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RESUMO

O glaucoma é a segunda maior causa de cegueira mundial, logo, o diagndstico
precoce e o tratamento possibilitam um melhor controle da doenca. O tratamento
consiste na utilizacdo de farmacos que agem na reducdo da pressao intraocular
utilizando formas farmacéuticas convencionais (colirios). Essa abordagem diminui a
eficiéncia no tratamento da doenca, pois sua posologia de manutencédo leva ao
esquecimento, efeitos colaterais sistémicos e dificuldade de aplicacdo. Nesse sentido,
NOsSso grupo de pesquisa ja tem desenvolvido sistemas de liberagéo prolongada (com
60 dias) que ainda precisam de melhorias para maximizar uma liberacdo por maior
tempo. Por outro lado, as moléculas disponiveis terapeuticamente ocasionam, a longo
prazo, diminuicdo de eficiéncia. Assim, é interessante buscar novas moléculas por
intermédio de seu reposicionamento ou associar as terapias para o tratamento desta
doenca. Entdo, o desenvolvimento de novas formulagbes, em conjunto com novos
farmacos para o tratamento do glaucoma poderiam reduzir efeitos adversos
sistémicos, aumentar a adesdo e inserir uma nova molécula por intermédio de seu
reposicionamento farmacoldgico. Portanto, o objetivo deste trabalho € desenvolver
insertes poliméricos multicamadas para promover a liberacdo controlada de potencial
substancia ativa (sulfaguanidina). Os insertes foram produzidos pelos métodos de
solubilizacdo/evaporacdo de solvente caracterizados por calorimetria exploratoria
diferencial, espectroscopia de absorcéo no infravermelho, microscopia eletrbnica de
varredura para verificacdo das eventuais compatibilidades entre o polimero e a
substancia ativa, potencial de hidratagdo do polimero, pH de superficie e perfil de
liberacéo in vitro. Os insertes apresentaram grande capacidade de intumescimento e
resisténcia fisica com aproximadamente 1000% de influxo de agua. Os pHs
encontrados (pH= 5) foram compativeis com a aplicacdo ocular. Todos os insertes
apresentaram bandas caracteristicas do farmaco e do polimero na espectroscopia no
infravermelho sem aparecimento de novas bandas. Resultados analogos foram
obtidos na termogravimetria demonstrando que ha compatibilidade entre o farmaco e
o polimero testado. Foi possivel observar nas micrografias obtidas pela microscopia
eletrbnica de varredura: superficie regular e homogénea, ndo sendo visualizado
farmaco no interior dos dispositivos. O teste de liberacdo levou a uma rapida saida do

farmaco do dispositivo em teste feito com membrana de celulose. Os dados



apresentados permitem afirmar que os insertes desenvolvidos sdo compativeis com a
sulfaguanidina, e que novos testes in vivo devem ser feitos para certificar a atividade

antiglaucomatosa desta substancia com esse sistema de liberagéo.

Palavras-chave: glaucoma; sulfaguanidina; insertes multicamadas; quitosana,
caracterizacao fisico-quimica.



ABSTRACT

Glaucoma is the second leading cause of blindness worldwide, so early diagnosis and
treatment enable better disease control. The treatment consists of drugs that reduce
intraocular pressure using conventional pharmaceutical forms (eye drops). This
approach decreases the efficiency in the treatment of the disease because its
maintenance dosage leads to forgetfulness, systemic side effects and difficulty in
application. In this sense, our research group has already developed extended-release
systems (with 60 days) that still need improvements to maximize a longer release time.
On the other hand, the molecules available therapeutically cause, in the long term, a
decrease in efficiency. Thus, it is interesting to search for new molecules through their
repositioning or to associate the therapies for treating this disease. Hence the
development of new formulations, together with new drugs for the treatment of
glaucoma, could reduce systemic adverse effects, increase adherence and insert a
new molecule through its pharmacological repositioning. Therefore, this work aims to
develop multilayer polymeric inserts to promote the controlled release of a potential
active substance (sulfaguanidine). The inserts were produced by solubilization/solvent
evaporation methods and characterized by differential exploratory calorimetry, infrared
absorption spectroscopy, and scanning electron microscopy to verify possible
compatibility between the polymer and the active substance, polymer hydration
potential, surface pH, and in vitro release profile. The inserts showed high swelling
capacity and physical resistance with approximately 1000% water influx. The pHs
found (pH= 5) were compatible with the ocular application. All the inserts presented
characteristic bands of the drug and the polymer in infrared spectroscopy without the
appearance of new bands. Analogous results in thermogravimetry demonstrated
compatibility between the drug and the polymer tested. The micrographs obtained by
scanning electron microscopy observed regular and homogeneous surfaces and no
drug was visualized inside the devices. The release test led to a rapid exit of the drug
from the device in a test performed with cellulose membrane. The data presented
made it possible to state that the inserts are compatible with sulfaguanidine, and new
in vitro tests have to be done to certify the antiglaucomatous activity of this substance
with this release system.

Keywords: glaucoma; sulfaguanidine; multilayer inserts; chitosan; physicochemical
characterization.
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INTRODUCAO GERAL E RELEVANCIA DO TEMA

O glaucoma é caracterizado pelo acumulo de humor aquoso no olho, que aumenta a
pressao intraocular (PlO), causando danos ao nervo oOptico resultando em perda
progressiva e irreversivel da visdo. Sendo classificado em glaucoma de angulo aberto
e angulo fechado (UMEZURIKE et al., 2019; KWON et al., 2009). E a segunda maior
causa de cegueira mundial e no Brasii (CAMPOS; CID; NETO, 2018).
Aproximadamente 70 milhdes de pessoas sofrem com a doenca em todo o mundo
(YADAV; RAJPUROHIT; SHARMA, 2019).

Dessa maneira, o tratamento adequado € muito importante para o controle da doenca
(CAMPQOS; CID; NETO, 2018). O tratamento é realizado ao longo da vida, iniciado
logo apos o diagndstico e requer um compromisso por parte do paciente (KESAV et
al., 2021). As formulacfes farmacéuticas existentes para o tratamento do glaucoma
de angulo aberto, geralmente sdo os colirios, que agem reduzindo a PIO, mas
apresentam desvantagens como o esquecimento da aplicagéo, utilizacdo de mais de
um colirio no tratamento, e efeitos colaterais sistémicos, o0 que gera custos elevados
(GUEDES, 2016; ROCHA et al., 2019; SHALABY et al., 2020).

Também ocorre uma menor disponibilidade do medicamento devido a drenagem
rapida, renovacao da lagrima, reflexo ao piscar, lacrimejamento induzido e a absor¢ao
conjuntival (KS; RK, 2009). Ha uma baixa adesédo do paciente devido as multiplas
administracdes diarias (LAVIK; KUEHN; KNOW, 2011; ROCHA et al., 2019). E menos
de 5% da dose é absorvida no olho indo para a circulacdo sistémica (AMO; URTTI
2008; CESAR et al., 2020).

Nosso grupo de pesquisa ja tem desenvolvido vérios filmes de liberacdo ocular com
resultados promissores, porém, ainda com liberacdo de 45 dias para dispositivos de
uma camada. Assim, o desenvolvimento de novas formulagbes, podem otimizar o
tratamento atingindo um tempo maior de acédo, podendo proporcionar um melhor
controle da PIO por longo periodo (ABDELKADER et al., 2020; DEVI et al., 2021). Por
outro lado, o reposicionamento de farmacos tem sido adotado pela induastria
farmacéutica como uma das formas de se realizar inovagdes incrementais no
lancamento de novos produtos. Uma substancia que tem apresentado atividade
inibidora de anidrase carbonica é a sulfaguanidina (PUCCETTI et al., 2005; ULUS et

al., 2016). Esta enzima esta associada ao glaucoma, quando em excesso, pode
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ocasionar um aumento da PIO e o desenvolvimento da doenca. A sulfaguanidina ja é
aprovada para uso no arsenal terapéutico na medicina humana e veterinaria para
infeccgdes intestinais, sendo administrada por via oral ou intraperitoneal. Sua utilizacao
em um novo dispositivo com agdo comprovada pode originar um novo medicamento
com menos etapas de desenvolvimento menos custos e riscos pois ja existem dados
de seguranca, eficacia e efeitos adversos do medicamento, bem como seu registro
(ABIDI et al., 2017; JOURDAN et al., 2020; XUE et al., 2018).

Portanto, os problemas relacionados ao uso de colirios no tratamento do glaucoma e
os efeitos adversos dos farmacos utilizados no tratamento do glaucoma séo
prementes de serem resolvidos. Aliado a este fato, a introducdo de uma molécula ja
descrita com seu reposicionamento para atividade antiglaucomatosa pode enriquecer
o arsenal terapéutico. Entéo, tendo estas premissas por base, este trabalho teve como
proposta o desenvolvimento e caracterizacao fisico-quimica de insertes multicamadas

contendo o polimero quitosana e o farmaco sulfaguanidina.

Este trabalho esta dividido em duas partes. Na primeira parte foi realizada uma revisao
da literatura a respeito do glaucoma e apresentacdo dos objetivos do trabalho. Na
segunda parte foi realizado o trabalho experimental relatando o desenvolvimento do
inserte de quitosana e sulfaguanidina e a sua caracterizacdo fisico-quimica
empregando técnicas espectrométricas na regido do ultravioleta (UV) e infravermelho
(IV), calorimetria exploratéria diferencial (DSC), termogravimetria (TG), Analise

Térmica Diferencial (DTA) e microscopia eletronica de varredura (MEV), por exemplo.
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PARTE 1 — REVISAO DA LITERATURA E OBJETIVOS

1 REVISAO DA LITERATURA
1.1 Estrutura do olho humano

O olho humano é o 6rgdo responsavel pelo processo da visdo (ASSIS, 2020;
RODRIGUES, 2016). Ele possui trés camadas, sendo a camada mais externa,
composta pela esclera e cornea, a camada central, composta pela iris, corpo ciliar,
epitélio pigmentado e coroide e a camada mais interna que é formada pela retina,
essas estruturas podem ser observadas na Figura 1 (ARAUJO, 2018; CLARO et al.,
2018; JULIANA et al., 2019).

Figura 1 — Corte longitudinal do olho humano.
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Fonte: CLARO et al. (2018, p. 30).

O olho humano é dividido em segmento anterior e segmento posterior, conforme
Figura 2. O segmento anterior € constituido pela esclera, cérnea, conjuntiva, camara
anterior, iris, pupila, corpo ciliar (DAVE et al., 2021; SILVA et al., 2021) e preenchido
pelo humor aquoso. E ainda subdividido em camara anterior que compreende o
espaco entre a cornea até a iris e a camara posterior que se estende entre a iris e 0
cristalino (RODRIGUES, 2016). O segmento posterior do olho é constituido pela
camara vitrea, retina, coroide, esclera, nervo optico (DAVE et al., 2021; SILVA, et al.,
2021) e preenchido pelo humor vitreo (RODRIGUES, 2016).



17

Figura 2 — Segmento posterior (a) e segmento anterior (b) do olho humano.
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O humor aquoso é um liquido que realiza a nutricdo de estruturas do olho (ARAUJO,
2018). E produzido pelo corpo ciliar constantemente, este flui da cAmara posterior para
a camara anterior, podendo ser drenado por duas vias: pela malha trabecular para o
canal de Schlemm e pela via uveoescleral, conforme Figura 3 (JULIANA et al., 2019;
SILVA, et al., 2021).

Figura 3 — Fluxo do humor aquoso no olho humano (A) Rota trabecular (B)
Rota uveoescleral.
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A retina € uma membrana nervosa que tem a funcéo de receber a impressao luminosa
e transmitir ao nervo optico. E o nervo optico constituido por um conjunto de fibras
nervosas que levam a informacdo visual para o cérebro (ARAUJO, 2018;
RODRIGUES, 2016). A retina saudavel é constituida pela rede de vasos, disco 6ptico,
févea e macula, conforme demonstrado na Figura 4. O disco Optico € constituido por
uma regido central denominada de escavacéo e uma regido periférica denominada de
anel neuroretinal. Em pacientes com glaucoma ocorre o alargamento da escavacgao e
a diminuicdo do anel neuroretinal (ARAUJO, 2018).

Figura 4 — Estrutura de uma retina normal.

Fonte: ARAUJO (2018, p. 24).

A superficie ocular apresenta um pH na faixa de 7,3 a 7,7, sendo recoberta pelo filme
lacrimal que é composto por lipideos, eletrélitos e proteinas, como por exemplo, a
mucina que é uma glicoproteina (BARAR et al., 2016). O filme lacrimal € dividido em
trés camadas: camada superficial lipidica que possui a funcao de evitar a evaporacéo
do filme lacrimal, uma camada intermediaria aquosa responsavel pelo equilibrio
osmatico e controle de infec¢des e uma camada interior de mucina e agua. A mucina
apresenta em sua estrutura acido siélico e residuos sulfatados que conferem carga
negativa a mesma. A camada de mucina desempenha um papel de protecdo e
lubrificacao do epitélio ocular (DAVE et al., 2021; SILVA et al., 2021).

A cOrnea € uma estrutura transparente com espessura de aproximadamente 0,5 mm,
€ considerada a barreira mais critica para a penetracdo do farmaco no olho (CHENG
et al., 2020). Recebe nutricdo do humor aquoso e do liquido lacrimal (SILVA et al.,
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2021). O epitélio e o endotélio da cornea permitem a entrada de pequenas moléculas
lipofilicas no humor aquoso e restringe a entrada de moléculas hidrofilicas. A sua
superficie € carregada negativamente, contribuindo assim para que farmacos com
cargas catibnicas permanecam aderidos por maior tempo em sua superficie (CHENG
et al., 2020).

1.2 Glaucoma

O glaucoma é caracterizado pelo acumulo de humor aquoso, que aumenta a PIO,
causando danos ao nervo 6ptico, morte de células ganglionares, afinamento da
camada de fibras nervosas da retina e resultando em perda progressiva da visédo
(CAMPQOS; CID; NETO, 2018; CHENG et al., 2020). A PIO normal do olho é de 10 a
21 mmHg, porém, no olho glaucomatoso estes valores podem variar até 40 mmHg,
no qual, é considerada hipertensdo aqueles superiores a 21 mmHg (YADAV;
RAJPUROHIT; SHARMA, 2019).

Nao estd claro como ocorre o aumento da PIO, estudos sugerem que ha um
desequilibrio entre a producéo e a drenagem do humor aquoso. Ocorre uma disfuncéo
da malha trabecular gerando uma resisténcia da saida do humor aquoso (FAN; TAN;
LIU, 2019). Entédo, a PIO aumenta provocando forca exacerbada sobre os vasos e
fibras nervosas do nervo éptico privando-o de nutrientes e de oxigénio. A privacao
destas substancias conduz, progressivamente, a uma lesdo ao nervo Optico
ocasionando a cegueira (UMEZURIKE et al., 2019).

O glaucoma apresenta alguns fatores de risco como: PIO acima de 21 mmHg; idade
avancada (DINIZ et al., 2021), fatores genéticos (UMEZURIKE et al., 2019), presenca
de diabetes e hipertensdo (SHABBIR et al., 2021), o uso de esteroides que aumenta
a incidéncia de hipertenséo ocular em 40%, o trauma ocular (UMEZURIKE et al., 2019)
e a miopia moderada a alta (JONAS et al., 2017; SHABBIR et al., 2021).

1.2.1 Epidemiologia

O glaucoma € a segunda maior causa de cegueira mundial e no Brasil (CAMPOS;
CID; NETO, 2018; DINIZ et al., 2021). Aproximadamente 70 milhGes de pessoas

sofrem com a doenga em todo o mundo. Nos Estados Unidos é a principal razédo que
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contribui para cegueira, sendo registrado que mais de 2 milhdes de pessoas
atualmente sofrem de glaucoma, no qual, 80 mil se tornaram cegos ou parcialmente
cegos (YADAV; RAJPUROHIT; SHARMA, 2019). Sao estimados 900 mil portadores
de glaucoma no Brasil (DINIZ et al., 2021) e que pode afetar 111,1 milhdes de
individuos até 2040 (KESAV et al., 2021).

O glaucoma néo é diagnosticado em 50% dos casos em paises ocidentais e 90% em
paises desenvolvidos. Ocorre com maior prevaléncia em negros do que em brancos,
€ mais agressivo em afrodescendentes, apresentando, aproximadamente, seis vezes
mais susceptibilidade a apresentar dano ao nervo Optico do que em brancos
(UMEZURIKE et al., 2019). Além disso, homens sdo mais propensos a desenvolver o
glaucoma do que as mulheres (JONAS et al., 2017).

O glaucoma primario de angulo aberto (GPAA) € a forma mais prevalente dentre os
tipos de glaucoma, sendo responsavel por 90% dos casos (DINIZ et al.,, 2021;
WEINREB et al., 2014). Apresenta uma prevaléncia seis vezes maior do que o
glaucoma primario de angulo fechado (GPAF), mas o GPAF apresenta progndstico
pior em relacdo ao GPAA (JONAS et al., 2017).

1.2.2 Classificacao do glaucoma

O glaucoma apresenta varios tipos que dependem dos sintomas e da causa da
doenca. Os tipos mais comuns sdo: GPAA, GPAF, glaucoma de tensdo normal,
glaucoma pigmentar, uveitico, congénito, pseudoesfoliativo, neovascular e glaucoma
relacionado a traumas (SHABBIR et al., 2021).

O glaucoma também é classificado em &angulo aberto e de angulo fechado
(UMEZURIKE et al., 2019; KWON et al., 2009). A diferenca entre eles esta na abertura
e fechamento do angulo iridicorneano (CHENG et al., 2020). No glaucoma de angulo
aberto ocorre obstrug¢édo dos canais de drenagem do olho por particulas microscépicas
ou este canal apresenta fluxo de passagem do humor aquoso menor do que a sua
taxa de producao e no glaucoma de angulo fechado ocorre uma obstrucéo fisica dos
canais de drenagem do humor aquoso pela aposicéo da iris. Esses tipos podem ser
observados na Figura 5 (ASSIS, 2020).
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Figura 5 — Representacdo esquematica do glaucoma de angulo aberto e do

glaucoma de angulo fechado.
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O glaucoma € ainda dividido em priméario e secundario (KWON et al., 2009). O primario
esta relacionado ao aumento da PIO devido ao acimulo de humor aquoso no olho
(BRASIL, 2022; WEINREB et al., 2014) e o secundario relacionado a traumas, uso de
medicamentos, como por exemplo, os corticosteroides e doencgas predisponentes
como a hipertenséo ocular (BRASIL, 2022) e diabetes mal controlado (ASSIS, 2020).

O GPAA ¢é a forma mais prevalente dentre os tipos de glaucoma. E caracterizado pela
maior resisténcia ao fluxo do humor aquoso pela rede trabecular e via uveoscleral
(DINIZ et al., 2021; WEINREB et al., 2014). Nao causa nenhuma alteragéo inicial na
visdo, sendo assintomatico nos estagios iniciais, ocorrendo perda da visdo em tunel
no estagio mais avancado (ARAUJO, 2018; CHENG et al., 2020; YADAV,
RAJPUROHIT; SHARMA, 2019). O paciente apresenta uma PIO maior do que 21

mmHg, € uma doenca cronica, geralmente bilateral (UMEZURIKE et al., 2019).

No GPAF ocorre obstrucao do fluxo aquoso pela aposi¢éo da iris (CHENG et al., 2020;
WEINREB et al., 2014). Este tipo de glaucoma € menos comum quando comparado
ao de angulo aberto. O seu quadro evolui rapidamente, necessitando de atencao
médica imediata (SHABBIR et al., 2021). Os sintomas incluem visdo turva, dor nos
olhos, olhos vermelhos (YADAV; RAJPUROHIT; SHARMA, 2019), PIO superior a 30
mmHg, nauseas, vomitos, pupilas dilatadas e perda subita da visdo (DASTJERDI et
al., 2021).
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1.2.3 Diagnostico do glaucoma

O diagndstico precoce € muito importante para o tratamento, pois os danos séo
irreversiveis, podendo ser realizado principalmente por trés sinais: escavacao do disco
Optico, aumento da PIO e perda progressiva do campo visual (CAMPOS; CID; NETO,
2018; CLARO et al., 2018). E necesséaria avaliacdo do campo visual para determinar

a perda do mesmo e o dano causado ao nervo 6ptico (CLARO et al., 2018).

A avaliacao da PIO é realizada pela tonometria que mede a presséo interna do olho.
A PI1O nao pode ser o principal critério de diagndstico uma vez que existem casos de
glaucoma nos quais a PIO se encontra normal (JONAS et al.,, 2017). Entéo, a
utilizacdo de imagens digitais da retina vem sendo utilizadas para auxiliar no
diagnéstico do glaucoma (CLARO et al., 2018).

Para avaliacdo da escavacdo do disco 6ptico sdo utilizadas ferramentas como a
oftalmoscopia e biomicroscopia (UMEZURIKE et al., 2019). A fundoscopia realizada
pelo aparelho retindgrafo é empregada para avaliar o fundo do olho, no qual, é
possivel avaliar o nervo éptico, nervos retinianos e a retina, estruturas que sao
importantes para o diagndstico do glaucoma (ASSIS, 2020). No exame do nervo 6ptico
deve ser avaliado o formato e o tamanho do disco éptico, o tamanho e escavacao do
disco Optico, configuracdo da lamina cribiforme, area e configuracao do anel neural,
regido peripapilar e a configuracdo dos vasos sanguineos do nervo Optico (BRASIL,
2022). Conforme demonstrado nas Figuras 6 e 7 quando se compara o disco 6ptico

normal com o disco éptico de um paciente com glaucoma.

Figura 6 —Retina/ disco 6ptico do olho normal - Contorno do disco 6ptico
(verde) e escavacao (vermelho).

Fonte: CLARO et al. (2018, p. 31).
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Figura 7 — Retina/ disco optico do olho com glaucoma - Contorno do disco
optico (verde) e escavacao (vermelho).

Fonte: CLARO et al. (2018, p. 31).

O exame de fundo de olho é o exame mais utilizado no diagndstico do glaucoma. Para
otimizacdo da andlise das imagens e evitar uma interpretacdo errbnea dos resultados
do exame pode ser utilizado o processamento de imagens por computador —
Computer Aided Diagnosis — CADx (ARAUJO, 2018). Também pode ser utilizada a
gonioscopia para verificar se 0 angulo esta aberto ou fechado, identificar a amplitude
do angulo e avaliagdo da posicao da iris (BRASIL, 2022). A imagem de fundo de olho
e a tomografia de coeréncia 6ptica sdo usadas para avaliar a espessura da camada
das fibras nervosas da retina (SHABBIR et al., 2021). Outra técnica que pode ser
utilizada no diagnostico do glaucoma é a paquimetria ultrassénica que avalia a
espessura da cornea. Enquanto a campimetria visual detecta o dano do glaucoma, o
exame € empregado para avaliar a progressdo da doenca, considerado um exame

padrdo ouro no diagndstico do glaucoma (BRASIL, 2022).

Para o diagnéstico também podem ser utilizadas técnicas por imagem, como a
polarimetria a laser de varredura que se concentra nas propriedades Opticas das fibras
nervosas retinianas; a oftalmoscopia a laser de varredura confocal, técnica que realiza
um mapeamento da superficie da retina e a tomografia de coeréncia Optica, técnica
que fornece resolugdo em microns dos tecidos oculares (UMEZURIKE et al., 2019).
Em pacientes com miopia alta, na qual, as técnicas utilizadas falham no diagnéstico
pode ser utilizada avaliacdo da rede vascular radial peripapilar (JONAS et al., 2017).
Atualmente, ja estdo disponiveis técnicas que avaliam a camada de fibras nervosas
do disco 6ptico, sendo: Confocal Scanning Laser Ophthalmoscopy, Optical Coherence
Tomography e Scanning Laser Polarimetry, mas sdo métodos caros e demorados
(ARAUJO, 2018).
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1.2.4 Tratamento do glaucoma

O tratamento do GPAA pode ser realizado pela reducdo da PIO, pelo uso de
medicamentos, tratamento a laser e cirdrgico (CHENG et al., 2020; YADAYV,
RAJPUROHIT; SHARMA, 2019). Geralmente o objetivo € uma reducéo de 20 a 50%
da PIO. Esta reducao esta relacionada ao dano no nervo éptico e aos fatores de risco.
Quanto maior for o dano ao nervo 6ptico e quanto maior os fatores de risco, maior

devera ser a reducédo da PIO para o paciente (JONAS et al., 2017).

O tratamento medicamentoso é realizado com colirios, no qual os farmacos reduzem
a PIO, atuando na reducdo da produgcdo de humor aquoso pelo corpo ciliar e/ou
aumento do seu fluxo pela rede trabecular e via uveoscleral (CHENG et al., 2020;
UMEZURIKE et al., 2019). Os medicamentos utilizados no tratamento séo divididos
em classes: agonistas a-adrenérgico, B-bloqueadores, inibidores da anidrase
carbdnica, agonistas de prostaglandina e miéticos (YADAV; RAJPUROHIT; SHARMA,
2019).

Os agonistas a-adrenérgico agem reduzindo a producédo de humor aquoso através da
constricdo dos vasos sanguineos, exemplos dessa classe sdo a apraclonidina e a
brimonidina (YADAV; RAJPUROHIT; SHARMA, 2019). Reduzem a PIO tanto pela
reducdo da producdo do humor aquoso quanto pela sua drenagem pela via
uveoscleral (BRASIL, 2022).

Enquanto os B-blogqueadores atuam no corpo ciliar reduzindo a producédo de humor
aquoso (UMEZURIKE et al., 2019; YADAV; RAJPUROHIT; SHARMA, 2019), no
processo ciliar e na perfusdo capilar. Os farmacos desta classe sdo o timolol,
levobunolol, carteolol, pindolol, metipranolol, betaxolol e metoprolol (BRASIL, 2022).
O medicamento mais utilizado € o timolol, sendo a primeira escolha de farmaco a ser
utilizado desta classe (UMEZURIKE et al., 2019; YADAV; RAJPUROHIT; SHARMA,
2019). O maleato de timolol pode ser associado a outras classes de medicamentos
apresentando efeito aditivo hipotensor (BRASIL, 2022), mas apresenta efeitos
adversos como bradicardia, arritmias, queda da pressdo sanguinea e problemas
brénquicos (JONAS et al., 2017).

Os inibidores da anidrase carbonica sao divididos em topicos e sistémicos, sendo a
acetazolamida de uso sistémico e a dorzolamida e a brinzolamida de uso tdépico

(BRASIL, 2022). Eles atuam diminuindo a produgcao de humor aquoso pelo corpo ciliar.
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A dorzolamida 2,0% em associacdo com o timolol 0,5% apresentam um melhor
resultado no tratamento do glaucoma (BRASIL, 2022; YADAV; RAJPUROHIT;
SHARMA, 2019).

Os midticos sao utilizados como tratamento de terceira linha do glaucoma, eles atuam
aumentando a drenagem de humor aquoso, mas apresentam a desvantagem de
serem administrados até quatro vezes ao dia (YADAV; RAJPUROHIT; SHARMA,
2019). A pilocarpina é o principal representante desta classe, ela atua aumentando o
escoamento do humor aquoso pela contracdo da musculatura ciliar (BRASIL, 2022).

N&o apresentam efeitos adversos sistémicos consideraveis (JONAS et al., 2017).

Os analogos de prostaglandina aumentam a drenagem de humor aquoso pelo canal
de Schlemm. Sdo os medicamentos de primeira linha no tratamento do glaucoma,
mas apresentam efeitos adversos que devem ser considerados como a irritacéo local,
descoloracao da iris e da pele ao redor da aplicacdo e vermelhiddo dos olhos (YADAV;,
RAJPUROHIT; SHARMA, 2019). Sdo exemplos da classe a latanoprosta (JONAS et
al., 2017), travoprosta e tafluprota. E a classe de maior efeito hipotensor, podendo ser

associados a outras classes de medicamentos (BRASIL, 2022).

Portanto, no tratamento do glaucoma o paciente pode utilizar mais de um colirio, 0
gue gera custos altos (GUEDES, 2016; ROCHA et al., 2019; SHALABY et al., 2020),
h& uma baixa adesao do paciente devido as multiplas administracdes diarias (LAVIK;
KUEHN; KNOW, 2011; ROCHA et al., 2019) e uma menor disponibilidade do
medicamento devido a sua drenagem rapida, renovacao da lagrima, reflexo ao piscar,
lacrimejamento induzido e a absorcéo conjuntival (KS; RK, 2009). No qual, menos de
5% da dose é absorvida no olho indo para a circulacao sistémica (AMO; URTT]I, 2008;
CESAR et al., 2020; SILVA et al., 2017; ZAMBOULIS et al., 2020).

Quando o tratamento medicamentoso ndo é eficaz o tratamento a laser pode ser um
recurso (JONAS et al., 2017). A trabeculoplastia seletiva a laser ou a trabeculoplastia
a laser de argobnio tem sido utilizada no tratamento do glaucoma, mas foi evidenciado
a diminuicdo da sua eficicia ao longo dos anos. Quando o tratamento medicamentoso
ou a trabeculoplastia ndo apresenta eficiéncia no tratamento a abordagem cirdrgica é
uma alternativa. As cirurgias sdo seguras e de facil recuperagdo, mas podem

apresentar complicacdes e ser necessario reoperacdes (CHATZARA et al., 2019).
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O tratamento do GPAF difere do tratamento do GPAA, uma vez que, o0 objetivo do
tratamento € a abertura do angulo induzindo uma miose e o deslocamento da iris para
fora do angulo. O uso de midticos, como a pilocarpina, é o tratamento medicamentoso
de primeira linha. Caso o tratamento medicamentoso n&o seja eficaz o tratamento a
laser pode ser uma alternativa como a iridoplastia a laser. Neste procedimento &
realizado um orificio na iris periférica para reduzir a pressao entre a camara anterior
e posterior do olho (JONAS et al., 2017).

As formas convencionais utilizadas para administracdo de medicamentos na via ocular
para o tratamento do glaucoma, no caso o0s colirios, apresentam uma
biodisponibilidade limitada e, portanto, sdo necessarias varias aplicacdes ao dia
(CHENG et al., 2020). Para otimizar o tratamento podem ser utilizados os sistemas
poliméricos biodegradaveis de liberacdo de farmacos, que conferem maior tempo de
contato e permanéncia do farmaco no local de aplicacdo (CARVALHO et al., 2010;
SILVA et al.,, 2017), reducdo de efeitos colaterais e reducdo do numero de
administragcdes (ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009; BATISTA, 2015; CESAR et
al., 2020; FRANCA, 2020; KS; RK, 2009; PAOLICELLI et al., 2009; SILVA et al., 2017).
Logo, os sistemas como as nanoparticulas, sistemas de gelificacédo in situ, insertes,
lipossomas, emulsdes, lentes de contato, microagulhas, dendrimeros, hidrogéis entre
outros, que proporcionam uma liberacdo prolongada dos farmacos no local de acdo
podem ser uma alternativa promissora para o tratamento do glaucoma (CHENG et al.,
2020; YADAV; RAJPUROHIT; SHARMA, 2019).

1.3 Insertes disponiveis no mercado

Os insertes oculares sdo dispositivos estéreis administrados no olho, podem ser
divididos em inser¢des conjuntivais, inser¢cdes subconjuntivais e inser¢des intravitreas
(GOOCH et al., 2012). As inserc¢des subconjuntivais e intravitreas sédo dispositivos que
requerem procedimentos cirdrgicos para serem administrados e posteriormente
guando retirados (SINGH et al.,, 2020). Os insertes conjuntivais sdo dispositivos
colocados sob a porgéo conjuntival do olho, entre a pélpebra inferior ou superior e a
superficie do olho, conforme Figura 8 (FRANCA et al., 2014; GOOCH et al., 2012;
YADAV; RAJPUROHIT; SHARMA, 2019). Essa via de administracdo geralmente é
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utilizada para tratar doencas que afetam o segmento anterior do olho (FOUREAUX et

al., 2015), o que é o caso do glaucoma.

Figura 8 — Inserte ocular.

Férnice conjuntival
superior

Superficie

/ ot

Inserte ocular

Fornice conjuntival
inferior Inserte ocular polimérico

carreando farmaco

Fonte: Adaptado de YADAV; RAJPUROHIT; SHARMA (2019, p. 373).

Séo divididos em insoluveis, solaveis e bioerodiveis. Os insertes insolUveis sao
dispositivos que o farmaco esté presente em um sistema reservatorio central que pode
ser liberado por difusdo ou por osmose. Apresentam a desvantagem de ser necessario
sua retirada apods liberacdo do ativo, enquanto os insertes sollveis ndo héa
necessidade de remocao do local de aplicacdo. As insercdes bioerodiveis consistem
de dispersdo homogénea do farmaco, no qual, a liberacdo do mesmo ocorre quando
a bioerosdo da matriz polimérica se inicia (AHMAR et al., 2019; GOOCH et al., 2012;
KRITI; YASHIKA, 2019; KUMAR; SINGH, 2014). Atualmente, existem diversos

dispositivos em estudo para o tratamento do glaucoma, estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 — Dispositivos em estudo para o tratamento do glaucoma.

(continua)
Nome do dispositivo Tipo de FArmaco Estagio de Referéncias
P dispositivo desenvolvimento | bibliograficas
ENV 515 (Envisia Therapeutics)
(KESAV et al.,
Implante MANéngIR;’GER
intracameral Travoprosta XR  Estudo de fase II. et al. 2017
biodegradavel. MILLER: EATON,
2021)
Implante
bioerodivel — o Aprovado pelo
dispositivo FDA para
apresenta uma 10 ug de tratamento de (KESAV et al.,
g ulha aue é bimatggrosta glaucoma de 2021; MILLER,;
- ag que P ' angulo aberto e EATON, 2021)
inserida na camara . ~
. hipertensao
anterior do olho e o
; L ocular.
implante € liberado.
E um sistema de
entrega
intracameral (IBACH, 2020;
administrado de Travoprosta Estudo de fase lII. KESAV et al.,
forma cirargica na 2021)

cornea e ancorado
a malha trabecular.
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Tabela 1 — Dispositivos em estudo para o tratamento do glaucoma.

(continua)

Tipo de Estagio de Referéncias

Nome do dispositivo Farmaco

dispositivo desenvolvimento | bibliograficas
OTX-TIC (Ocular Therapeutix ™)
Implante
intracameral que (KESAV et al.,
libera travoprosta Travoprosta Estudo fase I. 2021; MILLER;
por um periodo de EATON, 2021)
4 meses.

Implante canalicular
em forma de bastao

ue libera Travoprosta Estudos de fase (MILLER;
d P 1m0 EATON, 2021)
travoprosta por 2 a
3 meses.

Inserte macio
flexivel, composto
por elastomero
transparente que €
administrado
abaixo da pélpebra
superior.

(BERTENS et al.,
2018; KRESCH,
2017)

Timolol ou Estudos de fase
prostaglandina. .
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Tabela 1 — Dispositivos em estudo para o tratamento do glaucoma.

Nome do dispositivo

Tipo de
dispositivo

Farmaco

(concluséo)

Estagio de
desenvolvimento

Referéncias
bibliograficas

IBI-60089

Anterior
Chamber

Injection

Durasert (pSivida)

Helios™ (ForSight Vision5 Inc.)

/ \< Cross-sectional thickness
I/ \
] 1

f  26to29mmdiameter | 1

f | \\‘;éSuppon Structure

\
\
A
\ N
N Bimatoprost-Polymer Matrix

Injecéo
subconjuntival
liberacdo de
latanoprosta
durante 6 meses.

Latanoprosta

Implante
subconjuntival,
biodegradavel,
bioerodivel de

liberacao
sustentada de

latanoprosta por até
12 meses.

Latanoprosta

E um dispositivo
em forma de anel
administrado
abaixo das
palpebras superior
ou inferior.

Bimatoprosta

Teste pré-clinico. (KRESCH, 2017)

ESt“df’/l‘fe fase  KRESCH, 2017)

(J. F. BERTENS

Estudo de fase Il. etal., 2018)
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Os insertes apresentam vantagens como o maior tempo de contato do farmaco no
local de acdo, melhorando sua biodisponibilidade. A administracdo de uma dose exata
no olho que proporciona um melhor controle na terapia e redugdo da absorgao
sistémica. Portanto, apresentam menores efeitos adversos, maior eficcia devido a
liberacdo continua do farmaco e melhor adesdo do paciente (AHMAR et al., 2019;
KUMAR; SINGH, 2014). Dessa maneira, podem proporcionar um melhor controle da
P10 no tratamento do glaucoma (ABDELKADER et al., 2020; DEVI et al., 2021).

Entretanto, ainda apresentam desafios a serem aprimorados como a sensacao de
corpo estranho no olho, o deslocamento do dispositivo do local de aplicacdo e a
dificuldade de administracdo em alguns casos (ABDELKADER et al., 2020; AHMAR
et al., 2019; DEVI et al., 2021). Essas limitacdes dos insertes podem ser superadas
utilizando materiais mais favoraveis que ao serem administrados no férnice conjuntival
intumescam, gelifiquem e degradem completamente (ABDELKADER et al., 2020), por

exemplo, o inserte desenvolvido por Rubido e colaboradores, conforme Figura 9.

Figura 9 — Inserte de quitosana e bimatoprosta.

Fonte: RUBIAO (2021, p. 2)

Em relacdo aos implantes, para sua administracdo é necessario um processo cirlrgico
e invasivo que pode ocorrer complicagcdes como a migragédo do implante, reacdes de
hipersensibilidade e o risco de perda de células endoteliais com o tempo de uso. Esses
implantes ainda estdo em estudo e devem ser avaliados quanto ao risco beneficio
(KESAV et al., 2021).

1.4 Mucoadeséao

O muco é uma barreira semipermeavel que confere nutricdo e defesa das células
epiteliais, ele é continuamente produzido, degradado e eliminado (COLLADO-
GONZALEZ; ESPINOSA; GOYCOOLEA, 2019; KHARE et al., 2014). A mucoades&o
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é definida como a aderéncia de substancias a uma superficie coberta por muco ou a
membrana mucosa (PHAM et al., 2021). Apresenta vantagens como o aumento do
tempo de permanéncia do farmaco no local de acao e ripida absor¢cdo do farmaco
(MANSURI et al., 2016).

A mucoadesdo consiste no contato entre o material e a mucosa ocorrendo a
molhabilidade do material (estagio de contato), em seguida ocorre a difusdo e
interacdo entre as cargas do polimero com a mucosa (estagio de consolidacdo) e,
consequentemente, a difusdo do farmaco para o tecido, conforme Figura 10
(CHATTERJEE et al., 2017).

Figura 10 — Estagios do processo de mucoadesao.

Estagio de contato | Estdgio de consolidagdo
Forrrja | — g'\/ / Area de interagdo
Farmacéutica i S

Camada
mucosa

Fonte: AINA (2019).

O fendmeno de mucoadesdo pode ser explicado por teorias como a teoria de
adsorcao, teoria de difusdo, a teoria eletronica, teoria mecanica e teoria da

molhabilidade, conforme Tabela 2.

Tabela 2 — Teorias da mucoadesao.

(continua)
Teoria Processo envolvido Referéncias
. Relacionada com as forcas de Van der Waals e com (DAVE et al., 2021,
Adsorc¢éao L ) .
ligagdes de hidrogénio. MANSURI et al., 2016)
Interpenetrac@o de cadeias poliméricas através de uma
) ) . i (DAVE et al., 2021,
Difuséo interface adesiva. O entrelagamento entre o polimero e o

. . oo MANSURI et al., 2016)
muco é dependente do tamanho da cadeia polimérica.
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Tabela 2 — Teorias da mucoadesao.
(concluséo)

Teoria Processo envolvido Referéncias

Relacionada com a diferenca eletrbnica entre a mucosa

e o0 sistema polimérico. Em que, a mucina de carga (DAVE et al., 2021;

Eletrénica
negativa interage com o polimero catiénico, por exemplo, MANSURI et al., 2016)
a quitosana.
Relacionada com o preenchimento de uma superficie

Mecanica irregular por um liquido mucoadesivo. As irregularidades (MANSURI, et al.
correspondem a uma maior superficie de contato da 2016)
formulacao.
Quando o sistema polimérico entra em contato com a

Molhabilidade mucosa 0 mesmo penetra nas deformacdes da (AINA, 2019;

superficie. A afinidade do sistema adesivo é definida de MANSURI, et al. 2016)
acordo com o angulo de contato.

As interacdes entre o polimero e a mucina ou mucosa depende de fatores como o pH
local, fator de renovacéo da mucina (CHATTERJEE et al., 2017), capacidade de
hidratacdo do polimero (ZAMBOULIS et al.,, 2020), teor de agua, forca ibnica e
temperatura que podem influenciar nas caracteristicas eletrostaticas e de
conformacao da mucina (DAVE et al., 2021), peso molecular do polimero, em que,
quanto maior o peso molecular maior sera o emaranhado formado e a conformacéao
do polimero que impacta na disponibilidade dos grupos funcionais para interacdo com
a mucina (CHATTERJEE et al., 2017).

1.5 Polimero — Quitosana

Existem varios polimeros que séo utilizados em sistemas de liberacdo mucoadesiva
(CHO et al., 2018; WAYS et al., 2018). A quitosana é um desses polimeros, sendo
biocompativel, biodegradavel (DAVE et al., 2021) e obtida da desacetilacdo parcial da
quitina, Figura 11 (MANSURI et al., 2016). A quitina é um polissacarideo presente no
exoesqueleto de artrépodes. Apresenta baixa solubilidade aquosa dificultando a
formacdao de hidrogéis, assim, ela pode ser desacetilada, formando a quitosana, o que
ocasiona um aumento na solubilidade em sistemas aquosos (COLLADO-GONZALEZ;
ESPINOSA; GOYCOOLEA, 2019). Na desacetilagdo da quitosana 0os grupamentos
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acetamido (-NHCOCHSs) da quitina séo parcialmente transformados em grupos amino
(-NH2) (SANTOS, 2018).

Figura 11 — Desacetilagéo da quitina.
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a) Quitina

Desacetilagao
(NaOH)

OH

b) Quitosana (-",

Fonte: FIGUEIREDO (2014, p. 13).

A quitosana apresenta caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade,
mucoadesao (CHO et al., 2018; MANSURI et al., 2016; WAYS et al., 2018), auséncia
de toxicidade, atividade contra fungos e bactérias, capacidade de formar membranas
(MOURA, 2012), cicatrizacao de feridas na cérnea (MANSURI et al., 2016), aumento
da penetracdo de farmacos através das vias paracelular e intracelular, por meio do
afrouxamento das juncdes entre as células (DAVE et al., 2021; FRANCA et al., 2019;
ZAMBOULIS et al., 2020), melhorando assim, a absorcéo de farmacos hidrofilicos
(SILVA et al., 2021).

Figura 12 — Formula estrutural de quitosana.
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Fonte: WAYS et al. (2018, p. 2).
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Em sua estrutura apresenta grupamentos OH e NH2 que s&o importantes para as
interacOes da molécula e sua solubilidade (WAYS et al., 2018), conforme Figura 12.
Em pH baixo o grupamento NHz sofre protonacéo, Figura 13, e a molécula se torna
positiva (MOURA, 2012) e em pH elevado ocorre a sua precipitacdo podendo afetar o
desempenho do sistema de liberacdo. E uma molécula basica que apresenta
solubilidade em pH acido menor do que 6 (WAYS et al., 2018).

Figura 13 — Protonacé&o da quitosana.
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Fonte: FIGUEIREDO (2014, p. 14).

A guitosana quando utilizada em sistemas de liberacéo de farmacos no olho apresenta
tempo de residéncia pré-corneal prolongado (FRANCA et al., 2019). Essa interacao
entre a mucina e a quitosana ocorre por interacdo eletrostatica e ligacbes de
hidrogénio (COLLADO-GONZALEZ; ESPINOSA; GOYCOOLEA, 2019; MANSURI et
al., 2016; SILVA et al., 2021). Os residuos do acido sialico, carregados negativamente,
interagem com 0s grupos amino da quitosana, carregados positivamente, aumentando
assim, o tempo de contato do farmaco no local de aplicagéo (SILVA et al., 2017). No
qual, quanto maior a concentracao de acido sialico no muco mais forte sera a interacao
com a quitosana (CHATTERJEE et al., 2017).
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Essa interacdo também depende de fatores intrinsecos das moléculas e condicdes
ambientais como o pH do meio, forca ibnica, temperatura, entre outros. As
propriedades intrinsecas estéo relacionadas ao grau de acetilacdo e o peso molecular
da quitosana. As condicdes ambientais estdo relacionadas a concentracdo do
polimero acima da concentracdo critica que gera uma rede emaranhada dificultando
a interacdo com a mucina. O pH do meio pode favorecer a protonacao da quitosana.
Em relacdo ao grau de acetilagdo da quitosana, quanto maior for mais flexivel fica a
cadeia. E em meio com alta concentragdo de sal tanto a quitosana como a mucina
ficam com cargas neutras o que dificulta a interacdo entre ambas (COLLADO-
GONZALEZ; ESPINOSA; GOYCOOLEA, 2019).

No mercado a quitosana ja foi testada em filmes, sistemas de particulas
(microparticulas e nanoparticulas), sistemas injetaveis, adesivos, implantes, entre
outros, nas mais diversas areas, como por exemplo, a oftalmolégica, gastrica, bucal e
anticancerigena (MOURA, 2012). Dois exemplos sdo, o inserte de quitosana e
brimonidina que demonstrou uma liberagéo do farmaco por até 30 dias e quitosana e
brimatoprosta que liberou o farmaco por 15 dias (YADAV; RAJPUROHIT; SHARMA,
2019).

Foram realizados estudos com implantes de quitosana e maleato de timolol, um
betabloqueador para o tratamento do glaucoma e implantes com ofloxacino. No
estudo in vitro 80% dos farmacos foram liberados em aproximadamente, uma hora e
guatorze dias e o estudo in vivo foram liberados de cinco dias a dez semanas. Os
dispositivos demonstraram uma alternativa promissora para o tratamento de doencas
oculares (FULGENCIO, 2012).

Os filmes de quitosana para administracao de farmacos na via ocular estdo em estudo.
Séao exemplos, o desenvolvimento de um filme de quitosana monocamada contendo
tartarato de brimonidina, que demonstrou mucoadesividade, alta taxa de
intumescimento e capacidade de permeacao do farmaco através da cérnea, no qual,
o farmaco foi inicialmente liberado de forma rapida (75% do farmaco em 6 minutos),
seguida de uma liberagcéo prolongada por aproximadamente 25 horas (LI et al., 2020).
Franca e colaboradores 2019, também desenvolveram um filme monocamada

contendo quitosana e hidroxietilcelulose para entrega de dorzolamida na via ocular. O
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dispositivo liberou 75% do farmaco nas trés primeiras horas havendo liberacdo do

farmaco no olho por cerca de 18 horas.

Também esta descrito na literatura dispositivos multicamadas, como exemplo, o
desenvolvimento de um filme composto por quitosana e alginato de sodio carregado
com maleato de timolol e levofloxacina. Nos testes realizados em modelos animais
apresentou estabilizagdo da PIO por 13 dias e proporcionou prevencéo de infecgdes.
O dispositivo ainda deve ser avaliado em relacéo as questbes de desconforto ocular,

toxicidade e a degradacédo apds uso a longo prazo (WANG et al., 2021).

Outro dispositivo estudado apresenta um sistema de microagulhas de dupla camada
constituido por &cido hialurénico e acido hialurébnico metacrilado reticulado que
apresentou liberacdo prolongada de IgG por 5 a 6 dias, quando o IgG foi conjugado
ao acido hialurénico observou-se uma liberacdo sustentada por até duas semanas. O
dispositivo pode ser utilizado para carreamento de diversos farmacos, como por
exemplo, os andlogos de prostaglandina para tratamento de glaucoma (THAN et al.,
2018).

Também ha estudos de filmes para aplicacao ocular com outros tipos de polimeros o
gue é o caso do filme de monocamada poli-B-aminoéster e 6xido de grafeno em que
a brimonidina foi encapsulada em B-ciclodextrina, em que de acordo com o numero
de camadas do dispositivo € possivel prolongar o tempo de liberagdo do farmaco em
até 5 dias. O dispositivo estd em estudo para ajustes na liberacdo do farmaco
(MACHADO et al., 2019).

Nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido e patenteado diversos tipos de
dispositivos com liberacao de farmacos na cavidade ocular. Alguns destes estudos ja
realizados em humanos e que foi possivel obter uma liberacédo de 40 dias, nos quais,
foram utilizados insertes de quitosana (FARACO; JUNIOR, 2010; RODRIGUES et al.,
2009). Inser¢des de quitosana para liberacdo de aceturato de diminazeno por 30 dias
em animais (FOUREAUX et al., 2015). Inser¢cbes de quitosana e hidroxietilcelulose
para liberagdo de dorzolamida por duas semanas, estudos em animais, conforme
citado anteriormente (FRANCA et al., 2019). Foram testados, também, com vistas a
melhorar a mucoadeséo dispositivos de quitosana e sulfato de condroitina, que

proporcionaram liberagéo in vivo durante trés semanas (CESAR et al., 2020). Todos
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estes experimentos até o momento tém conduzido a liberagcdo por até 42 dias
(RUBIAO et al., 2021).

1.6 Reposicionamento de farmacos e a sulfaguanidina

O desenvolvimento de farmacos é um processo caro, apresenta risco, € oneroso, pode
levar de 10 a 15 anos e a taxa de sucesso € cerca de 2,01%. Entdo, o
reposicionamento de farmacos, ou seja, o uso de um farmaco para uma doenca
diferente daquela que foi aprovado, no qual, pode ser usada uma nova dose, via de
administracéo e formulacédo diferente do farmaco (JOURDAN et al., 2020) ja existente

no mercado, se tornou uma estratégia eficaz (XUE et al., 2018).

Este € um processo de baixo custo e sem risco (XUE et al., 2018), pois ja existem
informacBes sobre a seguranca, eficacia e efeitos adversos do medicamento
(JOURDAN et al., 2020) e o tempo de estudo para uso do farmaco reposicionado é
menor (XUE et al.,, 2018). No mercado existem vérios farmacos que ja foram
reposicionados, exemplos sdo: o &cido acetil salicilico, talidomida, sildenafila,
fumarato de dimetila, cloreto de metiltionina e recentemente a cloroquina e
hidroxicloroquina (JOURDAN et al., 2020).

Logo, para o tratamento do glaucoma é importante o reposicionamento de farmacos,
visto que, é uma abordagem segura e custo efetiva. Varios farmacos em estudo
apresentaram efeitos neuroprotetores e preservaram a funcédo visual em modelos
animais com glaucoma, como a candesartana usada em tratamento de hipertenséo,
0 &cido valproico utilizado para tratamento de epilepsia, geranilgeranil acetona no
tratamento de Ulcera gastrica, edaravona utilizada para tratamento de infarto agudo
do cérebro, a nicotinamida usada em doencas de pele e Amlexanox utilizado no
tratamento de asma brbnquica e rinite alérgica. Estes medicamentos foram
reposicionados com o objetivo de descoberta de novas terapias e intervencdes

farmacoldgicas para o tratamento do glaucoma (HARADA et al., 2019).

Outro farmaco estudado para o reposicionamento para o tratamento do glaucoma € a
nifedipina, utilizada para o tratamento da hipertensédo e angina. Ela atua causando a
vasodilatacdo da musculatura lisa vascular do olho diminuindo a PIO. Quando

administrado de forma oral apresenta baixa biodisponibilidade e causa o abaixamento
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da pressao arterial, por isso, uma nova estratégia de uso € a administracdo direta no
olho reduzindo os efeitos colaterais e aumentando a duracédo da acdo do farmaco.
Portanto, foi desenvolvido um sistema de gelificacdo local com poloxamer 407 e
hidroxipropilmetilcelulose K4M, no qual, a nifedipina se demonstrou adequada e
segura para o tratamento do glaucoma com liberagéo prolongada, 49,81% do farmaco
foi liberado em seis horas (EL-FEKY et al., 2021).

Recentemente um derivado de diminazeno, um antiparasitario, a benzamidina
(dicloridrato de 4-aminobenzamidina), também foi testado para administracdo ocular
para o tratamento do GPAA sendo desenvolvido um inserte polimérico de quitosana e
sulfato de condroitina, em que houve uma liberagcéo in vitro de até 180 minutos e

proporcionou controle da PIO in vivo por até trés semanas (CESAR et al., 2020).

Conforme citado anteriormente, na literatura ja existem varios farmacos que estdo em
estudo para o reposicionamento no tratamento do glaucoma. As sulfonamidas sao
uma classe farmacéutica que também é estudada para o tratamento do glaucoma,
pois elas atuam inibindo as anidrases carbo6nicas presentes no olho humano. Sé&o
farmacos que possuem o grupamento (R-SO2NH2), essa classe apresenta diversos
farmacos que atuam como diuréticos, antivirais, antibacterianos, inibidores de
proteases, inibidores de ciclooxigenase 2, anticancerigeno e inibidores da anidrase
carbbnica (CARTA; SUPURAN; SCOZZAFAVA, 2012).

As anidrases carbbnicas sdo metaloenzimas contendo zinco, a sua inibicdo esta
relacionada a reducdo da PIO no tratamento do glaucoma. As isoformas I, IV e XIlI
estdo relacionadas com a producdo de humor aquoso (CARTA; SUPURAN;
SCOZZAFAVA, 2014), principalmente a isoforma Il, que esta presente em diversos
locais do olho humano como a retina e o cristalino (GHORAI et al., 2020). Os farmacos
inibidores da anidrase carbonica diminuem a producédo de bicarbonato pelo processo
ciliar, assim ha uma reducédo da secrecdo do humor aquoso e consequentemente da
PIO (ANITHA et al., 2020; ULUS et al., 2016).

Dentre as sulfonamidas estudadas para o tratamento do glaucoma temos a
acetazolamida, metazolamida e a diclorfenamida de uso oral, mas apresentam efeitos
adversos sistémicos por inibirem as anidrases carb6nicas distribuidas pelo organismo
humano. Assim, a dorzolamida e a brinzolamida da mesma classe foram testadas com
aplicacao topica resultando em uma reducéo de 30 % da PIO (CARTA; SUPURAN;
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SCOZZAFAVA, 2014), mas apresentam efeitos adversos como visdo turva,

vermelhiddo ocular, descompensacao da cornea, entre outros (ANITHA et al., 2020).

7z

Portanto, € interessante o estudo de novos farmacos para aplicagdo tdpica no
tratamento do glaucoma que apresente menos efeitos adversos e melhor eficacia
(ANITHA et al., 2020; ULUS et al.,, 2016). Um outro farmaco da classe das
sulfonamidas a ser testado para o tratamento do glaucoma é a sulfaguanidina, visto
gue apresenta inibicdo da anidrase carbonica e pode ocasionar a redugao da PIO
(PUCCETTI et al., 2005; ULUS et al., 2016).

A sulfaguanidina de férmula estrutural C7H10N4O2S, peso molecular de 214,3 g/moL
(BRITISH PHARMACOPOEIA, 2019; WIKSTROM; KAKIDAS; TAYLOR, 2009) € um
farmaco utilizado como antimicrobiano na medicina humana e veterinaria para
infeccdes intestinais, sendo administrada por via oral ou intraperitoneal (ABIDI et al.,
2017; ADAY et al., 2016; PAVLOVIC et al., 2015), principalmente em infeccdes
gastrointestinais (R. BHUVANESWARI et al., 2021), também possui uso na apicultura

para prevencao e controle de doencas nas colmeias (HASSANI et al., 2018).

E um po cristalino fino branco ou quase branco, muito pouco soltvel em agua, pouco
sollvel em acetona, muito pouco soluvel em etanol (99%), praticamente insoluvel em
cloreto de metileno (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2019). A sua solubilidade em agua
€ de 2200 mg/L (DOLAR et al., 2017). Dissolve-se em solucdes diluidas de acidos
minerais. Deve ser armazenado protegido da luz (BRITISH PHARMACOPOEIA,
2019). Sua estrutura esta representada na Figura 14.

Figura 14 — Férmula estrutural da sulfaguanidina.
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Fonte: PAVLOVIC et al. (2015, p. 101).

A reacao de hipersensibilidade do tipo | mediada por IgE € a principal reacéo adversa
causada pelas sulfonamidas, no qual, as rea¢cfes cutaneas sdo as manifestacoes

mais comuns, incluindo urticaria, eritrodermina, eritema multiforme, erupcdes
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morbiliformes, necrolise epidérmica toxica e sindroma de Stevens-Johnson. As
reacoes se desenvolvem entre 7 a 14 dias apoés o inicio do tratamento. Também pode
apresentar reacdes ndo relacionadas ao sistema imunolégico como, nauseas,
vomitos, hepatite, artrite, complicacdes hematoldgicas e alteracdes hidro-eletroliticas
(GELLER et al., 2008).

Portanto, diante dos dados da literatura sobre a gravidade do glaucoma em causar
cegueira irreversivel, os diversos problemas relacionados as formas farmacéuticas
convencionais e o0s efeitos adversos causados pelos farmacos utilizados no
tratamento do glaucoma, se faz necessario o estudo de novos farmacos e dispositivos
para entrega desses farmacos que possam proporcionar melhor conforto ao paciente
e eficacia no tratamento (AMO; URTTI, 2008; CESAR et al., 2020; LAVIK; KUEHN;
KNOW, 2011; ROCHA et al., 2019).

Dessa forma, o reposicionamento da Sulfaguanidina como um potencial farmaco no
tratamento do glaucoma pode ser promissor, uma vez que, o farmaco apresenta
inibicdo da anidrase carboénica podendo ocasionar a reducédo da PIO (PUCCETTI et
al., 2005; ULUS et al., 2016) e o reposicionamento de farmacos ser um processo com
menores custos, riscos, menos etapas e ja existirem dados de seguranca, eficacia e
efeitos adversos do medicamento. Portanto, pode otimizar o tempo de estudo e
avaliacao do inserte com o farmaco para o tratamento do glaucoma (JOURDAN et al.,
2020; XUE et al., 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolvimento e caracterizacdo de insertes poliméricos na forma de filmes
contendo o farmaco (sulfaguanidina) com potencial atividade antiglaucomatosa como

alternativa potencial para tratamento do glaucoma.

2.2 Objetivos especificos

— Desenvolver insertes poliméricos na forma de filmes poliméricos com uma, duas e
trés camadas, para veiculacdo de potencial substancia ativa antiglaucomatosa
(sulfaguanidina);

— Caracterizar os insertes poliméricos com e sem farmaco, com relacdo as
propriedades fisicas e quimicas, como potencial de hidratacdo, pH de superficie,

microscopia eletrbnica de varredura, DSC, TG, DTA e espectroscopia no UV e IV.
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PARTE 2 - TRABALHO EXPERIMENTAL: MATERIAIS E METODOS,
RESULTADOS E DISCUSSAO

3 MATERIAIS E METODOS

— Quitosana, corante verde lissamina e o farmaco sulfaguanidina / Sigma-Aldrich;

— Agua Milli-Q obtida do equipamento Milli-Q Marca Millipore, modelo Direct-Q,
Morshem;

— Shaker KS 4000 i control da marca IKA / Merck;

— Fita de papel indicador / Merck;

— Demais solventes e materiais compde a grade de insumos para analise do

laboratorio e ndo foram purificados previamente ao uso.

3.1 Preparo dos insertes branco de quitosana

Os insertes brancos de quitosana foram preparados utilizando método de evaporacao
do solvente (CESAR et al., 2020). Assim, em um béquer de 250 mL foram adicionados,
sob agitacdo magnética, solucao de acido acético glacial 2% v/v, 50 pL de solucao a
5% p/v de corante verde de lissamina até completa homogeneizacdo e,
posteriormente, adicionados 2 g de quitosana. O sistema ficou sob agitacdo magnética
por 48 horas para assegurar a hidratacdo do polimero. Os insertes foram preparadas
como filmes de monocamada, dupla camada e tripla camada em placa de Petri
plastica por intermédio do método descrito abaixo.

3.2 Preparo dos insertes de monocamada branco e com sulfaguanidina

Para obtencéo dos insertes brancos monocamadas, a dispersao polimérica obtida no
item anterior foi vertida em placa de Petri totalizando 12,5 mL de disperséo polimeérica.
Apds secagem a temperatura ambiente e protegida da luz, o filme polimérico foi obtido
como filme monocamada. Estes filmes foram armazenados ao abrigo da luz e da
umidade e durante sua utilizacdo foram cortados com utilizacdo de punch de aco
inoxidavel com 4 mm de diametro obtendo os insertes homogéneos em seu diametro

gue foram analisados posteriormente.
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Para obtencao dos insertes com farmaco monocamada, metodologia semelhante foi
empregada diferindo pela adicdo do farmaco (10% p/p em relacdo ao polimero
conforme descrito na literatura por Bergmann e colaboradores, 2013 e Gomes e
colaboradores, 2015) na disperséo polimérica seguida de sua homogeneizacéo por
intermédio da agitacdo magnética. Ap6s homogeneizacéao, a dispersao foi vertida em
placa de Petri e seca a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos secagem e
formacéo dos filmes, os insertes foram obtidos utilizando, também, punch de 4 mm de
aco inoxidavel afim de homogeneizar os didmetros dos mesmos para posteriores

analises, conforme Figura 15.

Figura 15 — Preparo dos insertes de quitosana branco e com o farmaco
sulfaguanidina.
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3.3 Preparo dos insertes de dupla camada branco e com sulfaguanidina

Para o preparo dos insertes com dupla camada branco foram utilizadas as dispersdes
previamente desenvolvidas nos itens anteriores. Entéo, para a obtengéo da primeira
camada a disperséo polimérica (12,5 mL) sem farmaco foi vertida na placa de Petri e,
analogamente ao descrito, foi colocada para secar. Apos a obtencdo do filme
proveniente desta primeira camada, foi vertida a segunda camada, de igual volume
(12,5 mL) sobre a primeira. Esta nova preparacéao foi colocada para secar ao abrigo
da luz e em temperatura ambiente. Os filmes de duas camadas obtidos foram cortados

com punch de 4 mm para posteriores analises.

Por outro lado, para obtencédo dos insertes com duas camadas com farmaco, uma das
dispersdes utilizadas foi aquela previamente desenvolvida com a presenca do

farmaco. Assim, para a obtencdo da primeira camada a dispersédo polimérica (12,5
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mL) sem farmaco foi vertida na placa de Petri e, analogamente ao descrito, foi
colocada para secar. Apds a obtencéo do filme proveniente desta primeira camada,
foi vertida a segunda camada de disperséo polimérica, agora com farmaco, de igual
volume (12,5 mL) sobre a primeira. Esta nova preparacao foi colocada para secar ao
abrigo da luz e em temperatura ambiente. Os filmes de duas camadas obtidos foram
cortados com punch de 4 mm obtendo-se os insertes para analises posteriores,

conforme Figura 15.

3.4 Preparo dos insertes de tripla camada branco e com sulfaguanidina

Os insertes de tripla camada brancos foram obtidos a partir da adicdo de uma nova
camada de dispersdo polimérica sem farmaco sobre os filmes de dupla camada.
Assim, para obtencao dos filmes de tripla camada branco foram adicionados 12,5 mL
de dispersdo polimérica sem farmaco sobre os filmes dupla camada obtidos
anteriormente. Apés esta adicdo, os filmes foram colocados para secar em
temperatura ambiente e também ao abrigo da luz. Os filmes produzidos com trés
camadas foram cortados com punch de 4 mm e os insertes obtidos foram

acondicionados em recipientes ao abrigo da luz.

Para obtencao dos insertes de trés camadas com farmaco, foram vertidos 12,5 mL da
dispersdo polimérica sem farmaco sobre o filme de duas camadas com farmaco
previamente feito. Apds adicdo, o filme foi acondicionado ao abrigo da luz e
temperatura ambiente até secagem. Os insertes foram obtidos utilizando punch de

aco inoxidavel de 4 mm para analises posteriores, conforme Figura 15.

3.5 Preparo da Lagrima artificial pH 7,0

Foi preparada uma solugéo com 0,2% de NaHCOs, 0,008% de CaCl2-2H20 e 0,67%
de NaCl em agua MilliQ (IRIMIA et al., 2018; LIN et al., 2010).
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3.6 Caracterizacao dos sistemas poliméricos

3.6.1 Porcentagem de hidratacao

As propriedades de hidratacdo do polimero foram determinadas com base na
diferenca do peso do inserte antes e depois da imersdo em lagrima artificial simulada.
O inserte seco foi pesado e em seguida colocado em contato com 10 mL de lagrima

artificial por tempos previamente determinados (5, 10, 20, 30, 60 e 120 minutos).

A porcentagem de intumescimento foi avaliada para cada um destes tempos pré-
determinados. ApOs transcorrido o tempo determinado, as amostras foram
cuidadosamente retiradas e secas com auxilio de pingas metalicas e papel de alta
absorcdo. Os insertes foram pesados novamente e a porcentagem de hidratacao
determinada de acordo com a equac&o abaixo (EROGLU; SARGON; ONER, 2007):

) _ (polimero hidratado — polimero seco)
% de hidratagdo = - x 100
polimero seco

A porcentagem de hidratacao foi avaliada em triplicata e o teste foi realizado para os
insertes com uma, duas e trés camadas, com e sem farmaco. Cada resultado foi

registrado como média e desvio padréo.

3.6.2 Determinacéo do pH de superficie dos insertes

A determinacéo do pH de superficie foi realizada em agua e consistiu em adicionar
agua na superficie do inserte e, posteriormente, uma fita de pH foi colocada em
contato com esta superficie umidificada. Essa determinacao foi feita em triplicata e foi
realizada nos filmes com uma, duas e trés camadas branco e com o farmaco (CESAR
et al., 2020).

3.6.3 Dosagem do farmaco por espectrofotometria na regido do ultravioleta

A espectrofotometria na regido do UV foi o método usado para quantificar a substancia
sulfaguanidina, presente nos sistemas poliméricos desenvolvidos. Foi construida uma
curva de concentracdo em funcdo da absorbéancia do farmaco. As concentractes

utilizadas foram de 10 a 100 pg de sulfaguanidina. Apés a construcdo da curva, foi
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realizada a verificacao da linearidade da mesma, sendo calculado o limite de deteccéo

e quantificacdo de acordo com a RDC N° 166 de 2017.

3.6.4 Perfil de liberagéo in vitro

Para a determinacédo do perfil de liberacéo in vitro, os insertes foram cuidadosamente
acondicionados no interior de tubos de didlise de 33 mm de largura e cut-off de 10
kDa. As extremidades do tubo foram amarradas com fios de polivinilacetato para
impedir a saida dos insertes. Estes tubos foram acondicionados em recipientes de
vidro ambar com capacidade para 30 mL e foram tampados. Estes vidros preparados
foram cheios com lagrima artificial e colocados sobre agitacdo horizontal em shaker

de bancada na temperatura de 37 + 0,5 °C, conforme Figura 16.

Figura 16 — Teste de liberacdo in vitro.

Inserte no tubo Inserte no tubo de Shaker de bancada
de dialise dialise em 3mL de
lagrima artificial

Em tempos pré-determinados todo o volume do meio foi retirado (3 mL) e 0 mesmo
volume de lagrima artificial recém preparada foi adicionado. Os tempos de analise
foram de 5min, 10min, 20min, 30min e 60min, 2h, 3h, 4h, 5h e 1 dia. Foi construida
curva de liberagdo acumulada em funcdo do tempo, utilizando espectrofotometria na
regido do UV, no comprimento de onda de 293 nm. A concentracdo das amostras foi
determinada utilizando a curva analitica elaborada no item anterior de determinacéo

do farmaco.
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3.6.5 Analises térmicas

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da
Universidade Federal de Minas Gerais. O comportamento térmico das amostras foi
avaliado por meio de DSC, TG e DTA.

As curvas TG foram derivadas em 12 ordem para confirmagdo dos fendmenos
térmicos (dado ndo mostrado). As curvas DSC foram obtidas na célula DSC60
Shimadzu sob atmosfera dinamica de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min! e razdo de
aquecimento de 10 °C.min, de 30 a 400 °C. Utilizou-se cadinho de aluminio fechado
e massa de amostra, exatamente cerca de 2,0 mg. O equipamento foi previamente
calibrado com indio (Tonset = 156,63 °C, AH1us = 28,45 J.g™Y).

As curvas TG/DTA simultaneas foram obtidas na termobalanca DTG60 Shimadzu em
atmosfera dinamica de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min"t de 30 a 600 °C. Utilizou-

se cadinho de alumina aberto e massa de amostra, exatamente cerca de 3,0 mg.

3.6.6 Espectroscopia de absorcao no infravermelho

A espectroscopia de absorcao no IV é uma técnica muito utilizada na identificacéo,
determinacdo de grupos funcionais e estruturas de macromoléculas. Se baseia na
radiacdo eletromagnética que interage com a matéria em processos de absorcéo,
emissdo e espalhamento de radiacdo. Assim, ocorre identificacdo de estruturas
fundamentais presentes nas moléculas organicas de acordo com sua absor¢cao no

espectro do IV sendo possivel a sua identificagdo (PAVIA et al., 2015).

Por isso, a técnica foi utilizada para avaliar possiveis interacées entre o polimero e a
substancia potencialmente ativa. Foi utilizado espectrofotdmetro Perkin Elmer®,
modelo 283B, pertencente ao DQ-UFMG, na regido de 4000 - 400 cm™, empregando
brometo de potassio (KBr) como diluente para a confecc¢édo das pastilhas (KUMIRSKA
et al., 2010). As amostras avaliadas foram as do polimero (quitosana) e o farmaco
(sulfaguanidina), tanto na forma pura quanto na forma farmacéutica final dos insertes

de uma, duas e trés camadas.
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3.6.7 Microscopia eletronica de varredura

Os insertes desenvolvidos neste projeto foram analisados por MEV com o intuito de
avaliar as caracteristicas de superficie dos materiais com e sem a substancia
potencialmente ativa. No qual os insertes foram congelados em nitrogénio liquido e
posteriormente realizado o corte lateral dos dispositivos. Em seguida, os insertes
foram analisadas em tensdes de aceleracdo e ampliagdes variaveis, sendo tiradas
micrografias representativas da superficie e das laterais das inser¢cdes de uma, duas
e trés camadas tanto nos insertes brancos como nos insertes com a sulfaguanidina.
Este estudo foi realizado em um microscopio eletrénico de varredura (JEOL, modelo
FEI Quanta 200 FEG) operado de 2,5 a 10 kV no Centro de Microscopia da UFMG.

3.7 Analises estatisticas

Os dados quantitativos foram representados como média + desvio padrao e avaliados
por meio do software GraphPad Prism verséo 8,0. Foram considerados resultados
estatisticamente significativos aqueles que apresentaram limite de confianca menor
gue 0,05 (p<0,05) com nivel de confianca de 95%. A andlise estatistica dos dados foi
realizada pelo teste de Shapiro-Wilk para avaliagdo da normalidade dos dados, teste
de Bartllet’s para avaliacdo da homoscedasticidade, do teste ANOVA one-way e teste
de Tukey para avaliar se ha diferenca significativa entre os dados e qual dado se difere

dos demais seguido do teste de ROUT para avaliacdo de outliers.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Preparo dos insertes poliméricos

O polimero quitosana é derivado da quitina e apresenta em sua estrutura unidades
sacarideas de N-acetilglicosamina e N-glicosamina. Apesar de apresentar grupos
hidrofilicos, ele é dificilmente disperso em agua. Para diminuir o tempo de dispersao
deste polimero em &gua utilizou-se uma solucéo de acido acético, responsavel pela
protonacdo do nitrogénio dos residuos da N-glicosamina facilitando, assim, sua
dispersédo (CESAR et al., 2020). A dispersao do polimero em solucdo acida apesar de
eficaz, ainda é demorada, necessitando de se utilizar protegdo contra a luz para que

a dispersao fique com coloragao preservada. A adicao de corante visou a melhor
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visualizacao dos filmes durante a execucéo dos testes e atendeu, também, solicitacédo
dos colaboradores da area médica com vistas em facilitar o manuseio do inserte em
futuros ensaios clinicos.

Os insertes com e sem farmaco foram produzidos com uma, duas e trés camadas
como relatado na metodologia obtencdo dos insertes com duas e trés camadas
obedeceram a um critério estabelecido pelo laboratério em que a adicdo de novas
camadas foi feita apds secagem da camada inicial nos insertes. Esta conduta facilitou
a producao de insertes multicamadas. Ainda em relacdo ao processo produtivo, a
formacdo de bolhas foi evitada com a adicdo paulatina das dispersdes poliméricas.
Os insertes foram obtidos com 0 mesmo diametro (4 mm) por intermédio da utilizacao
de um punch de biopsia de aco inoxidavel, Figura 17.

Figura 17 — Inserte com 4mm de diametro.

Os insertes apresentaram massas de aproximadamente 1,6 + 0,18 mg, 3,1 + 0,08 mg
e 3,6 £ 0,08 mg, para os insertes de uma, duas e trés camadas, respectivamente. A
Figura 18 apresenta uma representacdo esquematica dos insertes de uma, duas e
trés camadas contendo o farmaco sulfaguanidina.
Figura 18 — Representacdo esquematica dos insertes de uma, duas e trés
camadas.
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Quando se compara o peso dos trés insertes desenvolvidos, observa-se que ha uma
diferenca estatistica em relacdo ao peso dos insertes de uma, duas e trés camadas.
Em que p< 0,0001 apds avaliagdo por ANOVA one-way, seguida de pos teste de
Tukey. N&o houve diferenca estatistica entre os pesos dos insertes de uma camada
p= 0,2767, n= 20 (Shapiro-Wilk). Houve diferenca estatistica entre os pesos dos
insertes de duas camadas p= 0,0005, n= 20 (Shapiro-Wilk). Houve diferenca
estatistica entre os pesos dos insertes de duas camadas p= 0,0013, n= 20 (Shapiro-
Wilk). Nao foram identificados outliers (ROUT). Um nivel de significancia de 5% foi

adotado para todos os testes estatisticos realizados.

4.2 Caracterizacdo dos sistemas poliméricos

4.2.1 Porcentagem de hidratacao

Para a determinacdo do percentual de hidratacdo foi utilizado, como dito
anteriormente, uma equacao que subsidiou a aquisicdo dos dados. Nenhum dos
insertes testados apresentaram rompimento em sua estrutura durante todo o tempo

de execucdo do teste.

O intumescimento pode ser determinado pela quantidade de solvente absorvido pela
matriz polimérica em fungéo do tempo. Logo, avalia-se a capacidade de hidratacao do
polimero que depende da interacdo do polimero com o solvente, com o grau de
reticulacdo do polimero, a forca ibnica, a temperatura e o pH (OLIVEIRA, 2013). A
reticulacdo do polimero esta relacionada ao numero de ligacdes cruzadas que vao

determinar a resisténcia quimica da rede polimérica (BISPO, 2009).

Por outro lado, a adesdo desse polimero é ativada quando o mesmo inicia a sua
hidratacdo. Assim, o grau e a velocidade de intumescimento do polimero podem
impactar na liberagdo do farmaco, pois quanto maior o numero e a forca das
interacOes entre as cadeias poliméricas, mais lentamente as particulas de agua vao
se difundir na matriz, ocasionando uma liberagédo mais lenta do farmaco (AHMAR et
al., 2019; FRANCA et al., 2019).

A quitosana € um polimero mucoadesivo que apresenta bom desempenho em pH
fisiologico, podendo aumentar a biodisponibilidade de farmacos hidrofilicos e
lipofilicos (FRANCA et al., 2014). Apresenta grande afinidade com a dgua quando seu

nitrogénio do grupo amina encontra-se protonado. A afinidade desta molécula também
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€ proporcional ao grau de desacetilacdo presente. Para uso em sistemas de liberacéo
de farmacos, utiliza-se um grau de desacetilacdo superior a 80% pois permite um
influxo de &gua para posterior solubilizacdo e difusdo do farmaco na sua rede
polimérica (BISPO, 2009; OLIVEIRA, 2013).

Nos testes de caracterizacdo para os insertes produzidos neste trabalho, foram
utilizadas solugbes com pH neutro a acido tendo em vista que foi utilizada lagrima
artificial para simular uma condicdo tanto de hidratacdo quanto de liberacdo do
farmaco no olho humano. A liberacdo do farmaco ocorreu devido a constante
hidratacédo do dispositivo, promovendo uma liberacdo constante e inicialmente rapida
do farmaco. No olho humano essa condicdo ndo ocorre devido a quantidade de
lagrima ser limitada, dessa forma, o farmaco sera liberado de forma mais lenta
(FOUREAUKX et al., 2015).

Na Tabela 3 € possivel observarmos a porcentagem de intumescimento do inserte de

uma camada sem farmaco e do inserte com o farmaco sulfaguanidina nas trés

amostras testadas em funcao do tempo.

Tabela 3 — Porcentagem de intumescimento do inserte de uma camada branco
e do inserte com o farmaco sulfaguanidina.

Porcentagem de intumescimento dos insertes de uma camada branco e com o farmaco
sulfaguanidina

Insertes Ten'.ipo Amostral | Amostra2 | Amostra3 | Média Desv~io %
(min) padrao acumulada

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 257,69 293,18 262,00 270,96 19,37 270,96
Inserte de 10 253,85 279,55 262,00 265,13 13,13 536,09
uma camada 20 251,92 281,82 258,00 263,91 15,80 800,00
branco 30 250,00 293,18 244,00 262,39 26,83 1062,40
60 240,38 268,18 228,00 245,52 20,58 1307,92
120 246,15 256,82 232,00 244,99 12,45 1552,91

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 157,58 300,00 346,67 268,08 98,50 268,08
Inserte de 10 157,58 298,04 344,44 266,69 97,30 534,77
“ma;ar:ada 20 154,55 296,08 337,78 262,80 96,04 797,57
sulfaguanidina 30 153,03 286,27 328,89 256,06 91,74 1053,63
60 153,03 288,24 337,78 259,68 95,63 1313,31
120 151,52 301,96 324,44 259,31 94,02 1572,62

Observa-se na Tabela 3, uma hidratagdo com valores absolutos proximos e entre

228,00% a 293,18% de hidratacdo em cada tempo testado no inserte branco e de
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151,52% a 346,67% para o inserte com sulfaguanidina. A porcentagem acumulada de
intumescimento visualizada na ultima coluna da tabela demonstra uma absor¢éo
crescente e gradual do solvente em fungdo do tempo chegando em valor de
1.552,91% para o inserte branco e 1.572,62% para o inserte com o farmaco

sulfaguanidina ao término do teste (120 minutos).

E possivel visualizar no Grafico 1, as barras dos valores de desvio da média como os
valores inferiores e superiores de absor¢éo de solvente para as trés amostras obtidas
no teste do inserte branco.

Grafico 1 — Porcentagem de intumescimento do inserte de uma camada
branco.
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E possivel visualizar no Gréfico 2, as barras dos valores de desvio da média como os
valores inferiores e superiores de absorcéo de solvente para as trés amostras obtidas

no teste do inserte de uma camada com o farmaco sulfaguanidina.
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Gréfico 2 — Porcentagem de intumescimento do inserte de uma camada com o
farmaco sulfaguanidina.
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No teste realizado para o inserte de uma camada, com e sem farmaco, observou-se
gue houve uma rapida absorcao de agua aos 5 minutos, um influxo de dgua da ordem
de 260-270% de intumescimento. Apds este tempo o inserte manteve a mesma taxa
de intumescimento por 2 horas e um grande percentil de hidratagdo com cerca de
1.500%, tanto para o inserte branco como o inserte com o farmaco. Este influxo de

agua é tempo dependente conforme representado na Tabela 3 e nos Gréaficos 1 e 2.

Os resultados do intumescimento dos insertes de uma camada tanto placebo como
inserte com o farmaco sédo apresentados como média = desvio padrdo. Os dados
apresentaram normalidade (Shapiro-Wilk) e homoscedasticidade (Bartllet's) apos
transformacao (Y= Log(Y)). Houve diferenca estatistica entre as triplicatas dos
insertes placebo (p=0,0012) e dos insertes com o farmaco (p= 0,0001) apés avaliacdo
por ANOVA one-way, seguida de pos-teste de Tukey. Nao foram identificados outliers
(ROUT). Um nivel de significancia de 5% foi adotado para todos os testes estatisticos

realizados.

Analogamente aos insertes com uma camada, o teste também foi realizado para os
insertes de duas e trés camadas com o intuito de verificar, além do influxo de solvente,
se 0 mesmo pode ou nao resistir fisicamente a separacdo destas camadas ou até
mesmo ter sua estrutura rompida de alguma forma e avaliar se os insertes de duas e

trés camadas poderiam alterar o perfil de liberagcdo do farmaco.
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Na Tabela 4 é possivel observarmos a porcentagem de intumescimento do inserte de

duas camadas sem o farmaco e do inserte de duas camadas com o farmaco

sulfaguanidina nas trés amostras testadas em fung¢ao do tempo.

Tabela 4 — Porcentagem de intumescimento do inserte de duas camadas
branco e do inserte com o farmaco sulfaguanidina.

Porcentagem de intumescimento dos insertes de duas camadas branco e com o farmaco
sulfaguanidina

Insertes T(?nr?r?)o Amostral| Amostra2 |Amostra3| Média Eae('js:/ég acur’r(:/fjlada

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 214,00 225,84 183,00 207,61 22,12 207,61
Inserte de 10 216,00 229,21 206,00 217,07 11,64 424,69
duas camadas 20 208,00 231,46 218,00 219,15 11,77 643,84
branco 30 208,00 215,73 212,00 211,91 3,87 855,75
60 208,00 219,10 208,00 211,70 6,41 1067,45
120 204,00 207,87 199,00 203,62 4,45 1271,07

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 219,47 211,72 218,10 216,43 4,14 216,43
Inserte de 10 240,71 226,56 238,79 235,35 7,68 451,78
duas g;;“adas 20 240,71 228,13 234,48 234,44 6,29 686,22
sulfaguanidina 30 227,43 222,66 231,03 227,04 4,20 913,26
60 218,58 215,63 235,34 223,18 10,63 1136,45
120 220,35 207,81 22500 217,72 8,89 1354,17

Observa-se na Tabela 4 uma hidratacdo com valores absolutos proximos e entre

183,00% a 231,46% de hidratacdo em cada tempo testado no inserte de duas

camadas branco e de 207,81% a 240,71% para o inserte de duas camadas com o

farmaco sulfaguanidina. A porcentagem acumulada de intumescimento visualizada na

ltima coluna da tabela demonstra uma absorcao crescente e gradual do solvente em

funcdo do tempo chegando em valor de 1.271,07% de hidratacdo para o inserte

branco e de 1.354,17% para o inserte com o farmaco sulfaguanidina ao término do

teste (120 minutos).

E possivel visualizar no Gréfico 3, as barras dos valores de desvio da média como os

valores inferiores e superiores de absorcao de solvente para as trés amostras obtidas

no teste do inserte de duas camadas branco.
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Gréafico 3 — Porcentagem de intumescimento do inserte de duas camadas
branco.
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E possivel visualizar no Gréfico 4, as barras dos valores de desvio da média como os
valores inferiores e superiores de absorcéo de solvente para as trés amostras obtidas

no teste do inserte de duas camadas com o farmaco sulfaguanidina.

Gréfico 4 — Porcentagem de intumescimento do inserte de duas camadas com
o farmaco sulfaguanidina.

Teste de Intumescimento
Inserte de duas camadas - Com farmaco Sulfaguanidina

1500

1200
900 s
600

300

Intumescéncia Acumulada (%)

0 20 40 60 80 100 120 140

Tempo (min)

Conforme observado nos testes realizados com os insertes de uma camada, no teste
de intumescimento dos insertes de duas camadas, os mesmos sofreram rapida

absorcdo de 4gua. Conforme Tabela 4 e Gréficos 3 e 4, com 5 minutos os insertes
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atingiram a porcentagem média de intumescimento de 207 a 216% de
intumescimento, respectivamente do inserte branco e do inserte com o farmaco. Apos
este tempo o inserte manteve o intumescimento constante por 2 horas e um grande
percentil de hidratacdo com cerca de 1.200 a 1.300%, respectivamente do inserte

branco e do inserte com o farmaco.

Os resultados do intumescimento dos insertes de duas camadas tanto placebo como
inserte com o farmaco sdo apresentados como média + desvio padrdo. Os dados
apresentaram normalidade (Shapiro-Wilk) e homoscedasticidade (Bartllet's) apos
transformacdo (Y= Log(Y)). Houve diferenca estatistica entre as triplicatas dos
insertes placebo (p=0,0181) e ndo houve diferenca estatistica entre as triplicatas dos
insertes com o farmaco (p= 0,0849) apds avaliacdo por ANOVA one-way, seguida de
pos-teste de Tukey. Nao foram identificados outliers (ROUT). Um nivel de significancia

de 5% foi adotado para todos os testes estatisticos realizados.

Na Tabela 5 € possivel observarmos a porcentagem de intumescimento do inserte de
trés camadas sem o farmaco e do inserte de trés camadas com o farmaco
sulfaguanidina nas trés amostras testadas em funcéo do tempo.

Tabela 5 — Porcentagem de intumescimento do inserte de trés camadas branco
e do inserte com o farmaco sulfaguanidina.

Porcentagem de intumescimento dos insertes de trés camadas branco e com o farmaco
sulfaguanidina

Insertes 'I'((:nr?rﬁ))o Amostral | Amostra2 | Amostra 3| Média p[))aeds:léllg acun:/ljlada

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 188,19 167,02 181,10 178,77 10,78 178,77
Inserte de trés 10 476,38 434,04 439,86 450,09 22,95 628,86
camadas 20 790,04 717,19 665,64 724,29 62,50 1353,15
branco 30 945,39 860,00 754,30 853,23 95,72 2206,38
60 1158,67 1108,42  1009,62 109224 75,83 3298,62
120 1003,32 811,93 724,74 846,66 142,50 414528

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 387,05 333,48 347,76 356,10 27,74 356,10
Inserte de trés 10 816,52 737,00 737,14 76355 4587 1119,65
Cagnoanﬂ'as 20 1197,77  1106,61 105551 1119,96 72,06 2239,61
sulfaguanidina 30 1316,52 1299,12  1238,78 1284,81 40,80 3524,42
60 1288,84 1232,60 944,49 115531 184,73 4679,73

120 1216,96 1321,15 1002,04 1180,05 162,73 5859,78
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Observa-se na Tabela 5, uma hidratacdo com valores absolutos préximos e entre
167,02% a 1.158,67% de hidratacdo para o inserte de trés camadas branco e de
333,48% a 1.321,15% para o inserte com o farmaco sulfaguanidina em cada tempo
testado. A porcentagem acumulada de intumescimento visualizada na ultima coluna
da tabela demonstra uma absorcao crescente e gradual do solvente em funcéo do
tempo chegando em valor de 4.145,28% de hidratacao para o inserte placebo e de
5.859,78% para o inserte com o farmaco sulfaguanidina ao término do teste (120
minutos).

E possivel visualizar no Grafico 5 as barras dos valores de desvio da média como os
valores inferiores e superiores de absorcéo de solvente para as trés amostras obtidas
no teste do inserte de trés camadas branco.

Gréfico 5 — Porcentagem de intumescimento do inserte de trés camadas
branco.
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E possivel visualizar no Grafico 6 as barras dos valores de desvio da média como os
valores inferiores e superiores de absorcéo de solvente para as trés amostras obtidas

no teste do inserte de trés camadas com o farmaco sulfaguanidina.
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Gréafico 6 — Porcentagem de intumescimento do inserte de trés camadas com o
farmaco sulfaguanidina.
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Conforme demonstrado nos testes realizados com o0s insertes de uma e duas
camadas, no teste de intumescimento dos insertes de trés camadas, 0S mesmos
sofreram rapida absorcdo de agua. Conforme Tabela 5 e Graficos 5 e 6, com 5
minutos os insertes atingiram a porcentagem meédia de intumescimento de 178 a
356% de intumescimento sendo do inserte branco e do inserte com o farmaco,
respectivamente. Apos este tempo o0 inserte manteve o intumescimento constante por
2 horas e um grande percentil de hidratacdo com cerca de 4.145 a 5.859%,

porcentagem esta superior quando comparado aos insertes de uma e duas camadas.

Os resultados do intumescimento dos insertes de trés camadas tanto placebo como
inserte com o farmaco sdo apresentados como média = desvio padrdo. Os dados
apresentaram normalidade (Shapiro-Wilk) e homoscedasticidade (Bartllet's). N&o
houve diferenca estatistica entre as triplicatas dos insertes placebo (p= 0,8698) e dos
insertes com o farmaco (p= 0,8782) apds avaliacdo por ANOVA one-way, seguida de
pos-teste de Tukey. Nao foram identificados outliers (ROUT). Um nivel de significancia

de 5% foi adotado para todos os testes estatisticos realizados.
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Gréafico 7 — Comparacdao estatistica entre as médias dos insertes de uma, duas

e trés camadas (placebo e com o farmaco sulfaguanidina).
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(*, * e ™) Diferenca significativa (p=< 0,05) apos teste ANOVA
one-way e teste de Tukey.

Inserte 1C F: Inserte de uma camada placebo

Inserte 1C S: Inserte de uma camada com sulfaguanidina
Inserte 2C P: Inserte de duas camadas placebo

Inserte 2C 5: Inserte de duas camadas com sulfaguanidina
Inserte 3C P: Inserte de trés camadas placebo

Inserte 3C S: Inserte de trés camadas com sulfaguanidina

Quando se compara os trés insertes desenvolvidos, observa-se que ha uma diferenca
estatistica em relacéo ao intumescimento dos insertes de trés camadas em relacéo
ao de uma e de duas camadas. Em que p< 0,0001 apds avaliagdo por ANOVA one-
way, seguida de pds teste de Tukey. Um nivel de significancia de 5% foi adotado para
todos os testes estatisticos realizados. Nao houve diferenca significativa entre o
inserte placebo de uma camada em relacdo ao inserte de uma camada com a
sulfaguanidina (p> 0,9999). Também n&o houve diferenca significativa entre os
insertes de duas camadas placebo em relagéo ao inserte de duas camadas com o

farmaco sulfaguanidina (p> 0,9999). Mas houve diferenca significativa entre os
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insertes de trés camadas placebo em relacdo ao inserte de trés camadas com o

farmaco sulfaguanidina (p= 0,0319), conforme o Gréfico 7.

A alta porcentagem de hidratagdo dos insertes neste trabalho correspondem aos
descritos na literatura. Conforme estudos realizados por trés horas, no qual, houve
uma taxa de intumescimento da membrana de quitosana incorporada com 6leo de
cravo de 970,87% em agua destilada e 1.149,15% em PBS (SANTOS, 2018). Um
segundo estudo demonstrou uma rapida absorcdo de agua inicial com subsequente
aumento gradual de intumescimento, apresentando uma variacdo de absorcdo de
agua entre 185% e 300% (ZALDIVAR et al., 2017). E um terceiro estudo que a
quitosana pura em agua apresentou uma taxa de intumescimento (79,63 + 19,28) %
na primeira hora, (77,26 + 2,73) % na segunda hora e (65,08 + 12,46) % na terceira
hora (GUIMARAES, 2018).

Um filme de quitosana contendo tartarato de brimonidina em PBS apresentou 1.987%
de hidratacdo com 6 minutos e aos 15 minutos excedeu 0s 2.000% de hidratag&o (LI
et al., 2020).

Farmacos que apresentam grupos funcionais que permitem interacdes
intermoleculares com a estrutura do polimero podem ocasionar um maior fechamento
da rede polimérica levando a um menor influxo de dgua para o interior do sistema
polimérico (FRANCA et al., 2014). O raciocinio analogo pode ser feito onde a presenca
do farmaco que nédo interage com a matriz pode conduzir a um sistema de liberacéo
que ndo havera modificacdo no intumescimento ou que pode aumentar o influxo de
agua se a substancia também for capaz de adsorver as moléculas de agua. O farmaco
utilizado neste trabalho, apesar de apresentar grupos funcionais que podem promover
interacdes intermoleculares com a agua (grupos sulfonamida, amino e guanidino), o
mesmo apresenta baixa solubilidade neste solvente, 0 que indica que estes grupos

ndo sdo preponderantes para interacbes com a agua.

Os insertes com o farmaco sulfaguanidina apresentaram maior porcentagem de
hidratagdo em relagcédo aos insertes placebo, o que foi observado principalmente no
inserte de trés camadas, pois o farmaco, intercala as cadeias do polimero gerando
espacos intermoleculares ocasionando um maior influxo de agua para estes locais,
causando uma desorganizacdo da matriz polimérica, e, consequentemente, uma
maior taxa de intumescimento (FOUREAUX et al., 2015).
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Quando se relaciona o percentual de quitosana na formulacdo e a taxa de
intumescimento do inserte quanto maior o percentii de quitosana maior é 0
intumescimento do mesmo (VERESTIUC et al., 2006). No qual, a porcentagem de
intumescimento varia de acordo com a propor¢cdo de camadas do polimero. Esse
percentil de hidratacdo alto dos insertes pode ser devido ao quitosana ser o Unico
polimero utilizado na formulacdo. E a variacdo de absorcdo de agua dos insertes
branco em relacdo ao inserte com o farmaco também esta relacionado a presenca do
farmaco como dito anteriormente (GUIMARAES, 2018; SANTOS, 2018; LI et al.,
2020).

A quitosana apresenta em sua estrutura grupos amino (N-H), no qual a
eletronegatividade desses grupos gera sitios de alta polaridade favorecendo a
interacdo com as moléculas de agua. Os grupos acetamido (polares), presentes na
molécula também proporcionam afinidade e retencdo de agua pelo polimero
(GUIMARAES, 2018; SANTOS, 2018; LI et al., 2020). Devido a essas caracteristicas
da estrutura da quitosana ha um constante intumescimento da matriz polimérica
(CESAR et al., 2020).

4.2.2 Determinacao do pH de superficie do polimero

O teste de pH de superficie foi realizado para avaliar se o pH dos insertes é compativel
com o pH do olho humano. Os valores encontrados para o pH de superficie dos
insertes (monocamada, dupla camada e tripla camada) foi de 5,0 tanto para o inserte
sem o farmaco quanto com o farmaco. De acordo com a literatura o pH compativel
com a cavidade ocular varia de 4 a 10, estes valores de pH ndo ocasionam irritacao
ocular (CESAR et al., 2020; KALYANWAT R. et al.,, 2016). Portanto, os insertes

apresentaram pH adequado para uso ocular.

4.2.3 Determinacédo da curva analitica para doseamento do farmaco

Para o doseamento da sulfaguanidina foi utilizado a espectrofotometria na regiao do
ultravioleta. Esta técnica tem por objetivo determinar a quantidade de energia
absorvida pela substéancia e por intermédio dela, verificar se os valores encontrados

na medida que se aumenta a concentracao da substancia apresenta uma progressao
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linear. Além disso, é uma técnica de baixo custo e versatil em relacéo a sua aplicagéo,
bastando para isso que a substancia a ser doseada tenha grupos cromofaricos (PAVIA

et al., 2015), o que € o caso da sulfaguanidina.

Foi utilizado o comprimento de onda de 293 nm. Este valor foi escolhido apds a
realizacdo da varredura espectral da sulfaguanidina na regido do ultravioleta. Foi
escolhido o ombro da banda em que a absortividade molar estava mais intensa a fim
de evitar eventuais flutuacfes nas medidas caso fosse feita no &pice da banda.

A curva de calibracéo foi realizada utilizando variedade de concentracdo da amostra
sendo a concentragdo minima de 10 pg e méaxima de 100 pg, o coeficiente de
linearidade foi determinado apés tratamento matematico por intermédio da regressao
linear e o coeficiente da regressio médio (R?) foi de 0,9728. E possivel inferir que ha
uma relacéo linear entre a absorbancia e a concentracdo do analito na amostra, ou
seja, segue a lei de Lambert-Beer, no qual, a absorbancia é dependente da

concentracdo da solucao, conforme Grafico 8.
Grafico 8 — Curva analitica.
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Quando se compara as trés curvas analiticas utilizadas para calibracdo observa-se
que ha uma diferenca estatistica entre elas, apresentando p< 0,0001, conforme

Grafico 9.



64

Gréafico 9 — Comparacdao entre as curvas analiticas.
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O limite de deteccéo foi determinado de acordo com a equacéo LD= 3,3*c/IC, sendo
IC ainclinagéo da curva de calibracdo e ¢ 0 desvio padrdo. Logo, o limite de detecgéo
do método foi de 0,006 mg/mL. Sendo o limite de detec¢do a menor quantidade do
analito presente em uma amostra que pode ser detectado, portanto, infere-se que a

guantidade minima utilizada neste trabalho, 0,01mg/mL (10 pg) pode ser detectada.

O limite de quantificacdo foi determinado de acordo com a equacdo LQ= 10*c/IC,
sendo IC a inclinagéo da curva de calibragédo e ¢ 0 desvio padrdo. Logo, o limite de
quantificacdo do método foi de 0,019mg/mL. Sendo o limite de quantificacdo a menor
guantidade do analito que pode ser determinada com precisdo e exatiddo em uma
amostras, portanto, infere-se que a quantidade minima utilizada neste trabalho,

0,01mg/mL (10 ug) pode ser quantificada.

Os insertes desenvolvidos no trabalho sdo um sistema matricial monolitico, visto que,
a sulfaguanidina esta dispersa na matriz polimérica de quitosana e é liberada por
difusdo através da matriz. A liberacdo do farmaco depende da erosdo da matriz, da
difusdo do farmaco e/ou de ambos os fatores (BIZERRA; SILVA, 2016; FARACO;
JUNIOR, 2010). A liberacéo de sulfaguanidina, a partir dos insertes de uma duas e

trés camadas carreando o farmaco, foi monitorado in vitro.
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No Gréfico 10, esta representada a liberagdo do farmaco sulfaguanidina no inserte

de uma camada. E possivel observar as barras dos valores de desvio da média como

sendo os valores inferiores e superiores de liberacéo do farmaco para as trés amostras

obtidas no teste. O inserte de uma camada revelou uma liberacdo de 86,65% do

farmaco nas primeiras 5 horas, em que, 57,84% desta liberagdo ocorreu na primeira
hora, totalizando 24 horas com liberacdo de 95,50%. Os dados apresentaram
normalidade (Shapiro-Wilk) e homoscedasticidade (Bartllet’s). Nao houve diferenca

estatistica entre as triplicatas dos insertes (p= 0,9830) apds avaliacdo por ANOVA

one-way, seguida de pdés-teste de Tukey. Nao foram identificados outliers (ROUT).

Um nivel de significAncia de 5% foi adotado para todos os testes estatisticos

realizados.

Grafico 11 — Liberacdo do farmaco no inserte de duas camadas.
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No Grafico 11, esta representada a liberacdo do farmaco sulfaguanidina no inserte
de duas camadas. E possivel observar as barras dos valores de desvio da média como
sendo os valores inferiores e superiores de liberacdo do fArmaco para as trés amostras
obtidas no teste. O inserte de duas camadas revelou uma liberagdo de 95,75% do
farmaco nas primeiras 5 horas, em que, 66,29% desta liberacdo ocorreu na primeira
hora, totalizando 24 horas com liberacdo de 104,29%. Os dados apresentaram
normalidade (Shapiro-Wilk) e homoscedasticidade (Bartllet’s). Nao houve diferenca
estatistica entre as triplicatas dos insertes (p= 0,8281) apds avaliagdo por ANOVA
one-way, seguida de pdés-teste de Tukey. Nao foram identificados outliers (ROUT).
Um nivel de significancia de 5% foi adotado para todos os testes estatisticos

realizados.

Gréfico 12 - Liberacdo do farmaco no inserte de trés camadas.
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No Gréfico 12, esta representada a liberagdo do farmaco sulfaguanidina no inserte
de trés camadas. E possivel observar as barras dos valores de desvio da média como
sendo os valores inferiores e superiores de liberacéo do farmaco para as trés amostras
obtidas no teste. O inserte de trés camadas revelou uma liberacdo de 98,55% do
farmaco nas primeiras 5 horas, em que, 64,70% desta liberacdo ocorreu na primeira
hora, totalizando 24 horas com liberagdo de 109,63%. Os dados apresentaram
normalidade (Shapiro-Wilk) e homoscedasticidade (Bartllet’s). N&o houve diferenca
estatistica entre as triplicatas dos insertes (p= 0,0894) apds avaliacdo por ANOVA
one-way, seguida de poés-teste de Tukey. Nao foram identificados outliers (ROUT).
Um nivel de significancia de 5% foi adotado para todos os testes estatisticos

realizados.
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Gréafico 13 — Comparacdao entre a liberacdo de sulfaguanidina dos insertes de
uma, duas e trés camadas.
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Grafico 14 — Comparacdo do doseamento da Sulfaguanidina entre os insertes
de uma, duas e trés camadas.
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Nos Graficos 13 e 14 esta representada a comparacdo da liberacdo do farmaco
sulfaguanidina no inserte de uma, duas e trés camadas. Os filmes de quitosana
produziram uma liberacdo sustentada do farmaco sulfaguanidina em todas as
formulagbes. Nao houve diferenca estatistica entre os trés tipos de insertes

desenvolvidos (p= 0,8782) apos avaliacdo por ANOVA one-way, seguida de pos-teste
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de Tukey. Um nivel de significancia de 5% foi adotado para todos os testes estatisticos

realizados.

Todos os insertes apresentaram rapida liberacao inicial do farmaco e depois uma taxa
de liberacdo sustentada por até 24 horas. A rapida liberacéo inicial do farmaco em
dispositivos pode ser devido ao farmaco estar presente na superficie do inserte (EL-
FEKY et al.,, 2021), o que ndo ocorreu neste trabalho, pois de acordo com as
micrografias dos insertes de uma, duas e trés camadas nédo foi visualizado farmaco
na forma cristalina na superficie do dispositivo, evidenciando que o farmaco esta

disperso na matriz polimeérica.

A rapida liberagdo inicial do farmaco pode ser explicada com base no influxo de
solvente. No qual, ocorre o intumescimento de forma rapida do inserte de quitosana
permitindo a difusédo do farmaco entre as cadeias do polimero promovendo uma rapida
liberacdo do farmaco (FRANCA et al.,, 2019). Como observado nos testes de
intumescimento, a rapida absor¢cdo de agua aumenta a possibilidade de dissolugéo
do ativo e, consequentemente, seu carreamento para fora do sistema polimérico. O
farmaco é hidrofébico, ndo interage com a matriz polimérica e, portanto, ndo encontra

resisténcia para sua saida ocasionando esta maior liberacao inicial.

Também deve-se levar em consideracdo que o teste foi realizado em excesso de
lagrima artificial simulada (ALAMBIAGA-CARAVACA et al., 2021). Enquanto o olho
humano apresenta uma quantidade pequena de lagrima, no qual, a hidratacdo do
inserte pode ser diminuida, logo, a droga pode ser liberada de forma mais lenta
guando comparada com o teste de hidratacdo realizado neste trabalho (FRANCA et
al., 2019).

4.2.4 Analise cinética de liberacdo da sulfaguanidina nos insertes

Para compreender melhor o mecanismo de liberacdo da sulfaguanidina a partir do
inserte polimérico, foram realizados célculos de cinética de liberagdo utilizando
diferentes modelos matematicos, sendo: ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Hixon-
Crowell e Korsmeyer-Peppas. Os valores do coeficiente de determinacgédo (r?) foram
utilizados para verificar o modelo que melhor descreve os dados de liberacdo do
presente trabalho.
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Para estudar o modelo de ordem zero foram construidos graficos da porcentagem
acumulada de sulfaguanidina em funcdo do tempo de liberacdo do farmaco nos
insertes de uma, duas e trés camadas que apresentaram coeficiente de determinagao
de 0,9791, 0,9729 e 0,9785, respectivamente, conforme Gréaficos 15, 16 e 17.

Gréafico 15 — Modelo de ordem zero aplicado ao inserte de uma camada.
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Gréfico 16 — Modelo de ordem zero aplicado ao inserte de duas camadas.
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Gréfico 17 — Modelo de ordem zero aplicado ao inserte de trés camadas.
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Para o modelo de primeira ordem foi construido o gréafico de logaritmo natural (LN) da
porcentagem acumulada de sulfaguanidina em funcdo do tempo de liberacdo do
farmaco nos insertes. Pode-se observar que os insertes de uma, duas e trés camadas
apresentaram coeficiente de determinacdo de 0,5849, 0,6053 e 0,6079,

respectivamente, Gréaficos 18, 19 e 20.

Grafico 18 — Modelo de primeira ordem aplicado ao inserte de uma camada.
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Gréafico 19 — Modelo de primeira ordem aplicado ao inserte de duas camadas.
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Gréfico 20 — Modelo de primeira ordem aplicado ao inserte de trés camadas.
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Para o modelo de Higuchi foram construidos graficos da porcentagem acumulada de
sulfaguanidina liberada em fungdo da raiz quadrada do tempo de liberagdo do
farmaco. Pode-se observar que os insertes de uma, duas e trés camadas
apresentaram coeficiente de determinacdo de 0,9791, 0,9729 e 0,9785,

respectivamente, Graficos 21, 22 e 23.



Gréfico 21 — Modelo de Higuchi aplicado ao inserte de uma camada.

Gréfico 22 — Modelo de Higuchi aplicado ao inserte de duas camadas.
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Gréfico 23 — Modelo de Higuchi aplicado ao inserte de trés camadas.
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Para o modelo de Hixon-Crowell foram criados graficos da raiz cubica da porcentagem
acumulada de sulfaguanidina liberada em fungéo do tempo. Pode-se observar que os
insertes de uma, duas e trés camadas apresentaram coeficiente de determinacéo de
0,6703, 0,6903 e 0,6958, respectivamente, Graficos 24, 25 e 26.

Grafico 24 — Modelo de Hixon-Crowell aplicado ao inserte de uma camada.
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Gréfico 25 — Modelo de Hixon-Crowell aplicado ao inserte de duas camadas.
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Grafico 26 — Modelo de Hixon-Crowell aplicado ao inserte de trés camadas.
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Também foi realizada a avaliacdo do modelo de Korsmeyer-Peppas, sendo criados
graficos do Log da porcentagem liberada de sulfaguanidina em funcdo do Log do
tempo de liberacdo. Pode-se observar que os insertes de uma, duas e trés camadas
apresentaram coeficiente de determinacdo de 0,0366, 0,0192 e 0,0624,

respectivamente, Graficos 27, 28 e 29.
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Grafico 27 — Modelo de Korsmeyer-Peppas aplicado ao inserte de uma camada.
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Gréfico 28 — Modelo de Korsmeyer-Peppas aplicado ao inserte de duas

camadas.
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Gréfico 29 — Modelo de Korsmeyer-Peppas aplicado ao inserte de trés

camadas.
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Como pode ser observado na Tabela 6, o maior coeficiente de determinagéo foi obtido
para os modelos de ordem zero e de Higuchi tanto para os insertes de uma camada
como para o de duas e trés camadas. Os modelos de Higuchi e de ordem zero nao se
aplicam simultaneamente, ou seja, quando se aplica um o outro ja ndo tem aplicacéo
(LOPES; LOBO, CASTRO, 2005).

Tabela 6 — Coeficiente de determinacdo dos modelos cinéticos.

Coeficiente de determinacéo (r?) / Modelos

Insertes Ordem Primeira : . Hixon- Korsmeyer-
Higuchi
zero ordem Crowell Peppas
Uma camada 0,9791 0,5849 0,9791 0,6703 0,0366
Duas camadas 0,9729 0,6053 0,9729 0,6903 0,0192
Trés camadas 0,9785 0,6079 0,9785 0,6958 0,0624

O modelo de Higuchi esta relacionado a uma liberagcédo do farmaco seguindo a lei de
Fick, sendo dependente da raiz quadrada do tempo. Este modelo esta relacionado a
sistemas de liberacdo prolongada de farmacos (GIL, 2017; RODRIGUES et al., 2006),
em que a liberacdo do farmaco ocorre por difuséo, entre os poros da matriz de forma
lenta (MOREIRA, 2010). Este modelo apresenta limitagbes quando o sistema
intumesce, pois o intumescimento do dispositivo pode interferir na difuséo do farmaco
(ANTUNES, 2020, COSTA, 2020; LOPES; LOBO; COSTA, 2005). Nesses sistemas
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pode ocorrer erosdo e o relaxamento das cadeias poliméricas para o transporte do
farmaco, sendo assim, ele € melhor aplicado em matrizes unidimensionais pouco
solliveis que nao apresentam capacidade de intumescimento (LOPES; LOBO,
CASTRO, 2005), ndo é o caso dos insertes desenvolvidos neste trabalho.

Enquanto o modelo de cinética de ordem zero é baseada na liberacdo do farmaco de
forma lenta, no caso dos insertes deste trabalho houve uma liberacdo mais
pronunciada do farmaco inicialmente seguida de uma liberacdo gradual e continua do
farmaco, o que é caracteristico deste modelo (CASTRO, 2018). Geralmente as
preparacdes destinadas a liberacao prolongada de farmacos apresentam um perfil de
liberacdo de ordem zero, observando-se que ha formacéo de uma solugédo saturada
ocorrendo a liberac&do constante do farmaco. E importante destacar que este modelo
ideal é dificil de se obter na pratica devido aos fatores de ajuste do modelo (LOPES;
LOBO, CASTRO, 2005).

4.2.5 Analises térmicas

A analise térmica permite verificar e analisar os eventos térmicos e as possiveis
interagbes entre o polimero e o farmaco (CESAR et al., 2020). S&o avaliadas
caracteristicas como: fusédo, oxidacéo, reacdes de reducdo, ebulicdo, sublimacao,
decomposicdo, transicdo vitrea, desidratacdo, cristalizacdo da substancia, entre
outras (STORPIRTIS et al., 2009). Entdo, a técnica foi utilizada para analisar as
propriedades térmicas do polimero e da sulfaguanidina.
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Figura 19 — Comportamento térmico da sulfaguanidina.
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A Figura 19, mostra o comportamento térmico da sulfaguanidina, na curva de DSC é
possivel visualizar que ha um pico endotérmico préximo a 100 °C que pode ser
atribuido a evaporacéao de agua residual e em seguida um outro pico endotérmico que
ocorre por volta de 188 °C a 193 °C, correspondente ao ponto de fusdo da
sulfaguanidina (ABIDI et al., 2017; WIKSTROM; KAKIDAS; TAYLOR, 2009) e em

aproximadamente 240 °C ocorre a sua decomposicao.

As curvas termogravimétricas TG e DTA da sulfaguanidina, os eventos térmicos
encontrados foram semelhantes aos observados na curva de DSC. A perda de massa
proxima a 100 °C e 240 °C pode ser atribuida a perda de &gua residual e a

decomposicao térmica do farmaco, respectivamente.

A decomposicado do ativo em temperatura acima de 240 °C demonstra um ponto
positivo para o processo de esterilizacdo do inserte, visto que, a formulagéo € de
aplicacao ocular e deve obrigatoriamente ser estéril (FRANCA et al., 2020). De acordo
com a Farmacopeia Brasileira (2019), podem ser utilizados diversos métodos para
esterilizagdo. O método por calor € o mais simples, econdmico e seguro e este método

geralmente utiliza temperaturas acima de 100 °C para esterilizagéo.

O processo de esterilizagado a ser utilizado no dispositivo deve ser avaliado, visto que,

conforme descrito na literatura o impacto de diferentes formas de esterilizacdo sobre
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a matriz polimérica ainda ndo esta claro. Quando é realizada a esterilizacédo a vapor
em insertes de quitosana ocorre uma alteracdo no arranjo das cadeias do polimero,
mas sem alterar significativamente a matriz polimérica, grau de acetilacdo e peso
molecular (FRANCA et al., 2020).

Figura 20 — Comportamento térmico da mistura fisica entre quitosana e

sulfaguanidina.
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Quando se compara a Figura 19, comportamento térmico da sulfaguanidina, com a
Figura 20, que representa a mistura fisica do polimero (quitosana) com a
sulfaguanidina, pode-se observar na curva de DSC que nao ocorreu alteracdo na
temperatura de decomposicdo da sulfaguanidina, pois 0s eventos térmicos
encontrados na Figura 20 foram semelhantes aos observados na Figura 19.
Apresentando eventos térmicos endotérmicos em 100 °C correspondentes a perda de
agua residual e em 188 °C a 193 °C correspondente ao ponto de fusdo da
sulfaguanidina (ABIDI et al., 2017; WIKSTROM; KAKIDAS; TAYLOR, 2009).

Entretanto, na Figura 20, pode-se observar na curva de DSC um evento endotérmico
largo em aproximadamente 50 °C que esta relacionado a liberagédo de agua absorbida
pelo polimero quitosana e um pico exotérmico em aproximadamente 300 °C
(FOUREAUKX et al., 2015; NAINGGOLAN; NASUTION; AHMAD, 2019; NETO et al.,
2019; RODRIGUES et al., 2009; SILVA et al.,, 2014; SILVA et al., 2016). Sendo

atribuido a um processo de decomposicdo térmica das ligacdes glicosidicas da
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quitosana e das unidades acetiladas e desacetilada da quitosana (EULALIO et al.,
2019).

O pico endotérmico mais acentuado na curva de DSC (Figura 20), entre 175 °C a 200
°C, em comparacao com a Figura 19, esta relacionado a sobreposi¢cdo dos picos do
ponto de fusdo da sulfaguanidina e da evaporacdo da agua ligada por pontes de
hidrogénio com os grupos hidroxila presentes no polimero quitosana (FILHO et al.,
2021; NETO et al., 2019; SILVA et al., 2016). As curvas TG e DTA da sulfaguanidina,
0s eventos térmicos encontrados foram semelhantes aos observados na curva de
DSC.

Figura 21 — Curvas DSC dos filmes de uma, duas e trés camadas.
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A Figura 21, apresenta a decomposi¢do térmica dos insertes de uma, duas e trés
camadas. De acordo com os termogramas € possivel inferir que ha uma diferenga na
degradacdo dos insertes de acordo com o numero de camadas existentes. No qual, o
inserte de uma camada apresentou um pico exotérmico por volta de 275 °C a 300 °C.
No inserte de duas camadas ha um pico por volta de 270 °C a 290 °C, mas 0 mesmo
€ mais amplo com a presencga de um platd. E no inserte de trés camadas ocorre a

separacdo desse pico de decomposi¢do, ocorrendo o0 evento térmico em uma

temperatura mais baixa na faixa de 260 °C a 275 °C. Nao foi observado pico de
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farmaco no termograma de nenhum dos insertes, evidenciando que ndo ha farmaco

cristalino no dispositivo, sendo confirmado pelas micrografias dos dispositivos.

Os picos exotérmicos observados correspondem a temperatura de degradacéo
térmica das ligagdes glicosidicas da quitosana (NAINGGOLAN; NASUTION; AHMAD,
2019; NETO et al., 2019; SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2016). Esses resultados
sugerem que nos dispositivos com duas e trés camadas pode haver interacdes
intermoleculares entre as camadas dos insertes 0 que ocasiona um comportamento
diferenciado na degradacao do dispositivo (NETO et al., 2019; POTAS et al., 2022).

4.2.6 Espectroscopia de absorcédo no infravermelho

Foram realizadas as caracterizacdes por IV da quitosana, do farmaco sulfaguanidina
e da mistura da quitosana com o farmaco sulfaguanidina para avaliar se ocorre alguma

interacdo entre ambos.

Figura 22 — Espectro de ATR-FTIR da quitosana.
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No espectro da quitosana, Figura 22, pode-se visualizar bandas de absorcédo em 1647
cm? e 1563 cm™ estdo relacionados aos grupamentos amida da quitosana que
corresponde a ligacdo C=0 do grupo amida presente em parte da molécula deste
polimero. E possivel observar bandas em 3351 cm e em 3284 cm relacionadas aos
estiramentos, dos grupos OH e NH. A banda em 2869 cm™ é correspondente ao

estiramento da ligacdo C-H presente no anel piranosidico do esqueleto polimérico. As
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bandas em torno de 1418 cm™ e 1374 cm! estdo relacionadas aos grupos CH2 e CHs,
respectivamente. As bandas em 1060 cm™ e 1024 cm™! corresponde ao alongamento
C-0O. As demais bandas encontradas de absor¢céo estdo em acordo com a estrutura
do quitosana na forma solida. Estes dados estdo coerentes com os descritos na
literatura (CHEN et al., 2020; FRANCA et al., 2020; KOEV et al., 2010; NETO et al.,
2019; QUEIROZ et al., 2015).

Figura 23 — Espectro de ATR-FTIR da sulfaguanidina.
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No espectro da sulfaguanidina, Figura 23, podem ser observados bandas
caracteristicas do farmaco. Em 3394 cm-1, 3337 cm* e 3215 cm* sdo observadas
bandas relacionadas as aminas primaria, aromatica e secundaria. Em 1612 cm?, pode
ser observada a banda relacionada ao estiramento ao grupo sulfona O=S=0. Em 679
cm? e 820 cm™ observa-se bandas que correspondem ao estiramento das ligaces
C-H caracteristicas de um anel aromatico e com um padrao AA’'BB’ (HASSANI et al.,
2018). As bandas em 1574 cm™, 1526 cm™ e 1498 cm™! estéo relacionadas as ligacdes

C=C do anel aroméatico (PAVIA et al., 2015) presente na estrutura da sulfaguanidina.
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Figura 24 — Espectro de ATR-FTIR da mistura fisica de sulfaguanidina e

quitosana.
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Figura 25 — Espectros de ATR-FTIR (S) sulfaguanidina, (M) mistura fisica entre

a sulfaguanidina e o polimero quitosana e (Q) quitosana.
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A Figura 24, apresenta o0 espectro da mistura da quitosana com o farmaco

sulfaguanidina, pode-se visualizar que ndo houve uma alteracdo significativa no

espectro em relacdo aos espectros obtidos das substancias puras, Figura 25. Pode-

se observar que houve uma sobreposicdo dos espectros do quitosana com o do
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farmaco sulfaguanidina. Onde as bandas caracteristicas de cada substancia séo
observadas neste espectro. De acordo com Foureaux e colaboradores (2015), esta
constatacao nos permite inferir que ndo houve formacgao de novas bandas no espectro
em analise e consequentemente ndo ha interacdo entre a sulfaguanidina e a matriz
polimérica de quitosana. Essa compatibilidade €& reforcada pela visualizacédo
simultanea dos espectros, conforme Figura 25. ApGs a mistura € possivel observar
que as principais bandas de absorcdo se mantiveram e ndo houve alargamento ou
aparecimento de novas bandas. Entdo, ndo ha alteracdo da estrutura do farmaco e do

polimero.

Conforme descrito por Ricachenevsky e colaboradores, 2020, o IV é uma técnica
precisa que pode identificar e caracterizar estruturas dos compostos nas mais
diversas formas farmacéuticas. No qual, o espectro é considerado a impressao digital
de um composto, pois cada substancia apresenta seu espectro caracteristico. Quando
uma mistura de substancias é avaliada pode surgir uma superposicdo de bandas
largas com pouca definicdo o que néo foi evidenciado nos espectros descritos neste
trabalho, evidenciando que possivelmente ndo ha interacdo entre o polimero e o
farmaco. Estes resultados corroboram com o0s termogramas dos insertes
demonstrados anteriormente, que evidenciaram haver compatibilidade entre a

sulfaguanidina e a quitosana.

Figura 26 — Espectro de ATR-FTIR do inserte de uma camada branco.
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A Figura 26 apresenta o espectro na regido do IV para o inserte de uma camada
placebo. Pode-se observar as bandas de absorcdo em 3262 cm™ e em 2875 ¢! que
corresponde ao estiramento de OH e da ligacdo NH e um pico evidente em 1638 cm-
! relacionado a ligagdo C=0 da quitosana. Todas as demais bandas sdo compativeis
com as do polimero quitosana na forma de filme polimérico (CHEN et al., 2020;
FRANCA et al., 2020; KOEV et al., 2010; NETO et al., 2019; QUEIROZ et al., 2015).

Figura 27 — Espectro de ATR-FTIR do inserte de uma camada com o farmaco

sulfaguanidina.
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Os filmes com farmaco, por sua vez, apresentam diferencas em relacdo aos
deslocamentos observados para as bandas caracteristicas do farmaco e do polimero.
Deste modo, pode ser observado na Figura 27 o espectro do inserte de uma camada
com farmaco, que ha um deslocamento da banda de absorcdo da ligacdo N-H da
sulfaguanidina de 3394 cm para 3334 cm havendo uma reducdo do alargamento
desta mesma banda de absorcdo. A banda caracteristica do grupo sulfona (O=S=0)
em aproximadamente 1612 cm™ ndo estd marcada, porém é possivel de ser

visualizada no espectro.

Em relacéo as bandas do polimero quitosana foi possivel observar que as bandas se
tornaram menos largas do que as observadas entre 3500 cm e 2500 cm-?, podendo,
inclusive ser possivel a visualizacdo das bandas de grupos N-H da sulfaguanidina
relatadas anteriormente. Em adicdo, as bandas caracteristicas do esqueleto

polimérico com estiramentos C-H em torno de 2800 cm! ndo estdo marcadas, porém
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sao possiveis de serem vistas no espectro. Estes dados sugerem que ndo ha uma
interacdo entre farmaco e polimero por ligacdes de hidrogénio pois néo foi possivel
verificar o alargamento de bandas caracteristico quando esta situagdo ocorre
(RICACHENEVSKY et al., 2020).

Importante destacar na analise deste espectro que € possivel verificar grande parte
das bandas do farmaco proporcionalmente ao do polimero. Este resultado é
interessante, pois normalmente como o polimero estd em maior quantidade do que o
farmaco os espectros comumente apresentam as bandas do polimero preponderando
sobre as do farmaco. Isto é possivel observar na Figura 29, onde ha o espectro do
inserte com duas camadas de polimero e a mesma quantidade de farmaco empregada

no espectro dos insertes de uma camada, ou seja, 10 % p/p.

Figura 28 — Espectro de ATR-FTIR do inserte de duas camadas branco.
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A Figura 28, apresenta 0 espectro na regido do IV para o inserte de duas camadas
placebo, um perfil semelhante ao observado para o inserte de uma camada, conforme
Figura 26. As bandas de absorcdo em 3259 cm™ e em 2875 ¢! que corresponde ao
estiramento de OH e da ligacdo NH e um pico evidente em 1637 cm™ relacionado a
ligacdo C=0 da quitosana. Todas as demais bandas sdo compativeis com as do
polimero quitosana na forma de filme polimérico (CHEN et al., 2020; FRANCA et al.,
2020; KOEV et al., 2010; NETO et al., 2019; QUEIROZ et al., 2015). As pequenas
diferencas (da ordem de 1 cm™) de deslocamento encontradas séo atribuidas a

calibragéo das bandas por parte do operador e do aparelho.
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Figura 29 — Espectro de ATR-FTIR do inserte de duas camadas com o farmaco

sulfaguanidina.
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O espectro observado na Figura 29 é bastante semelhante ao espectro para o inserte
com uma camada com farmaco (Figura 27), todas as bandas observadas no espectro
do inserte com uma camada sdo observados no espectro do inserte de duas camadas.
A diferenca perceptivel torna-se a diminuicdo da intensidade das bandas do farmaco
sendo as mesmas sobrepostas as bandas do polimero quitosana, como observado na
regido de 3500 cm™* a 2500 cm™.

Este fato € explicado em funcéo da maior concentracao de polimero (duas vezes maior
do que o inserte com uma camada). Neste caso, as bandas do polimero, em maior
guantidade na formulacdo, tendem a ser detectadas com maior facilidade pelo
aparelho. Apesar deste fato ocorrer, ainda é possivel identificar bandas relacionadas
ao farmaco demonstrando que o mesmo se encontra na formulagdo e que ndo ha
nenhuma mudanca nas mesmas no sentido de se ter a formacéo de reacdes entre o

polimero e a sulfaguanidina.

Quando o inserte de duas camadas com o farmaco é comparado com o espectro do
farmaco observa-se que houve um deslocamento de 1612 cm™ para 1627 cm
evidenciando que houve uma interagao entre a carbonila da quitosana e o grupamento
0=S=0 da sulfaguanidina. Foi observado que houve um deslocamento de 1574 cm™
para 1627 cm?, de 1526 cm™ para 1539 cm, entre outras. Segundo Foureaux e

colaboradores (2015), ocorreu um deslocamento para uma frequéncia mais alta,
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necessitando de maior energia, logo, demonstra que a matriz esta prendendo o
farmaco, entdo ele € liberado de forma mais lenta, o que foi evidenciado pelo teste de

liberac&o, no qual, o dispositivo liberou o farmaco nos testes in vitro em 24 horas.

Figura 30 — Espectro de ATR-FTIR do inserte de trés camadas branco.
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Analogamente a andlise feita para os insertes de uma e duas camadas em rela¢céo ao
inserte de trés camadas, sem farmaco, o que se observa no espectro do inserte com
trés camadas (Figura 30) sdo as bandas caracteristicas do polimero com pequenos
deslocamentos no numero de onda compativeis com a presenca dos grupos

funcionais presentes na estrutura molecular do quitosana.

Assim, pode-se observar as bandas alargadas de absorcdo em 3252 cm™ que
corresponde aos estiramentos da ligacdo OH e da ligacdo NH e as bandas em 2875
cm?® e 2920 cm™ relacionadas ao estiramento das ligacdes C-H do anel piranosidico
do polimero (CHEN et al., 2020; FRANCA et al., 2020; KOEV et al., 2010; NETO et
al., 2019; QUEIROZ et al., 2015). A banda de amida | proveniente do estiramento da
ligacdo C=0 de amida é possivel de ser identificada em 1633 cm™ assim como a
banda de amida II, proveniente do estiramento da ligagcao N-H de amida em 1544 cm-
L. As demais bandas observadas sdo caracteristicas da impresséo digital do polimero

e estdo em acordo com o descrito na literatura.
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Figura 31 — Espectro de ATR-FTIR do inserte de trés camadas com o farmaco

sulfaguanidina.
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O espectro observado na Figura 31 € proveniente de amostra do inserte com trés
camadas com farmaco. Neste caso, a camada com farmaco fica entre duas camadas
do polimero. Este fato pode ter contribuido para a dificuldade em identificar as bandas
relacionadas ao farmaco. Neste espectro, como no espectro de duas camadas com
farmaco, pode-se observar as bandas caracteristicas do polimero sobrepondo as
bandas relacionadas ao farmaco. Assim, € possivel visualizar as bandas em 3253 cm-
! provenientes do estiramento da ligacdo O-H do polimero, bandas em 2919 cm™ e
2874 cm* provenientes do estiramento da ligacdo C-H do esqueleto piranosidico
(CHEN et al., 2020; FRANCA et al., 2020; KOEV et al., 2010; NETO et al., 2019;
QUEIROZ et al., 2015), bandas em 1632 cm? e 1541 cm™ provenientes dos
estiramentos das ligacdes C=0 e N-H (respectivamente, bandas de amida | e Il) do
polimero. As demais bandas também caracteristicas do quitosana e estdo em acordo

com o descrito na literatura.

Apesar de ndo se visualizar todas as bandas relacionadas ao farmaco, € possivel
identificar uma delas, em 679 cm™ proveniente de deformacgées de ligacdes C-H do
anel aromatico da sulfaguanidina. Alem destas bandas, pode-se observar, também no
espectro da Figura 31, diversos ombros, destacados com setas no espectro,
proveniente de bandas que poderiam ser marcadas caso o operador do software de

edicdo do espectro abaixasse o corte de identificacdo das bandas. Destaca-se, neste
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caso, as setas em aproximadamente 3200 cm™ proveniente do estiramento das
ligacdes N-H do grupo guanidino e seta em aproximadamente 1612 cm™* do grupo

sulfonila.

E importante salientar que ndo ha formacdo de novas bandas indicando que ndo ha
eventual reacdo entre o polimero e o farmaco, o que também se observa nos
espectros relacionados aos insertes com uma e duas camadas com farmaco. Eventual
alargamento de bandas observadas na medida que se aumenta a quantidade de
polimero na formulagcédo séo proporcionais ao aumento das interacfes existentes no

esqueleto polimérico.

As andlises feitas com os diferentes tipos de insertes com e sem farmaco, permitem
inferir que ndo ha interacdes entre o polimero e o farmaco, o que de certa forma é
previsivel em funcdo da baixa solubilidade do farmaco no meio de disperséo
polimérica. Quando se analisa os dados relacionados a capacidade de
intumescimento e também aos testes de liberacédo, pode-se propor que o farmaco atua
como um espacador entre as moléculas do polimero aumentando o influxo de agua
para o interior do dispositivo ocasionando uma liberacdo de aproximadamente 90-
100% do conteudo do farmaco em torno de 24 horas. Estes dados sdo semelhantes
entre os insertes de uma, duas e trés camadas. Conforme descrito por Foureaux e
colaboradores (2015), em que, a desorganizacdo da matriz polimérica ocasionada

pelo farmaco pode facilitar a penetracdo da agua no dispositivo.

4.2.7 Microscopia eletronica de varredura

A analise morfologica dos insertes placebos e com o farmaco de uma, duas e trés
camadas foi realizada para avaliagcdo da superficie e das laterais dos insertes. Os
dispositivos foram analisados em ampliagbes adequadas para cada amostra. Foi
possivel visualizar nas micrografias uma superficie regular, homogénea e auséncia

de farmaco na superficie dos dispositivos na forma cristalina.
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Figura 32 — Microscopia eletrénica do inserte de uma camada.
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O inserte de uma camada placebo, Figura 32 (A) e (B), e o inserte com a
sulfaguanidina, Figura 32 (C), ambas apresentaram as areas de superficie e laterais
regulares e homogéneas. Sugerindo que o farmaco esta disperso na matriz
polimérica, pois ndo foram identificadas particulas cristalinas do farmaco na superficie
do dispositivo, conforme Figura 32 (C) (FRANCA et al., 2014).

Figura 33 — Microscopia eletrénica do inserte de duas camadas.
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Conforme observado para o inserte de uma camada, o inserte de duas camadas
placebo, Figura 33 (A), e o inserte com a sulfaguanidina, Figura 33 (B), também
apresenta ambas as areas superficiais e laterais com caracteristicas regulares e
homogéneas. Sugerindo que o farmaco esta disperso na matriz polimérica, pois nao

foram identificadas particulas cristalinas do farmaco na superficie do dispositivo,
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conforme Figura 33 (B). De acordo com o corte lateral do dispositivo (Figura 33 (B))

foi possivel visualizar as duas camadas do inserte.

Figura 34 — Microscopia eletronica do inserte de trés camadas.
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O inserte de trés camadas placebo, Figura 34 (A), e o inserte com a sulfaguanidina,
Figura 34 (B) e (C), também apresentaram ambas as areas superficiais e laterais com
caracteristicas regulares e homogéneas. Sugerindo que o farmaco esta disperso na
matriz polimérica, pois 0 mesmo néo foi visualizado na forma cristalina na superficie
do dispositivo, Figura 34 (B) e (C). De acordo com o corte lateral do dispositivo
(Figura 34 (B)), ocorreu a fundicdo das trés camadas, pois ndo foi possivel observar
a divisao entre elas. Podendo ser explicado pelo fato de ambas as camadas serem
formadas pelo mesmo polimero (NETO et al. 2019). Todos o0s insertes apresentaram
superficie homogénea indicando miscibilidade entre o farmaco e o polimero. N&o
sendo visualizada a presenca de sulfaguanidina na matriz polimérica. Resultado

analogo foi obtido nas andlises térmicas.

5 CONCLUSAO

O glaucoma requer um tratamento cronico, este é realizado a longo prazo para
interromper a progressdo da doenca e evitar a cegueira irreversivel. Portanto, a
adesdo do paciente ao tratamento é crucial para sua eficacia. Entretanto, ainda
existem muitos problemas relacionados as terapias existentes no mercado, entéo, é
importante o desenvolvimento de novos tratamentos que possam proporcionar um

melhor conforto para o paciente e eficacia do mesmo. Logo, os sistemas de liberacao
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controlada de farmacos para tratamento de doencas oculares apresentam diversas
vantagens em relacdo ao tratamento convencional (colirios). Nao expdem o paciente
a niveis toxicos de farmacos, reduzem reacbes adversas e, consequentemente,
melhoram a adesao do paciente ao tratamento.

Os insertes de quitosana com sulfaguanidina, desenvolvidos neste trabalho, foram
produzidos com sucesso para aplicacdo na via ocular. Os insertes apresentaram
grande capacidade de intumescimento e resisténcia fisica, indicando pH compativel
com a via ocular. O teste de liberacao in vitro revelou que inicialmente ha uma rapida
liberacdo do farmaco do dispositivo que depois é sustentada por um periodo de 24
horas. Os insertes apresentaram bandas caracteristicas da sulfaguanidina e da
quitosana na espectroscopia no IV sem aparecimento de novas bandas. Resultado
analogo foi obtido nas analises térmicas revelando que ha compatibilidade entre a
sulfaguanidina e a quitosana, pois ap0s a mistura fisica de ambas as substancias, ndo
houve aparecimento de eventos térmicos em relacdo as curvas de DSC das
substancias puras. As micrografias demonstraram que as areas superficiais e laterais
de todos os insertes produzidos séo regulares e homogéneas.

Os trés insertes desenvolvidos sdo compativeis com o farmaco Sulfaguanidina,
apresentando uma liberacdo do farmaco de forma semelhante entre os insertes de
uma, duas e trés camadas. Comparando os trés insertes, o inserte de uma camada
seria preferivel de desenvolver devido ao seu processo de produgdo ser menos
oneroso em relacdo ao de duas e trés camadas, em que, é necessario um maior
cuidado na producéo para nao ocorrer a separacdo das camadas.

Os dados apresentados permitem afirmar que esse dispositivo na forma de filme de
quitosana para veiculacdo de sulfaguanidina € um potencial dispositivo para o
tratamento do glaucoma. Para verificar se 0 mesmo apresentara atividade biolégica

Sa0 necessario novos testes in vivo.
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