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palavras-chave

resumo

Microagulhas, fluido intersticial, hidrogéis, carboximetilcelulose, &cido citrico,
celulose microcristalina.

O desenvolvimento de ferramentas de amostragem minimamente invasivas
para diagnéstico e outros cuidados de salde, que sejam mais aceites pelo
paciente e permitam a monitorizagdo fisiologica rapida e frequente, tém
recebido muita atencdo nos ultimos anos. A extragdo e andlise minimamente
invasiva do fluido intersticial da pele surge como uma alternativa a recolha de
sangue, pois este reflete com precisdo as concentracbes de farmacos e
substancias endégenas encontradas no plasma. As microagulhas (MAs) séo
sistemas que permitem a extracé@o de fluido intersticial de forma minimamente
invasiva, com a vantagem adicional da autoaplicacdo. Por outro lado, o uso de
biopolimeros tem sido amplamente descrito para aplicacdes biomédicas, pois
séo biocompativeis, ndo toxicos e possuem propriedades Unicas.

Neste contexto, este estudo tem como objetivo o desenvolvimento de MAs
biopoliméricas intumesciveis para extracdo de fluido intersticial da pele,
compostas por carboximetilcelulose, acido citrico (como agente reticulante) e
celulose microcristalina (como reforco mecéanico), e preparadas por
micromoldagem. Os sistemas de microagulhas preparados foram
caracterizados relativamente a sua morfologia e propriedades mecénicas. Os
resultados mostram que as MAs que exibem melhores caracteristicas
morfolégicas e mecanicas sdo aquelas com 75% (% m/iv) de
carboximetilcelulose e 10% (% m/v) de &cido citrico. A adicdo de celulose
microcristalina aumentou a resisténcia mecanica das MAs, mas os resultados
obtidos ndo apresentam evidéncias que justifiquem a adicdo de mais de 5% de
celulose microcristalina as MAs. Desta forma, 7,5% (% m/v) de
carboximetilcelulose ,10% (% m/v) de acido citrico e 5% (% m/v) de celulose
microcristalina, produzem as melhores MAs em termos morfologicos e
mecénicos. Posteriormente, avaliaram-se as MAs compostas por 7,5% (% m/v)
de carboximetilcelulose e 10% (% m/v) de &cido citrico, com e sem adicdo de
5% (% m/v) de celulose microcristalina no que respeita ao seu intumescimento
e citotoxicidade. As MAs com 5% (% m/v) de celulose microcristalina
apresentaram maior grau de intumescimento e menor perda de massa. Ambas
as amostras mostraram ser ndo citotdéxicas para uma linha celular de
gueratindcitos humanos (células HaCaT).

Globalmente, todos os pardmetros indicam que as MAs com 7,5% (% m/v) de
carboximetilcelulose, 10% (% m/v) de acido citrico e 5% (% m/v) de celulose
microcristalina sdo aquelas que apresentam as melhores caracteristicas
morfologicas, mecanicas e de intumescimento. E uma vez que sdo nado
citotoxicas, apresentam enormes potencialidades para aplicagdes biomédicas,
nomeadamente na extracdo ndo invasiva de fluido intersticial.
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The need to develop minimally invasive sampling tools for healthcare and
diagnostic that might be more accepted by the patient and allow a quick and
frequent physiological monitoring has received a lot of attention. The minimally
invasive extraction and analysis of interstitial fluid is presented as an alternative
to blood sampling, given that it reflects with precision the concentrations of free
drugs and endogenous substances found in plasma. Microneedles (MNSs) arise
as a vehicle that enables the extraction of skin interstitial fluid in a minimally
invasive way with the added advantage of self-application. Additionally, the use
of biopolymers has been well described for biomedical applications, given they
are biocompatible, nontoxic and have unique properties.

Within this framework, this study aims the development of biopolymeric
hydrogel-forming MN arrays for skin interstitial fluid extraction, composed of
carboxymethylicellulose, citric acid (as cross-linker) and microcrystalline
cellulose (as mechanical reinforcement), and prepared by micromolding. The
obtained microneedle systems have been characterized morphologically and
mechanically. The results show that MNs with 7.5% (% w/v) of
carboxymethylcellulose and 10% (% w/v) of citric acid exhibit the best
morphological and mechanical characteristics. The addition of microcrystalline
cellulose increased the MNs mechanical strength, but the results obtained do
not present enough evidence to justify the addition of more than 5% (% wi/v) of
microcrystalline cellulose. In this way, 7.5% (% wi/v) of carboxymethylcellulose
and 10% (% wl/v) of citric acid and 5% (%wi/v) of microcrystalline cellulose,
produce the best MNs in terms of morphology and mechanical performance.
Subsequently, MNs with 7.5% (% w/v) of carboxymethylcellulose, 10% (% wi/v)
of citric acid, with and without 5% (% wi/v) of microcrystalline cellulose, were
evaluated in terms of swelling behavior and cytotoxicity. Those with 5% (% w/v)
of microcrystalline cellulose showed a higher swelling degree and a lower
weight loss. Both MN samples showed no cytotoxicity to human keratinocytes
cell line (HaCaT cells).

Overall, all parameters indicate that MNs with 75% (% w/v) of
carboxymethylcellulose, 10% (% w/v) of citric acid and 5% (% w/v) of
microcrystalline cellulose are those with the best morphological, mechanical
and swelling characteristics. Since they are non-cytotoxic, these MNs can be
used in biomedical applications, namely on the non-invasive extraction of
interstitial fluid.



indice

13T 1ot SO i
LiSta 08 ADIEVIATUIAS .......eviiviiiiiiieiieee ettt bbb ii
(TS - W Lo o U USROS iv
1. ENQUAAIAMENTO ..ottt b bbbt 1
2 1011 0o [ o Lo SRRSO 4
2.1, Pele € a Via tranSUBIMICA. .....c.oieiiiiiiiieiee ettt 4
2.1.1. Organizacao estrutural da Pele.........cceiiiiiiieii i 4
2.1.2. Viatransdérmica para monitorizacao e adminiStraGao ............ccocevvreriereeesesieennen, 6
2.2, IMICIOAGUINGS ..o bbbt 7
2.2.1. Classificacao e aplicagdes DIOMEdICaS.........ccccveveeviiiieiicieseece e, 10
MiCroaguUINAS SOIIAAS. .........cciueeieiiece e s sre e enes 10
MiCroagulNas rEVESTIAAS ........cc.eiieieieieie e 11
MiCroagUINGS SOIUVEIS.........cuviiiiiieiiiie e 12
Microagulhas PErfUratas..........ccccveiieiieiieie et ane 13
Microagulhas INTUMESCIVEIS........cviiieieiecce et st 14
2.2.2. Propriedades mecanicas das microagulias ..........c.ccocvvviinieiencienesenn 15
2.3. Extragdo de fluido INerstiCial ...........ccoviieiiiiiiiies e 19
3. MateriaiS € MELOUOS ......ccverierieieiiesie ettt 22
TN O AV -1 (=] - UL OSSPSR 22
3.2. Preparacéo dos sistemas de microagulhas com carboximetilcelulose e &cido citrico 22
3.2.1. Otimizacdo da concentragé@o de carboximetilcelulose...........ccoovvvvviieiviciinnnnn, 22
3.2.2. Otimizacdo da concentracdo de Acido CItriCO........ccccevvvevieiiiiieie e, 23
3.3. Incorporacdo de celulose microcristalina na formulagdo das microagulhas.............. 23
3.4. CaracterizaGao 0as AMOSLIAS .........ccerviriiieieieie sttt sttt 23
3.4. 1. ANALISE MOITOIOGICA. .. .cueevieieiieie st 23
3.4.2. ANALISE MECANICA .....eoveiiieiieieie ettt ste e e eneas 24
3.4.3. ANALISE U8 FTIR ..ottt ettt 24
3.4.4. Avaliagdo do intumescimento das microagulnas............ccooevereniieninininsicien, 24
3.4.5. Avaliagio da citotoXiCidade IN VITFO .......c.cceeiieiiiieniiiiiisieee e 25
3.4.6. ANALISE ESTALISTICA ...vveveerierieie ettt 26



4, RESUIA00S € QISCUSSED .....evveueeuieiiiiitistesieeie ettt 27
4.1. Preparacédo dos sistemas de microagulhas com carboximetilcelulose e acido citrico 28

4.1.1. Otimizacdo da concentracdo de carboximetilcelulose ............cccoovevviieiieiniinnnn, 28
4.1.2. Otimizacdo da concentra¢ao de acido CitriCO........cccoveieeieeiie i 33
4.2. Incorporacéo de celulose microcristalina na formulagéo das microagulhas.............. 42

4.3. Determinacdo do intumescimento, citotoxicidade e capacidade de extracdo de

analitos das Microagulnas iN VITFO .........c.oiveieiiiieee e 48
4.3.1. Avaliacdo do intumescimento das microagulhas...........c.ccoevveeveevesieceesecie e, 49
4.3.2. Avaliacdo da citotoXicidade IN VITFO ........cccooeiiiiiiiinieciee e 51

T O] o 110 L= SRR 53

6. BIDHOGrafia ......ccooiviiiece e 55



Lista de abreviaturas

AC
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DMEM
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MA (s)
MTT
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Acido Citrico
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Meio Eagle modificado por Dulbecco

Fluido intersticial

Microagulha (s)

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
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1. Enquadramento

Atualmente existe a necessidade de melhorar 0 acesso aos cuidados de salde
melhorando a sua qualidade, disponibilidade e utilizacdo. Estes cuidados de sadde incluem
a extracdo e monitorizacdo de analitos, bem como a administracdo de ingredientes ativos.
Assim, é importante desenvolver alternativas que oferecam mais conforto, sendo
minimamente invasivas e indolores, e faceis de utilizar. A pele é um 6rgdo acessivel
através do qual sdo administradas varias formulagdes — via de administracdo transdérmica
(1). Esta via de administracdo caracteriza-se pela aplicacdo de ingredientes ativos na pele,
para que estes sejam absorvidos e entrem na circulacio sistémica. E apresentada como uma
alternativa aos métodos convencionais, nomeadamente a administracdo oral e a injecdo
com agulhas hipodérmicas, resolvendo algumas das maiores desvantagens destes métodos,
especificamente, evita 0 metabolismo de primeira passagem, € indolor e ndo invasiva, entre
outros (2). Para além da administracdo de ingredientes ativos a via transdérmica pode
também ser utilizada para extracdo de fluido intersticial (FI) para monitorizacdo e extracdo
de analitos (3,4). Contudo, a via transdérmica é limitada pelo efeito de barreira da pele,
mais precisamente pela camada mais exterior, designada por Stratum corneum (SC). A
natureza da SC limita a extracdo de FI pois os procedimentos existentes tém riscos para 0s
pacientes, sdo demorados e necessitam da assisténcia de profissionais médicos e de
equipamentos especializados (5). Limita também a administracdo de ingredientes ativos,
pois dependendo da natureza deste pode impedir que se difunda a uma taxa adequada para
atingir doses terapéuticas no plasma, ou até impedir totalmente a sua permeacéo (3). Neste
sentido, foram desenvolvidas alternativas para tentar superar as limitacbes da via
transdémica (2,6). Todavia, devido as dificuldades encontradas para conseguir contornar
efetivamente a SC, foi necessario considera-la como uma barreira que ndo pode ser
vencida, mas contornada. Surgem entdo as microagulhas (MAs), que sdo dispositivos
capazes de perfurar a SC para que a epiderme viavel se torne acessivel quer para a extragcao
de FI, quer para a administracdo de ingredientes ativos (1,7).

As MAs sdo, portanto, dispositivos com dimensdes micrométricas, fabricadas com
diversos materiais, métodos e designs, capazes de extrair analitos, ou administrar
ingredientes ativos através da barreira da pele (8-11). Permitem usufruir das vantagens da
via transdérmica enquanto permitem alargar a sua aplicabilidade (12). Até ao momento, as

MAs foram produzidas com diversos materiais, nomeadamente metais, vidro, cerdmica e



diversos polimeros (7). Existem vérios tipos de MAs, mas as MAs intumesciveis tém
recebido bastante atencdo nos Gltimos anos, tanto para administracdo de ingredientes
ativos, como para a extracdo de analitos. Estas MAs sdo geralmente produzidas a partir de
polimeros reticulados (13). E apesar da estabilidade destes polimeros, a sua aplicacdo pode
apresentar alguns inconvenientes, particularmente a citotoxidade de alguns reticulantes ou
a permanéncia de algum reagente que seja nocivo para o organismo (14). Mais
recentemente a preparacdo de MASs constituidas por materiais biodegradaveis,
biocompativeis e renovaveis tem ganho enorme atencao.

Os biopolimeros sdo designados como polimeros sintetizados por organismos
vivos, bem como os seus derivados. Séo entdo biomoléculas poliméricas constituidas por
monomeros como monossacarideos, &cidos nucleicos, ou aminoacidos (15). Sendo 0s
polissacarideos e as proteinas as familias de biopolimeros mais utilizadas para o fabrico de
MAs (16). As caracteristicas dos biopolimeros mais desejadas sdo a sua
biocompatibilidade e biodegradabilidade, natureza ndo toxica e poderem ser hidrolisados
em produtos removiveis e nao téxicos (15). Os biopolimeros sdo importantes para o bom
funcionamento do corpo humano sendo responsaveis por manter as células agregadas para
formar tecidos, enviam sinais quimicos as células de forma a guiar o seu comportamento,
contribuem para a hidratacdo e elasticidade da pele, lubrificam as articulagcdes e o trato
gastrointestinal e ainda protegem contra patdégenos constituindo o0 muco que cobre os olhos
e o trato respiratorio. O seu uso para aplicagbes biomédicas abrange a administracédo
transdérmica, que inclui a extracdo de analitos e a administracdo de ingredientes ativos
através da pele, a regeneracdo de tecidos, revestimentos biomiméticos, entre outros (17).
Os biopolimeros tém sido utilizados para fabricar MAs de forma a oferecer maior area para
armazenar o ingrediente ativo a administrar, eliminar o perigo associado a quebra das MAs
na pele e ainda os procedimentos complexos e dispendiosos que sd0 necessarios para 0
fabrico das MAs com outros materiais. Os biopolimeros existem num largo espectro
apresentando diferentes caracteristicas, detalhadamente perfis de degradacdo, propriedades
de intumescimento e resposta a estimulos bioldgicos e fisicos (13). E importante que as
MAs poliméricas possuam as seguintes caracteristicas: biocompatibilidade sem
desencadear resposta imune, forca suficiente para penetrar a SC, fabricadas por métodos
que ndo danifiqguem cargas sensiveis (EX. proteinas, peptideos e vacinas) e ainda permitir a

administracdo réapida, controlada ou sustentada de ingredientes ativos (18).



O objetivo principal desta dissertagdo consiste no desenvolvimento de MAs
intumesciveis biopoliméricas para extragdo de FI para analise minimamente invasiva de
metabolitos. Englobado nos objetivos especificos do trabalho estdo a preparacdo das MAs
intumesciveis biopoliméricas, caracterizacdo de acordo com as caracteristicas fisicas

(morfologia e estrutura) e mecénicas e a avaliagdo do seu intumescimento e citotoxicidade.



2. Introducao

Neste capitulo serdo apresentados alguns aspetos relevantes sobre a pele e a via
transdérmica, nomeadamente a estrutura da pele e a via transdérmica para monitorizagdo
de analitos e administragdo de ingredientes ativos. Seguidamente, serd desenvolvido o
topico das Microagulhas, referindo a sua classificacdo e aplicagdes biomédicas, e as
propriedades mecéanicas desejaveis e como sao determinadas. Finalmente, ira apresentar-se
a extracdo de FI, o seu potencial para o diagndstico e monitorizacdo de analitos, bem como

as aplicacdes ja reportadas de MAs para a extragdo de FI.

2.1. Pele e a via transdérmica

A pele é composta por um conjunto de tecidos e desempenha diversas funcdes,
nomeadamente como superficie sensorial, barreira contra agressbes fisicas, quimicas e
bioldgicas, na termorregulagdo, processos enddcrinos, entre outros (12,13,14). E um 6rgéo
complexo, constituido por cerca de cinco tipos diferentes de células estruturais e ainda

outras células provenientes da circulacdo sistémica e do sistema imune (19).

2.1.1. Organizacéo estrutural da pele

A pele € estruturalmente dividida em duas camadas principais, a epiderme e a
derme (Figura 1). Existindo ainda uma terceira camada, a hipoderme (Figura 1). A
epiderme é a camada mais exterior da pele constituida por uma camada de epitélio
estratificado escamoso responsavel por proteger o organismo contra agressdes externas,
lubrificar a pele com lipidos, e ajudar na termorregulacdo através da sudorese e dos pelos
(19,20). A maior populacdo de células da epiderme sdo queratindcitos, contudo existem
ainda outras populacBes de células, especificamente os melandcitos, células de
Langerhans, células Merkel e células estaminais (19). Tendo em conta o estado de
diferenciacdo e maturacdo dos queratindcitos, a epiderme pode ser dividida em cinco
camadas. Estas sdo denominadas, da mais profunda a mais superficial, de stratum basale,
stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum e stratum corneum (19,22). A
renovacao celular da epiderme ocorre na camada mais profunda, a stratum basale, o Unico
local capaz de promover a divisdo celular, e a eliminacdo das celulas ocorre por
descamacdo constante na camada mais superficial, a SC. Desta forma, a divisdo e

diferenciacdo dos queratindcitos ocorre na camada basal, estes posteriormente movem-se



através das restantes camadas até atingir a camada mais superficial (22). No processo de
deslocamento das células pelas diferentes camadas h&d a perda dos desmossomas,
acumulacdo de granulos de querato-hialina e finalmente a perda dos nucleos e
transformacdo dos queratindcitos em queratindcitos terminais, ou cornedcitos, na ultima

camada.

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum \ :

Stratum spinosum Epiderme

Stratum basale

Camada papilar

Camada reticular

Fibra nervosa
sensorial

Artéria

Veia

Derme

Hipoderme

Figura 1. Representacdo das diferentes camadas e subcamadas que constituem a pele
humana. Adaptado de (18).

A derme esta entre a epiderme e a hipoderme e é responsavel por fornecer
nutrientes e suporte fisico a epiderme (22). Adicionalmente protege o corpo de danos e
infecbes e atua como um Orgdo de armazenamento de agua (21). E constituida
maioritariamente por fibroblastos, e ainda colagénio e fibras elasticas (19).
Adicionalmente, existem na derme vasos sanguineos, rede de capilares linfaticos, foliculos
de pelo, terminacBes dos nervos sensoriais, glandulas sebaceas e glandulas sudoriferas
(23). A sua estrutura é dividida em duas camadas: a camada papilar, que estd em contacto
com a epiderme e é rica em terminacfes de nervos sensoriais € vasos sanguineos que
nutrem a epiderme, e uma camada reticular profunda e espessa, constituida por tecido

conetivo forte com colagénio e fibras elasticas (19,22). Como a epiderme é avascular, a



vasculatura presente na derme é fundamental para fornecer oxigénio, nutrientes e remover
subprodutos do metabolismo provenientes da epiderme (22).

A hipoderme é uma camada de tecido adiposo subcutaneo que se encontra abaixo
da epiderme e da derme (21). Esta camada € composta por estruturas de tecido conetivo
reticular que conectam a derme aos musculos ou ossos (23). E responsavel por oferecer
suporte as camadas de pele superiores bem como por conecté-las a tecidos mais profundos.
Contém vasos sanguineos que alimentam a pele, atua como reservatorio de gordura e ainda

como isolador térmico (21).

2.1.2. Viatransdérmica para monitorizacao e administragado

A via transdérmica refere-se a administracdo de ingredientes ativos através da pele,
para que atinjam a circulacdo sistémica e surge da necessidade de recurso a terapias menos
invasivas para o paciente (2). Apesar da administracdo de ingredientes ativos ser a
aplicacdo mais frequentemente referida, a via transdérmica pode também ser utilizada para
extracdo de FI e consequente monitorizacéo de analitos (4).

Para a monitorizacdo dos pacientes sdo determinadas concentracdes plasmaticas de
farmacos ou substancias enddgenas quer para o diagndstico, quer para tratamento. Assim, a
monitorizacdo é fundamental para o clinico diagnosticar patologias, bem como para
otimizar a terapia adequada a cada paciente. A monitorizacdo tem varias aplicacbes como o
diagnostico de doenca aguda ou crénica, controlo de farmacos com janelas terapéuticas
estreitas, entre outros (4). Atualmente, a monitorizacdo terapéutica € maioritariamente
dependente da quantificacdo do analito de interesse em amostras de sangue. A analise de
sangue, apesar de possuir elevada preciséo e fornecer informacdes vitais, apresenta alguns
problemas, nomeadamente a necessidade de profissionais médicos treinados, processo de
analise demorado com extracdo e preparacdo das amostras por vezes complexas, uso de
agulhas havendo uma porcdo significativa da populacdo com fobia a agulhas, risco de
infecéo, e 0 risco com os bebes prematuros pois cada intervencdo meédica ira amplificar o
risco de infecdo (3). Existe entdo a necessidade de desenvolver novas técnicas nao
invasivas ou minimamente invasivas que sejam mais aceites pelo paciente bem como
permitam a monitorizacdo rapida e frequente, possibilitando um melhor controlo de
doencas, rapida detecdo de niveis toxicos de farmacos e ainda a detecdo de substancias

ilicitas em toxicodependentes e condutores (4). Uma das alternativas ao sangue é o Fl, pois



este geralmente reflete com precisdo as concentracdes de farmacos livres e de substancias
enddgenas existentes no plasma (24). Como a SC é uma barreira e impede a migracéo de
fluidos corporais para o exterior € necessario utilizar técnicas que permitam a extracdo de
quantidade suficiente de FI para analise (3,4). Assim sdo apresentadas as microagulhas
(MAs), uma alternativa que aproveita as vantagens da via transdérmica, supera
desvantagens permitindo a extracdo e monitorizacdo de analitos e a administracdo de um

maior espectro de ingredientes ativos.

2.2. Microagulhas

As estruturas de MAs consistem em varias projegdes micrométricas tipicamente
colocadas numa base de suporte ou num adesivo, capazes de penetrar a barreira da SC e
administrar ingredientes ativos, bem como permitir a extracdo de FI para posterior analise
(7). As MAs séo minimamente invasivas pois a sua aplicacdo na pele ocorre sem estimular
0s nervos da derme e sem danificar os vasos sanguineos (6,13).

O primeiro conceito de MA foi descrito em 1976 numa patente da ALZA
corporation por Gerstel e Place (25). Mas, s6 nos anos 90, com 0s avancos na area da
microfabricacdo, foi possivel o seu fabrico (14). O primeiro estudo publicado sobre MAs
descreve o uso de MAs de silicone para facilitar a administracdo de calceina (26). A
calceina € um ingrediente ativo dificil de administrar pela via transdérmica porque permeia
mal a pele em circunstancias normais. O estudo realizado (26) mostrou que a
permeabilidade da pele a calceina aumentou significativamente, mais de 4 ordens de
magnitude, com o uso das MAs. Desde entdo foram utilizados muitos outros materiais para
o0 seu fabrico incluindo metais, como o aco inoxidavel (8), paladio (9), niquel (9) e titanio,
vidro (10), ceramicas (11) e varios polimeros (27). Os métodos de fabrico sdo baseados nas
técnicas de microfabricacdo de adicionar, remover e copiar microestruturas recorrendo a
processos fotolitograficos, gravura com silicio, corte a laser, galvanoplastia de metal,
eletropolimento de metais, micromoldagem (28-36), impresséo 3D, litografia de extragdo
(37), entre outros (38). A micromoldagem sera o Unico método abordado com mais detalhe
pois sera utilizado no presente trabalho.

A micromoldagem é um dos métodos mais utilizado uma vez que é eficiente, de
baixo custo, tem boa reprodutibilidade e é facil de aplicar em producdes de grande escala.

E um processo que envolve 6 passos principais: 1) producdo do modelo mestre das MAs;



2) preparacdo do molde fémea das MAs; 3) moldagem do polimero, ou outro material, no
molde fémea; 4) remocdo de bolhas por centrifugacdo ou vacuo; 5) solidificacdo por
secagem ou foto-polimerizacéo; e 6) remocdo das MAs do molde fémea (13,29,30,34). O
molde fémea preparado na segunda etapa do processo descrito deve transcrever
completamente as microestruturas do modelo mestre. E pode ser feito de varios materiais
sendo o poli(dimetil siloxano) (PDMS) o material mais utilizado (13,28,29). O PDMS é o
melhor substrato para a micromoldagem dado que tem boa capacidade de transcricdo, boa
termoestabilidade e adesdo reduzida, o que facilita a separacdo das MAs do molde (13).
Apesar da micromoldagem ser um método vantajoso existem algumas limitacGes,
nomeadamente ¢ um método complexo com varios passos demorados, 0 que pode causar a
perda de atividade de ingredientes ativos encapsulados nas MAs, e necessita de calor ou
luz UV (32), limitando a possibilidade de utilizar ingredientes ativos sensiveis, como
peptideos, proteinas e vacinas (13). Na figura 2 encontra-se representado um processo
tipico de micromoldagem usando PDMS para fabricar MAs poliméricas.

Figura 2: llustracdo esquematica do processo de fabrico de MAs poliméricas por
micromoldagem com PDMS. (1) Modelo mestre. (2) Despejo do PDMS. (3) Molde fémea.
(4) Preencher com a solucdo do polimero. (5) Solidificacdo. (6) Microagulhas poliméricas.
Adaptado de (16).

As MAs sdo produzidas em varias geometrias, semelhantes a agulhas, em forma de
piramide ou cone e em forma de ponta de flecha (7,39). Podem ser fabricadas no plano, no
qual as MAs se encontram paralelas a superficie de fabrico, ou fora do plano, em que as
MAs se encontram perpendiculares a superficie de fabrico (40).



A aplicacdo indolor das MAs é muito importante para a aceitacdo do paciente (40).
E por isso a avaliagdo das consequéncias da inser¢do e remogdo das microagulhas da pele é
importante para garantir conforto e seguranca para o paciente. A avaliacdo inclui a
sensacdo de dor quando as MAs sdo aplicadas e também o fecho dos poros e a presenca de
eritema persistente apds a sua remocdo (41). Os pacientes geralmente descrevem a
aplicacdo como indolor, sendo a aplicagdo acompanhada de uma sensacdo de presséo,
enquanto que na aplicacdo de agulhas hipodérmicas é descrita uma dor aguda (40).
Relativamente a seguranca do método, importa referir que com as MAs ha o rompimento
da SC e a penetragcdo até a epiderme vidvel ou até a derme. Como estas camadas sdo
normalmente estéreis, é indispensavel considerar a necessidade das MAs e dos produtos
utilizados para o seu fabrico estarem livres de cargas microbioldgicas, que possam causar
irritacdo ou infecdo sistémica (41). Por outro lado, € também possivel a entrada de
microrganismos através dos microcanais criados pelas MAs, todavia, é reportado que o
risco de infecdo pela administragdo com uma agulha hipodérmica é mais elevado do que
com MAs (40,42). Para aumentar e garantir a seguranca dos pacientes € necessario que a
esterilizacdo das MAs seja uma exigéncia regulamentar. Esta exigéncia ira acarretar varios
desafios nomeadamente tornar o processo mais dispendioso e mais complicado para
producdo de larga escala, necessitando de um processo que ndo comprometa cargas
farmacoldgicas (41). Sobre a preocupacao da irritacdo da pele, sob a forma de eritema ou
edema, na maior parte dos casos reportados a irritacdo desaparece totalmente apds 48h
(41). No entanto, é fundamental avaliar previamente qual o potencial do material das MAs
para irritar a pele, o que pode ser feito recorrendo a varios métodos disponiveis,
nomeadamente através da avaliacdo da citotoxicidade em linhas celulares, ultrassom de
alta frequéncia, observacao de mudanca da cor da pele, entre outros (43,44).

Concluindo, é atribuida as MAs minima invasividade, aplicacdo facil (2) e sem dor
(40), elevada aceitacdo do paciente (40), menor penetracdo microbiana (42) e boa
tolerancia sem edema ou eritema durante longos periodos de tempo (43). E séo
consideradas como desvantagens, condi¢des externas, como a hidratacdo da pele poder
afetar a aplicagdo das MAs (19) e a ponta das MAs poder quebrar e permanecer na pele
apos remocao do sistema de MAs. Esta Gltima pode ser um problema no uso de materiais
sem capacidade de dissolucdo ou biodegradagdo, permanecendo indeterminadamente no

organismo até que sejam retirados (14).



2.2.1. Classificacdo e aplicagdes biomédicas

As MAs sdo usualmente divididas em MAs sdélidas, perfuradas, revestidas, soluveis
ou biodegradaveis e intumesciveis (12). Desde a sua conceptualizacdo, ha quatro décadas,
tém sido exploradas intensamente para a administracdo transdérmica de farmacos e
vacinas, e também para a extracdo de FI. As MAs oferecem a possibilidade de administrar
um maior nimero de ingredientes ativos através da pele, extrair FI e varias outras

aplicacdes (38).

Microagulhas sélidas

As MAs solidas sdo utilizadas para criar microcanais transientes na SC através dos
quais pode ser extraido Fl, pela aplicacdo de vacuo, ou administrados ingredientes ativos
por aplicacdo de uma formulagdo convencional (14,45) (Figura 3). A maior limitagdo do
uso de MAs soélidas € a necessidade de um processo de dois passos, 0 que pode dificultar a
aceitacdo por parte do paciente (14). Tipicamente sdo utilizados metais e diversos
polimeros para o seu fabrico (38), e sdo fabricadas recorrendo a varios processos, como
micromaquinacéo a laser (46), litografia e gravura (47), micromoldagem (48), entre outros
métodos (23).
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Figura 3: Esquema representativo da aplicacdo de microagulhas sélidas. Adaptado de (24).

E reportada a utilizagdo de MAs sélidas de vidro de borossilicato para extrair Fl
com sucesso e posteriormente determinar a concentracdo de glucose com preciséo a partir
do mesmo (45). A aplicagdo destas MAs para a administracdo de ingredientes ativos € mais
estudada do que a sua aplicabilidade para a extracdo de FI. Esta abrange a administracédo de
diversos ingredientes ativos, bem como as aplicacbes na industria cosmética. Ja se
administraram com MAs solidas varios ingredientes ativos, como calceina recorrendo a
MAs de silicone (26), naltrexona com MAs de metal (49), insulina com MAs de ago

inoxidavel (50) e o toxoide difteria com adjuvante da toxina da cdlera (51). A industria
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cosmeética tem também vindo a mostrar interesse em MAs, tanto para estimular a reparacao
de marcas na pele, como para administrar ingredientes ativos na pele com propositos
cosméticos (41). Ja existem em comercializacdo alguns produtos com MAs solidas e um
deles é o Dermaroller®, comercializado desde 1999 na Alemanha, sendo desde ent&o
comercializado mundialmente. Este tem como objetivo melhorar a textura da pele e a
aparéncia de cicatrizes e consiste em MAs solidas metélicas com comprimento de 0,2-2,5

mm num rolo cilindrico (7).

Microagulhas revestidas

As MAs revestidas sdo MAs sélidas revestidas com uma formulacdo do ingrediente
ativo, que apos a insercdo das MAs dissolve e difunde através das camadas da pele (Figura
4) (6). Tendo em conta que o método de atuacdo destas MAs se baseia na administracdo do
que esteja presente no revestimento, estas ndo sdo utilizadas para a extracdo de FI. Existem
varios metodos para as revestir e incluem, mergulhar as MAs numa formulagdo do
ingrediente ativo (52), impressdao com jato de tinta (53) ou por pulverizacdo (54).
Comparadas com as MAs solidas trazem a vantagem da sua aplicacdo ser de apenas um

passo (14).

— Stratum corneum

— Epiderme

Figura 4: Esquema representativo da aplicacdo de microagulhas revestidas. Adaptado de
(24).

As MAs revestidas ja foram utilizadas para administrar lidocaina com MAs de
silicio (55), desmopressina com MAs de titanio (56), hormona paratiroideia com MAS de
titanio (57) e vacinas de estirpes sazonais de HIN1 e H3N2 utilizando MAs poliméricas e

de aco inoxidavel (58,59).
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Microagulhas sollveis

As MAs soltveis foram primeiramente referidas em 2005 por Miyano et al. (60).
Sdo MAs que se dissolvem quando séo inseridas na pele e entram em contacto com o Fl,
libertando o ingrediente ativo que se encontra incorporado na matriz das MAs (Figura 5)
(14). Visto que estas MAs se dissolvem quando em contacto com o FI também n&o séo
comumente utilizadas para extrair Fl, sendo a grande parte dos estudos realizados com este

tipo de MAs direcionados para a administracdo de ingredientes ativos.

¥4 | - Stratum corneum
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Figura 5: Esquema representativo da aplicacdo de microagulhas sollveis. Adaptado de
(24).

Tém sido fabricadas, maioritariamente, com polimeros. E estes para serem
utilizados em MAs sollveis, precisam de ser soliveis em agua sendo a sua solubilidade em
agua determinada por caracteristicas especificas da estrutura quimica da macromolécula.
Particularmente, pela quantidade de grupos funcionais hidrofilicos presentes na sua
estrutura (61). Tendo em conta que o ingrediente ativo se encontra incorporado na matriz
das MAs e é libertado a medida que estas dissolvem, é possivel manipular a cinética de
libertacdo do ingrediente ativo através da natureza do polimero e da sua taxa de dissolucéo
(14). A escolha do polimero é entdo um passo chave para se obter as caracteristicas de
dissolucdo desejadas (7).

As MAs biodegradaveis sao incluidas nesta classe, e sdo MAs que ao invés de
dissolverem quando inseridas na pele degradam ao longo do tempo libertando o
ingrediente ativo (14). O polimero ir4 decompor-se, idealmente, em subprodutos naturais
enddgenos como gases, agua e sais inorganicos, que posteriormente sdo excretados ou
absorvidos. A biodegradacdo ocorre pela clivagem hidrolitica ou enzimética de ligacGes
sensiveis, resultando na perda do material polimérico (62). Desta forma a libertacdo do
ingrediente ativo pode ser sustentada por meses com a escolha do polimero indicado (63).

As vantagens da utilizacdo de MAs soluveis ou biodegradaveis incluem a eliminacéo da
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agulha ser facil pois sdo “self-disabling”, ou seja, sdo eliminadas quando inseridas na pele
pela sua dissolucdo/biodegradacdo ndo sendo necessario outro processo para as descartar.
E como séo fabricadas com materiais sollveis ou biodegradaveis, elimina-se o risco de
deixar residuos na pele (14).

As MAs sollveis ja foram utilizadas para administrar ingredientes ativos como
heparinas de baixo peso molecular com MAs de poli(metil vinil eter/anidrido maleico)
(64), insulina com MAs de sulfato de condroitina (65), hormona de crescimento humana
com MAs de carboximetilcelulose (72) e a vacina influenza com MAs de
polivinilpirrolidona (73). Também as MAs soluveis sdo utilizadas na industria cosmética,
um exemplo é o MicroHyala®, um produto aprovado com MAs sollveis carregadas com

acido hialurdnico e este é utilizado para reduzir a aparéncia de rugas (38).

Microaqulhas perfuradas

As MAs perfuradas possuem uma conduta na sua estrutura através da qual pode ser
extraido FI, ou administrada uma formulacdo fluida ou liquida de um ingrediente ativo
(Figura 6). Estas MAs sdo geralmente fabricadas com metais ou silicone através de

técnicas de moldagem, microfabricacdo e métodos de fotolitografia com raio-X (23).

— Stratum corneum
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Figura 6: Esquema representativo da aplicacdo de microagulhas perfuradas. Adaptado de
(24).

E reportada a utilizacdo de MAs perfuradas de silicio para a extragdo de FI, com
sucesso na extracdo e analise de glucose (68,69). Relativamente a administracdo de
ingredientes ativos, foram utilizadas para administrar lidocaina com MAs de vidro de
borossilicato (70), insulina com MAs de niquel e ago inoxidavel (71,72) e a vacina
influenza (73-77). Existe um produto com MAs perfuradas ja aprovado para uso médico, 0

Soluvia® um produto com uma MA perfurada anexada a uma seringa. Mais
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especificamente ja comercializado mundialmente como IDflu®, Intanza® e Fluzone

Intradermal® para administracdo de vacinas influenza (38).

Microagulhas intumesciveis

Finalmente, existem as MAs intumesciveis, ou de hidrogéis, descritas pela primeira
vez por Donnelly et al. (44). Os hidrogéis sdo polimeros altamente hidrofilicos ou soluveis
em agua reticulados através de ligacdes covalentes. Assim, € um material polimérico que
tem a capacidade de intumescer e reter uma fracdo significativa de agua, ou outro fluido,
na sua estrutura sem dissolver. Quando as MAs séo introduzidas na pele absorvem o Fl, e
desta forma podem ser utilizadas para extrair FI e monitorizar analitos, ou para administrar
ingredientes ativos. Neste ultimo caso, a absorcdo de FI permite a difusdo do ingrediente
ativo que pode estar num reservatdrio anexado as MAs, como representado na Figura 7, ou

incorporado na matriz do hidrogel. (7,44).

| — Stratum corneum
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Figura 7: Esquema representativo da aplicacdo de microagulhas intumesciveis. Adaptado
de (24).

Estas MAs apresentam vérias vantagens relativamente aos outros tipos de MAs,
quer para a administracdo de farmacos, quer para a extracdo de FI. Estudos mostram que
ndo ficam bloqueadas ou comprimidas pelo tecido circundante, ao contrario do que pode
acontecer com as MAs perfuradas (44). Apresentam uma aplicacdo simples, de apenas 1
passo, uma desvantagem das MAs sélidas (7). Sdo removidas da pele intactas, ao contrario
das MAs soluveis, ndo havendo residuos de polimeros deixados para tras, pois o polimero
absorve o FI sem dissolu¢do. Como ndo podem voltar a ser inseridas na pele reduz-se ainda
0 risco de transmisséo de infecdes (78).

E reportado o uso das MAs de poli(metil vinil eter/anidrido maleico) e poli(etileno
glicol) (79,80) e de &cido hialurénico metacrilatado (32) para extracdo de FI com éxito na
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extracdo e analise de teofilina, cafeina e glucose (79), sulforrodamina (80) e colesterol e
glucose (32). Para a administragdo de ingredientes ativos Donnelly et al. (44), utilizou
MAs de poli(metil vinil eter/anidrido maleico) e poli(etileno glicol) para administrar, com

sucesso, metronidazol, teofilina, insulina e albumina do soro de bovino.

2.2.2. Propriedades mecanicas das microagulhas

Para permitir movimentos, a pele tem de ser flexivel o suficiente, mantendo a
capacidade de retomar ao seu estado original. Pode ser descrita como anisotropica,
viscoelastica, ndo linear e ndo homogénea (19). E fundamental a insercéo efetiva das MAs
na pele, para que estas sejam eficientes a extrair Fl. Para tal, é importante caracterizar as
MASs quanto as suas caracteristicas mecanicas (14).

Comecando pelo seu design, tendo em conta que o objetivo das MAs é penetrar a
pele ou outro tecido bioldgico sem fratura ou flex&o, o design ideal deve contribuir para
que as MAs possuam uma forga de insercdo baixa e uma forca de fratura alta (14). Existem
diversos fatores que podem afetar a forca de fratura e a insercéo na pele das MAs, sendo 0s
principais: 0os materiais utilizados, a altura da agulha, o raio da ponta, o diametro da base, a
geometria da agulha, a sua espessura e ainda a sua densidade (81). Davidson et al.
procurou avaliar qual a geometria mais eficiente para a insercdo de MAs, considerando
varios parametros como a espessura das MAs, o seu diametro, profundidade de insercao,
espacamento entre as MAs, entre outros (82). Determinaram que os fatores que mais
significativamente afetam a insercdo sdo a altura e o espacamento entre 0s centros das
MAs. No geral, observaram que as MAs devem apresentar baixa forca de insercédo e alta
forca de quebra, devem ser desenhadas para aplicacdo numa parte especifica do corpo,
devem ser suficientemente flexiveis aos contornos da pele e devem evitar a deformacéo da
pele para que haja a sua insercdo completa (82). Por fim, outro fator importante a
considerar é o0 método de aplicacdo, manual ou com aplicador, pois as for¢as de aplicacdo
sdo diferentes (14). Fornecendo instrugdes especificas a 20 individuos (Figura 8),
Larrafieta et al. (83) determinou que as forcas de inser¢do manuais de um sistema de MAs
variava entre 10 e 50 N, reportando que a forca de aplicacdo manual média é de 30 N (83).
A forca que cada MA tera de suportar ira variar com o tamanho do sistema pois, esses 30
N seréo divididos pelo nimero total de MAs no sistema.
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' Conjunto de microagulhas
[ \ Parafilme

Figura 8: Esquema representativo do procedimento utilizado por Larrafieta et al. (1) para

avaliar a forca manual de insercdo de um sistema de MAs em parafilme. Adaptado de (1).

As MAs encontram-se sujeitas a varias fontes de stress quer na sua insercéo, quer
na sua remocao, devido a ndo uniformidade da superficie da pele. Estas fontes de stress
podem causar falhas como flexdes e a quebra da base. Nao existe um teste Unico que
consiga considerar todos estes aspetos e caracterizar completamente o seu desempenho,
assim a sua caracterizacao envolve normalmente um conjunto de testes (84). Um dos testes
comumente utilizados para avaliar a forca mecanica das MAs € o teste de forca axial. Este
teste envolve a aplicacdo de uma forca perpendicular a base das MAs (84), sendo medido o
deslocamento e a forca aplicada as MAs até que estas fraturem ou deformem (85).
Analisando as curvas de forca-deslocamento observa-se uma descida brusca, sendo a forca
maxima antes dessa descida tomada como a forca de falha das MAs (Figura 9A) (86).
Alguns testes de forca axial sdo aplicados em apenas uma MA e por isso devem ser
analisados com cuidado, ja que a forca de falha de uma estrutura de MAs ndo pode ser

assumida como diretamente correlacionada com a de uma Unica MA.

16



(A) (B)
0.4 0.25

0.20 1
0.31

0.15 1

Falha da agulha Falha da agulha

R V 0.10 1

Forga por agulha (N)
Forga por agulha (N)

0.1

\

000 005 010 015 020 025 030 000 005 010 015 020 025
Deslocamento (mm) Deslocamento (mm)

0.0 1

Figura 9: Gréaficos de forca/agulha (N) em funcdo do deslocamento (mm). (A)
Comportamento tipico das MAs perante um teste de forga axial. (B) Comportamento tipico

das MAs perante um teste de forca transversal. Adaptado de (85).

Outro teste é o teste da forca transversal, jA que as irregularidades da pele
frequentemente causam insercdo incompleta da estrutura das MAs que pode causar a
flexdo transversal das mesmas (84). Deste modo, € necessario avaliar a forca de fratura
transversal e para isso uma forga transversal (forca aplicada paralelamente a base da MA e
normal ao eixo das ordenadas da MA) € aplicada num ponto definido no eixo da MA até
que esta frature (86). Tal como no teste anterior, observa-se uma descida subita na curva
forca-deslocamento e essa indica a forca de falha da MA (Figura 9B). O teste de forca
transversal pode ser realizado apenas numa MA ou num grupo de MAs (84,85). Uma
grande limitacdo deste teste é requerer que o operador alinhe manualmente a sonda
metalica para um comprimento definido na MA, o que é especialmente dificil com a
dimensdo micrométrica das mesmas (84).

Por ultimo pode ser feito um teste para determinar a forca e flexibilidade da base. A
estabilidade da base é também um fator importante j& que esta deve ser flexivel o
suficiente para se adaptar a topografia da pele. Para avaliar este parametro foi desenvolvido
um teste de flexdo de 3 pontos (85). Para tal coloca-se o sistema de MAs em cima de dois
blocos de aluminio afastados e utilizando um texturometro, com uma sonda de metal, é
aplicada uma forca (Figura 10). O pico maximo da curva for¢a-deslocamento representa a
forca necessaria para quebrar a placa base. E avaliada ainda a flex&o da placa antes da sua

fratura de forma a aferir a sua flexibilidade (85).
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Figura 10: Representacdo da montagem utilizada para determinar a forca de fratura da base
do sistema de MAs. Adaptado de (83).

Posteriormente, tendo em conta as caracteristicas mecénicas e a inser¢do na pele
das MAs, é necessario verificar se a insercao é conseguida. Para isso, € necessario avaliar a
profundidade de penetracdo das MAs e as dimensfes dos microcanais formados, bem
como o perfil de recuperacdo da pele (7). Um dos métodos mais utilizados para avaliar a
penetracdo das MAs € a aplicacdo de corantes na superficie da pele, como o azul de
metileno. Estes corantes irdo apenas corar as células da epiderme vidvel tornando visiveis
0s microcanais criados pelas MAs (14,87). Outras técnicas alternativas incluem a perda
transepidérmica de agua (88), esta baseia-se no principio de que uma rutura na barreira da
pele vai aumentar a perda de agua a superficie. Ou a medicdo de impedéancia elétrica, como
a SC proporciona isolamento elétrico, este método avalia se as MAs conseguiram com
sucesso comprometer a sua funcdo de barreira (84,89). Ndo obstante, os métodos
apresentados apenas avaliam se a funcdo de barreira da SC foi reduzida, ndo oferecendo
informacdo quantitativa sobre a profundidade de insercdo das MAs (84). Para obter dados
sobre a insercdo pode recorrer-se a microscopia confocal (90) onde, ap0s insercdo das
MAs, a éarea é tratada com uma solucdo que contem microparticulas fluorescentes
especificas que podem seguidamente ser detetadas por microscopia e indicam a
profundidade dos poros. Outra técnica utilizada é a tomografia de coeréncia 6tica (91),

uma técnica de imagem que utiliza luz de baixa coeréncia para capturar imagens de
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resolucdo micrométrica. Permite uma avaliagdo ndo invasiva da profundidade de
penetracdo, da cinética de dissolucdo das MAs e do fecho dos microcanais, em tempo real

e in vivo (7).

2.3. Extracao de fluido intersticial

O diagnostico e a monitorizacdo de patologias sdo cada vez mais facilitados pela
analise de biomarcadores em sangue, urina, saliva e outros fluidos corporais. Mas, 0
sangue € o fluido regularmente mais utilizado para andlises clinicas, sendo uma fonte rica
de informagdo bioldgica (5). Contudo, a analise de sangue pode causar dano tecidular e
desconforto ao paciente, gera residuos de risco bioldgicos afiados, acarreta risco de infecado
e requer profissionais médicos para a sua extracdo. Assim, recentemente, o FI da pele
apareceu como uma alternativa promissora a amostragem de sangue. O FI faz parte do
espaco intersticial, ou intersticio, que é um termo geral para todos os tecidos conjuntivos e
de suporte que estdo fora do sangue, vasos linfaticos e células do parénquima. Consiste em
agua intersticial e os seus solutos, e é responsavel por transportar nutrientes e produtos
residuais resultantes do metabolismo entre as células e os capilares sanguineos, moléculas
de sinalizacdo entre as células, e antigénios e citocinas para nédulos linfaticos de drenagem
local para regulacdo imunitaria (24). Tendo em conta que é formado por filtracdo
transcapilar do sangue, a sua composicdo é semelhante a do plasma e varia consoante as
mudancas fisiologicas (24).

As MAs apresentam grande potencial e algum sucesso na extracdo de FI
(19,32,45,68,69,79,80,92). As MAs sdlidas e perfuradas permitem gerar poros ou canais na
pele através dos quais o FI pode ser extraido por capilaridade ou utilizando vacuo. Wang et
al. (45) reporta a aplicacdo de MAs solidas como pre-tratamento e seguida a aplicacdo de
vacuo para extracdo de FI. Foi possivel extrair 1-10 uL de FI por este método para a
determinacdo de glucose. Encontrou-se uma correlagdo entre 0s niveis de glucose
determinados no FI e no sangue, 0 que mostra a obtencdo dos niveis de glucose com
precisdo a partir da amostra de FI. Além disso, foi também possivel detetar no Fl a
mudangca repentina nos niveis de glucose apds a administracio de insulina (45). E também
reportada a utilizacdo de MAs perfuradas para a extracdo de fluido intersticial, com
sucesso na extracdo e andlise de analitos presentes no FI (68,69). Strambini et al. (69)

reporta a aplicagdo de MAs perfuradas, colocadas numa placa com um reservatorio no
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verso. Por capilaridade conseguiram um “uptake” de FI de 1 pL/s. Determinaram a
concentracdo de glucose através de um biossensor enzimético inserido no verso da placa,
sendo necessario preencher o reservatorio de 5 uL com FI (69). Ito et al. (92) reporta ainda
a utilizacdo de MAs soluveis, de uma forma semelhante a reportada para MAs solidas. As
MAs sédo inseridas na pele e dos microcanais formados foi extraido o FI recorrendo a uma
pipeta (92).

As MAs intumesciveis sdo uma alternativa as mencionadas anteriormente pois
permitem a extracdo de FI recorrendo apenas a um passo, extraindo o FI pela sua
capacidade de intumescer sem a necessidade de dispositivos extra. E reportado o uso das
MAs de poli(metil vinil eter/anidrido maleico) e poli(etileno glicol) e de &cido hialurénico
metacrilatado para extracdo de FI com éxito na andlise de diversos analitos (32,79,80).
Caffarel-Salvador et al. (79) reporta 0 uso de MAs de poli(metil vinil eter/anidrido
maleico) e poli(etileno glicol) aplicadas na pele de ratos durante 1h em que as
concentraces de glucose no FI extraido refletiam a tendéncia das concentracbes de
glucose no sangue. Chang et al. (32) utilizou MAs de acido hialurénico metacrilatado para
extrair FI aplicadas em pele de ratos. Estas em 10 minutos conseguiram extrair FI
suficiente para analisar os niveis de glucose e colesterol. Os niveis de glucose detetados no
FI estavam de acordo com aqueles detetados no sangue dos ratos. Contudo, o0s niveis de
colesterol detetados no FI apresentaram uma tendéncia semelhante aqueles do sangue, mas
em concentracdo mais baixa. Isto pode indicar a necessidade de uma calibracdo especial.
Ainda assim, mostrou a extracdo de FI com éxito utilizando apenas MAs intumesciveis
sem necessidade de outros equipamentos e de um processo mais complexo (32).

Neste contexto, neste trabalho iremos entdo produzir microagulhas intumesciveis
biopoliméricas para extracdo de fluido intersticial utilizando carboximetilcelulose, acido
citrico e celulose microcristalina. A producdo destas MAs vem colmatar a procura por
dispositivos menos invasivos, produzidos com materiais de origem natural, ou derivados
de produtos naturais, ndo toxicos e biocompativeis que permitam alargar a utilizacéo do FI
para aplicacGes de diagndstico e monitorizacdo. A carboximetilcelulose (CMC) é um
composto aniodnico, solivel em agua obtido pela esterificagdo do grupo hidroxilo primario
da celulose (93). Apesar da diversidade de polimeros naturais, a celulose e os seus
derivados tém sido amplamente utilizados em varias aplicacGes biomédicas (93,94). Como

a CMC é um polimero soltvel, iremos reticula-la com o &cido citrico de forma a produzir
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um polimero intumescivel, ou um hidrogel. O &cido citrico (AC) é um agente de
reticulacdo utilizado em sistemas com celulose (95-97). Existe em vérios tecidos animais e
vegetais, e possui fungdes biologicas fundamentais, como o seu envolvimento no ciclo de
Krebs como intermediario para obtencdo de energia util (98). A sua utilizacdo pretende
ultrapassar a questdo da maior toxicidade e custos associados a outros agentes reticulantes,
sendo um composto amplamente utilizado na industria alimentar como um aditivo natural
seguro (96,97). De forma a tornar as MAs estrutural e mecanicamente mais estaveis ira
testar-se a integracdo de celulose microcristalina na formulacdo das MAs. A celulose
microcristalina (CM), comercializada como Avicel®, é uma substancia obtida através de
celulose purificada e parcialmente despolimerizada, caracterizada por um elevado grau de
cristalinidade. Na sua forma em po, é utilizada como aglutinante e como preenchimento na
industria alimentar e farmacéutica, e como agente de reforco no desenvolvimento de
compositos poliméricos. De entre varias vantagens incluem-se, a cristalinidade,
biodegradabilidade, renovabilidade e ndo toxicidade (99). Assim pretende-se que estas
MAs oferecam uma alternativa de amostragem mais natural, menos invasiva que permita a

extracdo de FI para aplicacfes mais alargadas.
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3. Materiais e métodos

Neste capitulo apresentam-se todos os materiais e métodos utilizados na preparacéo
de sistemas de MAs intumesciveis com CMC, AC e CM e na caracterizacdo de todas as

amostras preparadas.

3.1. Materiais

Carboximetilcelulose (CMC) sal de sddio (grau de substituicdo:1,2, peso molecular
médio: ~250 000), celulose microcristalina (CM) (Nome comercial: Avicel® PH-101,
tamanho de particulas ~ 50 um) e acido citrico (AC) anidro (99,6%, para analise ACS),
foram adquiridos a Sigma-Aldrich. A linha celular de queratindcitos humanos
imortalizados e ndo cancerigenos HaCaT foi obtida da Cell Lines Services (Eppelheim,
Alemanha). A solucdo de tampédo fosfato (PBS, pH 7,4), Meio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM), soro fetal de bovino, L-glutamina, penicilina/estreptomicina e
fungizone foram obtidos da Gibco® (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). O brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, 98%) foi adquirido a Sigma-
Aldrich.

3.2. Preparacéo dos sistemas de microagulhas com carboximetilcelulose e &cido
citrico

3.2.1. Otimizagé&o da concentragéo de carboximetilcelulose

Os sistemas de MAs foram preparados por micromoldagem utilizando moldes de

PDMS com 11x11 MAs de dimensdo, apresentado na figura 11.

..

Figura 11: Molde de PDMS utilizado para preparar as MAs.
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Prepararam-se MAs com solu¢fes de CMC com diferentes concentragdes, 5%,
7,5% e 10% (% m/v). Foi utilizada uma concentragdo de 10% (% m/v, em relagdo a
quantidade total de CMC na solucdo) de &cido citrico. Os moldes foram preenchidos
progressivamente por adi¢cGes de 40 pL de solucdo, com centrifugacdes de 6000 rpm
durante 5 minutos entre cada adicdo, até o molde estar totalmente preenchido.
Posteriormente, durante a evaporacdo do solvente seguiram-se duas metodologias
diferentes. Num método os moldes foram colocados numa estufa a 30 °C durante a noite,
para evaporacao do solvente e seguidamente a 80 °C durante 24 h, para ocorrer a reacao de
reticulacdo. No outro método, durante a evaporacdo do solvente a 30 °C adicionou-se 3
vezes solucdo até ao topo do molde, apds as 3 adicbes manteve-se a solugdo a 30 °C

durante a noite e posteriormente a 80 °C durante 24 h.
3.2.2. Otimizacao da concentracéo de &cido citrico

Depois da otimizagdo da concentracdo de CMC, produziram-se MAs com a
concentracdo fixa de 7,5% (% m/v) de CMC, e com concentra¢des variaveis de AC, 5%,
7,5% e 10% (% m/v, em relacdo a quantidade total de CMC na solucdo). As MAs foram

obtidas seguindo um procedimento igual ao descrito anteriormente (ponto 3.2.1).

3.3. Incorporagéo de celulose microcristalina na formulagio das microagulhas

Para a otimizacdo da concentracdo de CM utilizaram-se concentraces fixas de
CMC e AC, 7,5% e 10% (% m/v), respetivamente, e quantidades variaveis de CM, 5%,
10% e 15% (% m/v, em relacdo a quantidade total de CMC na solucdo). As MAs foram

obtidas seguindo um procedimento igual ao descrito anteriormente (ponto 3.2.1).
3.4. Caracterizagdo das amostras
3.4.1. Andlise morfoldgica

A caracterizagdo morfologica foi realizada recorrendo a uma lupa Nikon SMZ18.
Foi medida a altura de 15 MAs de forma aleatdria em 3 sistemas de MAs de cada amostra.
As alturas foram medidas recorrendo ao programa NIS-Elements, versdo 4.50,00,

Copyright 1991-2015 Laboratory imaging.
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3.4.2. Anélise mecéanica

Para a caracterizagdo mecanica foi realizado um teste de compressédo axial
recorrendo a um equipamento TA.XT. Plus C equipado com uma sonda de ago inoxidavel
com 2 mm de diametro. Os dados do teste foram obtidos pelo programa Exponent connect,
versdo 7.0.3.0, copyright 2019, registado a Universidade de Aveiro. As defini¢bes do
aparelho foram as seguintes, modo de teste: compressao, velocidade pré teste: 0,1 mm/s,

velocidade de teste: 0,01 mm/s e velocidade pds teste: 10,0 mm/s.
3.4.3. Andlise de FTIR

A analise espetroscopica de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi
realizada num espectrofotometro Perkin Elmer. As amostras foram analisadas em modo de

absorcdo (4000 a 400 cmt, 32 scans, e uma resolucgdo de 4 cm™).
3.4.4. Avaliagéo do intumescimento das microagulhas

Para avaliar o intumescimento, 3 sistemas de MAs de cada amostra foram aplicados
num hidrogel de agarose com 1,4% (% m/m), através de parafilme colocado na superficie
do hidrogel de forma a mimetizar de melhor forma a insercdo das MAs na pele. As MAs
foram pesadas antes do ensaio (mo), de seguida inseridas no hidrogel de agarose através do
parafilme, onde permaneceram durante 30 min. Apds o intumescimento as MAs foram
pesadas (mi), e a percentagem de intumescimento foi calculada segundo a seguinte

férmula;

M~ Mo, 100
my

Grau de intumescimento (%) =

Seguidamente as MAs foram colocadas numa estufa a 40°C para secarem até
estabilizacdo da massa e posteriormente foram pesadas (ms), e foi calculado o grau de

perda de massa através da seguinte formula:

Mo~ Ms 100
my

Grau de perda de massa (%) =

As MAs foram também observadas na lupa antes e depois do intumescimento.
Também na lupa foram medidas as suas dimensdes, nomeadamente a altura e largura da

base, antes e depois do intumescimento.
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3.4.5. Avaliagéo da citotoxicidade in vitro

O potencial citotoxico das amostras foi avaliado numa linha celular de
queratindcitos humanos (HaCaT) usando o ensaio do MTT. O ensaio envolve a conversao
do MTT, solavel em &gua, no formazan, insolivel em agua, cuja concentracdo apds
solubilizacdo é determinada pela absorbancia a 570 nm. As células cresceram em meio
DMEM suplementado com 10% de soro fetal de bovino, 2 mM L-glutamina, 10 000 U/mL
penicilina/estreptomicina e 250 pug/mL fungizone a 37 °C com 5% de CO, em atmosfera
humidificada. As células foram observadas diariamente num microscopio eclipse T100
(Nikon, Toquio, Japéo). O teste foi realizado com os sistemas de microagulhas de CMC
7,5% + AC 10% e CMC 7,5% + AC 10% + CM 5%. Como controlo negativo as células
foram expostas apenas ao meio e a viabilidade das células foi calculada relativamente as

células controlo, segundo a formula que se segue. N&o foi testado um controlo positivo.

Abs — Abs
Viabilidade das células (%) = amostra DMS0 %100
Absamostra - AbSDMSO

As amostras foram lavadas em &gua ultrapura e depois esterilizadas com etanol a
70%. Seguidamente, foram lavadas em PBS vaérias vezes de forma a remover
completamente o etanol. Posteriormente, foram incubadas com 1,5 mL de meio DMEM
completo a 37 °C com 5% de CO: durante 24h para preparacdo do extrato. Foram
preparadas placas com 6000 células/poco e estas foram incubadas no meio de cultura
durante 24 h para adesdo. Apos as 24 h, o meio foi retirado dos pocos e substituido por 100
pL do extrato, e as células incubadas durante mais 24 h. O extrato foi previamente diluido
1:2 com meio DMEM. No final da incubacédo, adicionou-se 50 pL de MTT (1 g/L) a cada
poco e incubaram-se as placas durante 4 h a 37 °C com 5% de CO, com atmosfera
humidificada. Posteriormente, 0 meio de cultura com MTT foi removido e substituido por
150 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) e a placa colocada num agitador por 2 h no escuro de
forma a dissolver completamente os cristais de formazano. A absorbancia das amostras foi
medida com um BioTek Synergy HT plate reader (Synergy HT Multi-Mode, BioTekK,
Winooski, VT) a 570 nm com corregdes de branco.
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3.4.6. Andlise estatistica

Os dados foram testados para 0 seu ajuste a distribuicdo normal e os requisitos de
homogeneidade de variancias também foram determinados. As analises de variancia foram
realizadas atraves de ANOVA unidirecional, perante a analise de 3 ou mais grupos,
seguidas de procedimentos de comparacdo multipla em pares (teste de Tukey). Para o teste
mecanico, devido a elevada densidade de dados retirados a medida que a sonda se desloca,
definiram-se pontos com 0,05 mm de distancia entre eles e apenas esses foram analisados
estatisticamente. Para a analise de apenas dois grupos de amostras utilizou-se o teste de t

ndo emparelhado.
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4. Resultados e discussao

Antes de iniciar a preparacdo de MAs e a otimizacdo do processo de producéo
preparamos e caracterizamos filmes de CMC reticulada com AC de acordo com método
reportado por Capanema et al (95), para adquirir sensibilidade com o sistema e escolher
quais as melhores condigOes para preparar as MAs. Com base no conhecimento adquirido
pelo comportamento dos filmes foram determinadas que seriam testadas concentracdes de
5%, 7,5% e 10% (% m/v) de CMC e 5%, 7,5%, 10% (% m/v, relativamente a concentracao
total de CMC) de AC para a produgdo de MAs intumesciveis. Produziram-se entdo MAs
com CMC, AC (agente reticulante) e CM (reforco mecanico), cujas estruturas quimicas se

apresentam na figura 12.
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Figura 12: Estrutura quimica da (A) carboximetilcelulose, (B) acido citrico e (C) celulose

microcristalina.

O primeiro passo relativo a producdo das MAs foi a otimizacdo da concentracéo de
CMC, seguido da otimizagdo da concentracdo de AC e posteriormente da incorporagéo de
CM na formulagcdo como reforco mecénico. De forma a determinar quais as melhores

formulacGes as amostras foram caracterizadas morfolégica e mecanicamente, e quanto a
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sua composicdo/estrutura. As melhores formulagdes resultantes do processo de otimizacao,
que apresentaram melhores caracteristicas mecéanicas e morfoldgicas, avancaram para a
fase seguinte na qual se avaliou o intumescimento e a citotoxicidade. Na figura 13

apresenta-se um esquema que sumariza todo o trabalho desenvolvido.

CMC T CMC +AC
AC + CM \
.

e . — NAAAM

Preparacdo de MAs com diferentes
concentragdes de CMC, AC e CM.

Caracterizacdo morfolégica, mecanica
e estrutural.

=

Lupa Texturometro

Caracterizagao

Avaliacdo do intumescimento e da 3 M

/f Ensaio
citotoxicidade. |_. Gel d I’@ MTT
el de agarose .’

Parafiime

Molécula de agua

Figura 13: Representacdo esquematica do processo de desenvolvimento de MAS

intumesciveis para a extracao de fluido intersticial.

4.1. Preparacdo dos sistemas de microagulhas com carboximetilcelulose e &cido
citrico

4.1.1. Otimizacao da concentracdo de carboximetilcelulose

Para a otimizacao da concentragdo de CMC produziram-se sistemas de MAs com
apenas CMC e AC, utilizando diferentes concentracdes de CMC, 5%, 7,5% e 10% (%
m/v), e uma concentracdo fixa de AC de 10% (% m/v, em relagdo & quantidade total de
CMC na solucédo). A observacdo das MAs na lupa mostrou que os sistemas com 5% de
CMC apresentavam MAS ocas com apenas as pontas preenchidas. As MAs com 7,5% de
CMC estavam completamente preenchidas com pontas bem definidas. J& a solugdo com

10% de CMC, por ser demasiado viscosa impediu o preenchimento total do molde néo
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sendo possivel produzir sistemas de MAs completos. Na figura 14 apresentam-se as
fotografias obtidas na lupa das MAs para as concentracdes de 5% e 7,5% de CMC.

(A)

(8)

Figura 14: Fotografias das microagulhas obtidas na lupa dos sistemas de MAs para as
diferentes concentracdes de CMC. (A) CMC 5%; (B) CMC 7,5%.

As microagulhas apresentam alturas médias de 0,430+0,004 mm para 5% de CMC
e 0,430+0,002 mm para 7,5% de CMC. Como o aumento da concentracdo de CMC
aumenta a viscosidade da solucdo de partida o preenchimento do molde poderia ser
afetado. Por isso, realizou-se a andlise estatistica das alturas das MAs que ndo revelou
diferengas significativas entre a altura das MAs de 5% e 7,5% de CMC (p>0,05). Na figura
15 apresenta-se um diagrama de barras da média das alturas das MAs para as diferentes

concentragcfes de CMC, com os respetivos desvios padrao e as diferencas estatisticas.
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Figura 15: Altura média (mm) das MAs obtidas para as diferentes concentracdes de CMC

(5% e 7,5% (% m/v)) com os valores de p obtidos pelo teste t (ns — ndo significativo).

O teste de compresséo axial foi realizado para avaliar a forca mecéanica das MAs, 0s
resultados obtidos apresentam-se na figura 16.
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Figura 16: Grafico da forca por agulha (N) em funcdo do deslocamento (mm) para as
diferentes concentracdes de carboximetilcelulose (5% e 7,5% (% m/v)).
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Este grafico mostra-nos que o aumento da concentracdo de CMC promove um
aumento na forca mecénica das MAs a partir do deslocamento de 0,1 mm (Figura 16). A
forca semelhante que se verifica entre os deslocamentos de 0 e 0,1 mm para as duas
amostras pode relacionar-se com o aspeto das MAs visivel na Figura 14. Para ambas as
concentrag0es produziram-se MAs com as pontas preenchidas, deste modo ambas as
amostras suportam forgas semelhantes na ponta das MAs. No entanto, & medida que
avancamos no corpo das MAs aquelas que ndo estdo preenchidas, CMC 5%, suportam
forcas inferiores. Na figura 17 podemos observar qual o comportamento das MAs apdés a
compressédo axial para 4 deslocamentos diferentes (0,1, 0,2, 0,3 e 0,4 mm). Verifica-se a
compressdo das MAs de CMC 5%, enquanto que as de CMC 7,5% dobram ao invés de

comprimirem.

(A)

- 0.5 mm 0.5.mm 0.5mm - 0.5 mm
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Figura 17: Fotografias das MAs obtidas na lupa para os deslocamentos de 0,1, 0,2, 0,3 e
0,4 mm, respetivamente da esquerda para a direita, durante o teste de compressdo axial.
(A) Amostra de CMC 5%; (B) Amostra de CMC 7,5%.

Para verificar se a forca suportada pelas MAs era significativamente diferente
realizaram-se testes estatisticos e os dados encontram-se representados na figura 18. Para o
deslocamento de 0 mm as diferengas ndo sdo significativas, para todos os restantes

deslocamentos verificam-se diferengas significativas entre a forga suportada pelas MAs
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(p<0,05). Sendo a forca suportada pelas MAs de CMC 7,5% significativamente superior
relativamente as MAs de CMC 5%.
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Figura 18: Gréafico de barras da forca por agulha em funcdo do deslocamento para as
diferentes concentracGes de carboximetilcelulose (5% e 7,5% (% m/v)) com os valores de

p néo significativos obtidos pelo teste de t ndo emparelhado (ns — ndo significativo).

Por se verificar que as MAs de 5% CMC se encontravam pouco preenchidas no seu
corpo, testamos outro método para preencher os moldes. Neste método adicionou-se
solucdo do polimero durante a secagem do sistema de MAs. O método ndo se revelou
eficaz, pois ndo foi possivel produzir MAs totalmente preenchidas com a solugdo de CMC
5%. Apenas se obtiveram MAs completas na extremidade do sistema onde se verificou
maior acumulagdo de polimero. Adicionalmente, devido & adi¢do de solucdo durante a
secagem formaram-se bolhas na base do sistema de MAs. Com a solu¢do de CMC 7,5%
obtiveram-se MAs completas, o0 que ja se tinha conseguido anteriormente, mas observou-se
também a formacdo de bolhas. Desta forma, decidimos optar pelo método mais simples,
sem adicdo de solucdo durante a secagem, ja que o método mais complexo ndo resultou em
MAs mais preenchidas e uniformes. Na figura 19 apresentam-se as fotografias obtidos por

microscopia 6tica das MAs produzidas pela adi¢do de solucdo durante a secagem.
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Figura 19: Fotografias das microagulhas produzidas por adicdo durante a secagem, obtidas
no microscopio Otico, e dos sistemas de MAs para as diferentes concentracdes de CMC.
(A) CMC 5%; (B) CMC 7,5%.

Tendo em conta os resultados obtidos para as concentragdes de CMC testadas
determinou-se que 7,5% (% m/v) de CMC seria a melhor concentracdo a utilizar na
producdo de MAs. Justifica-se a escolha pelo melhor aspeto morfolégico das MAs, mais
preenchidas, com pontas mais afiadas e por suportarem forca mecanica superior. Para
outros sistemas de MAs soluveis de CMC na literatura s&o reportadas concentragdes mais
baixas (100-102) de CMC. Lee et al. (103) reporta a utilizacdo de concentragbes mais
elevadas mas recorrem a utilizacdo de CMC de ultrabaixa viscosidade. No entanto,
reportam MASs de aspeto semelhante as obtidas com 7,5% (% m/v), preenchidas e afiadas
(100,101,103).

4.1.2. Otimizacao da concentracao de &cido citrico

O AC é o agente reticulante utilizado neste estudo e a experiéncia preliminar com
filmes mostrou que a sua concentracdo tem um efeito importante nas propriedades do
hidrogel. Neste sentido, testamos trés concentragdes de AC, nomeadamente 5%, 7,5% e
10% (% m/v), as quais foram escolhidas com base no comportamento observado com 0s
filmes, preparados previamente pelo método de Capanema et al. (95). A experiéncia com
os filmes permitiu depreender que concentracOes superiores a 10% de AC nas MAs néo
iriam possibilitar a absorcéo satisfatoria de fluido.

Na lupa observou-se para todas as concentracfes de acido citrico a producdo de
MAs e sistemas de MAs totalmente completos (Figura 20). As MAs com 10% de AC

apresentam o melhor aspeto morfolégico, com pontas bem definidas e menos
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irregularidades ao longo do seu corpo, quando comparadas com as MAs produzidas com
5% e 7,5% de AC. E importante realcar que estas irregularidades sio apenas utilizadas
como comparacao entre as diferentes amostras, pois para o aspeto geral das MAs estas ndo
sdo significativas. A presenca de pontas afiadas e bem definidas é uma caracteristica de
interesse pois estudos prévios reportam que a pele pode ser perfurada mais facilmente se a
ponta das MAs for mais afiada (89,104).

Figura 20: Fotografias dos sistemas de MAs obtidas na lupa. (A) AC 5%; (B) AC 7,5%;
(C) AC 10%.

As microagulhas apresentam alturas médias de 0,43+0,03 mm para 5% de AC,
0,42+0,03 mm para 7,5% de AC e 0,40+0,03 mm para 10% de AC. A analise estatistica
revelou diferencas significativas entre a altura das MAs de 5% e 7,5% de AC (p<0,05),
entre as MAs de 5% e 10% (p<0,05) e entre as MAs de 7,5% e 10% de AC (p<0,05). Na
figura 21 apresenta-se um diagrama de barras da média das alturas das MAs para as
diferentes concentracbes de AC, no mesmo diagrama encontram-se representadas as

diferencgas estatisticas para cada par analisado.
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Figura 21: Diagrama de barras da altura média (mm) das MAs obtidas para as diferentes

concentragdes de &cido citrico (5%, 7,5% e 10% (% m/v)) com os valores de p obtidos pelo
teste de Tukey (* — p<0,05).

O teste de compressdo axial realizou-se para avaliar a forca mecanica das MAS e 0s
resultados obtidos apresentam-se na figura 22.

1.5;

Forca por agulha (N)
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Figura 22: Gréfico da forca por agulha (N) em fungdo do deslocamento (mm) para
as diferentes concentracgdes de acido citrico (5%, 7,5% e 10% (% m/v)).
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Relativamente a forca mecanica podemos aferir que as MAs com 5% e 7,5% de AC
apresentam forca mecéanica semelhante entre elas e inferior relativamente as MAs com
10% de AC (Figura 22). Este comportamento esta de acordo com o aumento de agente
reticulante estar associado ao aumento do nimero de ligacGes entre os grupos funcionais
das cadeias poliméricas, aumentado a rigidez e coesdo da rede do polimero reticulado (95).
Estudos anteriores reportam que a forca de aplicagdo manual média é de 30 N, o que para o
nosso sistema de MAs corresponde a 0,13 N/agulha (83). Desta forma, prevé-se que as
MAs produzidas necessitem de suportar 0,13 N/agulha, para conseguirem perfurar a pele.
Contudo, é importante ter em conta que existem varios fatores que podem influenciar a
forca necesséria para inserir as MAs na pele, sendo este valor apenas uma estimativa
teorica. As MAs de 5% de AC suportam mais de 0,13 N/agulha a partir de um
deslocamento de ~0,087 mm, as de 7,5% de AC a partir de ~0,086 mm, e as de 10% de AC
a partir de ~0,093 mm, sendo que até estes deslocamentos dobram com o aumento da for¢a
aplicada. Estes resultados mostram que as MAs com 5% e 7,5% de AC aguentam a forca
teoricamente necessaria para penetrar a pele para um deslocamento mais curto, isto pode
ser resultado de estas MAs apresentarem pontas menos afiadas do que as de 10% de AC
que serdo mais frageis para 0 mesmo deslocamento por serem mais afiadas. Todavia por
serem mais afiadas podem conseguir in vivo uma insercdo mais facil como é reportado em
estudos anteriores (89,104). As curvas no grafico (Figura 22) mostram-nos ainda que as
MAs, independentemente da concentracdo de AC, ndo apresentam forca de falha, isto é
ndo quebram. Ao invés de quebrar dobram a medida que a sonda se desloca e Ihes aplica
forca crescente, este comportamento esta ilustrado na Figura 23 para as trés amostras. Do
ponto de vista da seguranca do paciente é preferivel este comportamento, pois se as MAS

guebrarem podem deixar residuos indesejaveis na pele.
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Figura 23: Fotografias das MAs obtidas na lupa para os deslocamentos de 0,1, 0,2, 0,3 e
0,4 mm, respetivamente da esquerda para a direita, durante o teste de compressdo axial.
(A) Amostra de AC 5%; (B) Amostra de AC 7,5%; (C) Amostra de AC 10%.

Lee et al. (103) reportou MAs piramidais de CMC, produzidas por
micromoldagem, que ndo apresentam um ponto de transicdo distinto indicativo de falha
das MAs durante o teste de compressdo axial. As MAs mostram uma deformagéo
progressiva com o deslocamento da sonda e o aumento da forca aplicada (103). Raphael et
al. (105) reporta a producgédo de microagulhas de CMC, por micromoldagem, que perante
um teste axial também curvam. Sendo reportado que as MAS comegcam a curvar
significativamente quando uma forca de 0,00702+0,00208 N/agulha é aplicada, e essa é
interpretada como a forca de falha apesar das MAs ndo quebrarem (105). Esta curvatura
ocorre para um deslocamento entre 5—20 um. Raphael et al. mostra ainda que as MAs
produzidas conseguem penetrar a pele da orelha de ratinhos, o que é interpretado como
uma indicagdo de que tém forca mecanica suficiente (105). Yan et al. (100), produziu MAs
de CMC e nanocompdsitos de CMC, por micromoldagem, que apresentam forcas de falha
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entre os 5-11 mN, forca semelhante a reportada no artigo referido anteriormente (105), e
que também foram capazes de penetrar pele de porco e humana com sucesso.

O comportamento, perante o teste mecanico, das MAs produzidas nesta dissertacao
estdo de acordo com o comportamento de outras MAs de CMC reportadas na literatura
(100,103,105). Tendo em conta que as MAs preparadas apresentam para um deslocamento
entre 5-20 pum suportar forgas aproximadamente entre 0,017 e 0,023 N/agulha, indica
assim gue sdo mais fortes do que aquelas reportadas por Raphael et al. (105) e Yan et al.
(100). Os dados reportados para a forca de inser¢cdo das MAs podem indicar que as MAs
desenvolvidas na presente dissertacdo possivelmente conseguiriam penetrar a pele de
ratinhos, porco ou pele humana, visto que possuem forga mecénica superior. Nao obstante,
€ necessario notar que os artigos apresentados referem-se a MAs de CMC solulveis,
consequentemente utilizam apenas CMC e ndo CMC reticulada. E também importante
realcar que os estudos utilizam diferentes tipos de CMC, com diferentes graus de
substituicdo e de polimerizacdo, e em diferente concentracdo daquelas preparadas no nosso
estudo. Para além das caracteristicas do material, € importante considerar também que a
pele possui propriedades e caracteristicas variadas que introduzem um nivel de
complexidade significativo, como a diferente composicdo celular e diferente nivel de
hidratacdo que variam ao longo das camadas da pele, e com o local do corpo (106). Deste
modo, as MAs podem comportar-se e falhar de forma diferente quando aplicadas na pele
(105,106).

No sentido de avaliar se as forcas suportadas pelas diferentes amostras
apresentavam diferencas significativas realizou-se a analise estatistica e os dados
encontram-se representados na figura 24. Os dados permitem inferir relativamente a
comparacdo das MAs com concentracdo de 5% e 7,5% de AC que apenas para O
deslocamento de 0,2 e 0,4 mm (p<0,05) se verificam diferencas significativas. Para as
concentracdes de 5% e 10% de AC para todos os deslocamentos, exceto 0 mm, se
verificam diferengas significativas (p<0,05). Finalmente, para as concentracdes de 7,5% e
10% né&o se verificam diferengas significativas para 0 e 0,1 mm, verificando-se para 0s
restantes deslocamentos (p<0,05). Como as MAs com concentracdo de 10% de AC
apresentam forca mecénica significativamente superior a partir de 0,05 mm de
deslocamento sera daqui em diante utilizada apenas a concentragéo de 10% (% m/v) de AC
para fabricar MAs.
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Figura 24: Gréfico de barras da forca por agulha em funcdo do deslocamento para as
diferentes concentragdes de acido citrico (5%,7,5% e 10% (% m/v)) com os valores de p

n&o significativos obtidos pelo teste de Tukey (ns — n&o significativo).

Estas amostras foram também analisadas por espetroscopia de infravermelho, de
forma a confirmar a sua estrutura. Realizamos esta andlise para estas amostras por ja ser
uma formulacdo mais otimizada, e pelo grande objetivo de confirmar a reacdo de
reticulacdo. Na figura 25 apresentam-se os espectros das amostras reticuladas, bem como
dos respetivos compostos puros. O espectro de FTIR das amostras de CMC reticulada com
AC mostraram bandas aos 3358 cm™ (alongamento do O—H), 2920 cm™ (alongamento do
CHy>), 1586 cm™ (vibragdo do COO"), 1412 cm™ (vibragdo do COO), 1322 cm! (vibragio
do COO), 1261 cm™ (vibragdo do alongamento do C—O) e aos 1053 cm™ (alongamento do
C—0-C). Adicionalmente, os espectros das amostras reticuladas apresentam um pico
caracteristico nos 1719 cm relativo ao alongamento do grupo C=0 de acidos carboxilicos
e dos grupos éster. E reportado na literatura que a coexisténcia de carboxilatos (bandas nos
1586 cm, 1412 cm™ e 1322 cm™) e de 4cidos carboxilicos (bandas nos 1719 cm™ e 1261
cm™) ocorre devido & substituicdo do Na* por H* nas cadeias da CMC durante a
acidificacdo promovida pelo AC (95). A vibracdo aumentada nos 1261 cm™ nas amostras

reticuladas € atribuida ao C—O das ligacbes éster formadas (95). Para além disso, a

39



vibragdo observada aproximadamente aos 1719 cm™ indica mudangas nas ligagOes éster
resultado da reacéo de reticulacdo (107,108).
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Figura 25: Espectro de FTIR das amostras reticuladas e dos compostos puros constituintes.
(A) AC; (B) CMC; (C) CMC 7,5% + AC 5%; (D) CMC 7,5% + AC 7,5%; (E) CMC 7,5%
+ AC 10%.

Zhou et al. (109) reportou que existem duas etapas principais da reacdo de &cidos
carboxilicos polifuncionais com celulose, e estas sdo a ligacdo dos acidos carboxilicos
polifuncionais por esterificagdo com um grupo hidroxilo da celulose e a reacdo adicional —
por esterificacdo — com outro grupo hidroxilo da celulose resultando numa ligacao cruzada
entre as cadeias de celulose. A estrutura resultante da reacéo de reticulacdo da CMC com o
AC encontra-se representada na figura 26.
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E também reportado na literatura que o mecanismo da reacdo de reticulagio por
esterificacdo entre a CMC e o AC é baseado na formacdo de um anidrido intermediario
(109,110). Assim, a temperaturas elevadas (acima de 60 °C) o acido citrico forma um
anidrido ciclico intermediario que esterifica os grupos hidroxilo reativos da cadeia de CMC
adjacente. Apds esta ligacdo a outra unidade de acido carboxilico do AC forma um
segundo anidrido ciclico com o é&cido carboxilico adjacente. Por sua vez o segundo
anidrido ciclico ira esterificar os grupos hidroxilo reativos de outra molécula de CMC,
resultando na reticulacdo por esterificagdo de duas moléculas de CMC. A representacao

esquematica deste mecanismo encontra-se na figura 27.
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Figura 27: Representacao esquematica da recao de reticulacdo entre a CMC e 0 AC.

4.2. Incorporacao de celulose microcristalina na formulacédo das microagulhas

Com o intuito de utilizar a CM como agente de reforgo mecénico das MAS
investigamos trés concentracfes diferentes, 5%, 10% e 15% (% m/v, relativamente a
concentracdo total de CM). As MAs foram preparadas com as concentracdes fixas de 7.5%
e 10% (% m/v) de CMC e AC, respetivamente, escolhidas na otimizacdo prévia. Na lupa
foi possivel observar MAs e sistemas de MAs completos para todas as concentracdes de
CM. Constata-se que o aumento da concentracdo de CM leva ao aumento da opacidade,
bem como da irregularidade da superficie das MAs, sendo aquelas com maior
concentracdo de CM as mais opacas e irregulares. Novamente aqui, a irregularidade da
superficie € apenas um pardmetro de comparagdo entre as amostras, pois para o aspeto
geral ndo sdo significativas. Na figura 28 apresentam-se as fotografias obtidas na lupa das

MAs das diferentes amostras.
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Figura 28: Fotografias dos sistemas de MAs obtidas na lupa. (A) CM 5%; (B) CM 10%;
(C) CM 15%.

As microagulhas exibem alturas médias de 0,40+0,02 mm para 5% de CM,
0,41+0,02 mm para 10% de CM e 0,40+0,03 mm para 15% de CM. A analise estatistica
revelou diferenca significativa apenas entre a média das alturas das MAs de 10% e 15% de
CM (1<0,05). Na figura 29 apresenta-se um diagrama de barras da média das alturas das
MAs para as diferentes concentracdes de CM, bem como as diferencas estatisticas para
cada par analisado.
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Figura 29: Diagrama de barras da altura média (mm) das MAs para as diferentes
concentracdes de CM (5%, 10% e 15% (% m/v)) com os valores de p obtidos pelo teste de

Tukey (ns — ndo significativo, * — p<0,05).

O teste de compressdo axial realizou-se para avaliar a forca mecanica das MASs e 0s

resultados obtidos apresentam-se na figura 30.

2.0
= :
215 /
1]
3 7R
o
©
5
o
©
&
(o]
IS

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Deslocamento (mm)

*CM 5% =CM 10% ~CM 15%

Figura 30: Grafico da forca por agulha (N) em funcdo do deslocamento (mm) para as

diferentes concentracgdes de celulose microcristalina (5%, 10% e 15% (% m/v)).
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Como discutido anteriormente, o valor teoricamente necessario para O NOSSO
sistema de MAs penetrar a pele seria 0,13 N/agulha (83). Este valor é suportado a partir do
deslocamento de ~0,091 mm para 5% CM, ~0,098 mm para 10% CM e ~0,085 mm para
15% CM. O que mostra que a adicdo de CM aumenta a forca mecanica das MAS pois,
aquelas com a mesma composi¢do sem CM suportam menor forca para 0s mesmos
deslocamentos. No entanto, o grafico mostra-nos que ndo existe uma correlagdo entre o
aumento da concentracdo de CM e o aumento da forca mecanica das MAs ja que, no
intervalo de 0,1 a 0,35 mm as amostras com 5% de CM, a menor concentracdo, sdo as que
apresentam suportar forga mecénica superior. O resultado esperado seria o contrério do
obtido pois, se a CM ¢é utilizada como agente de reforco (99), a maior concentracdo de CM
nas MAs deveria conferir-lhes maior forca mecéanica. Contudo, € de notar as dificuldades
encontradas para fazer o teste de compressdo axial, isto porque os sistemas de MAs nédo
apresentam uma base plana, o que dificultou a preparacdo dos mesmos para o teste
mecanico. Sendo fundamental para a realizacdo do teste que estes estejam planos e
completamente apoiados na base de suporte. Ao tentar que ficassem planos com a base de
suporte facilmente quebravam perante a forca aplicada na sua base com uma lamela. Tendo
em conta o objetivo final das MAs serem aplicadas na pele, ndo é desejado que quebrem
quando lhes aplicamos forca, € desejado que a base do sistema seja flexivel o suficiente
para se adaptar aos contornos da pele sem fraturar (85). Também para as amostras com
CM, tal como verificado para as amostras do ponto 3.4, as curvas no grafico (Figura 30)
mostram-nos que independentemente da concentracdo de CM, as MAs ndo apresentam
forca de falha, isto € ndo quebram. Ao invés de quebrar dobram a medida que a sonda se
desloca e aplica forca crescente, este comportamento esta ilustrado na figura 31.
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Figura 31: Fotografias obtidas pela lupa das MAs para os deslocamentos de 0,1, 0,2, 0,3 e
0,4 mm, respetivamente da esquerda para a direita, durante o teste de compressdo axial.
(A) Amostra de CM 5%; (B) Amostra de CM 10%; (C) Amostra de CM 15%.

De forma a avaliar se as MAs produzidas com CM possuem forca mecénica
significativamente superior relativamente aquelas produzidas sem CM realizaram-se testes
estatisticos. Comparou-se a forga mecénica da amostra de CMC 7,5% + AC 10%, aquela
escolhida no ponto 3.4, e as amostras com as diferentes concentracbes de CM. Os

resultados do teste estatistico encontram-se representados na figura 32.
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Figura 32: Gréafico de barras da forca por agulha em funcdo do deslocamento para as
diferentes concentragdes de celulose microcristalina (0%, 5%, 10% e 15% (% m/v)) com

os valores de p ndo significativos obtidos pelo teste de Tukey (ns — ndo significativo).

Relativamente a concentracdo de 0% CM a forca suportada é significativamente
superior na amostra de 5% CM para os deslocamentos de 0,2 a 0,4 (p<0,05), na amostra de
10% CM para os deslocamentos de 0,3 a 0,4 mm (p<0,05) e na amostra de 15% CM para
os deslocamentos de 0,15 a 0,4 mm (p<0,05). Conclui-se entdo que os sistemas de MAs
com 5% e 15% de CM suportam forgas significativamente superiores para 0s mesmos 5
deslocamentos, enquanto que os com 10% de CM suportam forcas superiores apenas para
3 deslocamentos. Assim, apesar de verificarmos que a adicdo de CM aumenta a forca
mecanica das MAs, aquelas com menor concentracdo de CM sdo as que suportam forcas
superiores a par daquelas com a maior concentracdo. Por conseguinte, os resultados néo
evidenciam a necessidade de adicionar uma concentragao superior a 5% de CM.

As amostras foram também analisadas por espetroscopia de FTIR, de forma a
monitorizar a sua estrutura. Na figura 33 apresentam-se 0s espectros das amostras
reticuladas, bem como dos compostos puros que compde essas amostras. A amostra de CM
pura apresenta picos aos 3498 e 3394 cm™ (alongamento do O—H) e aos 1107 cm™

(alongamento do C—O—C). Os espectros das MAs com CM apresentam picos nos numeros
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de onda semelhantes aos verificados para as amostras sem CM (capitulo anterior) pois
estes estdo relacionados com a reacdo de reticulagdo que ocorre maioritariamente entre a
CMCeoAC.

(A)

‘ A A
3498 cm” 3394 cm

1260 cm™
A1107cm’ (¢

v
[ T —— ———
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v v
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Figura 33: Espectro de FTIR das amostras reticuladas e dos compostos puros constituintes.
(A) AC; (B) CMC; (C) CM; (D) CMC 7,5% + AC 10% + CM 5%; (E) CMC 7,5% + AC
10% + CM 10%,; (F) CMC 7,5% + AC 10% + CM 15%.

Constatamos com os resultados obtidos que a melhor formulacéo seja aquela com
5% (% m/v) de CM, possuindo melhores caracteristicas morfoldgicas, MAs mais
uniformes e com pontas mais definidas, e mecanicas, suportando forca mecanica

superior.

4.3. Determinacdo do intumescimento, citotoxicidade e capacidade de extracao
de analitos das microagulhas in vitro

Ap0s a otimizacdo das concentracdes de CMC, AC e CM, avangamos para 0s testes
in vitro de intumescimento e citotoxicidade. Para realizar estes testes escolhemos as
microagulhas de CMC 7,5% + AC 10% as de CMC 7,5% + AC 10% + CM 5% (todas as
concentracdes em % m/v), dado que séo os sistemas de MAs que suportam maior forca

mecéanica e apresentam melhor morfologia.
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4.3.1. Avaliacdo do intumescimento das microagulhas

Comegamos entdo por avaliar o intumescimento das MAs realizando o teste de
intumescimento por aplicagdo das MAs num gel de agarose (1,4% m/m) através de

parafilme, e os resultados obtidos apresentam-se na figura 34.

100

Hl Grau de intumescimento
Grau de perda de massa

%

Figura 34: Diagrama de barras que apresenta o grau de intumescimento e a perda de massa.
No eixo das abcissas: (1) CMC 7,5% + AC 10%; (2) CMC 7,5% + AC 10% + CM 5%.

Os resultados mostram que as MAs com CM 5% (Figura 34) apresentam uma
percentagem de intumescimento mais elevada e de perda de massa inferior. A observacédo
do parafilme no microscopio revelou que todas as amostras penetraram o parafilme e por
isso contactaram com o0 gel de agarose. A analise estatistica confirma que as diferencas
entre o intumescimento e a perda de massa das duas amostras sdo significativas (p<0,05).
A perda de massa € superior a 20% para a amostra CMC 7,5% e AC 10% (Figura 34), e
esta serd resultado da dissolu¢do de CMC e AC ndo reticulados. Isto posto serd importante
otimizar também o processo de reticulacdo de forma a diminuir a dissolucdo, e
consequentemente a perda de massa. Na figura 35 apresentam-se fotografias obtidas na
lupa antes e depois do intumescimento das MAs. E possivel observar o aumento de volume

das MAs, sendo principalmente visivel 0 aumento da sua base.
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(A) (B)

(©) (D)

Figura 35: Fotografias das MAs obtidas na lupa antes ((A), (C)) e depois do
intumescimento ((B) e (D)). (A) e (B): CMC 7,5% + AC 10%; (C) e (D): CMC 7,5% + AC
10% + CM 5%.

O grau de intumescimento observado esta bastante abaixo dos valores reportados na
literatura para outras MAs intumesciveis. Nomeadamente, Chang et al. reporta a producao
de MAs com &cido hialurénico metacrilatado que apds 30 min de inser¢do no gel de
agarose com o parafilme apresentam intumescimento de 125% a 250%, dependendo do
grau de reticulacéo (32).

Ao observar as MAs na lupa antes e depois do intumescimento procedeu-se
também a medicdo da altura e largura da base. Os resultados apresentam-se na figura 36 e
mostram, para ambas as amostras, que com o intumescimento ha a diminuicdo da altura
das MAs e o0 aumento da largura da base. O aumento da largura da base € indicativo da
absorcdo de fluido, do intumescimento. A diminuicdo da altura das MAs pode estar
associada a perda de massa constatada anteriormente (Figura 34). A analise estatistica
indica que a diminuicéo da altura da base e 0 aumento da largura da base séo significativos
para cada uma das duas amostras. Tendo em conta a Figura 34, distingue-se que as MAs
com CM 5% exibem maior grau de intumescimento e menor grau de perda de massa. No
entanto, quando observamos a figura 36 ndo se percebe que a altura e largura da base antes
e depois do intumescimento seja diferente para as duas amostras. O que é confirmado pela
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andlise estatistica que revela que entre as duas amostras ndo se apuram diferencas
significativas entre a altura e largura antes e depois do intumescimento. Seria pelo menos
esperado um maior aumento da largura da base nas MAs com CM 5%, pois o

intumescimento das MAs tipicamente é mais visivel na base das mesmas.
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Figura 36: Diagrama de barras da (A) altura média antes e depois do intumescimento e da
(B) largura média antes e depois do intumescimento. No eixo das abcissas: (1) CMC 7,5%
+ AC 10%; (2) CMC 7,5% + AC 10% + CM 5%.

Os resultados obtidos permitem inferir que as amostras com CM apresentam maior
grau de intumescimento e menor grau de perda de massa quando comparadas com as
amostras sem CM. Perante isso, as amostras de CMC 7,5% + AC 10% + CM 5% exibem

caracteristicas superiores relativamente a sua capacidade de intumescimento.

4.3.2. Avaliacéo da citotoxicidade in vitro

O efeito da CMC, AC e CM na viabilidade celular de queratindcitos HaCaT foi
avaliado através da atividade metabolica pelo ensaio do MTT (Brometo de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio). A figura 37 mostra os resultados da viabilidade
celular para o controlo negativo e para as amostras de CMC 7,5% + AC 10% e CMC 7,5%
+ AC 10% + CM 5%. Como seria de esperar, valores de crescimento celular normais
foram obtidos para o controlo, ou seja, 100% de viabilidade celular. Foi testado o tempo de
exposicéo de 24 h e para esse tempo ambas as amostras apresentam-se ndo citotoxicas para
as células HaCaT. As células expostas as MAs de CMC 7,5% + AC 10% mostraram
viabilidade celular de 85,71+8,37%, e as expostas as MAs de CMC 7,5% + AC 10% + CM
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5% evidenciam viabilidade celular de 75,06+6,02%. Estes valores encontram-se no
intervalo considerado ndo citotoxico, pois um material é considerado citotoxico quando a
viabilidade das células é reduzida mais de 30% segundo o ISO 10993-5:209(E) (111).
Entdo, ambos os sistemas de MAs ndo sdo citotoxicos para as células HaCaT, o que indica
que serdo seguros para serem utilizados em aplicacGes biomédicas.

Capanema et al. (95) reporta a avaliagdo da citotoxicidade de filmes de CMC, AC e
poli(etileno glicol) em células renais embrionarias humanas (HEK293T), também pelo
método do MTT. As células expostas aos filmes mostraram viabilidade celular de ~95%.
Previamente ao ensaio as amostras foram esterilizadas com radiagdo UV durante 60 min.
Ghorpade et al. (110) reporta a avaliacdo da citotoxicidade também em filmes de CMC,
AC e poli(etileno glicol) mas em linhas celulares de fibroblastos de ratinhos (L929), pelo
método do MTT. As células mostraram viabilidades superiores a 90%. De antemao as
amostras foram esterilizadas. Assim, os valores de viabilidade celular para o nosso ensaio
sdo inferiores contudo, as amostras ndo foram esterilizadas durante um longo periodo de
tempo como reportam estes artigos. Essa esterilizacdo estara na base da menor toxicidade
verificada. A vista disto, apesar dos valores de viabilidade celular obtidos mostrarem que
as MAs ndo sdo citotoxicas para as células HaCaT, poderd recorrer-se também a

esterilizacdo com UV para melhorar os resultados.
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Figura 37: Diagrama de barras da viabilidade celular (%) das células HaCaT quando
expostas as amostras de CMC 7,5% + AC 10% e CMC 7,5% + AC 10% + CM 5%.
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5. Conclusoes

Neste trabalho desenvolveram-se microagulhas intumesciveis biopoliméricas de
CMC, AC e CM. Iniciamos o estudo com a otimizacdo da concentracdo de CMC que
permitiu depreender que o aumento da concentracdo de CMC aumenta a forga mecanica
das MAs e melhora o seu aspeto morfoldgico. Todavia, uma concentracdo superior a 7,5%
(% m/v) produz uma solucdo de partida demasiado viscosa que impede 0 sucesso no
preenchimento do molde. Por conseguinte, definimos que 7,5% (% m/v) de CMC seria a
concentragdo escolhida. Seguidamente, a otimizagdo da concentragdo de AC permitiu
constatar que o aumento de AC também aumenta a forca mecénica das MAs. Também
produz MAs com melhor aspeto morfoldgico. Porém, concentracfes demasiado elevadas
de AC sdo indesejaveis pois, levam ao aumento da rigidez do polimero reticulado e
consequentemente menos liberdade para absorcéo de fluidos. Portanto, estabelecemos que
a melhor concentracdo de AC seria 10% (% m/v) relativamente a concentracdo total de
CMC. Com a intencdo de melhorar a estabilidade mecénica dos sistemas de MAS
adicionou-se CM a formulacdo. A correlacdo esperada entre 0 aumento da concentracdo de
CM e o aumento da forga mecanica das MAs néo se obteve. Ainda assim, a adi¢édo de CM
resultou de facto no aumento da forca mecénica das MAs relativamente aquelas sem CM.
Como ndo se verifica que com aumento da concentracdo de CM a forca mecanica aumente
na mesma ordem, e tendo em conta que a CM torna os sistemas de MAs mais quebradi¢cos
ndo existem evidencias que justifiquem a adicdo de mais de 5% (% m/v) de CM a
formulacdo. Sendo possivel com 5% (% m/v) CM obter MAs com melhor aspeto
morfologico e forca mecénica superior. ApOs o0s resultados obtidos no teste de
intumescimento e da citotoxicidade concluimos que a melhor formulacdo para produzir
MAs seria CMC 7,5% + AC 10% + CM 5%, pois apresenta maior grau de intumescimento
e menor grau de perda de massa e ndo sdo citotdxicas.

Como passo seguinte no trabalho podera ser importante a otimizacdo do processo
de reticulacdo de forma a maximizar a quantidade de CMC que reticula com o AC. Para
além disso € necessario averiguar se as MAs possuem de facto capacidade para extrair
analitos de forma a inferir se podem ou n&o ser utilizadas na monitorizagéo de analitos
presentes no fluido intersticial. Posteriormente, € fundamental testar a insercdo e a sua
capacidade de extracdo de fluido intersticial in vivo, de forma a demonstrar que estes

sistemas de MAs tém potencial para serem incorporados na rotina de pacientes e
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profissionais médicos com o grande objetivo final de tornar a extracdo e monitorizagéo de

analitos um processo mais agradavel, facil e acessivel para todos.
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