e Tenacidade (C) dos
hidrogéis hidratados (NaCl: em solugcédo salina 0.9%; LVF: em solucdo de
levofloxacina; DCF: em solugéo de diclofenac; TML: em solucéo de timolol; CHX:
em solucado de clorhexidina) antes e depois da esterilizacdo (SH: calor himido,

Gl: irradiacdo gama; OZ: ozonizacdo). As barras de erro representam + desvio
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Contrariamente, os sistemas SiHy-LVF e SiHy-CHX nao apresentaram
variagfes acentuadas apos a autoclavagem. A tensdo de ruptura diminuiu para
0os casos dos sistemas SiHy-LFV, SiHy-DCF e SiHy-CHX (valor-p<0,0001),
enquanto que para o SiHy-TML permaneceu inalterada. A exposi¢cdo ao método
de esterilizagao influenciou ainda o parametro da tenacidade das amostras, o
qual sofreu aumentos significativos para os casos dos sistemas SiHy-LVF (valor-
p=2.1e-05) e SiHy-CHX (valor-p = 3.9e-05).

A irradiagdo gama apenas induziu o aumento do modulo de Young nas
amostras SiHy-DCF (valor-p=0,016). No entanto, observaram-se alteracdes
referentes a tenséo de rutura e tenacidade em todos os sistemas (valor-p<0,03),
sendo a unica excecao o valor da tenacidade do sistema SiHy-DCF que, apesar
de seguir a mesma tendéncia, ndo apresentou significAncia estatistica.

A ozonizacgdo levou a um aumento significativo do médulo de Young para
o sistema SiHy-LVF (valor-p=6,7e-05), enquanto que o efeito oposto foi
observado para o par SiHy-DFC, (valor-p=3,6e-10). Estes resultados podem
apontar para a predominacao do efeito reticulante no primeiro caso enquanto
gue para o0 segundo, seria a degradacao o evento de maior peso. Relativamente
ao efeito da irradiagéo na tensao de rutura: o par SiHy-LVF sofreu um aumento
deste parametro (p-valor=0,013), enquanto os pares SiHy-DCF e SiHy-TML
apresentaram diminuigcbes. O mesmo comportamento foi verificado no que se
refere ao efeito da irradiacdo na tenacidade destes sistemas.

Analisando, de uma forma geral, os resultados, pode-se afirmar a
ocorréncia de interacdes especificas entre as moléculas dos farmacos e a matriz
polimérica do hidrodel. A esterilizacdo induz em todos os casos a algum tipo de

degradacéo e/ou alteracdo nas propriedades mecanicas. No entanto, levando
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em consideracdo o modulo de Young, em todos os casos, os valores obtidos
permanecem dentro da mesma ordem de magnitude esperada para materiais

com composicéo similar (106 Pa) 6.

4.3.4 Efeito daincorporacao de farmaco e da esterilizacao na morfologia

A incorporacdo de farmacos e a exposicdo aos processos de
esterilizacéo, nas condi¢des estudadas, ndo produziram alteracdes significativas
na morfologia dos sistemas em estudo. As amostras apresentaram superficies

regulares e homogéneas (Figura 4.7).

™ igm MicroLab

Figura 4.7 - Imagem SEM do hidrogel de silicone (Ampliagéo x3000).

4.3.5 Efeito da esterilizagao no perfil de libertagao do farmaco

Na Tabela 4.1 encontram-se descritas as principais carateristicas dos
farmacos estudados neste capitulo. A sua escolha consistiu no facto de serem
substancias de uso recorrente no tratamento e na profilaxia de patologias
oculares 12 13:14;15,

Tabela 4.1 — Principais caracteristicas dos farmacos em estudo. Adaptado de 4.
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Solubilidade

em agua Peso
(mg/mL a molecular
Farmaco Estrutura lonicidade 20°C) (g/mol)
Levofloxacina .
(LVF) Zwitteridnica 25 361.37
0
Diclofenac C oy ONa L
(DCF) N Anionica 2.37 318.13
Cl
o/\ OH
. H
Timolol N, .0 N CHs L
(TML) ~ Y A Yoy,  Cationica 2.74 432.49
N, CH,
HN NH
Clothexidina HN N);—NH HN—§N NH
orhexidi L.
(CHX) gj éﬁ Cationica 19 643.57
Cl Cl

O comportamento de cada par farmaco+matriz, quer durante o
carregamento, quer durante a libertacdo, depende de diversos fatores (e.g.
interacdes entre as moléculas do farmaco e as cadeias poliméricas, tempo de
carregamento, temperatura, concentracdo da solugcdo de carregamento,
condi¢cbes hidrodinamicas do ensaio de libertacdo). Com o intuito de facilitar a
comparacao entre os sistemas, os testes foram realizados mantendo-se iguais 0
maior nimero de condi¢des possivel. Especificamente, concentracao e volume
da solugcéo de carregamento, temperatura, agitacao, duracéo e condi¢coes dos

ensaios de libertacéo.
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Levofloxacina

Os colirios a base de fluorquinolonas, como a LVF, sdo utilizados no
tratamento de infec¢des oculares, tendo presente que se trata de antibioticos
muito eficientes e de largo espectro de acdo ?’. A molécula da LVF possui carater
lipofilico intermédio e a sua forma zwitteriénica predomina em solu¢do aquosa e
pH fisiolégico 8. O perfil de libertacdo de LVF a partir do SiHy (Figura 4.8 A),
antes da esterilizacdo, revelou um comportamento tipico dos casos em que 0
farmaco se apresenta acumulado a superficie da matriz. A completa libertacao
verificou-se em menos de 2h, com o caracteristico efeito “burst”. A ligeira
diminuic&o que se observa no perfil ndo esterilizado podera esta relacionada com
a degradacéo por hidrélise sofrida pelo farmaco 2°. Porém esta degradacédo ndo
foi detetada na analise cromatografica (Figura 4.9 A). Possiveis explicacdes para
esse facto poderdo constar na concentracdo dos eventuais produtos de
degradacdo abaixo do limite de detecdo do método ou na retencdo dos mesmos
na coluna cromatogréfica.

A esterilizagdo por calor himido n&o provocou alteracdes drasticas no
perfil, além de uma muito ligeira diminuicdo da quantidade de farmaco libertada.
Esta reducdo pode ser indicativa de interagdes adicionais entre a molécula do
antibiético e a matriz polimérica, ja que nao foram identificados mais produtos de
degradacdo. No geral, este par, SiHy-LVF, parece resistir a autoclavagem sem
efeitos adversos significantes.

A irradiagcdo gama degradou por completo o farmaco incorporado, pelo
que nao foi possivel obter o respetivo perfil de libertagdo. Assim, conclui-se que

este método de esterilizacdo € inadequado para o par Si-Hy-LVF.
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Apds a ozonizagdo, notou-se uma diminui¢ao significativa da quantidade
de farmaco libertada (reducdo de cerca de 50%). A analise cromatogréfica
revelou a formacéo de diversos produtos de degradacao (Figura 4.9 A). A analise
HPLC-RP do sobrenadante de amostras Si-Hy ozonizada, sem farmaco,
descartou a possibilidade de os produtos de degradacdo observados terem
origem na deterioracdo da matriz e ndo do farmaco. Paralelamente, analisou-se
também a uma solucdo ozonizada de LVF, a qual se revelou totalmente
degradada. Assim, pode-se concluir que o perfil de libertacdo de LVF observado,
apos a ozonizac¢ao, decorre de uma pequena percentagem do antibiético que
resistiu ao método por se encontrar protegida no interior da matriz polimérica.

Os perfis de libertacdo obtidos apresentaram comportamentos, a partida,
sem interesse clinico por caracterizarem uma libertacdo ndo controlada e de
curta duracdo. Por este motivo, ndo se prosseguir com a caracterizacdo do

sistema SiHy-LVF.
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Figura 4.8 — Perfis de libertacdo: levofloxacina (A), diclofenac (B), timolol (C) e

clorhexidina, antes e depois da exposicdo aos diferentes métodos de

esterilizacéo ( SH: calor humido, Gl: irradiacdo gama, OZ: ozonizacéo). As barras

de erro correspondem + ao desvio padrao.
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Figura 4.9 - Cromatogramas referentes a libertacdo de levofloxacina (A),
diclofenac (B), timolol (C) e clorhexidina, antes e depois da exposicdo aos

diferentes métodos de esterilizacdo ( SH: calor humido, Gl irradiagdo gama, OZ:

ozonizagao). As barras de erro correspondem + ao desvio padréo.
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Diclofenac

O DCF, molécula anibnica, € um farmaco anti-inflamatorio, ndo esteroide,
com atividade analgésica, amplamente utilizado no tratamento de patologias
oculares 0.

O comportamento dos perfis de libertacdo de DCF a partir de SiHy (Figura
4.8 B) diferiu muito do caso anterior (LVF). Em primeiro lugar, porque a
quantidade de farmaco libertada foi muito maior (30 ug/mg hidrogel seco para o
sistema SiHy-DCF, enquanto que para o sistema SiHy-LVF foi de apenas 0,8
ug/mg hidrogel seco). Este facto apontou para uma relagdo de maior afinidade
entre o DCF e a matriz do hidrogel, situagcdo ndo observada para o caso anterior.
Em segundo lugar, o perfil apresentou uma libertagdo de DCF controlada e
sustentada ao longo das 96h.

A esterilizagdo por calor humido levou a uma diminuicdo muito
significativa da quantidade de farmaco libertada (de 30 para 9 ug/mg). Na analise
cromatografica (Figura 4.9 B) foi possivel notar o surgimento de um pico de
pequenas dimensdes (tempo de retencao: 6.4 min), provavelmente proveniente
da formacédo de algum produto durante a esterilizacdo, o que indica alguma
sensibilidade do sistema para este processo. Esta intensa diminuicdo da
quantidade libertada de DCF pode estar relacionada com as intera¢gdes farmaco-
polimero promovidas pelas condicbes de esterilizacdo. A diminuicdo da
capacidade de intumescimento e as alteragcbes mecanicas verificadas também
suportam esta hipotese.

A irradiacdo gama e a ozonizagdo conduziram a uma reducéo significativa
nas quantidades libertadas de DCF (passando para 10,6 e 15,5 ug/mg de
hidrogel seco, respectivamente, o que corresponde a uma perda de farmaco de
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aproximadamente 44 e 67%, quando comparada a quantidade libertada a partir
de amostras néo esterilizadas).

No caso da irradiacdo gama, foi possivel constatar, pelos cromatogramas
de HPLC, a formacdo de diversos produtos de degradacgao (Figura 4.9 C),
indicando, portanto, a inadequacao deste método relativamente ao SiHy-DCF.

Quanto as amostras ozonizadas, nao se observou a presenca de picos
adicionais na andlise cromatogréafica, o que sugere a possibilidade do hidrogel
oferecer alguma protecao ao farmaco contido no seu interior.

Para avaliar o efeito dos métodos de esterilizacdo nos mecanismos de
libertacdo do farmaco, os dados experimentais obtidos foram ajustados ao
modelo cinético proposto por Peppas. Na sua maioria, 0s processos de
transporte de farmacos através de polimeros situam-se, geralmente, entre dois
casos limitantes: a difuséo fickiana e o transporte Il (sendo que neste Ultimo
predominam fatores como a relaxacao das cadeias poliméricas e a influéncia do
processo de intumescimento). A equacdo de Peppas compreende 0s
mecanismos na mesma expressao simples, a partir da qual é possivel ainda
inferir os casos intermediario entre a difuséo fickiana e transporte I, referidos
como transporte anémalo.

A aproximacao feita através da equacdo de Peppas € vdlida para os
primeiros 60% da quantidade normalizada de farmaco libertada 3!, e, como tal,
foram considerados apenas os dados experimentais correspondentes.

Os valores conseguidos para o coeficiente de correlacdo r> e para o
expoente n, sdo apresentados na Tabela 4.2. Os ajustes foram considerados
aceitaveis, considerando-se que os coeficientes r? obtidos apresentaram valores

= 0,967. As amostras nao esterilizadas e as autoclavadas apresentaram valores
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para n préximos de 0.5, valor de referéncia para sistemas onde a difuséo fickiana

€ 0 mecanismo de transporte predominante.

Tabela 4.2 — Valores obtidos, a partir do ajuste dos dados experimentais ao

modelo proposto por Peppas, para o coeficiente de correlacéo r? e expoente n.

Sistema r2 n

DCF-néo esterilizado 0.979 0.476
DCF-SH 0.999 0.545
DCF-GI 0.957 0.439
DCF-0OZ 0.975 0.596
CHX-néo esterilizado 0.960 0.539
CHX-SH 0.942 0.580
CHX-GI 0.951 0.331
CHX-0z 0.966 0.223

Apos a irradiacdo gama, o valor de n diminuiu ligeiramente para 0.44. Ja
no caso da libertacdo de DCF apés a ozonizacgao, obteve-se n=0.6, caracteristico
dos casos de transporte anémalo, indicando, por sua vez, alteracdes dos

mecanismos de libertacdo devido ao método de esterilizacao.

Timolol

O TML é um agente bloqueador B-adrenérgico, ndo seletivo, utilizado para
diminuir uma presséao intraocular elevada, nos casos associados ao glaucoma,

assim como nos restantes. Esta molécula pode atuar no sentido de reduzir a
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produgdo de humor aquoso, atraveés do bloqueio de receptores 3, ou mesmo
diminuindo o seu fluxo 3.

Tal como no caso da LVF, a libertacdo de TML (Figura 4.8 C) a partir do
SiHy néo esterilizado, completou-se ao fim das primeiras duas horas do ensaio.

A libertacdo de TML, apds a esterilizacdo por calor humido, apresentou
um comportamento similar as amostras néo esterilizados porém, com uma ligeira
tendéncia para um comportamento mais controlado. ApGs a autoclavagem,
observou-se, ainda, um ténue aumento da quantidade de TML libertado (de 2,0
para 2.4 ug/mg hidrogel seco), evidenciando-se o facto para a ndo formacéo de
produtos de degradacéao (Figura 4.9 C). Estes resultados indicam que o sistema
SiHy-TML € capaz de suportar, sem alteracBes drasticas, a esterilizacdo por
calor humido.

A irradiagdo gama reduziu, em cerca de 55%, a quantidade de farmaco
libertada (de 2,0 para 0.9 ug/mg hidrogel hidratado). Ainda assim, a analise
cromatografica ndo detectou evidéncias de degradacédo (Figura 4.9 C). Estes
resultados poderdo apontar para interacdes especificas entre o TML e a matriz
SiHy, como consequéncia da exposicao a radiacao.

Relativamente a esterilizacdo por ozono, observou-se a degradacao
completa do farmaco, pelo que nao foi possivel o respetivo perfil de libertacéo.

A semelhanca do caso do sistema SiHy-LVF, o perfil de libertacdo do
sistema SiHy-TML ndo se mostrou promissor, uma vez que a libertacdo completa
do farmaco ocorreu em menos de duas horas. Neste sentido, também n&o foi
possivel realizar o ajuste dos dados experimentais ao modelo de cinética de

libertacdo Peppas.
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Clorhexidina

A clorhexidina, em combinacdo com outros agentes, é utilizada no
tratamento de queratites causadas por infecdes resultantes da Acanthamoeba
32,33 Trata-se de uma molécula catiénica cujo mecanismo de acéo se pressupde
decorrer da ligagdo as paredes celulares bacterianas carregadas negativamente,
onde atuara tanto como agente bacteriostatico quanto como bactericida 4.

A libertacdo de CHX (Figura 4.8 D), antes e depois da esterilizacdo por
calor humido, permaneceu praticamente inalterada. Todavia, apdés a
autoclavagem, foram detectados nos cromatogramas dois pequenos picos de
degradacéo (tempo de retencéo de 4,4 e 5,8 min) (Figura 4.9 D).

A libertacdo conduzida apos a exposicao a irradiacdo gama e ao 0zono
resultou em perfis semelhantes entre si. Em ambos os casos, observou-se uma
diminuicdo significativa da quantidade libertada do farmaco (de 4,1 para 2,4
pg/mg hidrogel gel seco no caso GlI; e para 1,8 pg/mg hidrogel seco no caso OZ;
0 que corresponde a perdas de aproximadamente 42 e 56%, respetivamente).
Evidéncias de degradacdo foram detetadas também em ambos o0s casos,
indicando, assim, a provavel inadequacao dos dois métodos relativamente a
esterilizacéo do sistema SiHy-CHX. Estudos de estabilidade da CHX, realizados
por Zong et al. 3, relatam possiveis vias de degradacdo do farmaco, com
formacao de diversos produtos deteriorados, que devem, por sua vez, ser es
responsaveis pelo surgimento dos picos visiveis hos cromatogramas.

O estudo dos efeitos da esterilizacdo no mecanismo de libertacéo
apresentou ajustes com coeficientes de correlagdo r?> 0,942, considerados

satisfatorios.
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O perfil de libertacdo obtido a partir de amostras néo esterilizadas
apresentou um comportamento proximo da difusédo fickiana (n=0,54). J& o calor
hamido levou a um ligeiro aumento de n (n=0,58), 0 que pode expressar
alteracOes provocadas pelas condicdes de esterilizagdo, induzindo a um
mecanismo de transporte anomalo.

As variagcbes mais significativas ocorreram apds a esterilizagdo por
irradiacdo gama e ozonizacao (n=0,33 e 0,22, respetivamente). Estes resultados
sugerem alteracbes mais relevantes no mecanismo de libertacdo, decorrentes

das condic¢Oes de esterilizagao (Gl e OZ).

4.3.6 Efeito da incorporacao de farmaco e da esterilizagao na reatividade

bioldgica.

Foram realizados testes de reatividade bioldgica, com o objetivo de avaliar
possiveis efeitos citotdxicos, em consequéncia dos métodos de esterilizagcao.

Os resultados obtidos estéo apresentados na Tabela 4.3. O hidrogel, nao
carregado, nao desencadeou respostas bioldgicas adversas apos a exposicao
as condicdes de esterilizacdo em estudo.

O sistema SiHy-DCF, n&o esterilizado, apresentou uma reatividade
biolégica moderada (N=3), muito provavelmente devido a quantidade elevada de
farmaco presente na amostra. Contudo, esta reatividade néo se alterou apés os
processos de esterilizacdo por calor humido e por ozono. Este resultado indica
que os produtos de degradacdo formados ndo agravam a resposta biolégica
inicial. Contrariamente, as amostras irradiadas induziram a uma resposta severa

(N =4), o que podera ser atribuido a acao de varios produtos de degradacéo que
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se formaram apoOs a esterilizagdo. Estes resultados confirmam inadequacao
deste método de esterilizacao para o sistema SiHy-DCF.

Os métodos de esterilizacdo estudados nao tiveram qualquer efeito sobre
a citotoxicidade do sistema SiHy-TML.

Quanto ao sistema SiHy-CHX, as amostras nao esterilizadas, autoclavada
e irradiadas demonstraram uma ligeira reacdo bioldgica (N=2), isto também,
provavelmente, devido a quantidade de farmaco presente. Apds a ozonizacéo,
nao se observou qualquer efeito citotéxico, o que esta de acordo com os dados
dos estudos de liberacdo, uma vez que este sistema mostrou a menor
quantidade liberada de farmaco. Note-se ainda que a andalise cromatogréafica da
libertacdo de CHX revelou, em todos os casos, a presenca de produtos de
degradacdo apos a esterilizacdo. No entanto, os testes de citotoxicidade nao
mostraram o agravamento da reatividade celular.
Tabela 4.3 — Resultados dos testes de reatividade biolégica (N) e dos testes de

esterilidade ap6s as contaminacfes controladas com diferentes cargas do
indicador biolégico (UFC/mL).

Reatividade bioldgica Crescimento microbiologico
Condicéao de N (UFC/mL)
estudo
NaCl DCF TML CHX 107 103 104
Nao esterilizado 0 3 0 2 N/A
Calor humido 0 3 0 2 Estéril
|rrad|agao gama 0 4 0 2 Estéril Estéril Estéril
Ozoniza(;éo 0 3 0 0 Estéril Estéril Bg (dia 1):

Estéril: auséncia de crescimento bacteriano por 14 dias; Bg (dia X): crescimento bacteriano detectado no dia X; N/A:

N&o avaliado;
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E possivel obter sistemas SiHy-DCF e SiHy-CHX de menor grau de
reatividade biologica, por exemplo, diminuindo a quantidade de farmaco na
solucéo inicial de carregamento. Contudo, seriam necessarios testes in vivo para
comprovar a eficacia de cada sistema, assunto que esta fora do a&mbito deste

trabalho.

4.3.7 Avaliagao da esterilidade

Por ultimo, avaliou-se a eficacia das condi¢6es de esterilizacdo, testando
0 processo de irradiacdo pelo teste as amostras de SiHy contaminadas com
diversas cargas biolégicas do indicador biolégico indicado como resistente. Em
todos os casos as amostras ndo apresentaram crescimento apos exposi¢do a
radiacéo, pelo que se conclui que a condicao estudada (10 kGy) foi eficaz em

esterilizar o hidrogel hidratado.

4.4 CONCLUSOES

As lentes de contato sdo amplamente utilizadas e aceites como
dispositivos de correcdo de visdo, cosméticos e terapéuticos, sendo agora
extensivamente estudadas como possiveis veiculos de libertacdo controlada de
farmacos. As lentes de contato SiHy séo especialmente interessantes devido a
sua elevada permeabilidade ao oxigénio, e tém vindo a apresentar resultados
encorajadores no que diz respeito a libertacdo de farmacos. No entanto, a
influéncia dos métodos de esterilizacdo nestes sistemas famaco+matriz nunca
foi previamente avaliada.

Neste capitulo, foi investigado o efeito de dois métodos convencionais
(calor humido e irradiacdo gama) e um alternativo (ozoniza¢cdo) em amostras de
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SiHy carregadas com diferentes farmacos, utilizados no tratamento de patologias
oculares.

A esterilizacdo por calor a vapor revelou-se como o0 método menos
agressivo, embora varias alteragfes tenham sido observadas, a exemplo do
aumento significativo do modulo de Young para DCF e SiHy-TML. O calor de
vapor também levou a uma diminuicdo da quantidade de farmaco libertada para
sistemas contendo LFV e DCF, sendo visivel a formacdo de produtos de
degradacdo no Ultimo caso. Os perfis de CHX e TML nao foram
significativamente afetados, no entanto, a formacao de produtos de degradagéo
também foi observada no caso de SiHy-CHX.

A irradiacdo gama (10 kGy) levou ao escurecimento do SiHy carregado e
a um aumento do mdédulo de Young do sistema SiHy-DFC. Relativamente aos
estudos de libertacdo, a irradiacdo gama conduziu a degradacdo completa da
LVF. Para os restantes farmacos, registou-se a sua diminuicdo na quantidade
libertada e a formacéao de produtos de degradacao.

A esterilizacdo por ozonio afetou a capacidade de intumescimento do
sistema SiHy-TML e as propriedades mecanicas dos SiHy-LVF e SiHy-DFC,
aumentando o médulo de Young no primeiro caso e diminuindo-o no ultimo. A
ozonizacao conduziu também a degradacdo completa do TML e a reducbes
significativas da quantidade de farmaco libertada para LFV, DCF e CHX, com a
formacao de produtos de degradacdo na maioria dos casos.

Em relacdo a reatividade biolégica, ndo houve qualquer agravamento da
resposta citotoxica apos a exposi¢cdo a meétodos de esterilizacdo, exceto para o
caso do sistema SiHy-DCF irradiado. Quanto a eficacia dos processos, a dose

de 10 kGy mostrou-se eficaz na esterilizacdo no SiHy hidratado.
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Considerando a escassa informacgéo disponivel sobre a esterilizacdo de
sistemas de libertacdo de farmacos, os presentes resultados proporcionam uma
contribuicdo importante para o desenvolvimento de novas lentes de contato
terapéuticas.

As consequéncias dos procedimentos de esterilizacdo sdo dificeis de
prever, portanto, cada sistema deve ser avaliado, caso a caso, para entao se
selecionar o método que mantém as propriedades essenciais do material dentro

dos requisitos para a aplicacao especifica.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A esterilidade de biomateriais destinados a estar em contato direto com
os fluidos/tecidos biologicos (e.g. lentes de contato, formulacdes oftalmicas,
preparacdes injetaveis) é essencial para garantir a sua seguranca biologica, e
como tal, um requisito obrigatério, exigido pelas diferentes agéncias reguladoras.

A esterilizacao terminal €, sempre que possivel, a escolha aconselhada,
embora a producdo assética se apresente como uma alternativa, apesar das
desvantagens econOmicas associadas e de ndo obrigatoriamente conferir o
mesmo grau de seguranca.

Nas areas da farmacia e da biomedicina, os hidrogéis revelam um
indiscutivel potencial de aplicacdo, gracas a sua semelhanca com os tecidos
biolégicos e/ou inimeras propriedades atrativas (e.g. elevada
biocompatibilidade, capacidade de absorcdo e retencdo de &agua/fluidos,
maleabilidade). Atualmente, assiste-se ao constante aumento da diversidade de
possiveis aplicacdes e da complexidade destas estruturas poliméricas.

Apesar da notéria importancia do ponto de vista cientifico, clinico,
econdémico e social destes materiais, a sua esterilizacdo é raramente abordada
na literatura, permanecendo pouco estudados os efeitos dos métodos de
esterilizacdo sobre as propriedades intrinsecas dos hidrogéis.

Este facto contribui para o atraso da entrada no mercado de novos
produtos biomédicos.

Aprofundar o conhecimento sobre os efeitos dos métodos convencionais,
e desenvolver e validar novos processos de esterilizagdo, torna-se, portanto,

uma necessidade.
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Neste sentido, este trabalho teve como principal objetivo avaliar o efeito e
a eficicia de diferentes métodos de esterilizacdo sobre trés formulagbes de
hidrogéis: um hidrogel natural nanoparticulado a base de quitosano (CS-HNP), com
um largo espectro de possiveis aplicacdes (e.g. formula¢des oftalmicas, injectaveis),
e dois hidrogeéis sintéticos para lentes de contato (um convencional e um da nova
geracdo de silicone-hidrogel), com e sem farmacos incorporados (levofloxacina,
diclofenac, timolol e clorhexidina).

Além dos métodos convencionais de esterilizagdo (calor humido e
irradiacdo gama), também foi testada a esterilizacdo com gas ozono, um
processo recente, de baixo custo e ecologicamente sustentavel.

Em todos os casos, extensos protocolos de caracterizacdo, abordando as
principais propriedades de cada sistema, foram realizados antes e depois dos
processos de esterilizacao.

Verificou-se que, para as CS-HNP, o calor humido constituiu o método
mais agressivo, levando a degradacédo das particulas, enquanto que, a irradiagédo
gama demonstrou ser um meétodo viavel, na presenca de acucares protetores
(glucose e manitol) que foram responséveis por um consideravel aumento da
resisténcia das nanoparticulas. A ozoniza¢do ndo conduziu a efeitos adversos
fisicos significativos, porém, observaram-se algumas alteracdes quimicas e
ligeiros sinais de toxicidade.

Relativamente aos hidrogéis sintéticos para lentes, foi possivel
demonstrar que a ozonizacdo € uma alternativa interessante para a sua
esterilizacdo, uma vez que, nas condi¢cdes apropriadas, é possivel obter um

resultado eficaz sem o comprometimento das propriedades do material.
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O desafio da esterilizacdo de biomateriais torna-se ainda maior quando
estes se destinam a libertagcdo controlada de farmacos e, como tal, contém ativos
incorporados. Considerando os sistemas estudados, a esterilizacado por calor
hamido revelou-se como 0 método menos agressivo, embora varias alteracdes
tenham sido observadas.

Em ultima analise, a evidente complexidade dos fatores envolvidos (e.qg.
natureza, composicao e propriedades dos materiais, estabilidade dos farmacos,
condicdes e parametros dos processos esterilizacdo), torna extremamente dificil
prever as consequéncias dos procedimentos de esterilizacdo. A generalizacao
de conceitos € também uma tarefa problemética.

Assim, a selecao do método de esterilizacao eficaz, e que permita manter
as propriedades essenciais dos sistemas dentro dos requisitos para a aplicacéo

especifica, deve ser feita caso a caso.
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6. ANEXOS

a. Anexo | —Analise diferencial de calorimetria
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Figura A1l. Comportamento termotrépico da amostra de SiHy (TRIS) hidratada

em NaCl 0.9%, antes e ap0s a esterilizacéo por calor humido.
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