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RESUMO

O termo glaucoma se refere a um grupo de doencgas que se caracterizam pela morte
das células ganglionares da retina e degeneracdo do nervo éptico. O tratamento
farmacoldgico, através da instilacdo de colirios, costuma ser a escolha terapéutica
inicial, no entanto apresenta diversos inconvenientes, tais como: desconforto e
dificuldade na instilagcdo; esquecimento de aplicacdo; baixa biodisponibilidade do
farmaco. Estes inconvenientes conduzem a uma baixa adesdo do tratamento e
exposicao sistémica desnecessaria ocasionando efeitos colaterais adversos. Uma
alternativa ao colirio sdo os sistemas de liberacdo prolongada de farmacos, que
garantem manutencao de uma concentracao terapeuticamente eficaz por um periodo
prolongado de tempo. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um sistema polimérico
para a veiculacdo de substancias antiglautomatosas, garantindo um nivel terapéutico
adequado, e eliminando a necessidade de uma farmacoterapia de multiplas doses,
aumentando assim a adeséo e eficicia do tratamento. A quitosana é um polimero
natural, biodegradavel, seguro e bioativo. A condroitina é capaz de formar complexos
polieletrostaticos com aminas (no caso, a quitosana). O complexo formado entre
esses dois polimeros apresenta caracteristicas ideais para serem utilizados como
insertes oculares, de forma segura e eficaz pois ambos o0s polimeros séo
biodegradaveis e biocompativeis. Os insertes produzidos com estes polimeros foram
caracterizados, fisicoquimicamente, por meio de espectrometria de infravermelho,
analise térmica, potencial de hidratacdo, pH de superficie, capacidade de
mucoadesao, capacidade de liberacdo das substancias ativas in vitro e in vivo. Nos
espectros no infravermelho nédo foram observadas interacdes significativas. Este
resultado foi confirmado pelos termogramas de DSC. A capacidade de hidratacédo foi
de 400% demonstrando resisténcia mecéanica e capacidade de intumescimento dos
filmes. As substancias ativas foram liberadas no teste in vitro em aproximadamente
30 minutos e no teste in vivo a liberacdo da substancia ativa ocorreu por 3 semanas
consecutivas de tratamento. Apds analise histologica do nervo 6ptico dos animais, foi
possivel observar que ndo houve degradacédo (escavacdo) do nervo optico. Estes
resultados demonstram que o inserte é capaz de liberar o ativo in vivo e proteger as
células ganglionares, podendo, portanto, ser uma alternativa viavel ao tratamento

convencional com colirios.



Palavras chave: Glaucoma. Condroitina. Quitosana. Insertes Oftalmicos.

Caracterizacao de Polimeros.



ABSTRACT

The term glaucoma refers to a group of diseases characterized by retinal ganglion cells
death and optic nerve degeneration. The treatment focuses on pharmacological
treatment through the instillation of eye drops with several drawbacks, such as:
discomfort and difficulty in instillation; forgetfulness of application; low bioavailability of
the drug. These drawbacks lead to poor adherence to treatment and unnecessary
systemic exposure leading to adverse side effects. An alternative to eye drops are
sustained drug delivery systems, which ensure maintenance of a therapeutically
effective concentration for an extended period. The aim of this work was to develop a
polymer system for the delivery of antiglautomatous substances, guaranteeing an
adequate therapeutic level, and eliminating the need for multiple dose
pharmacotherapy, thus increasing adherence and treatment efficacy. Chitosan is a
biodegradable, safe and bioactive natural polymer. Chondroitin is capable of forming
polyelectrostatic complexes with amines (in this case, chitosan). The complex formed
between these two polymers presents ideal characteristics to be used as ocular
inserts, in a safe and effective way since both polymers are biodegradable and
biocompatible. The inserts produced with these polymers were physicochemically
characterized by infrared spectrometry, thermal analysis, hydration potential, surface
pH, mucoadhesion capacity, release capacity of the active substances in vitro and in
vivo. No significant interactions were observed in infrared spectra. This result was
confirmed by the DSC thermograms. The hydration capacity was of 400%
demonstrating mechanical resistance and swelling ability of the films. The active
substances were released in the in vitro test in approximately 30 minutes and in the in
vivo test the release of the active substance occurred for 3 consecutive weeks of
treatment. After histological analysis of the optic nerve of the guinea pigs, it was
possible to observe that there was no degradation (excavation) of the optic nerve.
These results demonstrate that the inserts are layers of releasing the active substance
in vivo and protecting the ganglion cells and may therefore be a viable alternative to

conventional eye drops treatment.

Key words: Glaucoma. Chondroitin. Chitosan. Ophthalmic inserts.
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1 INTRODUCAO

O termo glaucoma nao se refere a uma entidade patoldgica Unica, mas a
um grupo heterogéneo de doencas neurodegenerativas que afetam a visdo periférica
do individuo, caracterizando-se pela morte, por aptose, das células ganglionares da
retina e degeneracéo do nervo oOptico, podendo levar & cegueira. E um importante
problema de saude publica em todo o0 mundo, uma vez que, segundo a Organizagao
Mundial de Saude (OMS, 2017), é a principal causa de cegueira irreversivel e a

segunda causa de cegueira no mundo.

Atualmente existem mais de 70 milhdes de pessoas com glaucoma em
todo mundo, sendo que a cada ano surgem mais de 2,4 milhdes de novos caso.
Estima-se que em 2020 havera 80 milhGes de pessoas com glaucoma no mundo, e
que dessas, 11,2 milhdes terdo cegueira bilateral secundéaria ao glaucoma (OMS,
2017; Quigley e Broman,2006). Segundo a Sociedade Brasileira de Glaucoma, a
doenca atinge cerca de 2% da populacao no Brasil, existindo cerca de um milhdo de
portadores de Glaucoma. Nos Estados Unidos cerca de 2,25 milhdes de pessoas sao
portadoras de glaucoma, sendo a principal causa de cegueira na populacdo negra
(Friedman et al, 2004).

O glaucoma muitas vezes € chamado de “silent blinder” ou, traduzindo
“cegueira silenciosa”, porque muitas vezes os portadores nao tém conhecimento da
doenca. Estima-se que apenas 50% dos doentes sejam efetivamente diagnosticados
com glaucoma (COLEMAN, A. 1999).

Séo descritas diferentes formas de glaucoma, sendo as principais o
glaucoma de angulo aberto (OAG), onde o angulo da camara anterior do olho
permanece aberto, e o glaucoma de angulo fechado ou agudo (AGC), onde ocorre 0
fechamento do angulo da cAmara anterior. As alterac6es do campo visual que levam
ao glaucoma podem ser resultado de varios fatores de risco, como 0 aumento da
pressao intraocular (P10), idade avancada, disturbios cardiovasculares e etnia. Apesar
da PIO néo ser o unico fator de risco associado ao glaucoma, € o principal fator
modificavel, estando diretamente relacionado & morte de células da retina, e se néo
for tratado, resulta na progressao da doenca em 70% de todos os casos (Sacca, et.

al., 2014). A reducdo da PIO pode prevenir o desenvolvimento do glaucoma em
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individuos com PIO elevada e reduzir a progressdo nos pacientes com doenca em

estagio inicial.

O tratamento do glaucoma é realizado preservando-se a viséo, retardando
o0 dano ao nervo Optico através da reducdo da PIO. Pode ser constituido de um
tratamento farmacologico, a laser ou por intermédio de um procedimento cirdrgico.
Dentre estes, o tratamento farmacoldgico é o mais utilizado e é realizado instilando-

se colirios no olho afetado (Mckinnon et al., 2008).

O uso de colirios, porém, pode apresentar diversos inconvenientes, pois
possuem baixa adesédo, devido ao desconforto e dificuldade na instilacdo, além de
apresentarem baixa biodisponibilidade ocular devido a drenagem pelo ducto
nasolacrimal e apresentarem uma exposicado sistémica desnecessdria, podendo
conduzir a efeitos colaterais(HUGHES, 2003; EM. del Amo e URTTI, 2008; Kulkarni et
al., 2008).

Uma opcao para substituir o tratamento convencional é a utilizacdo de
sistemas de liberacdo controlada de farmacos (SLCF) sob a forma de insertes
oculares, pode ser uma alternativa eficiente, uma vez que os SLCF podem fornecer
niveis terapeuticamente eficazes e constantes por um longo periodo de tempo (E.M.
del Amo et al., 2008; RIOS, 2005). Além disso, ocasionam a diminuicdo dos efeitos
sistémicos secundarios, aumentando a adesao do paciente ao eliminar a necessidade
de tomar multiplas doses, melhorando assim os resultados da terapia (BOURGES et
al., 2006).

Uma substancia de interesse para o desenvolvimento de SLCF é a
quitosana, um polissacarideo obtido a partir da desacetilacdo da quitina, com diversas
aplicac6es médicas conhecidas, por ser biocompativel, biodegradavel, bioativo e com
caracteristicas antissépticas (RINAUDO, 2006). Devido a essas caracteristicas
apresenta larga aplicacdo no desenvolvimento de sistemas de liberacéo prolongada

para farmacos.

Porém, apesar de suas qualidades, sua aplicacéo se torna limitada devido
as suas propriedades hidrofébicas, que conferem uma baixa solubilidade e podem
resultar em uma pobre fixagdo celular em sua estrutura desprotonada. Para o

aperfeicoamento da utilizacdo da quitosana é necessario a protonacao do nitrogénio
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do grupo amino no carbono 2 do anel piranosidico. Para esta protonacédo, pode-se
utilizar &cidos (organicos ou minerais) que doam seus prétons e facilitam tanto a
solubilidade do quitosana como suas propriedades de adeséo/fixagao celular. Uma
possibilidade para esta protonacdo pode ser a utilizacdo do sulfato de condroitina.
Esta substancia pode reagir com a quitosana, na forma de um par i6nico e formar
membranas com uma maior hidrofilicidade, por exemplo, melhorando a mucoadesao

e otimizando o potencial dos insertes.

O sulfato de condroitina (SC) € um copolimero alternado de (1,4) D
glicurénico e (1,3)-N-acetil-D-galactosamina, pertencente a familia dos
glicosaminoglicanos (GAG). E um dos principais componentes da matriz extracelular,
sendo abundante e amplamente distribuidos em seres vivos e possuindo um papel
importante em processos bioldgicos. Assim como a quitosana, € um polissacarideo
atoxico, biocompativel, biodegradavel e com caracteristicas mucoadesivas(VOLPI,
2006).

Portanto, considerando a dificuldade na terapia dos antiglaucomatosos, a
baixa solubilidade do quitosana, a possibilidade de se produzir um dispositivo
polimérico com quitosana e condroitina para veiculagdo ocular levou ao
desenvolvimento deste trabalho. Assim, esse trabalho teve como motivacdo a
otimizag&o do tratamento do glaucoma, através do desenvolvimento de um sistema
polimérico com capacidade de liberacéo prolongada de forma segura e biocompativel,

na forma de um inserte para a veiculacdo de uma substancia antiglaucomatosa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anatomia Ocular

7

O olho humano é um Orgdo sensorial especializado que se encontra
relativamente isolado do acesso sistémico pelas barreiras hematorretiniana,
hematoaquosa e hematovitrea (Goodman 12 ed.). Todo o conjunto que compde a

visdo humana é chamada de globo ocular.

Pode ser dividido em dois segmentos, o anterior e 0 posterior, como
ilustrado na Figura 1. No segmento anterior estdo a cornea, o limbo, as camaras
anterior e posterior, a rede trabecular, o canal de Schlemm, a iris, o cristalino, a z6nula
e o corpo ciliar. J& o segmento posterior € constituido pelo humor vitreo, retina,
coridide e nervo 6ptico (HENDERER e RAPUANO, 2006). As camaras anterior e
posterior do olho sdo preenchidas por um fluido claro chamado humor aquoso (Cassin
B, 2011).

Figura1l: Anatomiado olho humano
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O humor aquoso, Figura 2, tem a funcéo de nutrir a cornea e a lente e
mantém uma pressao hidrostatica conveniente para o olho (BICAS, 2007). Ele é
produzido incessantemente, em uma quantidade média de 3mL por dia, no processo
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ciliar, uma regido recoberta por uma camada de células epiteliais, que transportam
ativamente o humor aquoso desses processos ciliares para a parte posterior da
cOrnea e para parte anterior da iris (KAUFMAN, 2004). Para manter a pressao do
globo ocular constante, o humor vitreo é drenado da regiao trabecular para um vaso
chamado "canal de schlemm”, que circunda todo o olho, o qual esta ligado a veia
epiescleral pelo aqueduto venoso (MACKNIGHT, 2000). Essa area € chamada de

angulo da camara anterior ou angulo. (CASSIN, B. 2011)

Figura 2: Humor aquoso, producdo e escoamento.

RETINA

Fonte: Instituto dos Olhos de Belo Horizonte, disponivel em http://www.iobh.com.br/glaucoma

A pressao intraocular (PIO) é a pressédo que os liquidos exercem sobre o
revestimento do olho. Normalmente, a PIO é estabelecida por um equilibrio na
producdo do humor aquoso pelo corpo ciliar, na camara posterior do olho, e a
drenagem através do sistema de escoamento interno. O componente responsavel
pelo sistema de drenagem é a malha trabecular, localizada no angulo (CASSIN, B.
2011). Quando ocorre um desequilibrio entre a producao e o escoamento do humor
aquoso, é gerada uma alteracéo na PIO, sendo o aumento da PIO o principal fator de

risco de surgimento do glaucoma.
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2.2 Glaucoma

Glaucoma € o termo de designacao genérica para um grupo de neuropatias
Opticas crbénicas que tém em comum uma degeneracgao progressiva e lenta de células
ganglionares da retina e seus ax6nios, resultando em uma aparéncia distinta do nervo
optico (Figura 3) e em uma perda visual gradativa (WEINREB et al., 2004; CASSON
et al., 2012; MANTRAVADI et al., 2015). Pode-se descrever o aspecto caracteristico
da neuropatia 6ptica como escavacao focal ou adquirida ou perda generalizada de
tecido neural da retina. O mecanismo para incitacao da cascata de dano celular ainda
nao € claro e esta provavelmente relacionado a uma complexa interacdo de diversos

fatores, incluindo susceptibilidades estruturais e vasculares.

Figura 3: Comparacéo da progressao do dano ao nervo optico. (A) disco
optico saudavel, (b) primeiros estagios da degradacdo do disco 6ptico, (c)
estagio intermediario e (d) estagio avancado de degradacédo do disco Optico de
um individuo glaucomatoso.

Fonte: Chika Ohara Eye Clinic, Fukuoka, Jap&o. Retirado do site: http://oharachika-
ganka.com/en/guide/glaucoma.html em 16/12/2018.

2.2.1 Epidemiologia

Estimou-se que em 2017, o numero de pessoas portadoras de glaucoma
em todo o mundo equivaleu a 66,8 milhées (Conlon, 2017). Quigley e Broman (2006)
estimam que em 2020 esse namero devera atingir cerca de 80 milhdes de pessoas,
devido ao aumento da propor¢cdo de pessoas com maior idade. Dentro esses
individuos, 74% serao portadores do glaucoma primario de angulo aberto (GPAA),
sendo provavel que aproximadamente 11,2 milhdes deles apresentem cegueira

bilateral secundaria ao glaucoma.
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No Brasil, ha escassez de informacdes quanto a prevaléncia do glaucoma.
Segundo a Sociedade Brasileira de Glaucoma a doenca atinge 2% dos brasileiros
acima dos 40 anos de idade, representando cerca de 1 milhdo de pessoas e observa-
se um aumento da prevaléncia conforme o aumento da idade. A maioria dos afetados
€ do sexo feminino, com média de idade de 63 anos e sdo portadoras de outras

doencas crbnicas, como diabetes e hipertensao.

De acordo com a Secretaria de Estado de Saude de Minas Gerais (SES-
MG), no ano de 2018, foram diagnosticados 16 mil pacientes com a doenca no estado.
Porém, por se tratar de uma patologia sem notificacéo obrigatéria é provavel que esse

namero seja ainda maior.

Essa é uma doenca de interesse, pois € a segunda maior causa de cegueira

em todo o mundo, perdendo apenas da catarata (Figura 4).

Figura 4: Causas da Cegueira.

Causas de cegueira

W Catarata W Glaucoma m Degeneragdo macular
M Opacidade corneal M Retinopatia diabética Cegueira infantil
B Tracoma B Oncocercose H Outros

Fonte: Adaptado de RESNIKOFF, 2004.
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2.2.2 Prevaléncia

Entre as regides do mundo, existem diferengcas marcantes no niumero de
pessoas afetadas pelo glaucoma. A prevaléncia de glaucoma de angulo aberto
(GPAA) é maior na Africa, 20%, e a prevaléncia de glaucoma agudo (GPAF) é mais
elevada na Asia, 1,09%. Pessoas de ascendéncia africana S0 mais propensas a ter
GPAA que pessoas de ascendéncia europeia. Além disso, pessoas que vivem em
areas urbanas sdo mais propensas a ter GPAA que pessoas que vivem em areas
rurais. (Tham, Yih-Chung et al., 2014)

2.2.3 Fatores de Risco

Os principais fatores de risco identificados para o glaucoma, descritos na
Figura 5, sdo o aumento da PIO, a idade avancada (sendo considerado avancado
acima de 40 anos), a etnia (sendo a etnia negra para o de angulo aberto e amarela
para o de angulo fechado), a presenca de miopia, o histérico familiar, diabetes mellitus,
distarbios cardiovasculares, hipertenséo arterial e paquimetria — menor espessura da
cornea (SILVA et al., 2004; CASSON et al., 2012; MANTRAVADI et al., 2015).

Figura 5: Principais fatores de risco para Glaucoma, em sentido horario: PIO,
idade, etnia, miopia, diabetes mellitus, hereditariedade, hipertensao.




26

2.2.4 Classificacao

O glaucoma n&o € uma entidade Unica, e é por vezes referida no plural,
como os glaucomas. Todas as formas sao potencialmente progressivas, podendo

conduzir a cegueira (Casson et al; 2012).

Segundo o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas do Glaucoma, o
mesmo pode ser classificado das seguintes formas: glaucoma de angulo aberto
(GPAA), glaucoma de presséao normal (GPN), glaucoma primério de angulo fechado
(GPAF), glaucoma congénito e glaucoma secundario, conforme pode ser observado

na Tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo Internacional de Doencas e Problemas Relacionados a
saude (CID- 10) - Cédigo e classificacao dos tipos de Glaucoma - Protocolo
Clinico e Diretrizes Terapéuticas do Glaucoma

CLASSIFICAC}AO ESTATISTICA INTERNACIO]\IAL DE DOENCAS E

PROBLEMAS RELACIONADOS A SAUDE (CID-10)

H 40.1 Glaucoma primario de angulo aberto

H 40.2 Glaucoma primario de angulo fechado

H 40.3 Glaucoma secundario a traumatismo ocular

H 40.4 Glaucoma secundario a inflamacéo ocular

H 40.5 Glaucoma secundario a outros transtornos do olho

H 40.6 Glaucoma secundario a drogas

H 40.8 Outro glaucoma

Q15.0 Glaucoma congénito

Fonte: Portaria Conjunta n® 11, de 02 de abril de 2018

Os principais tipos de glaucoma descritos sao o glaucoma primario de
angulo aberto (GPAA) e o glaucoma primario de angulo fechado (GPAF), sendo o

GPAA a forma mais comum de glaucoma.

A diferenca entre esses tipos esta no angulo da camara anterior. No GPAA,

0 angulo da camara anterior do olho permanece aberto, jA no GPAF ocorre o
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fechamento do angulo da camara anterior (LEE et al., 2005), conforme ilustrado na

Figura 6.

Figura 6: Diferenca entre glaucoma de angulo aberto (GPAA) e glaucoma de
angulo fechado (GPAF)
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Fonte: American Glaucoma Society

Para diferenciar os tipos de glaucoma, pode ser utilizado um procedimento
conhecido como gonioscopia, esse procedimento se baseia no exame da camara
anterior com o auxilio de uma lente, que permite que o observador visualize o angulo

entre a cérnea e a iris (Almeida, HC 2015; Mantravadi et al., 2015)

Se o glaucoma se desenvolve em um olho sem nenhuma doenca pré-
existente, é considerado glaucoma primario. Se o0 mesmo se desenvolve em um olho
com uma doenca preexistente, o paciente é diagnosticado com glaucoma secundario
(LEE et al., 2005).

2.2.5 Glaucoma Primario de Angulo Aberto (GPAA)

O GPAA é uma doenca crénica normalmente assintomatica, caracterizada
pela perda lenta, progressiva, irreversivel e usualmente indolor da visao periférica. Os
pacientes podem notar uma perda gradual da visao periférica, ou "visdo de tunel",
ilustrada na Figura 7. Essa visao caracteristica ocorre apés a perda de mais de 40%
das fibras nervosas (WESTON et al., 2010; VAUGHAN et al., 1999).
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Figura 7: Exemplo da progresséao da perda de campo visual de pacientes
portadores de glaucoma.

Fonte: www.keepingussafe.org/glaucoma-older-driver-safety/

O glaucoma de angulo aberto € usualmente bilateral e assimétrico
(BROMAN et al., 2008), possuindo como principal fator de risco a elevagéo da P1O. O
GPAA, pode ser diagnosticado por presenca de PIO superior a 21lmmHg associada a
dano no nervo 6ptico ou a defeito no campo visual compativel com glaucoma e
auséncia de anormalidades na camara anterior e de anormalidades sistémicas ou
oculares que possam aumentar a PlIO (Protocolo Brasileiro Clinico e Diretrizes
Terapéuticas do Glaucoma 2018).

A PIO, demostrada na Figura 8, é a pressdo que os liquidos exercem sobre
o revestimento do olho. Normalmente, é estabelecida por um equilibrio na producao
do humor aquoso pelo corpo ciliar, na camara posterior do olho, e na drenagem

através do sistema de escoamento interno.
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Figura 8: Aumento da pressao intraocular e danos ao nervo optico
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Fonte: Adaptado de A.D.A.M. Education, disponivel em
https://medlineplus.gov/ency/article/001620.htm

7

O componente responsavel pelo sistema de escoamento/drenagem é a
malha trabecular localizada em uma area denominada angulo. No GPAA, o maior local
de resisténcia de escoamento do humor aquoso esta na malha trabecular. Como

consequéncia desse escoamento falho, ocorre a elevacéo da pressao ocular interna.

A relacdo entre o nivel de pressao e o fluxo sanguineo pode levar a um
estresse na cabeca do nervo Optico e na esclera, levando assim a formacdo de uma
lesdo glaucomatosa (Quigley, 2011). A taxa a qual os pacientes com elevada PIO
desenvolvem lesdo do nervo Optico no glaucoma é de cerca de 1 por cento por ano

(American Academy of Ophthalmology,2000)

2.2.6 Glaucoma de Angulo Fechado (GAF)

O glaucoma de angulo fechado (GAF) é causado pela obstrucdo da malha
trabecular, resultando na reducéo da drenagem do humor aquoso atraves do angulo
da camara anterior. Usualmente, essa obstrucdo ocorre fisicamente pela iris, que
pode ser puxada ou empurrada para a camara anterior (Patel et al., 2014). A obstrucao
ocorre de forma aguda, levando a um rapido aumento da PIO e a uma aguda perda

visual, requerendo uma urgente intervencgao.
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Ao contrario do GPAA, pacientes com GAF agudo normalmente
apresentam sintomas, que podem ser descritos como um subito embagamento da
visao, vermelhidao ocular, hiperemia e dor. Alguns pacientes relatam a formacao de
halos ao redor da luz, caracteristica secundaria a um edema na cornea devido ao
aumento agudo da PIO. O subito aumento da PIO também pode causar dores de

cabeca, nauseas e vomitos (Mantravadi et al.,2015).

Pode-se classificar o glaucoma de angulo fechado de acordo com a
etiologia do fechamento do angulo. Diz-se glaucoma de angulo fechado primario
(GPAF) aqueles que ndo possuem nenhum mecanismo causal que leva ao
fechamento do angulo. Ja o glaucoma de angulo fechado secundario (GSAF) refere-
se aos GAF que possuem mecanismos identificaveis para a superposi¢éo da iris sobre

o angulo, ou o fechamento direto do angulo pelo bloqueio da malha trabecular.

O glaucoma de angulo fechado primario é causado por blogueio da pupila
em 90% dos casos. Esse blogueio se da devido a aposi¢cdo da iris contra a lente,
restringindo o fluxo de humor aquoso da camara posterior para a anterior e sua
subsequente drenagem pela malha trabecular. Isso pode acontecer de forma aguda,
intermitente ou cronicamente. Os tipos mais comuns de GAF primario sdo o GAF
agudo, subagudo (ou intermitente), estreitamento da camara anterior e o iris platd
sendo esse Ultimo o Unico tipo de GAF primario que ocorre sem bloqueio da pupila
(Patel el al. 2014).

O glaucoma de angulo fechado secundéario pode ser dividido em dois
grupos GSAF com bloqueio de pupila, e 0 GSAF sem bloqueio da pupila. (Patel et al.,
2004; Schwartz e Budenz, 2004; Sacca, et. al., 2014).

2.2.7 Diagnostico

O diagnoéstico do glaucoma representa um desafio devido a auséncia de
sintomas iniciais, o que frequentemente resulta em um atraso na deteccao da doenca
e no inicio do tratamento. Tal atraso no diagndstico leva a uma maior chance de

progresséo da doenca e evolucao para a cegueira (Chenn PP; 2004).
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Segundo o Protocolo Brasileiro Clinico e Diretrizes Terapéuticas do
Glaucoma, a avaliacao oftalmoldgica do paciente deve ser binocular e deve abordar
0S seguintes itens para o diagndéstico do glaucoma e para a determinacdo da sua

gravidade:

* Anamnese,

» Medida da acuidade visual com melhor correcéo;

« Exame pupilar para avaliagdo de reatividade a luz e procura de defeito
pupilar aferente relativo;

» Biomicroscopia de segmento anterior para avaliagdo da profundidade da
camara anterior, de doencas corneanas ou de causas secundarias para o
aumento da PIO;

» Afericdo da PIO, idealmente medida com tonometria de aplanacdo de
Goldmann, em diferentes dias e horarios, para reconhecimento da flutuacao
diaria;

» Avaliacdo do nervo optico e da camada de fibras nervosas para o
fornecimento de informacdes estruturais sobre o dano glaucomatoso.

* O nervo Optico deve ser avaliado com biomicroscopia de fundo e
fundoscopia sob midriase e ser documentado, idealmente, com retinografia

colorida binocular, sendo a afericdo da PIO o exame padrao.

2.2.8 Afericdo da P1O

A afericdo da PIO € um exame basico e essencial para o tratamento e
acompanhamento de pacientes com glaucoma. Os métodos de aplanacdo mais
utilizados sé@o o de Goldmann, Perkins, Tono-Pen e o de sopro, também conhecido
por pneumotonémetro. O tondmetro de Perkins e 0 Tono-Pen sdo portateis, o que

permite medir a PIO em varias posicoes.

O tondémetro de aplanacéao de Goldmann (TAG), demostrado na Figura
9, é considerado como o padréao-ouro para a afericdo da P1O. O principio de eficacia
do tonébmetro de aplanacdo baseia-se no Principio de Goldmann: medic&o da forca
necessaria para manter uma aplanacédo sempre uniforme da superficie da cornea. A

medicdo exata da superficie de aplanacgdo é realizada com a lampada de fenda com
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uma ampliacdo de 10x. A medicdo da pressao é realizada com a lampada de fenda
com 0s pacientes sentados e serve como exame de rotina num microscopio de

lampada de fenda comum.

Figura 9: Tondmetro de Goldman
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Fonte: retirado de <http://www.aptomed.com.br/canal/Oftalmologia/Exames-e-Procedimentos-
Oftalmologicos/Tonometria---Medida-da-Pressao-Intra-Ocular-(P10)> em 20/12/2018

Caso ocorra a suspeita de glaucoma, devem ser realizados outros exames
como forma de complementar a investigacdo diagndstica, determinando a gravidade
e o tipo de glaucoma encontrado. Dentre esses exames podemos citar a gonioscopia,

a paquimetria ultrassonica e a capimetria visual.

A gonioscopia, Figura 10, avalia o angulo iridocorneano, identificando a
amplitude do angulo da camara anterior, o grau de pigmentacao, a altura da insercao
iriana e a configuracao da iris. O diagndstico do GPAA requer uma gonioscopia para
excluir o fechamento angular e outras causas de aumento da PIO, como recesso
angular, dispersédo pigmentar, sinéquias anteriores periféricas, neovascularizacéo de

angulo e precipitados inflamataérios.
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Figura 10: Gonioscopia
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Fonte: Health Education Library for People, disponivel em <http://www.healtlibrary.com>
acessado em 20/12/2018

A Paquimetria UltrassOnica € indicada para medir a espessura da cornea

por meio de uma sonda de ultrassom.

A campimetria visual € o exame padrao-ouro para detectar o dano funcional
do glaucoma e para monitorizar sua progressao. Consiste em avaliar a percepcao

visual central e periférica, possibilitando assim a analise da capacidade de viséo.

2.3 Tratamento

O principal fator de risco modificavel relacionado ao glaucoma é o aumento
da PIO, que esta ligado a apoptose das células ganglionares da retina. Sem
tratamento, leva ao avanco da doenca em 70% das ocorréncias. A diminuicdo da P1O
pode diminuir o avanco da doenca em estagio inicial e evitar que se desenvolva
naquelas pessoas com PIO acima do normal (WEINREB et al., 2004; Sacca et al.,
2014). A diminuicao da PIO constitui a Unica intervencéo, jA demonstrada, que evita a
perda de visédo resultante do glaucoma (Conselho Internacional de Oftalmologia |

Diretrizes para Tratamento Ocular do Glaucoma).
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O controle permanente do glaucoma depende da capacidade de avaliar a
resposta ao tratamento e de detectar o avango e a instabilidade da doenca (ICO
Glaucoma Guidelines 2005).

A estratégia utilizada para reducdo da PIO consiste em tratamento
farmacoldgico ou procedimentos cirurgicos e a laser. Segundo a Sociedade Europeia
de Glaucoma deve-se iniciar o tratamento de forma medicamentosa e, caso O
tratamento farmacol6gico ndo seja eficaz deve-se fazer uso da trabeculopastia (laser).
Se ainda néo for suficiente, € indicada a realizacdo de uma trabeculectomia (cirurgia)
(COLEMAN, 1999).

2.3.1 Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas

O ministério da Saude liberou em 2018 a PORTARIA CONJUNTA N° 11,
DE 02 DE ABRIL DE 2018, que aprova o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas
do Glaucoma. Tal protocolo visa estabelecer os critérios diagndsticos e terapéuticos

do glaucoma.

Tal protocolo preconiza que antes do inicio do tratamento, deve ser
realizado exame oftalmoldgico completo com a documentacdo do nervo éptico com
retinografia binocular colorida, campimetria visual, paquimetria, avaliacdo do fundo de
olho e medicao da PIO basal. Apesar de o tratamento ndo se restringir ao tratamento
farmacoldgico topico, muitas vezes necessitando de intervencgdo cirdrgica e a laser,

esse protocolo restringe-se a estabelecer as condutas medicamentosas.

2.3.2 O tratamento cirlrgico e a laser

Apesar de nao descritos no protocolo clinico e diretrizes terapéuticas do
glaucoma e de ser menos usual, o tratamento do glaucoma pode ser realizado através

de tratamento cirargico e a laser.

A trabeculoplastia a laser e trabeculectomia séo procedimentos cirdrgicos
ambulatoriais. Esses procedimentos séo indicados quando a PIO ideal ndo pode ser

alcancada clinicamente, quando o dano do nervo Optico progride apesar de atingir a
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pressdo intraocular determinada com a terapia médica, ou quando o paciente é

incapaz de cumprir ou tolerar a terapia médica. (The Glaucoma Laser Trial, 1995)

A trabeculoplastia é uma modalidade de laser usualmente utilizada para o
tratamento do glaucoma de angulo aberto. Ela consiste no direcionamento da energia
do laser para a malha trabecular, com o intuito de aumentar a drenagem do humor
aquoso e, assim, reduzir a PIO (Mantravadi et al.,2015). A trabeculoplastia a laser é
uma terapia eficiente e segura, porém se torna impraticavel para alguns pacientes
devido ao alto custo e ao elevado risco de efeitos adversos (Vaughan al., 1999). A
trabeculoplastia por laser de argbnio é contraindicada para GAC quando o olho possui

mais de 90 graus de fechamento do angulo. (Coleman, A. 1999)

A iridotomia periférica € outro tipo de tratamento a laser, sendo indicado
para o glaucoma de angulo fechado. Consiste na criacdo de uma microscopica
abertura na camara anterior, com o objetivo de aliviar a obstrucdo da passagem
aquosa da camara posterior para a anterior e permitir o0 acesso a rede trabecular,
permitindo assim o escoamento. A iridotomia também pode ser utilizada
profilaticamente em olhos com angulos de camara anterior estreitos ou aglomeradas,
gue consideram-se ter mais risco de desenvolver glaucoma de angulo fechado em

algum momento na vida (Mantravadi et al.,2015)

A trabeculectomia é um procedimento invasivo, que possui riscos visuais
importantes e € normalmente reservado para pacientes nos quais a terapia médica e
a laser falharam. Esse tratamento se baseia na remoc¢édo de uma por¢ao da malha
trabecular e tecidos adjacentes com o intuito de aumentar a drenagem do humor

aguoso.

Tanto a trabeculoplastia quanto a trabeculectomia sdo tratamentos
utilizados apenas em ultimo caso, devido ao alto custo, aos riscos associados e aos
efeitos adversos desses procedimentos. Dessa forma, a primeira escolha para o

tratamento do glaucoma é o farmacolégico.
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2.3.3 Tratamento Farmacoldgico

Usualmente, os farmacos de uso tépico ocular e de uso oral sdo as
primeiras escolhas para o tratamento de glaucoma, principalmente no caso de GPAA.
Atualmente, sédo utilizadas cinco principais categorias de farmacos para a reducao da
P10: os betablogueadores, os analogos de prostaglandinas, (Figura 11, b, c e d), os
inibidores de anidrase carbonica (Figura 11 e), os agonistas a-2 seletivos (Figura 11f)
e 0s agentes colinérgicos (parassimpaticomiméticos) (Figura 11g) (PARANHOS et
al., 2009; MCKINNON et al., 2008).

Figura 11 — Estrutura quimica do betabloqueador maleato de timolol (a), dos
analogos de prostaglandinas latanoprosta (b), bimatoprosta (c) e travoprosta
(d), do inibidor de anidrase carbonica cloridrato de dorzolamida (e),do agonista
a-2 seletivo tartarato de brimonidina (f) e do agente colinergico pilocarpina(g)
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Os principais farmacos utilizados, seu mecanismo de acao, capacidade de

reducao da PIO e efeitos adversos podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2:Tabela com os principais farmacos, sua acéo e efeitos adversos.

Classe Nom.es Mecams:mo de | Reducdo Efeitos Adversos
Genéricos Acédo da PIO
Insuficiéncia cardiaca
Timolol, T congestiva,
Diminuicéo da o b
Betabloqueadores carteolol, producéo de 20% - roncoespasmo,
betaxolol, h 25% bradicardia,
. umor aquoso ~
metipranolol depressao,
impoténcia.
Nausea, vomito,
: : Aumento da : )
Agentes Pilocarpina diarreia, aumento
O drenagem do 20-25% L TR
colinérgicos Carbachol h miopia, diminuicdo
umor aquoso o~
da visédo
Anélogos de Latanoprosta Aumento da Pigmentacao da iris,
prosta, 25%-33%

prostaglandinas e
prostamidas

Bimatoprosta

drenagem do
humor aquoso

hipertricose dos
cilios.

Agonistas a-2
seletivos

Epinefrina,
brimonidine

Diminuicdo da
producéo de

humor aquoso e

aumento da
drenagem do
humor aquoso

20% -
25%

Aumento da pressao,
dor de cabeca,
reacoes alérgicas,
fadiga.
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L . Diminuicdo da Mal-estar
Inibidores de Dorzolamida, QN 15%- ~ .
. o ; producgéo de o depressao, célculo
anidrase carbbnica metazolamida 20% )
humor aquoso renal, anorexia.

Fonte: adaptado de Mantravadi et al., 2015

Segundo a Portaria GM/MS 1.554/2013, a solucao oftalmica de maleato de
timolol 5,0mg/mL e de pilocarpina 20mg/mL constituem a primeira linha de tratamento
do glaucoma. Na lista de medicamentos essenciais da World Heath Organization
(WHO), constam a acetazolamida, comprimido de 250mg, solucdo de latanoprosta
(colirio): 50 microgramas/mL, solucao de pilocarpina (colirio): 2%; 4% e solucéo de
timolol (colirio): 0,25%; 0,5%.

Os betabloqueadores constituem a principal classe dos medicamentos
utilizados no tratamento do glaucoma, e podem ser divididos em néo seletivos e beta-
1 seletivos. Os betabloqueadores nédo seletivos (timolol, metipranolol, carteolol) tém
capacidade de reducdo média da PIO de 25%. Os beta-1 seletivos (betaxolol) tém
menor capacidade de reducédo da PIO (Leske et al., 1994). O mecanismo de acao
desses farmacos se baseia na reducdo da producdo do humor aquoso por meio da
atuacdo nos processos ciliares, na perfusdo capilar e na inibicdo da producao de

adenosina monofosfato ciclico estimulada pelas catecolaminas.

Por outro lado, a utilizagdo de novas substancias para tratamento de
doencas j4 conhecidas pode ser de também, um dos métodos inovadores para
enriqguecer o arsenal terapéutico e também ampliar as formas de tratamento de
doencas conhecidas, como o glaucoma. Nosso grupo de pesquisa tem trabalhado ha
7 anos com uma substancia derivada das benzamidinas, denominada substancia
SAF14, que tem apresentado resultados promissores quando submetida aos testes
para antiglaucomatosos. Esta benzamidina ndo apresenta nenhum tipo de mecanismo
semelhante aos anteriormente descritos para os antiglaucomatosos. Este fato tem
tornado as pesquisas com esta substancia promissoras, tanto que proporcionou um
depdsito de criacdo protegida na forma de patente ( protocolo: BR1020180705644).
Apesar da inovagdo na area farmacéutica ser imprescindivel, do ponto de vista de

manutencdo de polos industriais, a maioria dos tratamentos oftalmicos é realizada
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através da administracdo de formas farmacéuticas ditas convencionais. Sao utilizadas
administracdo topica de solugbes aquosas, suspensdes aquosas ou pomadas para
farmaco insoluveis (HUGHES, 2003). As principais deficiéncias destas formas de
dosagem convencionais incluem a baixa biodisponibilidade ocular, a exposi¢ao
sistémica desnecessaria, devido a drenagem do canal lacrimonasal, e a baixa

absorcao do ativo pelo segmento posterior do olho (EM. del Amo e URTT]I, 2008).

Além disso, a necessidade de instila¢cdes frequentes para obtencdo do
efeito terapéutico adequado pode levar a sérios problemas de adesao por parte dos
pacientes, devido a dificuldade de aplicacdo, ao desconforto gerado e ao
esquecimento, visto que a maioria dos pacientes sdo de idade mais avancada
(Kahook, 2007; Kulkarni et al., 2008).

A otimizacdo do tratamento pode ser alcancada por meio da reducédo da
frequéncia de aplicacdo, levando a uma maior adeséo do paciente (RAFUSE et al.,
2009). Uma estratégia utilizada para atingir tal fim sdo os sistemas de liberacao
prolongada de farmacos (SLPFs).

2.4  Sistemas de liberacdo prolongada de farmacos

Os sistemas de liberacéo prolongada podem ser desenvolvidos com intuito
de liberarem um composto de interesse de forma gradual, mantendo a concentracao
constante terapeuticamente ativa dos compostos no tecido alvo com flutuacoes
minimas, por um periodo de tempo prolongado. Os sistemas de liberac&o prolongada
de farmacos (SLPFs) possuem grandes vantagens em relacao as formas de dosagem
convencionais, como taxas de liberacéo previsiveis e reprodutiveis durante um longo
periodo de tempo; protecdo de compostos bioativos que possuem uma meia-vida
muito curta, além de ndo necessitarem de administragfes frequentes se comparadas
as convencionais, aumentando a adesdao do paciente ao tratamento, e
consequentemente, levando a uma terapia otimizada; estes sistemas também podem
ser a solucao de problemas de estabilidade do farmaco (RIOS, 2005; KUMAR el.al.,
2001).

Por diminuirem o numero de aplicagbes necessarias, os SLPFs sé&o

recomendados no tratamento de doencas cronicas, como o glaucoma. SLPFs na
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forma de implantes oculares séo capazes de fornecer quantidades terapeuticamente
eficazes de farmacos para o tecido alvo por um periodo de tempo prolongado, com
uma menor exposicao sistémica, aumentando a adesao ao tratamento e diminuindo
os efeitos adversos (NATU et al. 2011; BOURGES et al., 2006; E.M. del Amo et al.,
2008). Estes SLPFs podem ser obtidos a partir de diversos excipientes
farmacotécnicos que formam diferentes formas farmacéuticas, como lipossomas,

nanoparticulas lipidicas solidas, comprimidos, emulsfes, suspensdes e polimeros.

Os polimeros sdo materiais compostos por diversas unidades formando
moléculas grandes (macromoléculas). Estas, por sua vez, sdo capazes de alterar
perfis de liberacdo de farmacos normalmente utilizados em formas farmacéuticas
convencionais, como os colirios. Dentre os diversos polimeros descritos na literatura,
encontram-se polimeros naturais que apresentam biocompatibilidade, biodegradacao,
custo relativamente baixo e que podem ter outras atividades benéficas a um sistema
de liberagdo controlada, como a mucoadesdo. Um dos polimeros com esta
caracteristica mais utilizados na literatura para desenvolvimento de sistemas de

liberacdo prolongada de farmacos é o quitosana.

2.4.1 Quitosana

7

A quitosana é obtida a partir da quitina (poli (b- (1-4) -N-acetil-D-
glicosamina), um polimero presente no exoesqueleto de insetos e crustaceos. A
quitina é sintetizada por um grande numero de organismos vivos sendo o polimero
mais abundante depois da celulose (RINAUDO, 2006; MURA, et al.,, 2011). O
isolamento da quitina inclui duas etapas: a desmineralizacdo com HCIl e a
desprotonacdo com uma solucdo aquosa de NaOH. Apds extragdo, a quitina é

desacetilada para obtencao da quitosana (FIGURA 12) (Agrawal et al. 2004).
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Figura 12: Obtencédo da Quitosana através da Quitina
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A quitosana (Figura 13) € um copolimero catidnico de N-acetil-D-
glicosamina e D-glicosamina, variando em composi¢ao, sequéncia e comprimento da
cadeia molecular (AGRAWAL, et al 2010). Ele € um polimero biocompativel,
biodegradavel e ndo toxico (RINAUDO, 2006; MURA, et al., 2011).
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Figura 13: Estrutura Quimica da Quitosana
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Fonte: Kumar et al 2004

Apesar de apresentar perspectivas promissoras no uso como biomaterial,
a aplicacao da quitosana pode ser limitada devido suas propriedades fisicas, como
friabilidade e rigidez, a sua fraca solubilidade, alta reatividade, a sua capacidade de
formacao de fortes ligacdes de hidrogénio em meio aquoso e as propriedades
hidrofébicas, que frequentemente levam a problemas como uma pobre fixacdo celular
(Kumar et al., 2004). Com o intuito de contornar tais problemas, a utilizacdo de uma
blenda polimérica com um outro polimero capaz de reagir com a quitosana pode ser
uma solucdo. Neste ponto de vista, seria necessario a escolha de um polimero que
tenha em sua estrutura um grupo capaz de facilitar as interacées com a quitosana. O
sulfato de condroitina atende a esta demanda por apresentar grupo acido carboxilico
e sulfato com potencial de interagdo com o grupo amino presente na quitosana.
(AGRAWAL et al., 2010).

2.4.2 Condroitina

Os glicosaminoglicanos (GAGs), sao heteropolissacarideos naturais,
lineares, sulfatados e carregados negativamente, classificados em diversos grupos
com base em sua estrutura. Eles correspondem a classe mais abundante de
heteropolissacarideos no corpo (Volpi; 2010). Através das caracteristicas estruturais
distintas sdo capazes de interagir de diferentes formas com as proteinas de ligacdes
e apresentarem seus efeitos bioldgicos. A diversidade estrutural dos GAG cria um

enorme numero de sitios de ligacéo de proteinas e representa um desafio assustador
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para definir as propriedades estruturais e funcionais dos GAGs. Estas moléculas
controlam uma vasta gama de eventos fisiolégicos e patolégicos incluindo a
comunicagédo célula-célula, enzimas inibidoras e o receptor do fator de crescimento,
processos inflamatoérios, de proliferacdo celular e de angiogénese, reparacao de

feridas e invaséao viral (Smritilekha et al. 2011)

Com base nas variacdes de estereoquimica e nos padrbes de sulfatacao,
podemos dividir os GAGs em quatro familias principais: Sulfato de heparina / heparina,
sulfato de condroitina (SC) / sulfato de dermatano, acido hialurénico, e sulfato de

queratano (Smritilekha et al. 2011)

Sulfato de Condroitina (SC) e Sulfato de dermatano sao inicialmente
compostos por repeticdes de dissacarideos Acido D-glicurdnico (GIcA) ligadas a N-
acetilgalactosamina (GalNAc). O acido Hialurénico (HA) é formado a partir de
repeticbes de unidades de dissacarideos de B-p-N-acetilglicosamina ( GIcNAc) e
GIcA (Volpi 2010; Sasisekharan et al.,2006)

Os GAG sulfatados sao encontrados naturalmente em todos animais e 0s
GAGs sem a substituicdo do grupo sulfonila, incluindo heparosano, condroitina e
hialuronano sdo encontradas em muitas bactérias. (Linhardt,2001). GAG estdo
envolvidos em muitas doencas tem sido observado seu potencial terapéutico. (Volpi,
Nicola 2010)

O sulfato de condroitina (SC) é um copolimero alternado de &cido (1,4)-D-
glicuronico e  (1,3)-N-acetil-D-galactosamina e  pertencente a familia
glicosaminoglicanos (BERA e LINHARDT 2011; SMRITILEKHA et al.,2011; YUAN et

al.,2007). Na Figura 17 é possivel observar a estrutura quimica desse polimero.
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Figura 14: Férmula molecular do sulfato de condroitina (SC)

OH OSO;H

0 S
HO 0 _OH
OH NH

0
i CHs |

Fonte: Bera e Linhardt (2011)

HOOC
H...-

O SC é um dos principais componentes da matriz extracelular (CME) de
diversos tecidos conjuntivos, como 0sso, pele, ligamentos, tendbes e cartilagem,
sendo responsavel por muitas das propriedades biomecéanicas desta, como a
resisténcia e elasticidade (VOLPI, 2006). O SC também pode funcionar como
regulador de fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, moléculas de adesao e
lipoproteinas através de interagcdes com os ligantes destas proteinas via dominios
especificos de sacarideos (MALAVIKA et al., 2008).

O sulfato de condroitina tem sido amplamente estudado, sendo o
tratamento de osteoartrite seu principal campo de aplicacdo (BALI et al., 2001) devido
a sua acao anti-inflamatéria e a capacidade de promover o alivio dos sintomas (I0VU
et al., 2008). Esse polimero tem sido utilizado, também, como vetor especifico para o
direcionamento de farmacos (Ml et al., 2013).

A natureza policatidnica do sulfato de condroitina Ihe permite interagir com
as superficies carregadas negativamente, tais como as membranas mucosas do olho,
possibilitando sua aplicacédo na oftalmologia. Sua propriedade antimicrobiana também
€ levada em consideracao para sua aplicacao oftalmica (XIA et al., 2011)
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2.4.3 Complexos de quitosana e condroitina

Complexos que envolvem a associagdo entre quitosana e condroitina
possuem as vantagens de formarem uma matriz ideal para vérias aplicacbes
biomédicas e possuirem maior estabilidade quimica e mecanica (Yeh et al. 2011).
Esses complexos contém redes poliméricas hidrofilicas capazes de absorver muito
mais 4gua do que o seu proprio peso e funcionam como uma matriz ideal para
aplicacfes biocompativeis e para materiais bioativos instaveis nas condi¢cdes normais
de ambiente (YEH et al.,2011; PARK et al., 2000; Ml et al., 2006).

Os grupos carboxilicos e sulfato da condroitina podem formar grupos
funcionais negativamente carregados em base fraca e reagir com as moléculas de
quitosana, carregadas positivamente, formando complexos polieletrolitos (PEC)
(DENUZIERE et al., 1998; YUAN et al., 2008). O mecanismo de interacdo proposto

entre a Ch e SC é mostrado na Figura 15.

Figura 15: Mecanismo proposto de interagdo entre a quitosana e a condroitina.
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LUDWING (2005) relatou que os PEC sao materiais com boa mucoadeséo,

devido a capacidade de desenvolver forcas de atracdo molecular por interacbes
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eletrostaticas com a carga negativa do muco. Dessa forma, os complexos possuem,
além de biocompatibilidade e bioatividade, caracteristicas mucoadesivas que
possibilitam e otimizam sua aplicacdo como sistemas de liberacdo controlada no

ambiente ocular.
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3 JUSTIFICATIVA

O glaucoma é um importante problema de saude publica em todo o mundo,
sendo a principal causa de perda da visdo irreversivel. O U(nico tratamento
comprovado para retardar ou interromper a progressao da doenca é a reducéo da P1O
elevada. Esse tratamento, porém, apresenta inUmeras desvantagens, como a baixa
adesdo do paciente devido a administracdo ocular do farmaco, esquema posoldgico
inconveniente, custo elevado e presenca de efeitos adversos sistémicos em

decorréncia da drenagem lacrimonasal do farmaco.

Uma opcéao para contornar esses problemas séo os sistemas de liberacao
prolongada de farmacos, pois sdo capazes de promover a liberacdo controlada do
farmaco, melhorando o esquema posolégico, tornando dispensavel a administracdo
diaria do medicamento e contornando, dessa forma, os problemas relacionados a sua

administracao.

Sistemas de liberagdo prolongada de farmacos constituidos por filmes
poliméricos, na forma de insertes oculares, desenvolvidos a base de polimeros
mucoadesivos sdo capazes de aderir a mucosa ocular de modo a prolongar o tempo
de residéncia da formulacdo em seu local de acdo, formando assim dispositivos de

liberag&o ocular de interesse.

Tais beneficios ja foram estudados por nosso grupo, que desenvolveu com
sucesso insertes poliméricos de quitosana para liberacdo controlada de bimatoprosta
e dorzolamida. Foi demonstrado que essa formulacdo aumentou o tempo de
residéncia pré-corneal da substancia ativa e possibilitou a reducao da PIO em testes

in vivo em humanos.

Considerando que nosso grupo de pesquisa tem trabalhado no
desenvolvimento tanto de novas substancias quanto de novas formas de veicular e
entregar o medicamento para tratar o glaucoma. Em relagédo a 22 abordagem, nos
deparamos com a necessidade de melhorar a adeséo dos sistemas de liberacéo

prolongada produzidos pelo préprio grupo.

Neste novo trabalho, o intuito foi otimizar o desenvolvimento desses

insertes, por intermédio da utilizagdo de uma blenda polimérica e a veiculagdo de uma
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nova substancia antiglaucomatosa, a fim de alcangcarmos um melhor comportamento
do dispositivo, possibilitando assim, uma opc¢éo potencialmente mais adequada para

o tratamento do glaucoma.
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4 OBJETIVOS

4.1

Objetivo geral

Sintetizar e caracterizar filmes poliméricos de quitosana e condroitina e

avaliar in vivo a capacidade de liberacdo de substancia antiglaucomatosa bem como

seu efeito na reducao da PIO.

4.2

Objetivos especificos

Caracterizar os filmes poliméricos de forma fisico-quimica através de potencial
de hidratacdo, andlise térmica, espectrometria no infravermelho, pH de
superficie;

Avaliar o potencial de mucoadeséo do inserte;

Avaliar o perfil de liberagao in vitro;

Avaliar a atividade in vivo do dispositivo na reducdo da PIO de ratos com
glaucoma induzido;

Avaliar histologicamente as alteracdes no numero de células ganglionares da

retina;
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5 MATERIAIS E METODOS

e Acido Acético (Merck)

e Agua MilliQ (Marca Millipore, modelo Direct-Q, Morshem)
e Cloreto de sodio (Synth)

e Composto Quimico SAF14.- Inibidor de protease

e Corante Verde Lissamina (Sigma-Aldrich)

e Fosfato de potassio monobasico anidro (Sigma — Aldrich)
e Fosfato de sédio dibasico anidro (Sigma — Aldrich)

e Mucina gastrica Suina tipo 2 (Sigma — Aldrich)

e Quitosana de médio peso molecular (Sigma-Aldrich)

e Sulfato de Condroitina (Galena)

Os demais materiais utilizados sdao de uso comum do laboratério de

farmacotécnica e nao sofreram nenhum tipo de purificacdo antes de seu uso.

Para os testes in vivo:

e Ratos Wistar machos

e Tonbmetro de aplanacédo — Tonopen XL (Mentor, Norwell, MA, EUA)
e Acido Hialurénico — Aratjo Farmécia de manipulacio

e Colirio Anestésico Local a base de cloridrato de benoxinato 0,4%

e Anestésico Intramuscular — xilazina, quetamina e solucao salina

e Fixador Boiun

5.1 Preparacao dos sistemas poliméricos

Este trabalho fez parte de um projeto maior de nosso grupo de pesquisa no
qual estiveram envolvidos alunos de doutorado e de iniciacdo cientifica. A formacao
de filmes de quitosana com condroitina com diferentes concentragdes foi uma das
palataformas de desenvolvimento destes trabalhos. Nesta dissertagcdo de mestrado,

foi avaliada a adicdo de condroitina a quitosana, em uma proporgao de 75:25 % m/m
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(quitosana/condroitina) para a formacao de um composto polieletrolitico, com posterior
gelificagéo e subsequente transformacao deste gel em filme, que neste trabalho,
também é chamado de inserte ocular.

Assim, para a preparacao dos filmes, foram adicionados em um béquer 30
mL de solucdo de acido acético em agua millQ (concentracdo 1% v/v), 25 uL da
solucdo estoque de corante ocular Lissamina Verde, 80 mg do composto quimico
SAF14 e 0,75 g de condroitina. Apés a completa dissolu¢cdo da condroitina, foi
adicionada 0,25 g de quitosana e o volume da solucéo foi completado para 40 mL. A
solucéo foi vedada com parafilme e deixada sob agitacdo magnética por 24 horas, ao
abrigo da luz, até obtencdo de um gel viscoso e homogéneo. O gel foi, entéo,
espalhado sobre uma placa siliconada perfurada com pogos de 5 mm de diametro e
em seguida a placa foi coberta por papel aluminio ao abrigo da luz. A formulacéo foi
mantida em capela de fluxo laminar por 48 horas, até a completa evaporacdo dos
solventes. Os filmes obtidos foram mantidos em recipientes fechados com parafilme

e ao abrigo da luz até o momento de serem usados.

5.2 Caracterizacao dos dispositivos poliméricos

5.2.1 Porcentagem de hidratacéo

Para se avaliar a porcentagem de hidratacdo dos insertes, foi avaliada a
capacidade de intumescimento dos mesmos. Tal avaliacdo foi feita utilizando-se a
diferenca de peso entre a matriz seca e a matriz hidratada em meio de solucédo tampéo
fosfato salino (PBS), com pH 7,4. As diferencas foram avaliadas em periodos de
tempo pré-determinados, conforme descrito por Efentakis et al., 1997 e Oner et al.
2007. O pH da solucéo de hidratacéo foi semelhante ao pH fisiolégico (pH=7,4), de
forma a mimetizar o local de inser¢éo do filme e assim obter dados mais aproximados
da capacidade de hidratac&o do inserte quando alocado no saco conjuntival do olho

humano.

Em temperatura ambiente (25° £ 1 °C), as amostras foram cuidadosamente

pesadas em balanca analitica com precisdo de = 0,0001 e em seguida imersas em 2
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mL da solucéo PBS . Os periodos de imersao foram de 5, 10, 20, 40, 60, 90 min para

a primeira, segunda, terceira, quarta, quinta e sexta amostras, respectivamente.

Depois de imersos durante o periodo de tempo pré-estabelecido, as
amostras foram retiradas e o0 excesso de liquido existente na superficie das matrizes
foi cuidadosamente removido com auxilio de papel filtro, e em seguida as amostras

foram novamente pesadas.

A porcentagem do indice de hidratacdo foi calculada de acordo com a
equacao (KHALID et al., 2002):

Peso do polimero hidratado — Peso do polimero seco

% Hidratagao = ( ) x 100

Peso do polimero seco
5.2.2 Avaliacdo do pH de superficie

Com o intuito de avaliar a seguranca e conforto dos insertes para o uso
conjuntival, quando aplicados em meio biolédgico, foi realizada a avaliagdo do pH de
superficie. Para esse estudo, umedeceu-se os filmes com 200 uL de agua MilliQ e,
em seguida, mediu-se o pH da superficie com o uso de fita indicadora de pH. Esse
experimento foi realizado em 5 amostras do filme de interesse (75:25) e em 5 amostras

do filme de quitosana.
5.2.3 Avaliacdo da Mucoadeséo

Do ponto de vista da formulagéo, ha necessidade de adesédo para que a
superficie tmida da mucosa resista a agdo das lagrimas e do atrito no saco conjuntival.
Dessa forma, a mucoadesdo do inserte foi avaliada com o intuito de verificar a

capacidade do inserte em aderir a mucosa do saco conjuntival.

Para a avaliagcdo da mucoadeséo, foi utilizado o método viscométrico
descrito por Hassan em 1990, que consiste na avaliagdo da viscosidade de uma
dispersdo de mucina gastrica suina em 0,1 N HCL na presenca e auséncia dos

polimeros de interesse.
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Para a analise, foram preparados géis de quitosana e condroitina na
propor¢cdo de interesse (75:25) e um gel de quitosana para comparagcdo da
amplificacdo do potencial mucoadesivo da mesma ap0s a adicdo da condroitina. A
mucina foi hidratada com tampao acetato 0,1 N (pH 5.5) até obtencdo de uma

dispersédo 20% p/v.

Para o teste de mucoadeséo, foram misturadas trés partes da disperséo de
mucina com uma parte da formulagdo e uma parte de quitosana, em uma
concentracdo de mucina de 15% p/v. A viscosidade foi avaliada a 25°C sob taxa de

cisalhamento de 93/seg, ap06s trés minutos da aplicacédo da forca.

O teste foi realizado no laboratério de Tecnologia de Cosméticos da
Faculdade de Farmacia da UFMG e o equipamento utilizado foi o viscosimetro de
Brookfield, modelo LVDVI+ Brookfiled Eng Labs. Inc Stoughton, USA) com Spindle
31.

O coeficiente de viscosidade foi calculado de acordo com a equacgao
(Hassan, E.E. & Gallo,1990)

M = N T Np + M
(1)

Onde, nt € o coeficiente de viscosidade do sistema, nm € np sao as
viscosidades individuais da mucina e do polimero, respectivamente, e no € 0

componente de viscosidade devido a bioadeséo.

A forca de bioadeséao F, é calculada através da equacao

F = no

(2)

Onde o é taxa de cisalhamento por segundo obtida pelo viscosimetro e np

€ o componente de viscosidade devido a bioadeséo obtido na primeira equagéo.



54

5.2.4 Espectrometria de absorcao na regido do infravermelho

Para a caracterizacéo dos insertes foi utilizada a técnica de espectrometria
de absorcao na regido do infravermelho, uma técnica ndo destrutiva, rapida, com alta
precisao e que nao requer uma complexa preparacédo da amostra (WOOD et al., 1998;
MOVASAGHI et al., 2008; DAWAR et al., 2010).

Essa técnica foi utilizada com o intuito de observar as possiveis interagdes
entre os componentes da formulagéo ou alteracées decorrentes durante o processo
de producao do filme. Para tal, foram avaliadas amostras individuais de condroitina,
quitosana, do corante lissamina e do composto quimico SAF14, além de amostras do
inserte de quitosana branco, do inserte de quitosana contendo o composto quimico
SAF14, do inserte 75:25 branco e do inserte 75:25 contendo o composto quimico
SAF14.

Os espectros de absorcao na regidao do infravermelho foram obtidos na
regido de 4000 - 400 cm?, para a confeccéo das pastilhas foi utilizado como diluente
o brometo de potassio (KBr) e a andlise se fez em um espectrofotometro Perkin
Elmer®, modelo 283B, pertencente ao DQ-UFMG.

5.2.5 Analise térmica por calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Para avaliacdo das propriedades térmicas, foi utilizada a técnica de
Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC). Foram avaliadas as propriedades da
condroitina, da quitosana, do corante Lissamina Verde, do ativo SAF 14, do inserte de
quitosana contendo o ativo e branco e do inserte 75:25 contendo o ativo e branco.
Através dos termogramas obtidos, € possivel avaliar a ocorréncia de interacdes entre

as substancias e avaliar a estabilidade térmica dos insertes formados.

Os experimentos de DSC foram realizados no Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal de Minas Gerais. As curvas DSC foram obtidas
no equipamento Shimadzu DSC-50 em processo dinamico com temperatura 25 °C até
350 °C, com a taxa de aquecimento de 10 °C/min sob atmosfera inerte de N2 a
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10mL/min. Foram pesados cerca de 1,0 mg a 2,0 mg de cada amostra, que foram

acondicionadas em cadinho de aluminio individuais e selados em seguida.
5.3 Determinacao do teor de liberacdo de farmaco in vitro

Para a analise do doseamento da liberacdo de farmaco in vitro foi utilizado

0 sistema de células de Franz.

A célula de Franz é caracterizada por ser uma célula de difuséo, de dose
finita, onde a membrana é montada em um equipamento e fica em contato com uma
solucéo receptora (Franz, 1978), como pode ser observado na Figura 16. Uma
membrana de acetato de celulose com poros de 0,45 um foi usada para dividir o
compartimento de inser¢cdo do compartimento liquido do receptor. O liquido receptor
utilizado foi o PBS e as células de vidro foram incubadas a 37 £ 0,5 ° C. Todo o liquido
receptor foi retirado das células de vidro em tempos predefinidos e foi adicionado um
volume igual do mesmo liquido receptor para manter um volume constante. A

guantidade de droga liberada foi avaliada por HPLC.

Figura 16: Célula de Franz
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5.4 Modelo de roedores para o estudo do glaucoma

Os modelos animais sédo Uteis para a elucidacao da etiologia e patologia do
glaucoma e para auxiliar a desenvolver novas terapias, mais eficazes para a doenga.
Os roedores tém sido cada vez mais utilizados como modelos de glaucoma (Pang et
al., 2015), devido a semelhancas substanciais entre os olhos de roedores e primatas,
e os relevantes avancos nas técnicas de estudo. Assim, os modelos de glaucoma em
ratos e camundongos se tornaram populares ferramentas de pesquisa (Pang e Clark
2007).

Um numero de abordagens tem sido utilizado para elevar a PIO em
modelos de roedores, incluindo: fotocoagulagdo induzida por laser (Levkovitch-Verbin
et al, 2002), injecdo na veia epiescleral de solucdo salina hiperténica (Walsh, et al.,
2009), injecdo de microesferas no segmento anterior (Sappington et al., 2010),
cauterizacdo da veia ocular (Shareef et al., 1995), hipertensdo ocular induzida por
glicocorticoides (Whitlock et ai., 2010) e injecdo de acido hialurbnico na camara
anterior (Benozzi et al., 2002).

Moreno et al. (2005) descreveram um modelo cronico de glaucoma
experimental através da injecdo semanal de acido hialurénico na camara anterior de

roedores pelo periodo de 6 a 10 semanas.

Baseando neste ultimo estudo, o nosso modelo de glaucoma experimental
consistiu de injecdes semanais e unilaterais de acido hialurénico (30uL - 10mg/mL)
também na camara anterior dos animais, proximo ao limbo cérneoescleral, durante 4

semanas.

5.5 Determinacéo da capacidade de reducéo da PIO in vivo

Para a avaliagao da capacidade de reduc¢éo da PIO in vivo, foram utilizados
ratos Wistar machos com peso corporal entre 180 e 220g, fornecidos pelo Biotério do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-
UFMG).
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Os animais foram alojados em biotério com ciclo claro-escuro de 12 horas,
com temperatura controlada (22-23°C) e agua e comida ad libitum. Os protocolos
experimentais foram realizados de acordo com as diretrizes institucionais aprovadas
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas
Gerais (CETEA UFMG), segundo o protocolo 13/2018 (Anexo 1)

Para este estudo foram utilizados 21 animais, em que o olho esquerdo
constituiu o controle, ou seja, nenhum procedimento foi realizado nesse olho, e o olho
direito sofreu a inducéo do glaucoma, sendo tratado com o inserte, com placebo ou

nao tratado, divididos da seguinte forma:

e 7 animais no grupo Tratado: sendo o olho esquerdo, sem glaucoma, considerado
o olho controle (Olho tratado Controle) e o olho direito, com glaucoma induzido
e tratado com o inserte 75:25 com ativo o olho glaucomatoso tratado (Olho
tratado Glaucoma).

e 7 animais no grupo Controle: sendo considerado o olho esquerdo, nao
glaucomatoso, o olho controle (Olho Placebo Controle) e o olho direito com
glaucoma induzido e tratado com o inserte placebo (Olho Placebo Glaucoma)

e 7 animais no grupo Glaucoma: em que o olho esquerdo, ndo glaucomatoso, foi
considerado o olho controle (Olho Controle) e o olho direito sofreu a inducéo do
glaucoma e néo foi tratado (Olho Glaucoma).

Formando assim seis grupos a serem analisados: olho tratado controle e

glaucoma, olho placebo controle e glaucoma, olho controle e olho glaucoma.

O glaucoma unilateral foi induzido através de uma injecdo transcorneal de
30 pL de &cido hialurbénico (AH) na camara anterior do olho direito, uma vez por
semana, durante 4 semanas, no mesmo dia e horario, seguindo o protocolo descrito
por Moreno et al. em 2005. Para a indugdo, os animais foram anestesiados
sistemicamente através de injecdo intramuscular de quetamina, xilazina e solucéo
salina (60:30:10 - 1 mg por Kg do animal) e anestesiados localmente por meio da

instilag&o de cloridrato de benoxinato 0,4% na cornea.

Avaliacdo da PIO foi realizada no dia anterior a préxima inducdo de
glaucoma. Apds o estabelecimento a hipertensdo ocular (na segunda injecdo) os
insertes foram inseridos no saco conjuntival do olho direito do grupo tratamento. A PIO
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foi aferida com o tonémetro de aplanacdo Tonopen XL (Mentor, Norwell, MA, EUA).
Para essas medidas, os animais foram anestesiados topicamente com solucdo de
0,4% de cloridrato de benoxinato e cuidadosamente contidos com uma pequena
toalha. Foram realizadas trés leituras em cada olho, considerando um erro padréo
inferior a 10%. O valor correspondente da PIO foi a média desses trés valores
adquiridos. As mensuracbes da PIO, durante a indugdo do glaucoma e apds o
tratamento com o SAF14, foram realizadas semanalmente, sempre no mesmo dia e
horério por 6 semanas. A seguir, 0s animais foram eutanasiados e ambos os olhos

foram enucleados para analise histologica.

5.6  Avaliagdo histologica

A histologia foi feita para avaliar os possiveis danos causados nas células
ganglionares da retina. O controle da PIO é importante para a manutencdo da
integridade ocular e para o controle do glaucoma, jA que o dano as células

ganglionares da retina é o responséavel pela perda da visao.

Para andlise desses danos as células ganglionares da retina, foram

realizados cortes histolégicos da retina, na area do nervo oéptico.

Apoés a eutandsia dos animais, os olhos foram enucleados e imersos em
Bouin por 15 minutos e depois duas pequenas secc¢des sagitais foram feitas em cada
lado dos olhos. Os olhos seccionados foram, entdo, novamente imersos em liquido
fixador Bouin por 24 horas. Apds esse periodo de imerséo, os olhos foram entéo
desidratados em concentracdes crescentes de etanol (70, 80, 90, 95 e 100%),
diafanizados em xilol e incluidos em Paraplast. Foram realizadas sec¢fes semi-seriais
de 6um com o auxilio de um microtomo (modelo HM335E, Microm, Minnesota, EUA).
Para analise histologica e contagem de CGR, os cortes histolégicos foram corados

com hematoxilina-eosina (HE).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Preparacao dos filmes poliméricos

A quitosana € um polimero insolivel em meio aquoso basico. Dessa forma,
para que fossem formados os filmes poliméricos, se fez necessaria a solubilizacdo em
uma solucédo aquosa de acido acético. Ao adicionarmos a condroitina, tem-se que 0s
grupos amino da quitosana sdo protonados pela condroitina e entdo € possivel a
obtencdo de uma solucdo homogénea e formacdo dos filmes poliméricos em meio
acido (YUAN et al., 2008).

Em estudos prévios realizados pelo nosso grupo, foi observada uma
dificuldade da avaliagdo do posicionamento correto dos insertes no olho humano
(parecer COEP 428.231 de 23/10/2013) devido ao fato de se tornarem praticamente
transparentes em contato com o tecido alvo. Dessa forma, para a melhor visualizacao
dos insertes no olho durante os experimentos foi adicionada a formulacdo um corante
ocular. O corante de escolha foi a Lissamina verde, por ja ser utilizado na oftalmologia
para avaliar lesdes da superficie ocular. E um corante bem tolerado pelos pacientes e
nao apresenta citotoxicidade para o epitélio da cérnea. Com a melhor visualizacao
dos insertes durante a manipulacéo, é possivel avaliar a correta posicao do inserte no
local de aplicacdo dos testes in vivo, garantindo adequabilidade ao tratamento (JANS
e HASSARD, 1967; BARRY et al., 2007).

Apods a secagem, os dispositivos foram retirados da placa de silicone e
tiveram seu tamanho calibrado com o auxilio de uma faca punch de 2mm de diametro,
padronizando assim o tamanho e o peso (peso médio de 1,7mg) do inserte, conforme
pode ser observado na Figura 17.
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Figura 17: Filmes poliméricos na placa de silicone apés secagem (a),
padronizacdo do tamanho com auxilio da faca punch 2mm (b) e inserte com
tamanho definido (c).

6.2 Caracterizacdo dos dispositivos poliméricos

6.2.1 Porcentagem de Hidratac&o

Os resultados obtidos para a porcentagem de hidratacdo estédo
apresentados no Gréfico 1.
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Gréfico 1: indice de hidratac&o dos insertes de quitosana e condroitina (75:25)
com e sem ativo e do inserte de quitosana com ativo.
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Foi possivel observar uma alta capacidade de hidratacdo dos insertes de
quitosana e condroitina (75:25). A taxa de hidratacdo foi superior a 400% ja nos
primeiros 20 minutos. Durante a hidratagéo, os insertes ndo se dissolveram ou
guebraram, mas apresentaram um aspecto entumecido, mantendo sua integridade. A
manutencdo da integridade dos insertes se faz necessaria para garantir o
fornecimento adequado de farmaco, além da sua adequada fixacdo no local de

aplicacéo.

Foi possivel observar uma maior capacidade de hidratacdo dos filmes
contendo a mistura de quitosana e condroitina (75:25) quando comparados aos filmes
compostos apenas por quitosana. Além disso, pode-se observar uma queda na
porcentagem de hidratacdo devido a desintegracdo do filme de quitosana apos 90
min, evento que nao ocorreu no filme composto pela mistura, evidenciando assim uma
superioridade da formulacdo contendo a condroitina em relagdo a capacidade de

hidratag&o.

O aumento da capacidade de hidratacéo pode ser justificado pela presenca
das interacdes eletrostaticas entre a quitosana e a condroitina. O aumento de carga
elétrica na blenda aumenta a possibilidade de solvatagéo pela agua aumentando, por

conseguinte, o influxo deste solvente na rede polimérica formada com a quitosana e
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a condroitina. A principio, este evento também é observado no filme de quitosana
puro, haja viso as interacdes eletrostaticas entre a quitosana e o &cido acético

presente no meio, porém, com um influxo de 4gua menor.

N&o foi possivel observar nenhuma alteracdo significativa entre o filme
75:25 contendo o farmaco e o filme branco, evidenciando assim que o farmaco nao

interfere na capacidade de hidratag&o do inserte.
6.2.2 Avaliacédo do pH de superficie

Os valores encontrados para o pH de superficie podem ser observados na
Tabela 3. O pH médio de superficie foi equivalente a 5,0 para o filme com a blenda

polimérica e 4,9 para o filme com quitosana pura.

Tabela 3: Valores do pH de superficie do Filme 75:25 e do Filme de Quitosana

Amostra pH Filme 75:25 pH Filme Quitosana
1 5 5
2 5,5 4,5
3 5 4,5
4 4,5 5
5 5 5,5
Média 5 4,9

O carater acido das amostras se deve a utilizacdo do acido acético durante
o preparo dos filmes. O pH para preparacdes oculares pode variar entre 4 e 10 sem
que ocorra irritacdo ocular, ja para valores fora dessa faixa podem ocorrer danos ao
olho (WHO Handbook of Resolutions and Decisions). Dessa forma, os insertes
apresentaram um pH adequado para sua utilizacdo ocular. Nao foi observada
nenhuma diferenga significativa numérica entre o filme 75:25, contendo quitosana e
condroitina e o filme composto apenas de quitosana, estando, ambos, dentro da faixa

de seguranca para o uso ocular.



Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 4.

6.2.3 Avaliacdo da mucoadeséao

Tabela 4: Resultados da mucoadesao

Meio Visc (cP) nm Hp nad F
Mucina (M) 480 - - -
75:25 Ch:SC (B) 726 - 726 -
B+M (1:3) 1462,5 480 - 256,5 5,712635
Quitosana (Ch) 483,3333 = 483,3333 -
Ch+M (1:3) 1043,333 480 - 80 3,96162
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E possivel observar um aumento na forca de bioades&o no filme constituido
de quitosana e condroitina (F = 5,71) em relacdo ao filme constituido apenas de
quitosana (F= 3,96), evidenciando assim o aumento da capacidade de mucoadesao
no complexo formado por esses polimeros se comparado ao filme constituido somente

de quitosana.

Essa maior capacidade de mucoadeséao se justifica pela formacéo do filme
com maior quantidade de sitios de interacdo com a mucina devido as interacdes
eletrostaticas geradas pela presenca dos polimeros quitosana e condroitina. Por outro
lado, a existéncia de um outro esqueleto polimérico (no caso da presenca da
condroitina) faz com que haja um aumento, também, no nimero de interacdes por
ligacdo de hidrogénio. Isto € explicado pois hd um maior nimero de grupos hidrofilicos
presentes no sistema condroitina/quitosana do que somente com o quitosana (Figura
18).
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Figura 18: Propostas de sitios de interacdes entre filme de quitosana e filme de
guitosana/condroitina com a mucina.
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Na Figura 18 A, observam-se propostas de sitio de interacéo por ligacao
de hidrogénio (marcadas com setas) entre o flme de quitosana e acido acético com a
mucina. E possivel identificar, para cada residuo de acido acético, duas possibilidades

de sitios para interagéo.

Por outro lado, na Figura 18 B, pode se observar que a presenca do
esqueleto da condroitina na formacdo do filme quitosana/condroitina, aumenta
significativamente as possibilidades de interacdo com a mucina por ligagdo de

hidrogénio (sitios assinalados com setas).
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Este aumento de possibilidades de interacdo justifica os valores
encontrados para as forcas de mucoadesdo, demonstrando que o filme com

condroitina tem uma forga de adesao maior do que o filme com quitosana.

6.2.4 Espectrometria de absorcao na regido do infravermelho

No espectro para o sulfato de condroitina (SC) (Figura 19) € possivel
observar em 3280 cm uma banda intensa e larga referente ao estiramento O-H em
polimeros, sobreposta & banda referente ao estiramento N-H de amida secundaria.
Em 2936 cm! observa-se uma banda referente as vibracdes dos grupos CH/CH2/CHs
presentes no esqueleto polimérico. Em torno de 1630 cm™ é possivel observar uma
banda alargada referente ao estiramento C=0 de amida secundaria (“banda de amida
I”) e de &cido carboxilico. Em 1535 cm observa-se a “banda de amida II” referente a
deformacéo angular de N-H e ao estiramento C-N do grupo C-N-H. As bandas em
1242 e 1080 cm referem-se ao estiramento assimétrico S=O de acido sulfénico
(RODRIGUES et al., 2009; KUMIRSKA et al., 2010; LECETA et al., 2013).

Figura 19: Espectro de absorgéo naregido do infravermelho para o Sulfato de

Condroitina
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Na Figura 20, é possivel observar as bandas caracteristicas do quitosana.
Em 3400 cm™ pode-se observar as bandas caracteristicas da ligacdo O-H, entre 3255
e 3265 cm™ observam-se as bandas de estiramento de O-H e C-H do monémero. A

banda | de amida, referente ao estiramento C=0, ocorre em 1651 cm1e a banda de
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amida Il em 1519 cm™ (Rodrigues, Leite et al., 2009; Kumirska, Czerwicka et al., 2010;

Leceta, Guerrero et al., 2013).

Figura 20: Espectro de absorg&o naregido do infravermelho para a Quitosana
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Na Figura 21 observa-se o espectro do composto quimico SAF14 com
suas bandas caracteristicas. Em 3268 banda de estiramento NH de amina aromatica;
em 3046 banda de estiramento da ligacdo C-H de anel aromatico; em 1670, 1616 e
1532, bandas de estiramento do grupo benzamidino (HN=C-NH2); e por fim,
destacam-se as bandas em 845 e 697 caracteristicas de um sistema AA'BB’ para-
dissubstituido para o anel aromatico, sendo condizentes com dados da literatura
(Silverstein,2000)



Figura 21: Espectro no IV da substancia SAF14
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As caracterizacdes por espectrometria no infravermelho foram feitas com

os filmes poliméricos com e sem a substancia SAF14. A andlise da Figura 22 permite

avaliar que algumas alteracBes significativas no filme polimérico composto por

quitosana e condroitina ap6s a adicdo do composto Quimico SAF14 ocorreram na

regido caracteristica de estiramentos carbonila. Observa-se um deslocamento e

alargamento da banda de carbonila de 1651 *do quitosana) e 1627 da condroitina e

também de 1670 da substancia SAF14 para uma banda larga em 1634 cm-1. Este

fato sugere uma possivel interacdo entre o farmaco e os polimeros.
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Figura 22: Comparativo Entre o filme 75:25 branco (75:25B) e com ativo

(75:25A).
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6.2.5 Analise térmica por calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Na analise do termograma da quitosana (Figura 23), observamos um pico
endotérmico por volta de 69°C e um pico exotérmico por volta de 306 °C. O primeiro
pico pode ser atribuido a evaporacao da agua residual e o pico exotérmico na faixa
de 300°C corresponde a decomposicdo da quitosana. Esses dados estdo de acordo
com os dados da literatura, como descritos por KHALID et al. (2002) e por Franca et
al. (2014).
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Figura 23 : Termograma Quitosana
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Na Figura 24 observamos o termograma do filme de quitosana. Pode-se

observar um pico endotérmico por volta de 69 °C e um pico exotérmico por volta de

280°

C. O primeiro pico, assim como no termograma da quitosana pura, € proveniente

da perda de &gua, j4 o pico exotérmico corresponde, também, a decomposicdo da

quitosana, assim como na quitosana sélida.

Figura 24: Termograma Filme de Quitosana Branco
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O termograma (Figura 25) do filme de quitosana contendo o ativo indica
um pico endotérmico por volta de 91 °C, proveniente da perda de 4gua do filme e um
pico exotérmico por volta de 260 °C, indicando a decomposicdo do mesmo. A
diminuicao da temperatura de decomposicao pode estar relacionada a interacdo entre
o farmaco e o polimero quitosana. Neste caso, ocorre a fragilidade das interacdes
polimero-polimero em detrimento das interagBes polimero substancia SFP14. A
diminuicdo destas temperaturas estd em acordo com outros tipos de interacao

polimero farmaco descritos na literatura como descrito por Franca et al. (2014).

Figura 25: Termograma do Filme de Quitosana com Ativo
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Na analise do termograma da condroitina (Figura 26), pode-se observar
um sinal referente a um evento endotérmico por volta de 70°C, um evento endotérmico
por volta de 216°C e um pico exotérmico por volta de 340°C. O primeiro pico
endotérmico pode ser atribuido ao processo de evaporacédo da agua da matéria prima,
0 que estd em acordo com o descrito na literatura (Ml et al., 2006). O segundo evento
endotérmico pode estar relacionado a fusdo da condroitina, uma vez que a
temperatura de fusdo da condroitina € em torno de 190°C, temperatura aproximada
de onde se inicia esse evento endotérmico. O pico exotérmico esta relacionado a

decomposicdo da amostra (FOOT et al; 2005).
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Figura 26: Termograma Condroitina
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Na Figura 27, € possivel observar o termograma obtido através da analise
de DSC para o inserte 75:25 contendo o ativo. Pode-se observar um primeiro pico
endotérmico aproximadamente em 65°C, indicando a evaporacdo da agua residual
(Yuan et. al., 2008), e um segundo pico endotérmico por volta de 208°C, relativo a
fusado do inserte, seguido de um pico exotérmico por volta de 264°C, representando a

decomposicédo do inserte.

Figura 27: Termograma Filme 75:25 com ativo
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O termograma do filme 75:25 sem ativo (Figura 28) indica um pico
endotérmico por volta de 78 °C, proveniente da perda de agua do polimero e um pico
exotérmico por volta de 290 °C, indicando a decomposic¢ao do filme.

Figura 28: Termograma Filme 75:25 Sem ativo
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O termograma do composto quimico SAF14 (Figura 29) apresenta dois
picos endotérmicos, por volta de 264 e 288°C, esses picos indicam que o composto

deve possuir dois picos de decomposi¢cao — se decompde em duas fases.

Figura 29: Termograma SAF14
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Por outro lado, como o filme também apresenta o corante Lissamina, foi
feito o DSC desta substancia também. Pela andlise da curva de DSC da lissamina
(Figura 30), observamos um pico endotérmico por volta de 100°C, correspondente a
perda de agua, e um pico exotérmico aproximadamente em 318°C, correspondente a

degradacédo desse corante.

Figura 30: Termograma Corante Lissamina Verde
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A Figura 31 demonstra um comparativo entre o filme com ativo, o filme
branco, a quitosana e a condroitina. Nela, é possivel observar uma diferenca entre os
picos de decomposicéo do filme (b e c), em relacdo as matérias primas individuais,
condroitina (a) e quitosana (d). Essa diferenga evidencia a interagéo ocorrida entre os
polimeros e a substancia ativa. A interacdo da quitosana com a condroitina
possivelmente levou a uma perturbacdo na organizacao polimérica da quitosana,
levando a uma reestruturacdo e fazendo com que quantidades menores de calor

fossem suficientes para promover a degradacgéo do polimero.
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Figura 31: Curvas de DSC do sulfato de condroitina (a), da quitosona (d), do
inserte polimérico com ativo (b) e do filme branco (c)
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Além disso, um fator importante relacionado aos filmes € a sua estabilidade
térmica, pois pode ser indicativo de métodos de esterilizacdo, caso este sistema de
liberacé@o seja utilizado pelo setor produtivo. Assim, a andlise térmica das amostras
evidencia que o filme formado entre os compostos é termicamente estavel, possuindo
uma temperatura de degradacao acima de 250°C, podendo, portanto, ser passivel de

esterilizacéo a altas temperaturas.

6.3 Determinacdo da capacidade de liberagéao in vitro

Testes de liberagdo in vitro s&o ferramentas muito importantes no
desenvolvimento de medicamentos, tanto no desenvolvimento quanto no controle de
qualidade (MARTIN et al., 2003). Para avaliar o perfil de liberacdo do inserte 75:25
contendo o ativo foi utilizado o modelo de célula de Franz. Na Figura 32 é possivel
observar que o inserte liberou 70% de seu conteudo em até 50 minutos e apresentou
em seguida um perfil aproximadamente estavel, e ao termino das 3 horas de
experimento 75% do ativo foi liberado.
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Figura 32: Perfil de liberacao in vitro da substancia SAF14 no inserte 75:25 em
célula de Franz.
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A concentracao de ativo encontrada nas formulacdes se mostrou uniforme,

sendo de 27,79 ug / inserte.

6.4 Determinacéo da capacidade de reducao da PIO in vivo

Na Figura 33, podemos observar os valores da P10 dos grupos: olho direito
glaucomatoso tratado com inserte, olho direito glaucomatoso tratado com placebo,
olho direito glaucomatoso sem tratamento, olho esquerdo glaucomatoso nao tratado
e olho esquerdo controle durante o decorrer do experimento. Na primeira semana,
obtivemos os valores basais para cada grupo, ja na segunda semana, observa-se uma
significativa elevacdo da PIO no olho direito dos animais, apos a injecdo de &cido
hialurbnico, ao passo que no olho esquerdo (controle) os niveis permaneceram
equivalentes aos basais. Observa-se na terceira semana a manutengcdo da PIO
elevada nos grupos induzidos (olho direito) e a manutengéo dos valores basais no
grupo controle (olho esquerdo). O inserte foi inserido no olho direito dos animais do
grupo tratado e, a partir da primeira semana, pode ser observada a reducao da PIO

para o grupo que recebeu o inserte contendo o ativo, que chegou proximo aos niveis
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basais. Ja o olho controle, que néo recebeu o inserte, permaneceu com a pressao
elevada. O inserte preparado foi, portanto, capaz de controlar a PIO por até 4
semanas, periodo em que se estendeu o estudo, o que indica que o sistema polimérico
mucoadesivo foi eficaz na liberacdo de forma prolongada do composto quimico
SAF14.

Figura 33: Resultados da PIO obtidos nos grupos glaucoma, controle, controle
placebo, glaucoma placebo, controle tratamento e glaucoma tratamento
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6.5 Avaliacado histoldgica das células ganglionares da retina.

Além dos efeitos do inserte na diminuicdo da PIO podemos observar
uma melhor preservacdo do numero de células ganglionares da retina (CGR).
As médias dos numeros de CGR nos diferentes subgrupo pode ser observada
na Figura 34, os animais glaucomatosos nao tratados (olho glaucoma) e animais
glaucomatosos tratados com o placebo (olho placebo glaucoma) mostraram uma
grande reducdo no numero de CGR quando comparados com o olho controle
(grupo néo tratado: Olho controle 392 + + 4,16 , olho com glaucoma induzido:
204 £ 3,12—reducgédo de 47,96% no numero de CGR ; grupo tratado com placebo:
Olho controle 397 * 3,24 , olho glaucoma 215 + 6,50— reducéo de 45,85% no
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namero de células CGR ). J& nos animais tratados com o inserte com SAF14
observamos uma perda muito menor das CGR (Olho controle: 367 £ 4,38 , olho
com glaucoma tratado: 292 + 7,94 - reducédo de 20,44% no numero de CGR).
Tais resultados corroboram a ideia de que o inserte, além de auxiliar na reducéo

da PIO, possui um efeito protetor do tecido.

Figura 34: Niamero médio de células Ganglionares — No primeiro quadro
dados do animal controle: olho esquerdo (olho controle néo
glaucomatoso) e olho direito (olho glaucomatoso néo tratado); no
segundo quadro o animal tratado com inserte com ativo: olho esquedo
nédo glaucomatoso (olho tratado controle) e olho direito glaucomatodo
tratado com inserte com ativo ( olho tratado glaucoma); no terceiro
quadro observa-se dados do animal tratado com inserte placebo: olho
esquerdo nao glaucomatoso (olho placebo controle) e olho direito
glaucomatoso tratado com placebo (olho placebo glaucoma).
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Na Figura 35 esta apresentado imagens histolégicas representativas
da retina mostrando a variacdo do numero de CGR, podemos observar uma
maior perda no numero de CGR no grupo glaucomatoso que nao foi tratado com

0 inserte contendo o ativo.
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Figura 35: Corte Histolégico da Retina. (a) Animais ndo glaucomatosos
(olho placebo controle); (b) Animais nédo glaucomatosos (olho tratado
controle); (c) animais glaucomatosos tratados com inserte 75:25 com
ativo (olho glaucomatoso tratado); (d) animais glaucomatosos tratados
com placebo 75:25 (olho glaucomatoso controle apresentando uma
evidente perda de CGR, com aumento do espaco entre os nucleos das
CGR.

Além disso, a reducdo no numero de CGR causada pela PI1O elevada
levou a uma perda severa de fibras neurais com consequente aumento da
escavacdo da cabeca do nervo 6ptico FUGURA 36. Estes efeitos foram
reduzidos no tratamento com o inserte carreando o ativo. Tais dados em conjunto
indicaram que a utilizagéo do inserte com a substancia SAF14, além de promover
a reducdo da PIO induziu uma neuroprotecdo, sugerindo a perda de CGR
(Franca et al. 2014)
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Figura 36: Fotomicrografia do nervo optico. Observe a escavac¢éo do
nervo optico (setas) do (a) nervo saudavel - animais ndo glaucomatosos;
(b) nervo com escavacéao devido ao glaucoma — animais glaucomatosos
ndo tratados; (c) animais glaucomatosos tratados com inserte 75:25 com

ativo; (d) animais glaucomatosos tratados com placebo 75:25
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6.6 Conclusao

Este estudo avaliou a viabilidade de desenvolvimento e producao de
um inserte composto de condroitina e quitosana, para a veiculacdo de uma
substancia inédita com atividade antiglaucomatosa, e sua superioridade sobre
um inserte composto apenas de quitosana. Os insertes foram produzidos a partir
de filmes, e constatou-se por meio de analise térmica e de espectrometria no
infravermelho, que o composto quimico e o0 corante estavam dispersos no
sistema polimérico, ndo havendo, portanto, alteracdes em sua constituicao
quimica. O inserte apresentou, também, um pH compativel com a aplicagdo no
tecido ocular e boa propriedade de intumescimento e manutencdo da
integridade. Os insertes demonstraram a capacidade de reduzir a PIO nos
animais do grupo tratado, além de apresentarem a capacidade de diminuir o
dano das células ganglionares da retina. Os insertes preparados apresentaram
caracteristicas fisicas e quimicas adequadas para serem utilizados como
veiculos de liberacéo prolongada de forma eficaz e segura, e demonstraram um

alto potencial para o tratamento do glaucoma.
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