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RESUMO

Os tratamentos convencionais de doencas do segmento posterior do olho tém
efeitos limitados, em decorréncia do transporte dos farmacos ao sitio de atuagéo.
Para um melhor prognéstico, além da adeséo criteriosa por parte dos pacientes,
h& necessidade de tratamentos invasivos que oferecem riscos a saude ocular.
Pesquisas ao redor do mundo tém buscado desenvolver biomateriais
biodegradaveis com maior versatilidade de aplicacbes terapéuticas, que
proporcionem melhores resultados, maior conforto e adesdo. Dentre as
aplicacdes desses biomateriais, esta o aprimoramento de sistemas de liberacéo
controlada de drogas na cavidade vitrea. O poli (acido latico-co-glicélico) —
PLGA, ja se mostrou como potencial suporte de liberacdo para um amplo
espectro de drogas, como por exemplo, na Clinica Médica, como veiculo de
transporte de corticosteroides. O colageno, por sua vez, também € bastante
consagrado no desenvolvimento de biomateriais, possuindo caracteristicas
hidrofébicas e estruturais, que permitem aumentar ou reduzir o tempo de
degradacdo, além de proporcionar um elemento de base para obtencéo de filmes
conjugados com o PLGA. As metodologias de processamento desses
compositos de PLGA/colageno descritos na literatura ndo apresentam
performance biofuncional ideal, que o habilite para transporte de farmaco em
tratamentos antiangiogénicos (anti-Vascular Endothelial Growth Factor ou anti-
VEGF), bem como em sistema de liberagcdo de drogas antiglaucomatosas nas
dosagens ou prescri¢des terapéuticas. No presente trabalho, foi desenvolvida e
descrita, uma nova metodologia de processamento e conformacgao,
denominadas “Sanduiche” e “Rocambole”, respectivamente, com base nas
melhores préticas descritas na literatura. A partir da metodologia proposta, foram
desenvolvidos filmes na forma de blenda (PLGA/colageno) constituida de 75%
m/m de PLGA e 25% m/m de colageno, que possui uma degradacéo mais lenta,
sendo o PLGA composto por 75% m/m PGA e 25% m/m PLA, incorporadas com
farmacos antiangiogénico (Acido Rosmarinico) e  antiglaucomatoso
(Brimonidina). Os filmes e blendas produzidos pela nova metodologia foram
caracterizados pelos ensaios de Angulo de Contato, Termogravimetria (TG e
DTG), Difratograma de Raios X (DRX), Fluorescéncia de Raios X (FRX),

Espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR),



Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV/EDS), e Ensaio de degradacdo. Os
resultados obtidos mostraram que foi possivel obter uma blenda conformada
através de filme, com deposicdo de colageno e PLGA, em camadas,
incorporadas com farmacos. A nova metodologia proporcionou uma reducdo no
tempo de processamento e de conformacéo de 85%, e uso de temperatura mais
baixa (40°C), do que os praticados pelos estudos de referéncia. O
processamento em sanduiche, com sobreposicdo de solucdes poliméricas,
proporcionou a retirada de um conjugado polimérico PLGA/Colageno em formato
de filme medindo 40 mm x 40 mm. A conformac¢&o do conjugado em técnica de
rocambole permitiu a sobreposicao cilindrica das camadas sem uso de processo
de compactacdo, mantendo uma morfologia porosa. A verificagcdo de
reprodutibilidade da metodologia apresentou um nivel sigma 3,0 para 4,0, com
baixo indice de variacdo. As blendas produzidas apresentaram um caréater
hidrofilico intermediario, compativel para uso como biomaterial bioabsorvivel. As
técnicas de caracterizacdo ndo mostraram degradacdo ou mudanca dos grupos
funcionais relacionados com a temperatura de processamento. No ensaio de
degradacdo, as blendas tiveram a degradacdo total somente apds 90 dias,
sugerindo que a metodologia de processamento e de conformagé&o auxiliaram no
controle de degradacao. Por meio do FTIR, observou-se que a incorporacao das
drogas conferiu a blenda a soma das identidades das matrizes dos espectros,
sem que ocorresse a formagao de novos compostos. O aspecto morfoldgico da
blenda apresentou uma estrutura heterogénea com formacgéo de camadas de
espessura de aproximadamente 8,3 um, além de poros e cavernas
intercomunicantes. A morfologia das blendas com drogas sugeriu que houve
incorporagdo pelo sistema matricial e reservatério. A metodologia proposta no
presente trabalho mostrou-se eficaz e promissora para transporte de drogas que

necessitem liberacao controlada.

Palavras-chave: Conformacdo, processamento, biomateriais, conjugado,
poliacido (latico-co-glicélico), colageno tipo |, liberacdo de farmacos, glaucoma,

degeneragcdo macular, retinopatia diabética, VEGF, oftalmologia.



ABSTRACT

Conventional treatments for diseases of the posterior segment of the eye have
limited effects due to the drug transportation to the site of performance. For a
better prognosis, in addition to careful compliance by patients, there is the need
for invasive treatment that poses risks to eye health. Research around the world
has sought to develop biodegradable biomaterials with greater versatility in
therapeutic applications, that provide better results, greater comfort, and
adherence. Among the applications of these biomaterials, there is the
improvement of controlled release systems for drugs in the vitreous chamber.
The poly (lactic-co-glycolic acid) - PLGA has already proved itself as potential
release support for a wide range of drugs, such as a vehicle for corticosteroid
transportation, in Clinical Medicine. Collagen, in its turn, is also widely established
in the development of biomaterials, having hydrophobic and structural
characteristics, which allow for increased or reduced degradation time, besides
as well as providing a building block for obtaining PLGA films. The processing
methodologies for these PGLA/collagen composites described in the literature do
not present an ideal biofunctional performance that qualifies it for drug transport
in anti-angiogenic treatments (anti-Vascular Endothelial Growth Factor or anti-
VEGF), as well as in antiglaucomatous drug delivery system in therapeutic
dosages or prescriptions. In this study, a new processing and conformation
methodology was developed and described, respectively called “Sandwich” and
“‘Roulade”, based on best practices described in the literature. From the proposed
methodology, films were developed in a blend (PLGA/collagen) of 75% m/m of
PLGA and 25% m/m of collagen, which has a slower degradation, with PLGA
being formed by 75% m/m PGA and 25% m/m PLA, incorporated with anti-
angiogenic (Rosmarinic Acid) and antiglaucomatous (Brimonidine) drugs. The
films and blends produced by the new methodology were characterized by the
Contact Angle, Thermogravimetry (TG and DTG), X-ray Diffractogram (DRX), X-
ray Fluorescence (FRX), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR),
Scanning Electron Microscopy (SEM/EDS) trials, and Degradation Assay. The
results obtained show that it was possible to get a blend made through film, with
collagen and PGLA decomposition, in layers incorporated with drugs. The new

methodology provided a reduction in processing and forming time of 85%, and



the use of lower temperatures (40°C) than those practiced by the reference
studies. The “sandwich” processing, with overlapping polymeric solutions,
provided the removal of a PLGA/Collagen polymeric conjugate in a film format
measuring 40 mm x 40 mm. The conformation of the conjugated in a “rocambole”
technique allowed the cylindrical overlapping of the layers without using a
compaction process, maintaining a porous morphology. The reproducibility check
of the methodology showed a sigma level of 3.0 to 4.0, with a low variation index.
The produced blends presented an intermediate hydrophilic characteristic,
compatible with the use as a bioabsorbable biomaterial. The characterization
techniques did not show degradation or change in the related functional groups
with the processing temperature. In the degradation assay, the blends had total
degradation only after 90 days, suggesting that the processing and forming
methodology helped control degradation. Through FTIR, it was observed that the
drug incorporation gave the blend the sum of the matrix identities of the spectra,
without the formation of new compounds. The morphological aspect of the blend
presented a heterogeneous structure with the formation of layers approximately
8.3 um thick, and intercommunicating pores and caves. The morphology of the
blends with drugs suggested that there here was the incorporation by the matrix
and reservoir system. The methodology proposed in this work has shown to be

effective and promising for the transport of drugs that require controlled release.

Keywords: Conformation, processing, biomaterials, conjugated, polyacid (lactic-
co-glycolic), collagen type |, drug release, glaucoma, macular degeneration,

diabetic retinopathy, VEGF, ophthalmology.
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1. INTRODUCAO

Entre 2010 e 2019, as deficiéncias visuais representavam 48,1% do total de
deficiéncia fisica na populacdo brasileira, em que 11 milh6es de brasileiros
apresentavam alguma baixa de visdo caracterizada pela limitacdo, ou perda das
funcdes basicas do sistema visual (pessoas cegas ou com baixa visdo). Em 2015,
havia cerca de 485 milhdes de pessoas em todo o mundo com algum grau de perda
visual, e entre estas, havia 246 milhdes com baixa visdo e 39 milhdes com cegueira
total ou legal (ndo possuindo qualquer sensacao visual). Até o final de 2022, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que havera no mundo 76 milhdes de
de novos casos de pessoas com problemas visuais. Esse numero deve-se,
principalmente ao aumento do niumero de pessoas acima dos 65 anos (OTAVIANO et
al, 2019; STEVENS et al, 2013; IBGE, 2010; RESNIKOFF et al, 2020).

Nesse cenario, as doencas do segmento posterior do olho sdo responsaveis
por uma grande parcela dos casos de cegueira no mundo inteiro. O grande desafio
tem sido a homologacdo de um protocolo clinico que preconize uma estratégia
terapéutica com maior conforto ao paciente. Para isso, vém sendo desenvolvidos
novos biomateriais para tratamento de degeneragdes retinianas e/ou doencas que
atingem os tecidos posteriores do olho, por meio de sistemas de transporte de drogas,
biodegradaveis ou ndo-biodegradaveis. Para a seguranca e a eficacia do tratamento,
sdo essenciais, além do transporte, também o controle da taxa de liberacéo das doses
efetivas de agentes farmacologicos, através de biomateriais poliméricos
biofuncionalmente projetados para serem implantados diretamente nos locais de
tratamento (FIALHO et al., 2007; SILVA et al., 2010; KOST et al., 2012). A cegueira
ou baixa visao representa para a sociedade custos econdémicos elevados, derivados
ndo s6 do tratamento em si, como também da incapacidade para o trabalho. O
percentual de deficiéncia visual no Brasil € mais elevado do que a média mundial, por
causa do envelhecimento populacional, fatores epigenéticos, falta de diagndstico e
tratamentos profilaticos, e pelo pouco uso de novas terapéuticas (menos invasivas)
(STEVENS et al., 2013; OTAVIANO et al., 2019).

Estima-se que 80% dos casos de deficiéncia visual sejam evitaveis ou trataveis.
Dentre as mais de 80 doencas oculares, a grande maioria € tratdvel e quase a

totalidade pode ser evitada com um bom controle clinico (OTAVIANO et al., 2019;
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STEVENS et al., 2013; RESNIKOFF et al., 2020). A DMRI é a maior causa de cegueira
irreversivel em pessoas acima de 65 anos de idade, e, além da perda acentuada da
visdo central, o tratamento € complexo, e ainda longe dos padrdes clinicos ideais
(DAMICO, 2007; NEHEMY, 2006; GARCIA FILHO et al., 2012). A RD estéa associada
a complicagBes advindas da doenca Diabetes Mellitus (DM), e € a maior causa de
cegueira em idade laboral em paises subdesenvolvidos, que além do déficit na saude
e gualidade de vida do individuo, representa impacto financeiro para a sociedade
(ALISEDA et al., 2008).

J& dentre as doencas do nervo Optico, o Glaucoma € a mais prevalente, sendo
a principal causa de cegueira irreversivel no mundo. Trata-se de uma doenca com
causas ainda ndo totalmente estabelecidas, que pode ocorrer com ou sem aumento
da pressdo intraocular, causando perda progressiva irreversivel da visao por
comprometimento do nervo Optico. As doencgas relacionadas anteriormente possuem
tratamentos diversos, porém, ndo sao totalmente satisfatorios, apresentam efeitos
colaterais, e altos custos (DAMICO, 2007). Tais fatores trazem baixa adesao dos
pacientes, custo elevado e consequente aumento da populacdo com baixa visdo ou
cegueira legal.

Nos ultimos anos, muitas pesquisas farmacoldgicas ou de bioengenharia
buscam desenvolver biomateriais para uso em sistemas de liberacdo de drogas com
a perspectiva de oferecer tratamentos mais eficazes e minimamente invasivos. Na
clinica médica, o uso de biomateriais poliméricos (e.g. polimetilmetacrilato - PMMA)
ou de blendas biopoliméricas tem seu processamento e aplicag6es bem consolidadas,
e tem demonstrado potencialidades em implantes ou microcirurgias oftalmolégicas,
resultando em uma melhora do progndstico. Porém, o atual desafio em termos de
tratamentos com biomateriais nesse campo esta relacionado ao aumento da
disponibilidade farmacolégica e do tempo de degradacdo dos filmes poliméricos
incorporados com drogas, sendo esses dois fatores ligados diretamente ao processo
de conformac&o desses filmes (GUIMARAES et al, 2013).

Para tal, no presente trabalho, utilizou-se de dados da literatura para propor
uma nova técnica de processamento e de conformacao, partindo da variacdo das
técnicas de processamento e modelagem da literatura, que possibilitassem um melhor
transporte de substancias, e consequente controle do tempo de degradacéo ideal.

Buscou-se entender os mecanismos que influenciam diretamente a cinética de
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liberacdo dos agentes terapéuticos ativos. Na literatura, € demonstrado que o Estado
da Arte de um sistema versatil envolve o aperfeicoamento de sistemas para a
liberacdo controlada de farmacos e encapsulacédo de moléculas bioativas baseados
em filmes poliméricos nanoestruturados de liberagcéo lenta, ou seja, que apresentem
potencial biofuncional para administracdo da dose terapéutica por um tempo mais
prolongado. Assim, nesse trabalho, foram estudados os principais sistemas
poliméricos usados na éarea oftdlmica, biodegradaveis e ndo degradaveis, que
possibilitassem o desenvolvimento de uma nova estratégia para a veiculacdo de
ingredientes ativos, podendo ser aplicados em diferentes regides do olho. O sucesso
clinico de um sistema de liberacdo controlada de farmacos deve possibilitar que o
perfil de concentracdo da droga se mantenha constante, dentro da faixa terapéutica,
promovendo, dessa forma, aumento do indice terapéutico, com a maxima seguran¢a
e eficicia, e sobretudo maior conforto ao paciente, o que se reflete em maior adesao
do paciente ao tratamento, evitando-se assim efeitos colaterais adversos, quando
comparado aos métodos convencionais de administracdo (KIMURA et al, 2001;
HASHIZOE et al, 1994; COLTHURST, 2000)

Atualmente, diferentes sistemas, tais como o0s implantes sélidos, micro e
nanoparticulas, os lipossomos e a iontoforese, tém sido estudados como potenciais
agentes no transporte prolongado de drogas (RUBSAMEN et al, 1994; HERRERO-
VANRELL et al, 2001; MORITERA et al, 1991; SHARMA et al, 1997). Assim, no
presente trabalho foram utilizados os dados da literatura para propor uma variagao
nas técnicas de processamento e conformacgéo, que possibilitem um melhor transporte
de substancias e consequente tempo de degradacéo ideal.

Para isso, serdo apresentados os resultados de pesquisa envolvendo o corpo
clinico de um Hospital de oftalmologia que reforcam a importancia do uso do
biomaterial na area oftalmoldgica e evidenciaram a necessidade de desenvolvimento
e investimentos em novos biomateriais para o mercado. A partir de dados da literatura,
determinou-se novo método de processamento e de conformacdo de uma blenda
polimérica PLGA/Colageno, que resultou em um biomaterial poroso e promissor
sistema de aprisionamento e liberacdo de drogas. A partir da blenda confeccionada,
foram realizados ensaios de reprodutibilidade do método, assim como testes fisicos,

guimicos e morfoldgicos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver um método simples de confeccdo de blendas poliméricas de Poli

(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) e colageno tipo 1 contendo substancias ativas

(acido rosmarinico e brimonidina), assim como caracteriza-las fisico-quimica e

morfoldgica visando um potencial sistema de liberacdo de drogas aplicavel na area

oftalmica.

2.2 Especificos

e Levantar os dados na area médica por meio do questionario semiestruturado

sobre a necessidade de novos biomateriais para area para a oftalmologia;

e Definir uma rota de solubilizacdo do PLGA/colageno e confeccdo de um filme

polimérico moldavel incorporado ou ndo com acido rosmarinico e brimonidina,

e A partir da literatura, propor um novo método de processamento e conformacéao

para obtencéo de blendas poliméricas de PLGA/colageno contendo ou néo as

substancias ativas

e Caracterizar fisico-quimica e morfolégica filmes e blendas incorporadas ou néo

com as susbtancias ativas, avaliando:

v
v
v

A molhabilidade por ensaio de angulo de contato;

Perfil térmico por meio da andlise de Termogravimetria (TGA);

Fases amorfa e cristalinas das blendas e das matérias primas por meio
de Difracéo de Raios X (DRX);

A degradacéao hidrolitica das blendas processadas e conformadas pelo
Ensaio de Degradacéo;

Acomposi¢ao quimica elementar por Espectometria de Fluorescéncia de
Raios X (FRX);

Perfil das bandas de absor¢cdo dos constituintes quimicos por
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR);
A morfologia quanto ao tamanho, espessura e porosidade por

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
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2.3 Divisao do trabalho

Com o intuito de permitir uma leitura concatenada e dar maior organizacao das

etapas na conducao do estudo, o presente trabalho foi dividido em cinco partes:

e Capitulo I — Levantamento bibliografico e aplicacdo do questionario

semiestruturado sobre biomateriais aplicados na area oftalmoldgica;

e Capitulo Il — Reproduzir o processo de obtencdo de blendas copoliméricas
conforme Curtts (2018);
e Capitulo Il — Proposta de um novo método de solubilizacdo e obtencdo dos

filmes poliméricos e processamento/ conformacao de blendas;

e Capitulo IV — Avaliacao da reprodutibilidade da metodologia de processamento
dos filmes poliméricos e de conformacao pelo método sanduiche e rocambole,
respectivamente;

e Capitulo V — Caracterizagdes fisico-quimicas e morfolégica de filmes e blendas

poliméricos.
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3 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Diferentes sistemas de transporte e liberacdo controlada de drogas tém sido
desenvolvidos nos dltimos anos objetivando um tratamento terapéutico mais
duradouro, acessivel e que garanta maior conforto ao paciente (SOUZA, 2015;
CURTTS, 2018). Tais sistemas proporcionam inumeras vantagens, tais como:
aumento da biodisponibilidade e da concentracdo local da droga, e alcance
especificamente a um tipo de tecido ou célula, reducédo da frequéncia e desconforto
das injecdes intraoculares (FIALHO e CUNHA, 2013; HENRIQUES, 2014).

Diferentes polimeros sdo empregados para a producao desses biomateriais
(biodegradaveis ou ndo-biodegradaveis) assim como, diversas formulagées com o uso
de substancias organicas complexas, por exemplo, as biomacromoléculas
(carboidratos, lipidios, proteinas, colagenos e acidos nucleicos) resultando em
sistemas micro ou nanoparticulado ou em microesferas. Os biomateriais poliméricos
biodegradaveis constituidos de PLGA sao amplamente usados no desenvolvimento
de sistemas de liberacdo de farmacos em diversas areas médicas, inclusive a
oftalmologica. Os implantes de sistema controlado apresentam uma cinética de
liberagcdo mais prolongada, podendo ser potencialmente empregados nas doencas
proliferativas da retina DMRI e RD e no glaucoma, que séo hoje, responsaveis por
cerca de 2/3 dos casos de cegueira irreversiveis no mundo (STEVENS et al, 2013;
OTAVIANO et al, 2019; RESNIKOFF et al, 2020).

Nas doencas proliferativas, o tratamento d4-se por ativos moleculares que se
ligam aos receptores VEGF (Fator de crescimento do endotélio vascular - do inglés,
Vascular Endothelial Growth Factor) ou cortiscosterdides, estes exercem uma inibicéo
da neovascularizagcdo e assim um controle da doenca. Essas drogas sé&o
administradas diretamente no vitreo, porém podem ser degradados rapidamente e
assim necessitam de repetidas injecées e risco de infeccdo, sangramento e até
descolamento de retina (DAMICO, 2007; ALISEDA et al, 2008; KLIFFEN et al, 1997).

Nas doencas glaucomatosas, 0 tratamento e manutencdo tornam-se um
desafio. E comum pacientes ndo aderirem corretamente ao tratamento devido a trés
fatores: esquecerem de administrar o colirio de uso diario, custo elevado do farmaco,

e conservacao da medicacgao, visto que alguns colirios devem ser conservados em
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geladeira. Esses fatores, em sua maioria, resultam numa acentuada perda irreversivel
da visdo. Os procedimentos cirdrgicos glaucomatosos, apesar de serem eficazes,
também apresentam alguns obstaculos relacionados a manutencao do funcionamento
da cirurgia, e custo. Recentemente, as Cirurgias Minimamente Invasivas para
Glaucoma tém apresentado grandes avangos no tratamento gragas ao
desenvolvimento de biomateriais de escala micro e nano, porém, os custos do material
e do implante tornam esses tratamentos inacessiveis para a maioria da populacao
brasileira, além de ndo serem indicados para 0s casos mais avancados da doenca
(KHOOBEH et al, 1991; RAMALHO et al, 2007).

Nesse sentido, tém-se buscado desenvolver novos biomateriais baseados em
combinacdes de matérias primas de baixo custo e de fonte abundante. Dentre
diversos polimeros, o colageno apresenta vantagens desde a estrutura quimica as
propriedades mecanicas que favorecem a formacao de uma rede complexa polimérica
capaz de aprisionar farmacos, além de apresentarem grande biocompatibilidade e
funcionabilidade. Esse polimero € amplamente empregado na Engenharia de Tecidos
na obtencdo de “scaffolds”, onde o colageno mostrou-se compativel e seguro
(YUKSEL et al, 2002; TABATA, 20009).
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Angiogénese e doencas da retina

A retina € uma camada fina de tecido nervoso formada por uma unido de
células, entre elas, a fotorreceptora. As células fotorreceptoras s&o células
semineuronais, sensiveis ao estimulo luminoso, que tem a funcéo de transformar luz
em estimulo nervoso através da sinapse de impulsos elétricos enviados por meio do
nervo optico ao cérebro. H& uma série de doencas, que podem afetar o funcionamento
normal dessas células, sendo as mais prevalentes as doencas retinianas (MOHAMED,
2017; NEHEMY, 2006; KLEIN et al, 2009):

A Retinopatia Diabética (RD) é apontada como a principal causa de cegueira
em pacientes com idade laboral e € uma complicacdo oftalmolégica do diabetes
mellitus. A RD se divide em dois estagios: nédo-proliferativo e proliferativo, que
possuem tratamentos diferenciados que, dependendo do quadro, pode ser por
fotocoagulacdo a laser, cirurgia (vitrectomia), ou injecdo de anti-angiogénicos
(NEHEMY, 1998; KLEIN et al, 2009, INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2022).

A DMRI é a maior causa de cegueira central irreversivel em pessoas acima de
65 anos de idade. Geralmente acomente individuos acima de 65 anos e tem causas
multifatoriais, ainda ndo completamente estabelecidas. Pessoas de pele clara com
olhos azuis ou verdes, fumantes e hipertensos, fazem parte do grupo de risco. Ela
pode se apresentar em duas formas distintas: seca (atréfica) ou exsudativa. Para a
forma exudativa o tratamento com prognoéstico melhor € a injecéo intravitrea de anti-
angiogénicos (NEHEMY, 2006; GEITZENAUER et al, 2008).

O Descolamento de Retina (DR) caracteriza-se pelo descolamento da retina
neurossensorial do epitélio pigmentar da retina (EPR). Pode acontecer em qualquer
fase da vida sendo mais comum ocorrer de forma espontanea, mas também pode
estar relacionado a traumas, hemorragias retinianas, alta mopia, complicacées da RD
e da DMRI, ou de forma regmatogénica ocasionada pelo descolamento do vitreo
posterior. Na maioria dos casos, o tratamento requer intervencgédo cirdrgica em carater
de urgéncia, devido a morte celular da regido macular. Para quadros inciais, em que
0 descolamento é periférico, poder ser indicado o laser ou a crioterapia
(congelamento) (KLIFFEN et al, 1997; DONATI et al, 2014).
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Essas doengas podem ocorrer gradativamente de forma silenciosa, percebidas
ja em estagios avancados, dificultando o tratamento. Alteracdes na retina também
podem indicar risco de perda parcial ou mesmo total da visdo, dependendo da regiao
supostamente afetada (MOHAMED, 2017; NEHEMY, 1998, 2006; KLEIN et al, 2009).

A tomografia de Coeréncia Optica (OCT) é o exame mais importante para o
diagnéstico e acompanhamento das enfermidades da retina, entretanto, para alguns
casos, pode ser necessario indicar a realizacdo de retinografia com ou sem
fluorescéncia. Os tratamentos para as doencas da retina séo variados, e devem ser
escolhidos apés a avaliagdo da retina, que pode auxiliar no diagnostico dos males
mais comuns (LEUNG et al, 1989; KLIFFEN et al, 1997).

4.1.1 Angiogénese

A angiogénese, ou seja, a criacdo de novos vasos sanguineos a partir dos ja
existentes, € essencial no desenvolvimento normal e na homeostase de tecidos, mas
pode também aparecer de forma patolégica em uma série de transtornos, como
tentativa de reparacdo de danos teciduais através de formacdo dos neovasos
(GUIMARAES et al, 2013, RESNIKOFF et al, 2020). O Fator de Crescimento Vascular
Endotelial (VEGF - do inglés, vascular endothelial growth factor), isolado pela primeira
vez em 1983, é o elemento fundamental na angiogénese. A angiogénese envolve um
complexo equilibrio de inibidores e ativadores do complexo de formacdo e de
permeabilidade dos vasos (WILLIAMS, 2009; CAPP et al, 2009). O VEGF é produzido
por macrofagos, linfécitos T e células tumorais, sendo multifuncional na complexidade
da formacdo dos vasos, atraindo as células progenitoras provenientes da medula
0ssea, e também regulando a mitose e a taxa de sobrevivéncia de células endoteliais
(Figura 1). Nos seres humanos, coexistem quatro isoformas da molécula de VEGF
biologicamente ativas, contendo 121, 165, 189 e 206 aminoacidos, cada uma
desempenhando um papel diferente no processo de angiogénese (CAPP et al, 2009;
LEUNG et al, 1989).
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Figura 1 - Desenho Esquematico da Angiogénese

Proliferacao de céluas

Degradacao da endoteliais
membrana de base _
Formacao de vasos
VEGF /
! o G Maturagao

Figura mostra esquematicamente, da esquerda para a direita, as etapas da angiogénese, da ativacéo
do VEGF a Maturacédo dos vasos.
Fonte: do autor.

O VEGF!% (VEGF-A), mais predominante no olho humano, é o indutor de
permeabilidade vascular mais potente, aproximadamente 50.000 vezes mais potente
do que a histamina. O VEGF-A foi encontrado no humor vitreo, e principalmente no
Epitélio Pigmentar da Retina (EPR) de pacientes com DMRI e RD. No olho, o VEGF
€ produzido pelas células do EPR, onde o aumento de sua producdo ocorre em
condicdes de hipdxia (LEUNG et al, 1989; SENGER et al, 1990; WELLS et al, 1996).

A RD e a DMRI sao diretamente influenciadas pelo VEGF e pela m& perfuséao
do endotélio, na reestruturacao nao fisioldgica da retina. Uma caracteristica patologica
em comum da DMRI e da RD no desencadeamento do complexo VEGF, é a presenca
de algum grau de lesdo da membrana de Bruch na regido macular (KLIFFEN et al,
1997).

4.1.2 Degeneracdo Macular Relacionada a Idade (DMRI)

A DMRI é a principal causa de cegueira central, em pessoas acima de 65 anos.
Em 2017, 30% da populacdo americana com idade igual ou superior a 75 anos
apresentava algum grau da doenca. Embora a prevencdo dessa doenca tenha
ampliado nos ultimos anos, com o0 uso de vitaminas, a mesma ndo possui tratamento
eficaz para casos mais avancados (OTAVIANO et al, 2019; WELLS et al, 1996; PHAM
et al, 2009).

A DMRI é uma doenca oxidativa, multifatorial, na qual as causas ainda nao

foram completamente estabelecidas. Sabe-se que a etnia caucasiana, idade,
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hipertensédo arterial, aterosclerose, tabagismo, e polimorfismos genéticos sao causas
do seu desenvolvimento (ADAMIS et al, 1994; BRESSLER, 2004).

A DMRI apresenta-se em duas formas classicas: Atrofica (“seca”) e Exsudativa
(“umida”). A forma atrofica, mais comum, ndo possui tratamento, e pode ou nao
culminar na perda da visdo central. A forma exsudativa caracteriza-se pela
neovascularizacdo anormal na regido macular, com formacdo de uma Membrana
Neovascular Subrretiniana (MNSR). A neovascularizagdo macular promove um
acumulo de fluido no espaco sub-retiniano, intrarretiniano ou abaixo do EPR, e esses
vasos anormais podem romper, extravasando seu contetdo e levando a
acentuada da visao central (NEHEMY, 2006; BRESSELER, 2004).

A DMRI desencadeia um processo de oxidacdo, com acumulo de residuos

perda

metabdlicos no espaco subrretiniano, resultando no encapsulamento dos restos
celulares (drusas), entre a membrana de Bruch e o EPR. O acumulo de substancias
e encapsulamento destas inicia um processo inflamatorio, associado a baixa difusao
de oxigénio e nutrientes para a retina, causando hipoxia as células do EPR, que
aumentam a producdo de VEGF, desencadeando crescimento anormal de vasos,
levando a baixa visdo central (NEHEMY, 2006; COLQUITT et al, 2009) (Figura 2).

Figura 2 - Desenho esquematico mostrando o desenvolvimento da neovascularizacao
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Desenho esquematico mostrando a neovascularizacdo do EPR no sentido organico Coréide para
Fotorreceptores.
Fonte: ISAAC, 1993.

Segundo Isaac (1993), nas ultimas trés décadas, obteve-se grandes avancos
na prevencdo da DMRI. Um importante estudo multicéntrico, denominado Age-

Related Eye Disease Study (AREDS), demonstrou que a ingestdo de uma combinacao
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de beta-caroteno (15 mg), vitamina C (500 mg), vitamina E (400 Ul), cobre (2 mg) e
zinco (80 mg), reduz a incidéncia da forma grave da doenca.

Atualmente, o Unico tratamento para a DMRI exsudativa consiste na aplicacéo
de farmacos atiangiogénicos (anti-VEGF), por administracdo intravitrea, destacando
para esse uso os medicamentos Bevacizumabe (Avastin®), Ranibizumabe (Lucentis®),
Aflibercepte (Eylia®) (GARCIA FILHO et al, 2012; AREDS, 2002).

4.1.3 Retinopatia Diabética (RD)

Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca causada pela auséncia absoluta ou
relativa na producao de insulina, ou falta do complexo receptor de insulina. O DM é
um grupo de disturbios metabdlicos que apresentam, como resultado, o aumento dos
niveis séricos de glicose, resultante de defeitos na secrecao da insulina, em sua a¢ao
metabodlica ou em ambas. A OMS e a Associacdo Americana de Diabetes (ADA)
classificam o DM em quatro classes clinicas: DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), outros
tipos especificos de DM e gestacional. No DM1, ocorre a destruicdo autoimune das
células beta pancreéticas, o que leva a falta sistémica de insulina. No DM2, ocorre
producdo e acdo insuficiente da insulina, que prejudica o controle dos niveis
glicémicos. O DM é a principal causa de acidente vascular encefalico (AVE),
insuficiéncia renal crénica, infarto do miocardio, amputacdes ndo traumaticas e
cegueira reversivel e irreversivel (YANNUZZI et al, 2001; RODRIGUES et al, 2010;
AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2019).

A Retinopatia Diabética (RD) € uma doenca oftalmoldgica, que acomete a
retina de pessoas com DM descompensada. A RD é a segunda maior causa de
cegueira reversivel no mundo, e a maior causa de cegueira em pessoas em idade
laboral no mundo (OTAVIANO et al, 2019; AREDS, 2002). De acordo com Yannuzzi
(2001), os fatores de risco da retinopatia diabética abrangem situacdes de descontrole
da glicemia que sdo: Niveis de hiperglicemia, o tempo da diabetes mellitus sem
controle, pressao arterial elevada e fatores genéticos. A RD desenvolve-se no mesmo
principio da DMRI, com ativacdo do VEGF, porém, ao invés de um processo de
oxidacao, ocorre alteracdo na permeabilidade dos vaso e/ou perda da rede capilar,
ocasionada pela alta glicemia, o que acarreta em um quadro de hipoxia da retina,
desencadeando o fator VEGF (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017;
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NEHEMY, 1998). DM tem um carater progressivo, que pode evoluir de um estagio
inicial ndo-proliferativo, caracterizado pela formacdo de microaneurismas na retina,
para um quadro proliferativo, onde ha neovascularizacdo no disco Optico e retina,
podendo chegar ao segmento anterior do olho. O crescimento e rompimento dos
neovasos podem causar sangramentos extensos na cavidade vitrea, que podem
ocasionar o descolamento de retina tracional (STEVENS et al, 2013; GUEDES, 2007,
IMESCH et al, 1997; NATHAN, 1993).

Os pacientes com quadro de RD estéo sujeitos a ocorréncia do Edema Macular
Diabético (EMD), quando ha formac&do de edema na regido macular. O EMD € mais
prevalente em pacientes DM2, e devido ao comprometimento da regido macular, é
uma das causas mais importantes de deficiéncia visual em diabéticos. O EMD ocorre
devido ao extravasamento de fluidos, lipidios e proteinas na regido da macula, em
decorréncia da alteracao da permeabilidade vascular, que causa hipoxia associada a
inflamac&o, aumentando, o VEGF (SCHRODER et al, 1991; MOHAMED et al, 2017).

O EMD e a RD possuem tratamentos consolidados, clinicamente escolhidos de
acordo com o estagio da doenga. Em casos iniciais, sem proliferacdo, onde ha
microaneurismas e areas de ma perfuséo, é indicado o uso de terapias com laser
(fotocoagulacao), que usa o calor do laser para cauterizar as areas de ma perfuséo.
Em casos mais graves, proliferativos, hemorragicos e que apresentem descolamento
da retina, podem ser tratados com a Vitrectomia Via Pars Plana (VVPP), procedimento
cirirgico que consiste na retirada do vitreo e de suas tracdes, além de hemorragias,
permitindo a adesdo da retina a coroide (TINE et al, 2016; VARMA et al, 2014).
Observa-se na Figura 3 uma retinografia (A), uma angiofluoresceinografia (B) e uma

Tomografia de Coeréncia Optica da retina (OCT) (C).


https://www.google.com/search?rlz=1C1AVUC_enBR776BR778&sxsrf=ALeKk00zepCLUUKH5OlOU7VxFZXVPSzcsw:1595235764666&q=angiofluorografia&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjQwdeovNvqAhVmQkEAHW_WDgEQkeECKAB6BAgNECo
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Figura 3 - Retinografia, Angiofluoresceinografia e Tomografia de Coeréncia Optica

da retina apresentando Edema Macular Diabético

Legenda: Retinografia do segmento posterior, com area de edema na regido macular, ndo se evidencia
presenca de drusas (A); Angiofluoresceinografia com area de hiperfluorescéncia em regido macular
evidenciando edema macular, sem evidéncias de drusas ou extravasamentos periféricos (B).
Tomografia de Coeréncia Optica evidenciando edema macular intrarretiniano.

Fonte: do autor, gentilmente cedida pela Oculare Hospital de Oftalmologia (2022).

Os corticosterbides (esteréides), sdo amplamente usados associados nos
casos nao proliferativos, com o objetivo de reduzir a inflamacé&o. Os cortiscosteroides
séo hoje ministrados por meio intravitreo, de liberacao prolongada (Ozurdexe), ou de
depdsito (triancinolona) (ALISEDA, et al, 2007). Em casos iniciais e até mesmo em
casos graves de estagios proliferativos, o cirurgido pode optar pelo tratamento com
antiangiogénico, que pode ser associado a laser ou Vitrectomia Via Pars Plana
(VVPP). Estudos variados evidenciaram a seguranca e a eficacia de drogas
antiangiogénicas no tratamento do edema macular diabético, com resultados
satisfatorios na recuperacédo da visdo e no retardo da neovascularizagdo. A medicacao
intraocular de corticoide disponivel no mercado é o Ozurdex® (Polimero biodegradavel
intra vitreo de liberacdo controlada de dexametasona), produzido pela Allergan®
(DIABETES ASSOCIATION, 2019; KLEIN et al, 2019, BUCHAIM et al, 2013). As
medicacfes antangiogénicas disponiveis no mercado sdo as mesmas utilizadas na

DMRI, Bevacizumabe (Avastin®), Ranibizumabe (Lucentis®), Aflibercepte (Eylia®), que
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serdo mais profundamente abordadas no capitulo seguinte (GARCIA FILHO et al,
2012; AREDS, 2002; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2019; BUCHAIM et al,
2013; RCM OZURDEX®, 2010).

4.2 Tratamentos antiangiogénicos

A terapia antiangiogénica é um procedimento cada vez mais utilizado no
tratamento de doencas que afetam a retina. A técnica surgiu ha cerca de 20 anos, e
trata-se da aplicacao de farmacos que diminuem a proliferacéo e a permeabilidade de
vasos sanguineos no interior dos olhos. A seguir serdo descritos os trés tipos de
medicamentos antiangiogénicos aprovados para uso ocular pela Anvisa:
Bevacizumabe (Avastin®), de uso off label; Ranibizumabe (Lucentis®); Aflibercept
(Eylea®), além do Acido Rosmarinico ainda em pesquisas in vitro (BEER et al, 2016;
GEITZENAUER, 2006; BOYER et al, 2009; HOLASH et al, 2002).

4.2.1 Bevacizumabe

O bevacizumabe (Avastin®), produzido pela Roche®, é um anticorpo monoclonal
humanizado (93% humano e 7% murino), que bloqueia a acdo do VEGF, aprovado
pela agéncia americana Food and Drug Administration (FDA), para tratamento do
cancer colo-retal, cancer de mama, pulméo e rim (NATIONAL CANCER INSTITUTE,
2000). Estudos mostraram que a acao do bevacizumabe, quando injetado intravitreo,
apresentava uma meia vida de 4 a 9 dias, promovendo um bloqueio do VEGF por um
periodo de cerca de 4 semanas apoés a aplicacdo intravitrea (RMC OZURDEX, 2010;
BEER et al, 2016). O uso do bevacizumabe para o tratamento da DMRI e RD, apesar
de ser “off label”, é bastante consolidado. Estudos comparativos mostraram seguranga
e eficacia similar ao ranibizumabe no tratamento da DMRI exsudativa (KROHNE et al,
2008; ZHU et al, 2008; MICHELS et al, 2005; GEITZENAUER et al, 2006;
GEITZENAUER et al, 2008).
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4.2.2 Ranibizumabe

Ranibizumabe (Lucentis®), produzido pela Novartis®, diferente do
bevacizumabe, trata-se apenas de um fragmento de anticorpo. Esse fragmento atua
inibindo todas as isoformas de VEGF, e, devido ao seu tamanho de 48kD, penetra
mais facilmente na retina. Estudos clinicos fase 1l como MARINA, ANCHOR, PIER e
SAILOR, comprovaram a seguranca e eficacia do uso do ranibizumabe no tratamento
da DMRI forma exsudativa. O estudo clinico PrONTO forneceu informagéao sobre a
estratégia e dose no tratamento da DMRI exsudativa. Diferentemente do
bevacizumabe, o ranibizumabe ndo é uma droga de uso “offlabel”, sendo aprovado
pela FDA e Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para uso oftalmoldgico
(GEITZENAUER, 2006; BOYER et al, 2009; BROWN et al, 2009; BROWN et al, 2006;
REGILO et al, 2009).

4.2.3 Aflibercept

O aflibercept (Eylea®), produzido pela Bayer® e Regeneron Pharmaceuticals®,
diferentemente do bevacizumabe e do ranibizumabe, trata-se de uma proteina soltvel,
gue ligados a porcdo Fc da imunoglobulina humana IgGl, combinada com
componentes da matriz extracelular dos receptores 1 e 2 do VEGF. Estudos
evidenciaram que o Aflibercept, por se tratar de uma proteina, tem um poder de
penetracdo nas camadas da retina 200 vezes maior que o ranibizumabe, permitindo
a inibicdo do crescimento vascular endotelial até nas camadas mais profundas. O
estudo VIEW IIl, que compara o uso do aflibercept com o regime mensal de 0.5mg de
ranibizumabe, mostrou seguranca e melhora anatdomica e funcional, especialmente
nas doses de 0.5 e de 2mg, com intervalos de 8 semanas entre uma aplicacéo e outra
(LALWANI et al, 2009; HOLASH et al, 2002; NGUYEN et al, 2009; CAO et al,2006).

4.2.4 Acido Rosmarinico

Acido Rosmarinico (AR) € um substrato isolado, em 1958, das folhas de
Rosmarinus officinalis L., e apresenta fungéo anti-inflamatoria, anti-angiogénica, anti-

oxidante, anti-tumoral, anti-alérgica, anti-microbiana, anti-viral e neuroprotetora
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(BENZ et al, 2007; RAWAS-QLAJI et al, 2012). Estudos comprovam que o AR inibe
as quatro etapas da formacdo desses novos vasos sanguineos: a proliferacdo, a
migracado, a adeséo e a formacéo de tubo com células endoteliais (VENZ et al, 2007;
CURTTS, 2018). Além de reduzir essas atividades, o AR ainda apresentou relagédo
com a diminuicdo de espécies reativas do oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen
species), que possui relacéo direta com o fator VEGF e, consequentemente, com a
neovascularizacao (VIEIRA, 2011; CURTTS, 2018). A estrutura molecular do AR trata-
se de um &cido fendlico que apresenta diversas propriedades biologicas (Figura 4).
N&o ha, na literatura, relatos da utilizacdo de AR em processos industriais de
fabricacdo de antiangiogénio (BENZ et al, 2007; RAWAS-QLAJI et al, 2012; VIEIRA,
2011).

Figura 4 - Estrutura molecular do Acido Rosmarinico
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Formula molecular: C18H1608. Grupos funcionais: Fenil, Eter, Acido carboxilico.
Fonte: Vieira (2011).

O AR é um material semicristalino, com banda de amorfismo que varia de 10°
a 50°, épicos de cristalinidade em praticamente todas as regides. Seu indice de
cristalinidade é de 18% (CURTTS, 2018).

O AR é soluvel em solventes como etanol e metanol, para temperaturas de 20
a 45°C, sendo que, quanto maior a temperatura, maior a solubilidade do &cido. Seu
perfil térmico é representado pela analise termogravimétrica (TG) (KIM et al, 2015;
KIM et al, 2009; HUANG et al, 2006, MAKADIA et al, 2011; MOURA, 2014) (Figura 5).
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Figura 5 - Termogravimetria do Acido Rosmarinico
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Ensaio termogravimétrico do acido Rosmarinico mostrando valores de 30°C a 700°C, em que se pode
observar que a perda de massa significativa ocorre a partir de 200°C
Fonte: Curtts (2019).

A anadlise termogravimétrica permite a avaliagdo do comportamento, em
relacdo a perda de massa (degradacéo), do material quando submetido a mudanca
de temperatura. Para a conformacao de implantes, € necessario a utilizacao de calor
no preparo da solugdo. Conforme descrito por Fialho et al (2007, 2003), e Curtts
(2018), ha necessidade de aquecer o material de 30°C a 40°C para preparo da solugéo
e homogeneizacdo da mesma. Com a analise gravimétrica realizada por Curtts (2018),
observa-se que 0 AR inicia sua decomposicdo térmica a temperatura de 200°C com
carbonizacéo por volta de 400°C. H& uma perda de massa até 97°C, associada a
perda de agua no composto, o que permite trabalhar a solugdo com AR até 97°C, sem
degradacgdo da matéria prima. Os ensaios de Analise Termogravimétrica descritos na
literatura comprovam que o AR sofre apenas perda de agua, quando trabalhado até a
temperatura de 30° a 40°C (MAKADIA et al, 2011; MOURA, 2014; CURTTS, 2018).

4.2.5 Posologia dos antiangiogénicos

As trés drogas antiagiogénicas produzidas industrialmente (bevacizumab -
Avastin®, Ranibizumabe - Lucentis® e Aflibercept - Eylia®), sdo amplamente usadas,
cabendo ao médico oftalmologista a escolha pela droga mais adequada ao caso do

paciente. Trés fatores influenciam na escolha pelo tipo de farmaco: o aspecto
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fisiolégico da lesdo em relacdo a localizacdo (presenca de liquido sub ou
intrarretiniano), resposta ao tratamento anterior (possibilidade de troca de farmaco
devido a baixa resposta anterior), e condicdes sociais do doente para arcar com o
custo do tratamento. O bevacizumabe e o Ranibizumabe apresentam a mesma
posologia com tratamento inicial de trés inje¢des por olho, com intervalo entre uma
dose e outra de 4 semanas. Apos a dose inicial, seréo realizadas outras injecdes, caso
0 paciente apresente ao exame de OCT ou angiofluoresceinografia (AFG), o
crescimento de novos vasos sanguineos e/ou a persisténcia de liquido intra ou
subrretiniano. Também é critério para nova injecéo a piora da acuidade visual central,
ao exame clinico. No caso do aflibercept, o critério de reaplicacédo € similar com trés
doses iniciais, porém, com 12 semanas de intervalos entre as injecdes (CURTTS,
2018; BRASIL, 2018). Os riscos e eventos adversos provenientes do tratamento
antiangiogénico sdo ocasionados principalmente pela fisica da injecao intravitrea, uma
vez que 0s antiangiogénicos intraoculares apresentaram em todos os estudos
baixissimos indices sistémicos. Os risco e eventos adversos mais comuns foram a
hemorragia subconjuntival, a endoftalmite, a uveite e rotura do EPR (GUIMARAES et
al, 2013; MARTIN et al, 2011,77).

4.2.6 Injegao intravitrea

Doengas que acometem o vitreo e a retina tém uma dificuldade maior de
tratamento, devido a dificuldade da penetracéo dos colirios no segmento posterior do
olho. A eficacia do tratamento depende, basicamente, do sucesso do transporte de
drogas efetivas de agentes farmacoldgicos para os locais de tratamento. A injecao
intravitrea €, hoje, um procedimento eficaz na contribuicdo da absorcédo do farmaco
com maior eficacia, porém, a injecao, além de altos custos, 0 uso do centro cirdrgico,
e a disponibilidade de tempo do paciente e do médico, ainda oferece o risco adverso
de infeccdo, de aumento da pressao intraocular, e de ocorréncia da catarata precoce
(MARTIN et al, 2011).

A injecao intravitrea (IV) € uma das mais importantes modalidades terapéuticas
na oftalmologia, devido a anatomia ocular proporcionar uma situacao privilegiada para
a farmacoterapia. O desenvolvimento de medicamentos para a aplicacao intra-ocular

tem atraido um grande investimento da industria farmacéutica. A IV € uma técnica de
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baixa complexidade, que fornece concentracées adequadas de drogas aplicadas no
tecido retiniano (FIALHO et al, 2003; AIELLO et al, 2004).

Segundo Rodrigues (2008), o procedimento € realizado em centro cirurgico,
com uso de luvas estéreis e mascara, pelo cirurgido, onde o paciente sera submetido
a dilatacdo da pupila, anestesia local com gel anestésico de Xilocaina, antissepsia
pré-operatdria com colirio de iodo-povidona 5%, ou clorexidina (caso paciente alérgico
aiodo). O olho é exposto com blefarostato estéril, e, para evitar o contato entre agulha
e as palpebras e cilios, € inserido protecao com “sterile-drape”. O cirurgiao, retindlogo,
insere a agulha a 3,5 - 4 mm do limbo e até 6 mm de profundidade na cavidade vitrea,
onde é injetada a medicacéao.

Os riscos e complicacfes da IV estdo relacionadas ao procedimento em si que
incluem: Endoftalmite, aumento da presséao intraocular com oclusdo da artéria central
da retina, desepitelizacdo de cOrnea e catarata traumatica. Para o paciente, mesmo
nao ocorrendo eventos adversos, ha a desvantagem no tempo de procedimento, que
apesar de simples, requer preparo e burocracia, que podem demandar de uma a duas
horas, para cada procedimento. Para que a concentracdo do farmaco seja mantida
em niveis terapéuticos, € necessaria a aplicacao repetida de inje¢cdes no interior da
cavidade vitrea, que, além dos riscos jA& mencionados, ainda ha desconforto ao
paciente. Dessa maneira, sistemas alternativos de liberacdo de medicamento por
periodo mais prolongado, com o objetivo de manter as concentragdes de drogas no
segmento posterior do olho, com maior conforto ao paciente, tém sido objeto de varios
estudos (RODRIGUES et al, 2008; JAISSLE et al, 2005; TA, 2004; FIALHO, 2013,
2020).

4.3 Doenca do nervo optico

Geralmente, as lesdes do nervo 6ptico ou da camada de fibras nervosas da
retina resultam em perdas da visdo, que atingem inicialmente a regido periférica da
visdo. Em uma estrutura denominada quiasma (cruzamento de fibras de neurénios
dos dois nervos 6pticos), cada nervo oOptico se divide e metade das suas fibras se
cruza até o lado oposto. O nervo éptico pode ser danificado por determinados tipos
de doencas oculares como por exemplo o glaucoma, a neurite Optica, entre outras
lesbes, descritas a seguir (DEMARCO et al, 2002; RAMALHO et al, 2007; QUIGLEY
et al, 2006).
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4.3.1 Glaucoma

O glaucoma € a segunda maior causa de cegueira e a mais importante causa
de cegueira irreversivel no mundo. Trata-se de uma neuropatia Optica, caracterizada
por perda de campo visual e lesdo do nervo 6ptico. Em 2007, de acordo com a OMS,
o glaucoma era responsavel por cerca de 13% da cegueira global. Em 2011 estimava-
se que, em dez anos, o0 glaucoma atingiria cerca de 2 a 3% da populacdo mundial,
correspondente a quase oitenta milhdes de pessoas (RAMALHO et al, 2007; SOUZA
et al, 2011). Em 2013, o Conselho Brasileiro de Oftalmologia (CBO) estimava que
existam 985 mil portadores de glaucoma no Brasil, e que mais 70% ainda ndo tinham
o diagnostico estabelecido (MICHELE et al, 2013; QUIGLEY et al, 2006).

Glaucoma é uma doenca crbénica, multifatorial, que ndo tem cura, e 80% dos
casos sao assintomaticos no inicio da doenca. O diagndstico ocorre, na maioria das
vezes, somente quando o paciente procura o oftalmologista, devido a uma baixa de
visdo (BAV). O principal fator de risco € o aumento da pressao intraocular (P10), porém
existem ocorréncias do glaucoma com pressdo baixa, e outros fatores de risco que
favorecem a ocorréncia da doenga, como idade avangada, DM, raca negra,
hereditariedade e miopia elevada. O glaucoma € subdividido em cinco manifestacfes
relacionadas a achados clinicos: Glaucoma Primario de angulo Aberto (GPAA),
Glaucoma de Pressio Normal (GPN), Glaucoma Primario de Angulo Fechado,
Glaucoma Congénito e Glaucomas Secundarios (QUIGLEY et al, 2006; DEMARCO,
et al, 2002).

Glaucoma Primario de Angulo Aberto (também chamado de glaucoma crénico
simples), ocorre quando o angulo da camara anterior apresenta aspecto normal,
mesmo com a pressdo intraocular elevada. A manifestacdo patologica desse
glaucoma da-se pela dificuldade de escoamento do humor aquoso pelo trabeculado
(GONCALVES et al, 2013).

Glaucoma de Pressdo Normal, também conhecido como glaucoma de baixa
presséao, € caracterizado por uma neuropatia optica (aumento da relacdo escavacao
do disco 6ptico), e defeito de campo visual, com PIO dentro dos limites normais. Os
fatores de risco para a ocorréncia desse tipo de glaucoma, ndo sao totalmente
estabelecidos, mas sabe-se que esse quadro é mais comum em pessoas com histéria

de doencas cardiovasculares e de origem japonesa (DEMARCO et al, 2002).
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O Glaucoma Primario de Angulo Fechado, também conhecido como glaucoma
de angulo estreito, € caracterizado pelo aumento da PIO devido a justaposicao da iris
sobre a malha do trabeculado, que acarreta no fechamento do angulo e na diminui¢cao
do fluxo de drenagem. Na maioria dos casos, essa manifestacéo do Glaucoma ocorre
em olhos com o segmento anterior pequeno e cristalinos grandes. O Glaucoma
Primario de Angulo Fechado é dividido em agudo, subagudo e crénico, dependendo
das condicdes clinicas e sintomas. Um dos fatores que pode desencadear uma crise
aguda € a midriase ocasionada por exposicdo prolongada ao escuro, medicamentos
e fatores psicolégicos. A crise aguda apresenta fortes dores no olho e na cabeca com
gueda da acuidade visual e hiperemia ocular. O tipo crdnico ndo apresenta sintomas
(DEMARCO et al, 2002; GONCALVES et al, 2013; OLIVEIRA, 2017).

O glaucoma congénito é a obstrucao da drenagem do humor aquoso causada
por anormalidade do desenvolvimento ocular, do nascimento até os seis meses de
vida. Apesar de ser um quadro muito grave, que, na maioria dos casos, leva a
cegueira, € também extremamente raro, com ocorréncia de um caso para cada 10.000
nascimentos (GONCALVES et al, 2013).

Os glaucomas secundarios, como o nome diz, refere-se a qualquer caso de
glaucoma em que outras doencas ou uso de medicagdes contribuam para o aumento
da pressao intraocular, com dano no nervo 6ptico e perda da visdo. Os glaucomas
secundarios podem ocorrer nos casos de traumas oculares, catarata intumecente,
diabetes descompensada, tumores, uveites, oclusdes vasculares e uso de medicacéo
corticosteroide sistémica ou local (SHAFFER et al, 1970; MICHELE et al, 2013).

4.4 Tratamentos do Glaucoma

O tratamento para o glaucoma, mais importante, € a prescri¢cdo de colirios que
atuam na reducdo da pressao intraocular. Em alguns casos eles podem ser
combinados com o uso de medicamentos de via oral ou mesmo ser necessario
procedimentos cirurgicos, descritos a seguir (VIDOTTI et al, 2013; MICHELE et al,
2013).
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4.4.1 Tratamento farmacol6gico do Glaucoma

A primeira linha de tratamento do Glaucoma é o uso de farmacos, que, quase
sempre, apresenta-se sob a forma de colirio. Estes s&o classificados nas seguintes
categorias: Parassimpaticomiméticos, betabloqueadores, inibidores da anidrase
carbbnica, analogos das prostaglandinas e prostamidas e, agonistas alfaadrenérgicos
(VIDOTTI et al, 2013).

Os parassimpaticomiméticos foram os primeiros a serem utilizados no
tratamento do Glaucoma, e sua agdo aumenta 0s espacos de drenagem
intertrabeculares, através da contracdo da musculatura ciliar longitudinal, deslocando
posteriormente o espordo escleral, com consequente aumento do fluxo do humor
aquoso. O principal farmaco é a pilocarpina. O uso continuo do farmaco pode
apresentar uma série de efeitos adversos: Miose, formagéo de sinéquias posteriores,
miopia induzida, amadurecimento da catarata, descolamento de retina (ALLINGHAM
et al, 2005).

Os betabloqueadores (metipranolol, levobunolol, carteolol, timolol, pindolol), um
dos principais grupos no tratamento do glaucoma, atuam nos processos ciliares e na
inibicdo da producdo de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), que reduz a
producao do humor aquoso. A reducéo da producédo do humor aquoso leva a reducéo
da pressado intraocular. Os betablogueadores, apresentam uma intensa lista de
reacOes adversas oculares e sistémicas, que sao: toxicidade ocular, hipoestesia,
erosdes corneanas, reacfes alérgicas, episédios de bradicardia, arritmia, sincope,
infarto, depresséo, ansiedade, alucinacbes, sonoléncia e espasmos broénquicos
(VIDOTTI et al, 2013; MICHELE et al, 2013).

Os inibidores da anidrase carbdnica (dorzolamida e brinzolamida), utilizados
desde 1950, tém como mecanismo de acao a redugao da producéo do humor aquoso.
A producdo do humor aquoso depende, em parte, da enzima anidrase carbénica,
localizada principalmente no epitélio ndo pigmentado do corpo ciliar, que metaboliza
o diéxido de carbono em bicarbonato. Seu efeito é rapido e seu tempo de meia vida é
curto. Geralmente, essa droga estd associada a outras drogas para uso terapéutico
prolongado. Os efeitos adversos no uso dessa classe de medicamentos Sao poucos,
sendo mais comum reacbes alérgicas, como blefaroconjuntivite e dermatite
periorbitaria  (ALLINGHAM et al, 2005, AMERICAN ACADEMY OF
OPHTHALMOLOGY, 2010; BRON et al, 2002).
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Os analogos das prostaglandinas e prostamidas (latanoprosta, travoprosta e
bimatoprosta) séo recentes no tratamento do glaucoma. Seu mecanismo tem como
alvo as alteracbes na matriz extracelular, aumentando a atividade das
metaloproteinases, com consequente aumento do escoamento do humor aquoso
através da via uveoescleral. Os efeitos adversos no uso dessa classe de
medicamentos sdo a hiperemia ocular, o aumento da pigmentacdo iriana e o
crescimento dos cilios (AMERICAN ACADEMY OF OPHTHALMOLOGY, 2010; BRON
et al, 2002).

Agonista alfa-adrenérgico (brimonidina) é um farmaco consagrado no
tratamento do glaucoma, ha algumas décadas. Os agonistas alfa-adrenergicos, sédo
muito seletivos para os receptores alfa-2, o que proporciona menores efeitos
colaterais. A producdo do humor aquoso depende, em parte, da vasoconstricdo e
consequente reducdo do fluxo sanguineo no corpo ciliar. Essa vasoconstricdo é
associada ao estimulo dos receptores alfa-adrenérgicos. Uma vantagem dessa classe
de medicamento € que a vasoconstricdo reduz a PIO tanto pela diminuicdo da
producdo de humor aquoso, quanto pelo aumento da drenagem pela via uveoescleral.
Os efeitos adversos mais comuns dessa classe de medicamento sdo alergia ocular,
edema palpebral, uveite anterior granulomatosa, xerostomia, fadiga, sedacao,
sonoléncia e cefaleia (WEBERS et al, 2007; FUNG et al, 2007; SPAETH et al, 2011;
LOON et al, 2008).

Uma extensa linha de combinac¢des de classes e dosagens de medicamentos
para o tratamento do glaucoma sao encontradas. Por se tratar de uma doencga cronica
sem cura, o tratamento tem, por objetivo, conservar a visdo, mantendo a neuropatia
Optica controlada, tal como no momento do diagndstico. As possibilidades de
tratamento sdo amplas, quanto mais precoce for o diagnostico. A escolha do farmaco
dar-se-& pelo tipo de alteragcéo na fisiologia de escoamento e pelos achados clinicos.
Em situacdes em que os tratamentos farmacol6gicos ndo sdo suficientes para o
controle da doenca, seja por reacOes adversas, resposta organica, baixa adeséo e
custos da medicacéo, o oftalmologista pode optar por intervencao cirirgica. E comum
gue, antes de chegar a essa decisao, o doente tenha passado pelo uso de pelo menos
trés classes de medicamentos (CRAVEN et al, 2005).
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4.4.2 Brimonidina

O tartarato de brimonidina, disponivel comercialmente sob a forma
farmacéutica de colirios nas concentracées de 0,1% (Alphagan Z®, Glaub MD®) a
0,2% (Alphagan®, Glaub®), produzido pela industria farmacéutica Allergan® e
Genom®, é utilizado como terapia de primeira linha em pacientes que apresentam
contra-indicacdes para betabloqueadores. O tartarato de Brimonidina é um po de
coloracdo amarelo-pélido, que pode ser comercializado em forma de cristais. O peso
molecular € 442,24, sendo soluvel tanto em 4gua, quanto em solucao acética 2% (VAN
DER VALK et al, 2005; CANTOR, 2006; FUNG et al, 2007) (Figura 6).

Figura 6 - Estrutura quimica do Tartarato de Brimonidina
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Estrutura quimica da férmula molecuar C11H10BrN5. C4H606 do Tartarato de Brimonidina. Nome
quimico do tartarato de brimonidina é L-tartarato de 5-bromo-6-(2-imidazolidinilideneamino)
guinoxalina.

Fonte: Schuman (2002) apud Curtts (2018).

O tartarato de brimonidina € um alfa agonista adrenérgico altamente seletivo
para o receptor alfa-2, possui eficiente efeito a curto prazo com inibicdo da producéo
do humor aquoso, e a longo prazo, estimulacdo do fluxo de saida do humor aquoso
uveoescleral. Sua eficacia na reducéo da PlO, compara-se a do Maleato de Timolol,
e da Dorzolamida. Estudos relatam que o uso do tartarato de brimonidina é seguro,
com suposto efeito de uma neuroprotecao preservando as células ganglionares. Ainda
nao existem comercialmente os implantes oculares biodegradaveis de tartarato de
brimonidina (TORIS et al, 1999).

O tartarato de brimonidina é um po cristalino, de facil solubilidade em &cido
aceético. A literatura evidencia que o Tartarato de Brimonidina sofre decomposicéo a
partir de 214°C com carbonizacao total em 500° (TORIS et al, 1999, SOUZA, 2015).
Observa-se na Figura 7 um ensaio de termogravimetria de Tartarato de Brimonidina

em po.
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Figura 7 - Andlise Termogravimétrica do Tartarato de Brimonidina em pé
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Observa-se que, a 214°C ocorre a decomposicao inicial do farmaco, conforme literatura que descreve
214°C como ponto de fuséo. A partir dessa temperatura, ocorre uma perda de massa significativa.
Fonte: Adaptado de Souza (2015).

A TG do tartarato de brimonidina em p6, descrito no trabalho de Souza (2015),
evidencia perda de massa a partir do ponto de fusdo de 214°C. Observa-se que entre
30° e 40°C nao ocorre perda de massa. Souza, 2015, descreveu o processamento e
a conformacéo de implante de quitosana e de tartarato de brimonidina. Foi utilizado,
para esse estudo o modelo matricial, em que houve incorporacéo do farmaco a matriz
polimérica, evidenciado por espectrofotometria UV. O implante ndo apresentou

citotoxicidade, nem carcinogenicidade, sendo também hemocompativel.

4.4.3 Tratamento cirargico do Glaucoma

O tratamento clinico, com drogas, € hoje a primeira op¢éao para o tratamento do
glaucoma. O tratamento cirdrgico € indicado em alguns casos, em que o tratamento
farmacoldgico ndo é suficiente, e a pressao intraocular mesmo apds tentativas com
diferentes formulagdes de drogas, permanece fora dos niveis adequados. Em 1857,
foi proposta por Friedrich Wilhelm Ernst Albrecht von Graefe a primeira cirurgia
antiglaucomatosa. Os tratamentos cirdrgicos para o glaucoma consistem basicamente
em criar uma via alternativa para a drenagem do humor aquoso (OLIVEIRA, 2017). As
cirurgias antiglaucomatosas se dividem em trés categorias: as cirurgias a laser, as

cirurgias convencionais e as cirurgias minimamente invasivas (KHAW et al, 2002).
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As cirurgias a laser consistem na aplicacdo de laser de itrio-aluminio-granada
(do inglés: Neodymium-doped Yttrium Aluminium Garnet) (Nd-YAG), argbnio ou diodo
verde. A trabeculoplastia € um procedimento que utiliza o laser de argonio ou Nd-YAG
(em pulsos mais fracos) no trabeculado, o que aumenta sua porosidade e
permeabilidade, reestabelecendo o escoamento do humor aquoso. A iridectomia € um
procedimento que utiliza o Nd-YAG (em pulsos mais potentes), com objetivo de abrir
um orificio na iris, nos casos de glaucoma agudo, para abertura do angulo irido-
corneano, permitindo que o humor aquoso possa ir ao trabeculado, para ser drenado.
Os procedimentos ciclodestrutivos tém o objetivo de reduzir a PIO devido a destruicéo
dos processos ciliares, que séo responsaveis pela producédo do humor aquoso. Nessa
técnica, pode ser utilizada uma fonte de calor, luz de argdnio (ciclofotocoagulacéo),
ou por uma fonte de congelamento (crioterapia) (ANDERSON, 1983; LIMA et al, 2003,
OIVEIRA, 2017).

Nos ultimos dez anos, foi desenvolvido um equipamento, a trabeculoplastia
seletiva a laser (SLT), que consiste na aplicacao de laser na malha trabecular, com o
propésito de aumentar a permeabilidade da malha trabecular, reduzindo assim a
presséo intraocular (KHAW et al, 2002; DHINGRA et al, 2009; OLIVEIRA, 2017).

A trabeculectomia é uma técnica cirdrgica em que é criada uma alternativa ao
escoamento do humor aquoso. Trata-se da criacdo de uma fistula, que comunica a
camara anterior com 0 espacgo subtenoniano, protegida por retalho escleral,
possibilitando a absor¢cdo do humor aquoso pelos vasos sanguineos e linfaticos
subconjuntivais, e veias aquosas. A faléncia de uma trabeculectomia causa um
impacto social muito grande, pois além dos custos de retratamento, o doente sente-
se profundamente frustrado (DHINGRA et al, 2009; MAESTRINI, 2009).

A cirurgia fistulizante com implante de drenagem é uma técnica que utiliza a
area de biomaterias e engenharia de tecidos, aplicada ao auxilio do escoamento do
humor aquoso. A técnica consiste em implantes de dispositivos compostos por um
longo tubo de silicone com extensdo até um prato distal. Esses implantes variam a
area de seu prato e podem ser valvulados e nao valvulados. Atualmente, no mercado
brasileiro, existem trés implantes comerciais (Susana®, Baerveldt® e Ahmed®). Os
implantes permitem o escoamento do humor aquoso para o espag¢o subconjuntuval,
com reducao da pressao intraocular (BIETTI, 1950; AL-KINANI et al, 2017).

As cirurgias fistulizantes com implante de drenagem e a trabeculotomia causam

grande impacto na vida social dos pacientes, uma vez que muitos pacientes, devido
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ao risco de infec¢do, nunca mais poderdo mergulhar no mar ou em piscinas (CONLON
etal, 2017; GEDDE et al, 2012). Observa-se na Figura 8 os Dispositivos de Drenagem
para o Glaucoma (DDG).

Figura 8 - Dispositivos de drenagem para glaucoma
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Desenho esquematico dos implantes. (A) Susanna®: Lancado no Brasil em 2016, dotado de tubo de
silicone e de prato episcleral. (B) Baerveldt®: Lancado em 1992, silicone impregnado com bario, sem
valvula. (C) Ahmed®: Lancado em 1993, Polipropileno, silicone, polietileno, com valvula.

Fonte: http://revista.sbglaucoma.com.br/implantes-de-drenagem

As primeiras cirurgias de glaucoma com algum tipo de implante foram
realizadas no principio do século XX, e tinham como objetivo manter o trajeto
fistulante. Nguey (2009) cogitava o uso de DDG como como cirurgia primaria do
glaucoma, em substituicdo a trabeculectomia, por apresentar menores indices de
complicagoes.

Nos anos 50, foi criado e testado o primeiro implante de polimero PMMA para
o tratamento do glaucoma, feito artesanalmente, composto por uma placa no espaco
subconjuntval e outra na extremidade da camara anterior. Os conceitos de implantes
fixados a esclera no espaco subconjuntival, para permitir o aumento da &rea de
drenagem, permanecem os mesmos (OLIVEIRA, 2017; GEDDE et al, 2012; QADEER,
1954).

As cirurgias de glaucoma micro invasivas (microinvasive glaucoma surgery —
MIGS) sao provenientes de um conceito originalmente criado em 2009, pelo
oftalmologista canadense lke Ahmed. O conceito de MIGS trata do uso de um material

biocompativel, com minimo de risco e dano estrutural, que seja eficaz na reducéo da
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P10O. Esses dispositivos micro invasivos sao parte de uma tecnologia de biomaterias
gue exploram as vias naturais de escoamento (canal de Schlemm e canais coletores).
Sédo considerados dispositivos minimamente invasivos o Hydrus®, iStent®, iStent
Inject® (Figura 9), e como procedimentos minimamente invasivos o Trabectome® e o
Kahook Dual Blade®. As vantagens sdo a rapidez, a seguranca e a liberdade das
condicbes de vida normal dos pacientes, uma vez que as cirurgias de fistula ndo
permitem tais opcdes. Recentemente, foi criado o termo MIGS “plus” no objetivo de
inserir uma classificacédo para adequar a um grupo a técnica de implante XEN 45 Gel
Stent® ou InnFocus®. Esse biomaterial, em forma de tubo, constituido de gelatina
derivada do colageno, permite o escoamento do humor aquoso pela camara anterior
para o espaco subconjuntival (GEDDE et al, 2012; OLIVEIRA, 2017; PALLETA, 2019;
ANSARI, 2017; OZAL, 2017).

Figura 9 - Implante iStent Inject®, titanio revestido de heparina

Figura representando visualmente o tamanho do dispositivo, quando comparado a papila do dedo.
Fonte: https://www.glaukos.com/pt-br/profissionais-de-saude/istent-inject/

Na ultima década, a glaucomatologia (area da oftalmologia dedicada ao
Glaucoma) foi a especializacdo que mais evoluiu em termos de biomateriais e
“scaffolds”. Apesar de as cirurgias de catarata com implante de LIOs terem sido um
dos primeiros segmentos da oftalmologia a usarem o desenvolvimento de
biomateriais, recentemente, foram superadas pela tecnologia de biomateriais
minimamente invasivos (AL-KIINANI et al, 2017; PALLETA, 2019).


https://www.glaukos.com/pt-br/profissionais-de-saude/istent-inject/
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4.5 Biomateriais

A seguir é apresentado sucintamente um breve historico da evolugcdo dos

biomateriais, com as quatro geracdes destes dispositivos médicos, ao longo dos

ultimos 2000 anos (informagéo verbal).!

12 geracao (Fase - empirismo):

Romanos, Chineses e Astecas ja usavam 0 ouro na odontologia, por
volta do primeiro século depois de Cristo;

Dentes de marfim ou de madeira para confeccdo de proteses de
membros;

Vidro para reposi¢ao do globo ocular.

22 geracao (Uso de materiais estruturais):

Placas metalicas para reparos 6sseos em 1910, e ja por volta de 1930
reparos rudimentares das articulacdes;

A partir de 1950 - implantes de titanio e suas ligas. Por meio de
aproveitamento do conhecimento desses materiais avancados,
desenvolvidos a priori para outras aplicacbes (e.g. induastria
automobilistica e/ou aeronautica);

Em 1960 — conjugados de polietileno e o ago inoxidavel sendo usado
como prétese coxofemoral, joelho, ombro e/ou cotovelo (e.g. artroplastia
total de quadril - ATQ);

No final de segunda metade do século passado, novos biomateriais
sintéticos (poliméricos, compdsitos etc.) entraram em uso: lentes
acrilicas oftalmicas, dracon para enxerto de vasos, teflon em préteses

ortopédicas.

1 Notagéo de aula da disciplina de Biomateriais € Engenharia de Tecidos, CEFET-MG, em margo de

2020.
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32 geracéao (Aprimoramento):
e Desenvolvimento de biomateriais com caracteristicas especificas de
acordo com a aplicagdo. E.g. recobrimentos bioativos ou uso de

UHWMPE para proteses articulares, valvulas cardiacas e marcapassos.

42 geracao (Estado da arte):
e Biomimética - Busca a reproducdo de formas e/ou funcdo de tecidos
biolégicos (biodegradaveis), e drug release;
e Engenharia de tecido - Emprega tecnologia de ponta no processamento
de biomateriais desenvolvendo estruturas que sejam capazes de servir
como substrato para cultivo de células “in vitro”, de forma a desenvolver

novo tecido ou 6rgao.

4.5.1 Conceito de biomateriais

O uso de biomateriais ndo é recente. Ha registros do uso de suturas de linho e
de ouro no Egito antigo (2000 A.C.), e evidencias de dentes artificiais feitos de
conchas, de ferro e de madeira no periodo da idade média. Na Europa e no Egito
Antigo, também h& evidéncias de madeira na substituicdo de ossos fraturados
(RATNER, 2013).

O conceito de biomateriais é definido como: todo material utilizado para
substituir, em partes ou completamente, os sistemas biolégicos (WILLIAMS, 2009).
Sao classificados como biomateriais 6rgaos artificiais (como orelhas, figado, rim,
coracdo, pulmdes e pele), materiais implantaveis (como telas ou malhas, lentes intra
oculares, fios de suturas, substitutos 0sseos, tendfes artificiais, valvulas cardiacas,
dentes), dispositivos biomédicos (como biossensores, biomarcadores, tubos de
circulacao sanguinea, tubos de circulacao de fluidos corpoéreos), dispositivos para a
liberacdo de medicamentos (na forma de filmes, blendas, implantes subdérmicos),
dispositivos de organizacdo celular (scaffolds, enxertos e substancias artificiais
liguidas), dentre muitos outros. O termo biomateriais vem sendo definido de diferentes
formas ao longo dos ultimos anos. Em 1999, o termo biomateriais foi entdo definido
como: material destinado a interagir com sistemas bioldgicos para avaliar, tratar,

aumentar ou substituir qualquer funcéo de tecido, 6érgao ou corpo. Recentemente, o
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termo biomateriais ganhou uma definicAo complementar, que além de destinar-se a
substituir a funcao de 6rgéos e tecidos, também se destina a melhorar uma funcao ou
6rgdo de um sistema bioldgico (YUKSEL et al, 2002; TABATA, 2009). A versdo mais

atual de um biomaterial € descrita por Williams (2009), em que:

Um biomaterial € uma substancia projetada para assumir uma forma que,
sozinha ou como parte de um sistema complexo, é usada para direcionar,
através do controle de interacdes com componentes de sistemas vivos, 0
curso de qualquer procedimento terapéutico ou diagnéstico em medicina
humana ou veterinaria (WILLIANS, 2009).

Segundo Pires (2015), ao longo da ultima década, o mercado mundial de
biomateriais vem apresentando uma taxa de crescimento superior a 10% ao ano. Ja
no Brasil e nos paises em desenvolvimento, havia uma expectativa de crescimento
ainda maior em 2021, se comparado com 0 ano anterior, com uma proje¢ao de
expansdo no mercado de biomateriais da ordem de 22%. Esse intenso crescimento
pode ser atribuido a trés causas principais: ao fenbmeno de envelhecimento da
populacdo e ampliacdo da expectativa de vida (ou seja, alteracdo da piramide
demografica nesses paises), as melhorias nos indicadores socioecondmicos, tais
como aumento do poder aquisitivo e do padrédo de vida, que facilitam o acesso ao
tratamento, e ainda, aos avancos tecnoldgicos no diagndstico e no tratamento de
doencas anteriormente vistas como nao trataveis (JAHNO, 2005; CAMPOCCIA et al,
2013).

O mercado relacionado a area de biomateriais apresenta um expressivo
crescimento de producdo, e uma grande movimentacdo financeira mundial. Esse
mercado apresenta segmentacdes em dois critérios: tipo de matérias (metais,
polimeros, ceramica, compostos, origem animal), que podem ser manufaturados ou
processados para se adequarem a utilizacdo em dispositivos biomédicos que entram
em contato proteinas, células, tecidos, 6rgdos e sistemas organicos; e tipo de
aplicacao (uso ortopédico, oftalmoldgico, cardiovascular, odontologicos, sistema de
liberacdo de drogas, sistemas gastro intestinais, sistemas hormonais), dentre outros
(PIRES et al, 2015).

A medicina regenerativa requer biomateriais reabsorviveis, capazes, dentre
outras funcdes bioldgicas e mecanicas, de atuar também na liberacao de farmacos no
meio fisiologico. No campo da ciéncia dos biomateriais, o Estado da Arte das

pesquisas busca desenvolver melhorias na concepcéo, no projeto e na execugéo dos
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suportes utilizados para a engenharia de reabilitacdo. Ao redor do mundo,
pesquisadores tém dado especial atencdo ao aperfeicoamento ou ao processamento
de novos materiais biocompativeis, com otimizacdo da microestrutura, da
degradabilidade, das propriedades mecanicas e de transporte de massa adequadas
no meio fisiologico, incluindo também potencialidade para estimulacdo do
crescimento, de migracdo, da interacdo e da diferenciacdo celular com
disponibilizacdo de fatores de crescimento, bem como de outros sinais bioquimicos
apropriados para regeneracao tecidual. Uma propriedade interessante nos materiais
bioabsorviveis € que eles vao transferindo tensdo (esforco mecéanico) gradualmente
para o tecido em cicatrizacdo, a medida que degradam. Uma outra vantagem € a
eliminacdo de uma segunda cirurgia, necessaria para retirar o implante, assim que o
local da lesédo esta reconstituido, o que é um beneficio financeiro e psicologico
(JAHNO, 2005; CAMPOCCIA et al, 2013).

Para que um material seja considerado como biomaterial, € necessario que ele
nao cause respostas imunologicas ou toxicas significativas e, quando degradado, o
mesmo devera gerar somente residuos que possam ser metabolizados naturalmente.
Em muitas aplicagfes clinicas, ndo ha a necessidade de um implante permanente, e
€ gracas a esse vasto campo de aplicacdes temporarias, que os polimeros
biodegradaveis, bioabsorviveis ou bioreabsorviveis sao tao requisitados (MAKADIA et
al, 2011; CAMPOCCIA et al, 2013).

O maior desafio dos biomaterias é ndo ocasionar uma resposta inflamatoria no
tecido receptor (bioineretes), ou apresentarem uma reagdo ao sistema organico
(bioreativos), ou uma resposta controlada (bioativos) (HELMUS et al, 1995). A escolha
do material deve levar em consideracdo o sitio de aplicacdo e as principais
propriedades como: resisténcia (capacidade de resistir a inGmero esfor¢os), o médulo
(elasticidade, torséo ou flexado), a fadiga (suportar esforgos ciclicos sem degradacao),
a rugosidade (capacidade de promover baixo atrito), a taxa de permeagao (como no
caso das lentes de contato que necessitam permeabilidade de gases), a molhabilidade
(capacidade de absorcdo de agua), a bioestabilidade (onde necessitam ter a
capacidade de degradacéao controlada), e a bioatividade (capacidade de participarem
de reacg0Oes bioldgicas especificas) (HELMUS et al, 1995; WILLIAMS, 2009).
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4.5.2 Polimeros

Os biomateriais s&o classificados em quatro grupos: metais, ceramicas,
polimeros e orgéanicos. Os dispositivos médicos implantaveis com propriedades
biodegradaveis podem ser de dois sistemas distintos: matricial ou de reservatério. Em
termos de desenvolvimento de biomaterias na oftalmologia, recentemente, o0s
polimeros biodegradaveis e MIGS (polimeros e metais), tornaram-se 0s principais
alvos de novas pesquisas, pela grande capacidade de transporte de drogas e de
escoamento de substancias. O Ozurdex® (Polimero biodegradavel intra vitreo de
liberacdo controlada de dexametasona), produzido pela Allergan®, é amplamente
usado no tratamento de OVR e RD, como agente antinflamatério (BUCHAIM, et al,
2013, CONLON et al, 2017; CAMPOCCIA et al, 2013).

Materiais poliméricos derivados dos poli (hidréxi-acidos) sédo utilizados
frequentemente como matéria-prima na fabricacdo de dispositivos para implantes de
fixacdo rigida, devido a sua biocompatibilidade com as funcfes do corpo humano. Os
biomateriais poliméricos séo solubilizados pela degradacdo hidrolitica ou hidrdlise,
gue ocorre pela cisdo das ligacdes pela agua, ou por degradacdo enzimatica. Esses
polimeros sdo considerados bioreabsorviveis, pelo fato de os produtos de sua
decomposicdo serem metabolizados e excretados pelo organismo (PAN, 2015;
CARVALHO, 2013). Além dos fatores de solubilidade da matriz polimérica, casos onde
h& incorporacdo de drogas no biomaterial, podem formar ligagcdes quimicas, por
exemplo, crosslink, que pode resultar na alteragédo da taxa de degradacao destes
sistemas (MAKADIA et al, 2011). A degradacdo dos polimeros ocorre na seguinte
cadeia de eventos: hidratacdo do polimero, ruptura das ligacbes éster (causando
perda da resisténcia mecanica), liberacdo de fragmentos poliméricos com
consequente perda de integridade da massa, e fagocitose dos fragmentos associado
a dissolugéo do acido (MAIA et al, 2010).

No ambito clinico, os biomateriais poliméricos estdo entre 0s mais
demandados. De uma forma geral, eles sdo materiais organicos constituidos por
macromoléculas de média ou de alta massa molar, formadas pela ligacédo de unidades
de repeticdo menores (meros) ao longo da cadeia principal. As ligagcbes entre os
meros sdo covalentes, no entanto, ligagdes de hidrogénio entre diferentes cadeias,

assim como interacdes de van der Waals e reticulagdes (crosslink) por meio de
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ligagBes covalentes podem também ocorrer (MOURA, 2014; ALLEN et al, 2005; DEE
et al, 2003).

A ciéncia, tem-se buscado desenvolver novos biomateriais formados pela
combinacao entre dois ou mais polimeros. Esses biomateriais tém grande importancia
no avancgo das aplicacbes odontoldgicas e oftalmolédgicas, uma vez que, por meio
dessas abordagens, podem ser obtidos dispositivos com propriedades fisico-
guimicas, mecanicas e bioldgicas melhoradas, quando comparados aos outros
polimeros isoladamente. Esse grupo de biomateriais poliméricos podem ser
constituidos de complexos poliméricos, por exemplo, na forma coacervados de
polieletrélitos, ou na forma de blendas resultantes da mistura fisica de dois materiais
poliméricos distintos (DEE et al, 2003; MOTTA et al, 2006).

Os exemplos desses poliésteres de interesse bioldgico sao o poli (acido
glicolico) (PGA), o poli (acido lactico) (PLA), o poli (&cido lactico-co-acido glicdlico)
(PLGA), o poli (a-caprolactona) (PCL), seus copolimeros e outros. Em geral, os
polimeros biodegradaveis respondem em tempos diferentes de degradacdo, em

funcdo da sua microestrutura cristalina ou amorfa (MOTTA et al, 2006; ALEXIS, 2005).

4.5.3 Poli (acido latico-co-acido glicdlico): PLGA

A copolimerizagéo aleatoria de PLA (nas formas L- e D, L-lactida) com o PGA,
da origem ao PLGA ou poli (acido latico-co-acido glicélico), também conhecido como
poli (lactide-co-glicélido), sendo um polimero degradavel largamente investigado para
aplicacdes biomédicas, que ja tem seu uso consagrado em suturas, formulagcdes de
farmacos, e em especial na obtencao de scaffolds para a engenharia de tecidos. Uma
vantagem particular desse composto polimérico € que o PLA e o PGA tém
propriedades significativamente diferentes, e a escolha cuidadosa da composicdo de
copolimero permite a otimizacdo do PLGA para as aplicacdes pretendidas. A
possibilidade de modulacédo das propriedades mecéanicas, assim como das suas
caracteristicas de bioreabsorcao sao ainda mais significativas para os copolimeros de
PLGA, uma vez que uma composic¢ao, por exemplo de 25% de PGA e 75% de PLA,
resulta em polimeros amorfos, que sdo muito hidroliticamente instaveis, em
comparacao com os homopolimeros de outras composic¢des. Estudos evidenciam que

a presenca do grupo metil no &cido latico faz com que o poli acido latico — PLA - seja
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mais hidrofébico que o poli acido glicolico — PGA. Dessa maneira, quanto maior for a
proporcao de PLA no copolimero, menor tende a ser a sua taxa de degradacéo e sua
cristalinidade, com excecao para o PLGA 50/50, que apresenta uma taxa maior de
degradacdo (CURTTS, 2018; MAIA, 2010; HILLERY et al, 2010; CAMPOS, 2016).

O resultado obtido pelo ensaio de Difratograma de Raios X (DRX), no qual o
objetivo é de se avaliar a caracteristica estrutural cristalina do material, realizado por
Curtts (2018), mostra um material de natureza amorfa (nao cristalino), que possui uma
banda com valor maximo em torno de 22° e ndo sdo perceptiveis picos de

cristalinidade no material (Figura 10).

Figura 10 - Difratograma de Raios X PLGA 75:25
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Observa-se uma auséncia de picos de cristalinidade no material, caracterizando-o como de natureza

amorfa.
Fonte: Curtts (2018).

Em relacdo a resisténcia a temperatura, o PLGA, no ensaio de termogravimetria
realizado por Curtts (2018), apresenta perda de massa, quando aquecido a partir de
275°C, com transicdo vitrea a 60°C e carbonizacdo a 360°C, permitindo assim
processamento e conformagdo a uma temperatura entre 30°C e 40°C. Outros
trabalhos também evidenciam essas propriedades do PLGA (VIEIRA, 2010; CURTTS,
2018; CAMPOS, 2006) (Figura 11).
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Figura 11 - Termogravimetria do PLGA 75:25
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corresponde a derivada primeira da curva TG, na qual os degraus da primeira curva, sao substituidos
por picos que delimitam &reas proporcionais as alteracbes de massa sofridas pela amostra.
Observamos uma perda de massa pequena até 100°C, com perdas mais significativas a partir de
275°C.

Fonte: Curtts (2018).

J& é bastante consagrado o uso clinico de PLGA no carregamento de drogas,
como, por exemplo corticoides, antiangiogénicos e antibiéticos, inclusive como
protocolo clinico na area oftdlmica, e.g. o Ozurdex® (Polimero biodegradavel
intravitreo de liberacdo controlada de betametasona) (LIU et al, 2010; YASUKAWA et
al, 2005; SILVA, 2010).

4.5.4 Colageno

Colageno é um componente natural de diversos tecidos, tais como pele, 0sso,
tenddes, ligamentos e outros tecidos que sejam de conexdo. O colageno, trata-se de
uma proteina fibrosa encontrada no tecido conjuntivo composta de trés cadeias de
polipepitideos interligados para formar uma tripla hélice orientada para a direita. O

colageno pode ser isolado de diversos animais e 0 mesmo possui uma excelente
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biocompatibilidade, biodegradagédo e funcionalidade, combinada com a baixa
imunogenicidade, e podem ser isolados 22 tipos diferentes de colageno no corpo
humano. Dentre as 22 isoformas que podem ser encontradas de colageno, a principal
proteina estrutural e funcional é o colageno tipo I. Em sua condicdo de matriz
extracelular natural, o colageno tipo I, é insolivel em 4gua e possui fibras de diametro
gue variam de 50 a 500nm que podem ser isoladas de diversas formas (CAMPOS,
2016; WANG et al, 2014; REDDY et al, 2015). As proteinas, de uma forma geral, em
gue se enquadra o colageno, sao funcionais para a para liberacdo de farmacos
(KAUSHAL et al, 2004).

Segundo os resultados de Curtts (2018) e Rolim (2013), ao diagrama de Raios
X, 0 colageno tipo | apresenta estrutura amorfa e halos entre 15° a 35° (Figura 12).
Em relacdo a TG, o colageno tipo | apresenta uma perda de massa minima até os
100°C, compativel com a perda de agua estrutural. Ocorrem perdas significativas de
massa e deterioracdo do material a temperaturas proximas de 319°C (CURTTS, 2018;
MOREIRA, 2014) (Figuras 12 e 13).

Figura 12 — Difratograma de Raios X da Matriz de Colageno tipo |
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Grafico de Difratograma evidenciando a caracterizacdo do colageno como substancia amorfa, com
minimos picos de cristalinidade.
Fonte: Curtts (2018).
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Figura 13 - Curvas de Termogravimetria e Derivada Termogravimétrica da Matriz de
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Linha preta TG - Perda de massa em relacdo a temperatura, perda significativa préximo aos 300°C.
Linha vermelha DTG - Curva que corresponde a derivada primeira da curva TG, na qual os degraus da
primeira curva, sdo substituidos por picos que delimitam areas proporcionais as alteragfes de massa
sofridas pela amostra. Perda anterior a 100°C, correspondente a perda de umidade.

Fonte: Curtts (2018).

Estudos anteriores descrevem resultados opostos em relagdo a associacéo do
PLGA com o Coladgeno. José (2009) descreve bons resultados com PLLA associado
ao colageno, retardando a hidrélise. Quando foi associado coldgeno ao PLGA, em
proporcao de 50/50 (50% colageno, 50% PLGA), houve degradacdo mais lenta, e o
fato repetiu-se em concentracdes mais elevadas de colageno (MOTTA et al, 2006;
CAMPOS, 2016). Curtts (2018) descreve que a porcentagem de colageno associado
a PLGA determina significativamente o tempo de degradacg&o: quanto mais colageno,
mais rapida a degradacéo da blenda (CURTTS, 2018; CAMPOS, 2016; SILVA, 2010;
MOREIRA, 2014). Ambos os trabalhos, de José (2009) e de Curtts (2018), descrevem
gue a porcentagem de colageno associado ao PLGA promove o controle de tempo de
degradacédo do composto em meio aquoso.

Curtts (2018) descreveu resultados de tempo de degradacdo acima de 28 dias
para a concentracdo do composto de 75:25 (75% PLGA e 25% de colageno), com o
tempo de degradacg&o mais prolongado que o composto 50:50 (50% PLGA e 50% de

colageno).
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4.5.5 Implantes poliméricos para liberacdo controlada de drogas, processamento e

conformacéao de blendas e filmes.

Os implantes podem apresentar-se de varias formas (haste, cilindro, anel e
peliculas), de inUmeros tamanhos, e de tipos de decomposi¢cdo: biodegradaveis ou
nao-biodegradaveis. A definicdo de liberacdo controlada se trata do uso de um
material polimérico com objetivo de liberar drogas incorporadas, com uma taxa
controlada, por um periodo de tempo desejado (MOTTA et al, 2006). Os primeiros
implantes estudados eram constituidos de poli acetato de vinila (PVA), e acetato vinilo
de etileno (EVA), porém esses implantes ndo sao biodegradaveis (ALEXIS, 2005, LIU
et al, 2010; KULKARNI et al, 1966).

O primeiro relato de implante surge na década de 30, em que um comprimido
contendo particulas de estradiol foi implantado por via subcutanea em animais. Cinco
décadas depois, o conceito de sistemas terapéuticos implantaveis ganha significado,
com o desenvolvimento de adesivos subcutdaneos de hormonios cristalinos. Essa
primeira geragao foi produzida por meio do método de compresséo, em que 0s cristais
do farmaco eram comprimidos em forma de cilindro e implantados no tecido
subcutaneo (MOREIRA, 2014; JOSE et al, 2009; SIEPMANN et al, 2012). Na década
de 60, no Laboratério de Pesquisa Biomecéanica Médica do Exército dos Estados
Unidos, em Wachington DC, foram iniciadas as primeiras pesquisas com materiais
bioabsorviveis (KULKARNI et al, 1966). Os primeiros implantes formados de materiais
poliméricos surgiram na década de 70, quando receberam a nomenclatura, utilizada
até hoje, de Drug Delivery Systems (DDS) (ROBINSON et al, 1987).

Os sistemas implantaveis de liberacdo controlada de drogas estéo classificados
em trés categorias: biodegradaveis e nao-biodegradaveis, bombas implantaveis, e
implantes utilizados nos tratamentos de doencas oculares, neoplasicas e de
reconstituicdo. Esses implantes apresentam vantagens e desvantagens. As
vantagens incluem: acédo local (ao invés de sistémica), maior eficacia terapéutica,
liberacéo controlada ou prolongada de drogas, menor toxicidade, reducéo do niumero
de doses, maior compliance, menor percurso de obstaculos biologicos, reducdo do
risco de eventos adversos, mais conforto ao doente. As desvantagens incluem:
remocdo dos implantes (caso ndo sejam biodegradaveis), limitacdo condicionada a

poténcia do farmaco, possibilidade de reacfes adversas locais, maior custo de
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producdo, impossibilidade de interrupcdo imediata, e restricdo de material
(ROBINSON et al, 1987; SIEPMANN et al, 2012).

Esses implantes podem apresentar-se de duas formas, anteriormente citadas:
sistemas reservatorio e sistema matricial. O sistema reservatorio consiste no
encapsulamento do farmaco por uma membrana polimérica, que pode ser realizada
por meio de conformacdo por encapsulamento, moldagem ou micro encapsulamento.
No sistema matricial, o farmaco se encontra dissolvido ou disperso em uma matriz
polimérica, onde o dissolvido é a condicdo em que o farmaco é solivel no material
polimérico, e o disperso, parte do farmaco esta dissolvido e parte esta sobre a matriz.
A liberacdo controlada pode ocorrer também através de difusédo pelos poros, onde um
polimero hidrofébico tem seus poros preenchidos por componentes hidrofilicos (JOSE
et al, 2009; ROBINSON et al, 1978, SIEPMANN et al, 2012, 2012; BATISTA, 2015).

Um dos compostos que tem despertado muito o interesse da medicina séo as
blendas de PLGA e Colageno (adaptado do inglés: blend = mistura, utilizado para
descrever misturas fisicas de dois ou mais polimeros sem liga¢cées quimicas entre
eles). A vantagem da utilizag&o de blendas é a possibilidade de novos materiais, sem
a sintese de um novo polimero, somando as caracteristicas individuais de cada
polimero. Nos sistemas de processamento e conformacéo de blendas para liberacéo
controlada de drogas, além de sua degradacéo ser altamente metabolizada, 0 mesmo
pode ser processado de diferentes formas e tamanhos, adaptando-se a cada utilidade
pretendida (Figura 14).

Figura 14 - Sintese PLGA
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Esquema quimico da sintese de dois polimeros PLA e PGA com formagdo de novo composto
polimérico.
Fonte: Erbetta (2011).



68

O atual desafio no desenvolvimento de blendas incorporadas com farmacos
esta relacionado a disponibilidade e ao tempo de degradacdo (FIALHO et al, 2003,
2015; BATISTA, 2015; DASH et al, 1998).

4.6 Dispositivos usados na Oftalmologia

Entre os principais polimeros biodegradaveis em estudos atualmente para
serem utilizados na obtencéo de sistemas de transporte ou de liberacéo de drogas no
interior do olho, estdo os poliésteres, tais como, por exemplo, a poli(e-caprolactona),
o PLA e os diferentes tipos de copolimeros do PLGA (razdes massicas de PLA e
PGA), sendo que os dois ultimos tipos tém sido amplamente investigados. O acido
poli-latico (PLA) e os copolimeros dos acidos latico e glicélico (PLGA) tém sido muito
utilizados e estudados em sistemas de transporte prolongado de drogas para 0s
tecidos oculares. A biodegradacéo desses polimeros ocorre por erosao, por meio de
clivagem da cadeia polimérica ou ainda por hidrdlise, liberando os acidos latico e
glicolico no meio fisiologico. Esses debris acidos do PLGA, por serem metabolitos
naturais do organismo, séo eliminados pelo ciclo de Krebs, na forma de gas carbdnico
(CO2) e 4gua (H20). No caso da poli(e-caprolactona) que é um polimero hidrofdbico,
a liberacdo da substancia ativa ocorre por meio de erosdo/clivagem da cadeia
polimérica no meio fisiolégico. Assim, por apresentar, em geral, uma taxa de
degradacdo lenta, ele pode promover a liberacdo de um farmaco por um periodo de
até trés anos. Esse polimero é bastante utilizado no preparo de nanocapsulas e,
atualmente, também tem sido empregado para o desenvolvimento de outros sistemas
de liberacédo bastante prolongada (FIALHO et al, 2007; SILVA et al, 2010; VIEIRA,
210; CURTTIS, 2018; KIMURA et al, 2001).

Para otimizacdo de degradacdo de blendas poliméricas, que tenham a
capacidade de serem totalmente absorvidas ou eliminadas pelo organismo, ha
necessidade de controle dos trés principais mecanismos de erosao (FIALHO et al,
2017). Segundo Fialho et al (2007):

» Erosdo sem clivagem: mecanismo que ocorre com 0s polimeros que se
tornam hidrossolUveis apos reag6es de hidrélise ou ionizacao, sem alteragfes
significativas na sua massa molar. Por apresentarem dificuldade de
eliminacdo, tais polimeros ndo podem ser empregados na forma de
implantes. O Eudragit® (copolimero do éter metil vinilico e do anidrido
maleico - PVM/MA) é um exemplo de polimero que sofre este tipo de eroséao.
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» Eroséo/clivagem: nesse mecanismo, os polimeros sao transformados em
pequenas e soltveis moléculas pela clivagem de suas cadeias. Durante esse
processo de degradacéo eles permitem a liberagdo da substancia ativa. Esse
mecanismo é o0 que esta relacionado a definicdo de biodegradavel. Os
principais polimeros que sofrem esse mecanismo de erosdo sdo o0s
poliésteres (poli-e-caprolactona, polimeros e copolimeros derivados dos
acidos latico e glicdlico - PLA e PLGA), as poliamidas, os poliaminoacidos, os
polialquilcianacrilatos e os poliortoésteres.

+ Difusédo simples: esse mecanismo esta relacionado aos polimeros sollveis
em agua e gue se tornaram insolUveis devido a uma reac¢do quimica de
“crosslinking”. Dessa forma, pode-se dizer que eles séo insolUveis em agua,
mas apresentam uma matriz fortemente hidrofilica. Esses polimeros,
portanto, ndo sdo adequados para a veiculagdo de substancias
hidrossoluveis e de baixa massa molar, pois elas se difundem através da rede
polimérica, independente da velocidade de degradacdo matricial. Entre os
principais polimeros dessa categoria, destacam-se a gelatina, o coldgeno e o

alcool polivinilico Fialho et al (2007).

A preparacao desses sistemas biodegradaveis requer o controle de um grande
namero de parametros de processamento e conformacao, haja visto que a cinética de
degradacdo do polimero, in vivo, deve permanecer constante, para que seja obtida
uma liberacdo controlada da droga (FIALHO et al, 2013).

4.6.1 Biomateriais usados em Oftalmologia

O olho, apesar de sua grande complexidade, € um 6rgao facil de se observar e
foi, também, o primeiro 6rgdo a receber um biomaterial (DASH et al, 1998;
HNERIQUES, 2014). O primeiro biomaterial na oftalmologia consistia de um disco de
vidro fechado apoiado em uma estrutura de dois anéis sucessivos, formando uma
cérnea artificial. O objetivo era melhorar a biodegradacéo. Esse dispositivo foi testado
em aninais e apresentava toxicidade, que nao permitia seu uso por mais de uma
semana (KIMURA et al, 2001; CHIRILA et al, 2016; CLAYTON, 2018).

Na Oftalmologia, j& € consagrado o uso de biomateriais, sendo que as lentes
de contato sdo os biomateriais mais conhecidos. Embora as primeiras lentes foram
produzidas no século XIX, as teorias datam que em 1508, quando Leonardo Da Vinci
ja havia escrito um método para alterar o poder da cérnea, imergindo o olho em agua.
Em 1888, foi descrito, pela primeira vez, o processamento de obtencao de lentes de
contato. Hoje, em uma série de plataformas de materiais, sdo desenvolvidas e
fabricadas em grande escala mundial (JOPKINS et al, 2017; EFRON, 2018; AMATO,
2014).
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Biomateriais amplamente utilizados na oftalmologia sao as lagrimas artificiais.
Essas sdo substancias criadas para tratamento do olho seco, muito similares a lagrima
fisiologica, sdo dispensados em forma de colirio ou pomada, e tém a funcao de reduzir
0s sintomas de irritagdo e friccdo, aumentando a lubrificacdo e o filme lacrimal
(CLAYTON, 2018).

Os Inlays, dispositivos para corrigir erros refracionais, que modificam a
curvatura da cornea, foram desenvolvidos em meados de 1940. Os primeiros
implantes provaram que ndo existia nenhum material disponivel que fosse
biocompativel com as estruturas adjacentes. Na década de 60, a descoberta do
polimero de hidrogel permitiu o desenvolvimento dos inlays de forma significativa. Nas
ultimas décadas, os inlays tiveram muitos avan¢os, com a maior disponibilidade de
biomateriais inertes e biocompativeis (WU, 2017).

Outro biomaterial também comumente utilizado € o 6leo silicone intra vitreo
(0S). Usado na forma liquida, ele substitui o humor vitreo em situacbées como o
descolamento de retina, com funcdo de tampé&o, pressionando a retina na coroide
enquanto a fotocoagulacédo cicatriza o EPR. Para essa substituicdo do vitreo, o
biomaterial deve ter um nimero similar de propriedades fisico-quimicas. O OS, alongo
prazo, é abrasivo e toxico, necessitando de realizacdo de nova intervencao cirdrgica
para sua retirada (BAINO, 2011; ATHANASIOU, et al, 1996).

Uuma série de biomateriais estao disponiveis para o tratamento do Glaucoma,
e muitas pesquisas farmacéuticas ainda buscam o melhor tratamento, com o menor
custo (CONLON et al, 2017). O primeiro produto homologado e comercialmente
aprovado para usado na oftalmologia, como sistema liberacdo prolongada de drogas,
foi introduzido para o tratamento de glaucoma e destinava-se a liberacdo da droga
para o segmento anterior do olho. No entanto, como ja comentado anteriormente, para
0 segmento posterior, o0 sistema de transporte deve liberar a droga na cavidade vitrea,
nas proximidades da retina ou na coroide, por um periodo de quatro a oito semanas,
mantendo a dose terapéutica nesse local. Diferentes sistemas, tais como os implantes
sélidos, as micro e nanoparticulas, os lipossomos e a iontoforese, tém sido estudados
como potenciais no transporte prolongado de drogas. Ha cerca de quinze anos, um
sistema de liberacdo de dexametasona para o tratamento de inflamacé&o apos cirurgia
de catarata, o Surodex® (Oculex Pharmaceuticals, Inc, EUA) foi avaliado clinicamente
(fase 1ll, mas ainda aguarda a aprovacao da Anvisa para utilizacdo no Brasil). Esse

implante foi preparado com PLGA e continha 60 pg de dexametasona, sendo capaz
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de promover liberacdo da droga por um periodo de, aproximadamente, 7 a 10 dias.
Os estudos clinicos (Fases | a Ill) vém revelando, que os implantes biodegradaveis,
tanto para uso no segmento anterior quanto posterior do olho, foram bem tolerados e
efetivos contra as intercorréncias ou procedimentos clinicos. Assim, com o Estado da
Arte, tem-se procurado por biomateriais biodegradaveis para implantes intravitreos
com liberacdo de drogas antiangiogénicas (e.g. Acido Rosmarinico) e
antiglaucomatosa (e.g. Brimonidina), dentro da faixa terapéutica, por um periodo de
cerca de oito semanas, que ndo induza alteragbes nas estruturas oculares e na
anatomia desses segmentos, para que sejam preservadas durante e apos o periodo
de tratamento (ATHANASIOU et al, 1996; FILAHO et al, 2007; SILVA et al, 2010; TAN
et al, 2001).

As LIO, outro material amplamente usado na oftalmologia, permitem a
recuperacao da visdo ocasionada pela catarata (maior causa de cegueira reversivel
no mundo). As LIO podem ser divididas em dois grupos: polimero de
acrilico/metacrilato compreendendo acrilico hidrofébico, acrilico hidrofilico e hidrogel
(rigida ou flexivel), e elastomeros de silicone ou silicone hidrofobico (flexivel). Todas
as LIO devem ser de materiais inertes, e podem ser fixadas no interior do saco
capsular ou na camara anterior (BURATO et al, 2014). Desde a primeira LIO,
implantada em 1949, houve grandes avancos tecnoldgicos e cientificos, permitindo
menores incisdes, protecdo contra raios ultravioleta, e maior poder focal. A tecnologia
de LIO busca hoje a maior qualidade focal e a proximidade com as caracteristicas
naturais do cristalino. Atualmente, ha uma extensa gama de LIO, que variam entre
design, filtros de protecéo, interacdo hidrica e pontos focais. Com o mercado em
ascensao e com o0 aumento da populacdo idosa no mundo, grandes investimentos
industriais estdo associados as LIO. De 1949 para os dias atuais, houve um salto
tecnolégico expressivo: LIO antes asféricas e monofocais, que demandavam o uso de
Oculos de grau ap6s 0 processo cirurgico, hoje, disponiveis esféricas e com
profundidade de foco e filtros ultra violeta. Na atualidade, o paciente pode optar pelo
uso de LIO multifocais (bifocais, ou trifocais), que permitem uma maior independéncia
do uso de Oculos no pés-operatério. E para os pacientes que apresentam erros
refracionais na cornea (astigmatismo), também é possivel utilizar uma LIO que tenha
correcdo em um eixo especifico. Essa evolucdo técnica surge em meio a crescente
demanda e necessidade da populacéo, que opera de catarata cada vez mais em idade
laboral (NGUYEN et al, 2020; NICOLAI, 2018).
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4.7 Processamento e conformacgéo

O processamento dos filmes e a conformacdo das blendas sdo etapas
importantissimas na dindmica de degradacdo das blendas destinadas a liberagéo
controlada de drogas. Estudo conduzido por Fialho et al (2003), obteve blendas em
forma de bastdo, de discos e de membranas, empregando o polimero PLGA 50:50
dissolvido em solucéo de acetronitrila e agua destilada (4:1), sob agitacdo magnética.
A solucao resultante foi liofilizada, obtendo-se um p6 homogeneizado. A conformacéao
foi realizada pelo método de moldagem de extrusdo a quente. Esse estudo também
descreve o procedimento acima, com incorporacdo do farmaco, apresentando
resultados com picos de liberacdo, sem controle sistematico.

Fialho e Cunha (2005), obtiveram blendas em formato de bastdes de 4 mm por
1 mm, utilizando o polimero PLGA 50:50 incorporado com dexametasona, dissolvido
em solucédo de acetonitrila (4:1), sob agitacdo constante a 40°C, e o produto obtido foi
um p6 homogeneizado. A conformacéao foi realizada através de compressao a quente
(100° a 200°C), sob molde de teflon. A degradacéo das blendas in vitro ocorreu acima
de quatro semanas.

Saliba et al (2008), obtiveram blendas em forma de bastées com 4 mm por 1
mm, empregando o polimero PLGA 75:25 com Ciclosporina incorporada, em uma
solucéo de acetona e agua destilada (4:1), sob agitacdo magnética a 30°C, e a solucao
resultante foi liofilizada. O produto da liofilizag&o foi conformado sob extrusédo a quente
(60°C). Os resultados demonstraram que a ciclosporina se encontrava
homogeneamente dispersa na matriz polimérica, e que o fator determinante de
liberacéo do farmaco foi a dispersao dele na matriz.

Vieira (2011), obteve blenda em forma de bastdo com 0,5 mm por 2,5 mm,
empregando o polimero PLGA 75:25, em uma solucao de acetonitrila e 4gua destilada
(4:1), sob agitacdo magnética a 40°C, e a solugéo resultante foi liofilizada. O produto
da liofilizacédo foi, juntamente com os farmacos solubilizados no processo anterior,
conformado a quente sob compressdo. A avaliacdo antiangiogénica das blendas
produzidas nesse estudo, realizada por meio do ensaio da membrana corioalantdica,
apresentou resultados satisfatérios no tratamento de doencas causadoras da
neovascularizagao retiniana.

Marques e Santos (2012) obtiveram blendas em formato de filme, empregando

o polimero PLGA 84:16 e isopreno, dissolvido em solucao de cloroférmio, sob agitacéo



73

constante. A solucao resultante foi seca em estufa com circulagao forcada a 40°C, e
0 produto obtido foi desmoldado da placa de Petri a 60°C. Os resultados mostraram
blendas homogeneamente distribuidas, impossibilitando a diferenciacdo dos
materiais. N&o foi realizada adsor¢&o de farmaco.

Moura (2014) obteve blendas em forma de filme, empregando polimero PLGA,
e descreve o processamento de PLGA 80:20 dissolvido em solucdo de cloroférmio,
sob agitacdo magnética a 40°C. A solucdo resultante foi seca em temperatura
ambiente. O produto obtido foi uma pelicula resultante do processo de evaporacao,
desmoldado da placa de Petri a 60°C.

Wang et al (2016) obtiveram tubos tridimensionais, empregando o polimero
PLGA 75:25 e 50:50, dissolvidos em solucdo de acetona e dimetilformamida (DMF)
(2:1), sob agitagdo magnética. O produto obtido foi eletrofiado a 11.5Kv a uma
distancia de 10 cm. O produto obtido da eletrofiac&o foi dissolvido em diclorometano
(CH2CI?) a uma concentracdo de 5% (p/p). A solucéo resultante da solubilizacéo foi
fundida em um substrato de polidimetilsiloxano (PDMS) com microestruturas,
posteriormente evaporadas em um exaustor por 2h, liofilizada por 12h. A conformacéao
foi realizada com o auxilio de cola médica de fibrina (kit de cola médica selante de
fibrina), depositada no filme envolto em um mandril de politetrafluoretileno expandido
(ePTFE), onde o filme foi enrolado em camadas (Figura 15). O produto apresentou

potencial e resisténcia suficiente para uso como stent de vasos.

Figura 15 - Esquema de processamento em camadas do tipo “sanduiche”

FILME PLANO COMPOSTO DE COMPOSTO DE MODELAGEM NO
DE PLGA «_ COLA DE FIBRINA «_ COLA DE FIBRINA MANDRIL
/ N/ N/
/ S ?
\/ > ) o ! 2 \(/
z / L
A\ A\ .,

EXTRACAO DO MANDRIL

_><COLA DE FIBRINA

Seguindo o fluxo das setas, iniciando na esquerda superior: Filme de PLGA é imerso em placa de Petri
com cola de fibrina de ambos os lados, em seguida aderida ao mandril de ePTFE, onde é enrolado e
extraido posteriormente, mantendo o composto de fibrina intercamadas.

Fonte: Adaptado de Wang et al (2016).
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O estudo conduzido por Curtts (2018) obteve blendas em forma de bastao de
1,5 mm por 0,5 mm, empregando o polimero PLGA 75:25 dissolvido em solucéao de
acetona e agua destilada (4:1), sob agitacdo magnética a 40°C. A solucao resultante
foi seca em estufa com circulacéo forcada a 60°C. Esse estudo também descreve o
procedimento acima, com incorporacdo do colageno, vertido no produto do
processamento do PLGA, associado a incorporacéo de farmaco (acido rosmarinico),
obtendo um pé homogeneizado. A conformacdo foi realizada pelo método de
modelagem a quente com compressdo por espatula. Os resultados apresentaram
degradacgdo sistematica do polimero (tempo médio de 28 dias), porém nao foram
realizados testes de liberacdo do farmaco.

Com excecdao dos trabalhos de Moura (2014), e de Marques e Santos (2012),
e de Wang et al (2016), o produto do processamento foi um p6 em placa de Petri ou
em Becker. H4 poucas evidéncias na literatura com relato sobre a conformagéo de
blendas. Os trabalhos acima, sucintamente, descrevem trés técnicas de conformacéao

de blendas:

1) Compresséo: as blendas sdo preparadas com o p6 ou raspado da placa de
Petri, usando uma prensa hidraulica a uma pressdao de uma tonelada
métrica, com um sistema de ac¢o inoxidavel especialmente desenvolvido

para esta finalidade, e um conjunto de puncfes de 1 mm de diametro.

2) Técnica de conformacédo a quente, na qual o pé ou o raspado foi moldado
em hastes, usando uma folha de Teflon®, aquecido em uma placa quente a

uma temperatura de 100 a 120°C.

3) E a unido das duas técnicas citadas acima, a termo moldagem, e
compressao hidraulica associada a um molde sob calor (VIEIRA, 2010,
MAKADIA et al, 2011; MOURA, 2014; CURTTS, 2018; FIALHO et al, 2005,
2010, 2013; WANG et al, 2016; GOMES, 2011; SADEGHI-AVALSHAHR et
al, 2015; SALIBA et al, 2008). Observa-se no Quadro 1 a diferenca entre as

técnicas citadas:
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Quadro 1 - Processamento e conformagdo de blendas poliméricas encontradas na

literatura

) " Produto da " Produto | Diametro das
Autor Polimero Solugdo - Conformagdo !
solugdo final Blendas
ol Pé Extrusdo a quente
Fialho et al.(2003) | PLGA 50:50 agua destilada ) oq Bastdo -
Homogeneizado (60°)
(4:1)
L Compressdo a
Fialho e Cunha AL Pé quente em molde
(2005) PLGA 50:50 agua(ci(.els;llada MememarcEds | o (00 Bastdo | 4mmx 1 mm
' 120°C)
Aceronitrila e Pé Extrusdo a quente
Saliba et al.(2008) | PLGA 75:25 dgua destilada . oq Bastdo 4mmx 1 mm
Homogeneizado (60°)
(4:1)
il [¢] compressdo a 0,5mmx 2,5
Vieira (2011) PLGA75:25 | &gua destilada o pressdo Bastio | g
(4:1) Homogeneizado quente (60°) mm
Marques e Santos | PLGA 84:16 Solugdo de , .
. licul | P Fil
(2012) + Isopreno clorofémio (4:1) pelicula CESELED R CY fime
Moura (2014) | PLGAB0:20 |  Solucdode Pelicula Desmoldadoa | o
' clorofémio (4:1) 60°
Wang et al.(2016) | PLGA 75:25 Acetona e DMF Pelicula Enroladg c9m Bastdo | 3mmx 17 mm
(3:1) cola de fibrina
. Solugdo de , compressao por
Curtts (2018) iﬁﬁ;iﬁz Acetona e Acido Homo F;zeizado espdtula a quente | Bastdo L5 Tnn:nx 05
= acético (4:1) . (60°)

Quadro comparativo dos polimeros, solucdes, produtos da solucdo, conformacbes dos produtos,
produtos finais e didmetros da literatura.
Fonte: do autor.

A metodologia de processamento e conformagao do trabalho de Curtts (2018)
e Vieira (2011) com uma matriz de PLGA na proporcao de 75% de PLA Poli (acido
latico) e 25% de PGA Poli (&cido glicolico), e a metodologia de Fialho e Cunha (2005),
foram a técnicas que mais se aproximaram de um desfecho favoravel, em termos de
uso do biomaterial no segmento oftalmoldgico. Foram utilizados os resultados desses
trabalhos consagrados na literatura, como referéncia a da conducédo do presente
trabalho de pesquisa e desenvolvimento (VIEIRA, 2010; MOURA, 2014; CURTTS,
2018; FIALHO et al, 2010; FIALHO et al, 2013; WANG et al, 2016; SALIBA et al, 2008;
FIALHO et al, 2005).

O presente trabalho, no desejo de organizar as etapas e tornar a descri¢cdo do
trabalho agradavel ao leitor, foi organizado em cinco capitulos, que s&o
correspondentes a conducdo cronologica do trabalho, sendo eles: Capitulo | —
Levantamento bibliografico e aplicacdo do questionario semiestruturado sobre
biomateriais aplicados na &rea oftalmologica; Capitulo Il — Reproduzir o processo de

obtencéo de blendas copoliméricas conforme Curtts (2018); Capitulo Il - Proposta de
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um novo método de solubilizagc&o e obtencédo dos filmes poliméricos e processamento/
conformacéo de blendas; Capitulo IV — Avaliacdo da reprodutibilidade da metodologia
de processamento dos filmes poliméricos e de conformacao pelo método sanduiche
e rocambole, respectivamente; Capitulo V — Caracterizagbes fisico-quimicas e

morfoldgica de filmes e blendas poliméricos.
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CAPITULO |

Levantamento bibliografico e aplicacdo do questionario semiestruturado sobre

biomateriais aplicados na area oftalmoldgica
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1. Objetivo

Aplicacdo de um questionario semiestruturado baseado em prévio
levantamento bibliografico realizado sobre o desenvolvimento de novos dispositivos

terapéuticos destinados a area oftdlmoldgica.

2. Materiais e Métodos

Preliminar & conducdo dessa dissertacdo, foi elaborada uma pesquisa
bibliografica sobre a necessidade de biomateriais do mercado oftalmoldgico. Devido
as extensas opcOes de desenvolvimento de biomateriais, e aos diversos segmentos
oftalmolégicos, foram levantadas as publicacfes atuais, que correlacionavam
biomateriais com oftalmologia, no intuito de tracar a linha de pesquisa mais relevante
para esse trabalho (APENDICE A).

2.1 Materiais

1. Questionario estruturado (survey exploratorio) de pesquisa impresso, folha A4.

2. Software Microsoft® Excel®, para inclusdo de dados do questionario. Software
licenciado e disponibilizado para o trabalho pela Oculare® — Hospital de
Oftalmologia.

3. Software de andlise de dados estatisticos Minitab®, versdo estudantil,
disponibilizada no laboratério de pés-graduacédo em Gestao da Qualidade Lean
Seis Sigma da faculdade Pitagoras, unidade Venda Nova.

4. Utilizacao dos sistemas de busca SCIELO, Google Académico, Portal CAPES,
Science.gov, repositorio digital da UFRGS, UFMG, UFRJ e USP.

5. Utilizacdo da plataforma Sucupira — Qualis Capes, com qualificacdo de
periédicos no ultimo quadriénio valido, 2013 a 2016.
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2.2 Método

Para verificacdo das pesquisas atuais com o tema de “biomateriais em
oftalmologia”, utilizaram-se buscas por artigos académicos publicados nos ultimos 10
anos, que correlacionavam oftalmologia com biomateriais.

Foram considerados somente artigos publicados em revistas de relevancia com
nota Qualis Capes de Al a B3, seguindo a mesma metodologia de publicacdo de
artigos originais do programa de pés-graduacdo do CEFET-MG.

Para a pesquisa bibliogréfica, palavras-chave dos trabalhos, relacionadas a
oftalmologia e biomateriais, foram inseridas em uma planilha dindmica do Microsoft®
Excel® e contabilizadas em nimero de incidéncia. As palavras-chave mais citadas
foram usadas e conduziram aos temas estudados no presente trabalho e na
elaboracdo de um questionario sobre a relevancia do uso e desenvolvimento de
biomateriais para o mercado de terapéutica oftalmolégico. Também foram levados em
consideracao os temas que tinham potencial para serem realizados no CEFET-MG,
durante o curso do mestrado. No questionario estruturado, havia campo para a
sugestdo de novos temas (APENDICE B).

O questionario estruturado foi aplicado em um hospital de oftalmologia
especializado localizado em Belo Horizonte, com corpo clinico de diferentes
subespecialidades da oftalmologia que prestam servicos tanto no setor publico e
privado, Para a geracdo de dados a partir do questionario, cada tema e pergunta
permitia a inclusdo de nota de 0 a 10 , de acordo com a importancia e relevancia do
uso e desenvolvimento de biomateriais para cada médico-usuario Sendo: zero para
tema nao relevante, e 10 para tema de maxima relevancia. O questionario, nédo
apresentou restricdo de notas iguais para temas diferentes e ndo permitiu a incluséo
de dados pessoais ou sensiveis, excluindo a necessidade de submissdo deste
questionario ao Comité de Etica em Pesquisa. O resultado do questionario estruturado

foi lancado no software Minitab®, para validacédo estatistica e amostra de resultados.

3. Resultados

Dentre os trabalhos pesquisados, foram selecionados 84 trabalhos publicados
em revistas classificadas Qualis CAPES de Al a B3 (APENDICE A).
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Em 84 trabalhos pesquisados, obteve-se 399 palavras-chave, sendo
“antiangiogénico” a mais prevalente delas, com 30 (7,51%), seguida por “drogas” com
29 (7,26%). No grafico 1 observa-se as 15 palavras-chave mais prevalentes: como
antiangiogénico correspondendo 7,51%, drogas 7,26%, polimero 6,26%, glaucoma
6,01%, antiglaucomatosa 5,51%, biodegradaveis 5,26%, colageno 5,26%, DMRI
5,01%, RD 5,01%, olho seco 4,51%, subconjuntival 4,26%, intravitreo 4,26%, cérnea
4,26%, Oleo de silicone 3,25%, filme 3%, implante 3,0%.

Grafico 1 — Principais palavras-chave e sua incidéncia em trabalhos publicados e

levantados pelo presente trabalho
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O gréfico mostra as palavras-chave mais utilizadas pelos trabalhos levantados sobre o tema
biomateriais e oftalmologia. N&o foram inseridos no gréfico, palavras-chave com incidéncia menor ou
igual a um.

Fonte: do autor.

Foram sugeridos cinco temas de trabalhos concatenando as palavras chave:
“filme de material biodegradavel (PLGA/colageno) para tratamento de ulcera de

cornea”, “implante de polimero biodegradavel de antiangiogénico”, “implante de 6leo
de silicone com antinagiogéncio associado”, “implante subconjuntival de polimero
biodegradavel de medicagao antiglaucomatosa”, “desenvolvimento de filme plastico
para protecao de olho seco em pacientes acamados ou sedados”.

O questionario estruturado teve a participacdo de 37 médicos oftalmologista
do corpo clinico da Oculare - Hospital de Oftalmologia, em Belo Horizonte, Minas

Gerais, provenientes de diferentes sub-especialidades oftalmoldgicas, entre elas:
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retina, catarata, glaucoma, neuro oftalmologia, oftalmo pediatria, plastica, cornea,
uveite, oftalmo oncologia e urgéncias oculares.

Os resultados de cada um dos 37 médicos foram tabulados na planilha do
Microsoft® Excel®, segmentados por especialidade, com atribuicdo de pontos definida

pelos pesquisados, para cada item de pesquisa, conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Tabulacdo dos dados obtidos pelo questionario de avaliacao da
relevancia do uso e desenvolvimento de biomateriais para o mercado de terapéutica

em oftalmologia

TABULAGAO DA PESQUISA DE NECESSIDADE DE MERCADO

Especialidade

Oftalmolégica Glaucoma Catarata Cornea Retina Pléstica Urgéncia | Estrabismo | Oncologia

Identificagdo
mascarada do 112|3(4|6|6|7|8(9(10{11]|12|13|14(16(16(17|18)|19|20(21(22|23|24|25|26|27(28(29|30|31|32(33(34(36|36| 37
médico
Filme biodegradavel
(PLGA-Colageno),
para tratamento de
llcera de cormnea

Implante de polimero

biodegradavel de 10{ 8| 7|9([10[10[ 9 [10|9|10|10[10|(8 |8 |8 [10|10] 9 |10|10|10|10| 9|99 |8| 7|10/ 9|7 |8]|7|10]|10|6 |10 8
antiangiogénico

Implante
subconjuntival de
polimero
biodegradavel de
medicacdo
antiglaucomatosa

Filme plastico para
protecéo de olho
secoempacientes (6|2 |6(7|7|6[5|8|2|2|5(7|9|7|7|8|0(5|7|5([8]|4|10[(7|[5|9|3|[5|7|8|10|7|7(8|7|6[10
acamados ou
sedados

Implante de dleo de
silicone com
antiangiogénico
associado

Os dados obtidos foram inseridos em planilha do Excel® e subdivididos na tabela tema e especialidade.
Fonte: do autor.

O resultado do questionario tabulado no Microsoft® Excel®, foi transferido para
o Minitab®, com o intuito de verificar se a especialidade de cada médico interferiu no
resultado. Os dados foram analisados usando o teste de t Student, com p < 0,05,
rejeitando a hipotese de a especialidade interferir no resultado.

Os dois itens que tiveram as maiores pontuacdes foram: desenvolvimento de
implante subconjuntival de hipotensor ocular com 335 pontos, seguido por
desenvolvimento de implante de polimero biodegradavel de antiangiogénico com 332
pontos (Grafico 2).
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Gréfico 2 - Pontuacado da relevancia dos temas apresentados no questionario e

respondido pela equipe médica

Resultado da pesquisa de necessidade de mercado

IMPLANTE SUBCONJUNTIVAL DE POLIMERO
BIODEGRADAVEL DE MEDICACAO 335
ANTIGLAUCOMATOSA
IMPLANTE DE POLIMERO BIODEGRADAVEL DE _ 332
ANTIANGIOGENICO

FILME PLASTICO PARA PROTEGAO DE OLHO SECO EM 232
PACIENTES ACAMADOS OU SEDADOS
FILME BIODEGRADAVEL (PLGA-COLAGENO), PARA

TRATAMENTO DE ULCERA DE CORNEA 224

IMPLANTE DE OLEO DE SILICONE COM

ANTIANGIOGENICO ASSOCIADO 128

|

Grafico com o resultado da pesquisa de necessidade de biomateriais e 0os mais relevantes para
mercado oftalmoldgico, onde observa-se uma pontuagdo maior para o implante subconjuntival de
polimero hipotensor e de polimero antiangiogénico.

Fonte: do autor.

Os dois temas, desenvolvimento de implante subconjuntival de hipotensor
ocular, e desenvolvimento de implante de polimero biodegradavel de antiangiogénico,
mais relevantes do questionario aplicado, foram inseridos em plataforma de busca que
resultou os seguintes trabalhos: Saliba et al (2008), Viera (2011), Marques e Santos
(2012), Fialho et al(2013), Souza (2015), Wang et al(2016), e Curtts (2018).

4. Discussao

A inovacgédo tecnoldgica tem alcancado amplos espectros principalmente na
area da biotecnologia, e nos segmentos cardiacos, ortopédicos, oncoldgicos e
oftalmologicos. A incorporacdo de novas técnicas, e utlizacdo de medicinas
alternativas, tem incentivado o desenvolvimento de novos produtos provenientes da
demanda da populacdo e dos profissionais da saude (ARRUDA; VERMULM;
HOLLANDA, 2006).

Apoés pesquisa do estado da arte, com os dois temas mais prevalentes do

guestionario, optou-se em conduzir esse trabalho de mestrado dando continuidade a
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linha de pesquisa dos trabalhos de Saliba et al (2008), Vieira (2011), Marques e
Santos (2012), Fialho et al (2013), Souza (2015), Wang et al (2016), e Curtts (2018).
Os trabalhos tém como tema o transporte de drogas na area oftalmoldgica, variando
entre utilizacao de polimero, drogas, processamento, e a conformacao de blendas.

Os dois temas, desenvolvimento de implante subconjuntival de hipotensor
ocular, e desenvolvimento de implante de polimero biodegradavel de antiangiogénico,
resultado do questionario semiestruturado, foram associados.

Diante disso, objetivou-se, neste trabalho, a busca de uma estratégia de
obtencédo blendas poliméricas e optou-se pela continuidade dos estudos ja iniciados
pelo nosso grupo de pesquisa, Curtts (2018). Optou-se por utilizar drogas de uso
oftalmologico para o presente trabalho como maneira candnica de comparar 0S

resultados com a literatura.

5. Concluséao

O levantamento dos dados bibliograficos e obtidos pelo questionario mostram
a importancia da continuidade das pesquisas sobre o desenvolvimento de biomateriais
na érea oftalmoldgica direcionados ao transporte e liberagdo de drogas ao segmento

posterior do olho para o controle da presséo intraocular e angiogénese da retina.
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CAPITULO I

Reproduzir o processo de obtencéo de blendas copoliméricas conforme Curtts
(2018)
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1. Objetivo

Reproduzir o processo de obtencdo de blendas copoliméricas desenvolvidas em

trabalhos anteriores por nosso grupo de pesquisa a fim de melhor definir as etapas de

producéo e verificar possiveis pontos de melhorias.

2. Materiais e métodos

Os materiais e métodos para a reproducdo da blenda foi realizada conforme
descrito no estudo de Curtts (2018).

2.1 Materiais

1.

© © N O

O Poli (4cido latico-co-glicélico) ou PLGA Resomer® RG 756S P.A. (Sigma
Aldrich®, St. Louis, MO, USA — Data Sheet site www.sigmaaldrich.com). A
proporcdo matematica entre os mondmeros utilizados na obtencdo do
copolimero 75:25 (é de 75% de acido latico e 25% de acido glicolico),
disponibilizado pelo Departamento de Engenharia de Materiais (DEMAT)
CEFET-MG.

Matriz de Colageno tipo | (Technodry®, Belo Horizonte, Brasil), doado pelo
professor Dr. Ivan Casagrande.

Acido Rosmarinico P.A. com teor de pureza superior a 98% (Sigma Aldrich®,
St. Louis, MO, USA), doado por Ana Luiza Leite, centro de pesquisas
biologicas da Universidade de Sao Paulo (USP).

Acido Acético Glacial P.A. com 99,8% de pureza, grau P.A. (Neon®, Suzano,
Brasil), disponibilizado pelo DEMAT, CEFET-MG

Acetona P.A. 99,8% 9 (Sulfal Quimica®, Belo Horizonte, Brasil), disponibilizado
pelo DEMAT, CEFET-MG

Agua bidestilada P.A., adquirida da CasalLab®, Belo Horizonte, MG.

Pipeta volumétrica de 1 mL, adquirida da CasalLab®, Belo Horizonte, MG.
Trés pipetas volumétricas de 10 mL, adquirida da CasalLab®, Belo Horizonte.
Vinte (20) Placas de Petri de 8 cm de diametro, adquirido da CasalLab®, Belo
Horizonte, MG.


http://www.sigmaaldrich.com/
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10. Vidro de relégio de 12 cm de diametro, adquirido da Casal.ab®, Belo Horizonte,
MG.

11.Becker graduado de 50 e de 100 mL, boro 3.3, adquirido da CasalLab®, Belo
Horizonte, MG.

12.Erlenmeyer graduado de 50 mL, boro 3.3, com rolha de teflon, adquirido da
CasalLab®, Belo Horizonte, MG.

13.Barrade PTFE de 2 cm, para agitador magnético, adquirido da CasalLab®, Belo
Horizonte, MG.

14. Caixa de luva nitrilica, adquirido da CasalLab®, Belo Horizonte, MG.

15. Pipetador 10 mL, adquirido da Casalab®, Belo Horizonte, MG.

16. Agitador magnético com aquecimento, CienlaB®, modelo CE1540LA, adquirido
da Casalab®, Belo Horizonte, MG.

17.Estufa com circulacédo forcada, Odontécnica®, modelo Beta B — expertline,
adquirido da Odontécnica Desing®, Rio Claro, Sdo Paulo.

18.Pinca microcirlrgica curva 15, Rhosse®, aco inox 304, adquirido da Rhosse
Instrumentos e Equipamentos Cirlirgicos®, Ribeirdo Preto, SP.

19. Agulha hipodérmica descartavel 13x0,30 mm (30 gauge x ¥2), adquirido da
Medix Brasil®, Joiville, SC.

20.Software de andlise de dados estatisticos Minitab®, versdo estudantil,
disponibilizada no laboratério de pds-graduacdo em Gestdo da Qualidade
Lean Seis Sigma da faculdade Pitagoras, unidade Venda Nova.

21.Cronometro Digital Vollo 003-VL501

22.Céamera Canon EOS M200 com lente EF-M 15-45 mm.

2.2 Método

O presente grupo de pesquisa tem com uma proposta de producdo de blenda
poliméricas através da combinacdo de PLGA/colageno tipo 1 com objetivo de
desenvolver uma plataforma de liberag&o de drogas.

A proporcdao de PLGA 75:25 foi a que apresentou melhor controle de
degradacédo no trabahlo de Curtts (2018), sendo a escolhida para ser reproduzida, e

para uso no presente trabalho.
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Conforme o trabalho de Curtts (2018), o colageno tipo | foi dissolvido em uma
concentracdo de 12,5mg de coldgeno em uma solucéo de 10 mL de acido acético em
40 mL de acetona (4:1), sob agitacdo magnética a 40°C por 4 horas. Na sequéncia,
no mesmo Bequer, foi adicionado 75mg de PLGA (75:25) solubilizado sob agitagcao
magnética a 40°C por uma hora. A solugéo foi entdo vertida em placa de Petri e seca
em estufa com circulacdo forcada a 35°C por 1 hora e 50 minutos. O pé homogéneo
foi compactado e conformado sob pressao, nas medidas de 2 mm x 20 mm, a uma

temperatura de 30°C.

3. Resultados

A solubilizacdo completa do colageno deu-se apés o periodo de oito horas, na
gual obteve-se uma solugdo homogénea e de aspecto opaco. Para a matéria prima
PLGA, a solubilizacdo ocorreu em periodo de uma hora, na qual obteve-se uma
solucdo opaca e homogénea. ApoOs a incorporacdo das matérias primas em placa de
petri, secou-se em estufa com circulacao forcada, por 1 hora e 50 minutos. O tempo
total de processamento do filme polimérico foi de 11 horas resultando em uma
estrutura laminar, opaca, aderida a placa de Petri. Nao foi possivel realizar a extracédo
de filme, devido a forte adesdo a placa de Petri, sendo necesséria a retirada por

raspagem, resultando em um pé branco e homogéneo (Figura 16).

Figura 16 - Aspecto do material raspado da placa de petri, produto da solug&o
Colageno/PLGA

Na esquerda superior da placa de Petri o material raspado da placa. Camera Canon EOS M200 com
lente EF-M 15-45 mm.
Fonte: do autor.
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O pé homogéneo foi compactado e conformado sob pressdo, com medidas de
2 mm x 20 mm. O resultado final foi uma blenda polimérica, cilindrica em forma de

bastédo, com espessura heterogénea (Figura 17).

Figura 17 - Aspecto da blenda reproduzida pelas técnicas de Curtts (2018)

Foto da blenda produzida, medindo 10 mm x 1,5 mm. Camera Canon EOS M200 com lente EF-M 15-
45 mm. A) Comprimento da blenda. B) Espessura da blenda.
Fonte: do autor.

4. Discussao

De acordo com os dados obtidos, observa-se semelhangas morfologicas entre
a blenda reproduzida no presente trabalho e as blendas dos trabalhos de Curtts
(2018)) (Figura 18).

Figura 18 — Imagem comparativa do aspecto macroscépio da blenda do trabalho de
Curtts (2018) e da blenda no presente trabalho

Fotografia das blendas poliméricas

(A): Fotografia do aspecto morfoldgico macrogréafico da blenda de Curtts (2018).

(B): Fotografia do aspecto morfolégico macrogréafico da blenda reproduzida neste trabalho, segundo a
metodologia proposta por Curtts (2018). Camera Canon EOS M200 com lente EF-M 15-45 mm.
Fonte: A: Curtts (2018) B: do autor.
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O resultado da reproducéo da blenda de Curtts (2018) foi morfologicamente
similar, podendo-se afirmar que a técnica € possivel de ser realizada. A metodologia
de reproducéo de de Curtts (2018) tem como produto final uma blenda compacta,
conformada em temperaturas acima de 30°C, aderida a placa de Petri, e com elevado
tempo de produgdo. Segundo Ferreira et al (2022), avangos importantes s&o
constantemente feitos a partir uma variacao de polimeros sintéticos, porém, devido as
complexas demandas dos biomateriais em relacéo as propriedades individuais, alguns
sistemas necessitam de uma combinacao de constituintes, objetivando a formacéao de
um composto mais predisposto a sua aplicagdo. Segundo Amato (2014) e Oréfice et
al (2006), os processamentos também necessitam ser mais eficientes, principalmente
em relacdo a aplicacdo industrial, e devem apresentar boa reprodutibilidade, com

técnicas mais faceis e custos baixos de processamento.

5. Concluséao

A metodologia descrita no trabalho de Curtts (2018) é capaz de desenvolver
uma blenda polimérica, porém, devido ao elevado tempo de producédo, e a elevada
adesao a placa de Petri, o processo industrial de fabricacdo torna-se mais complexo.
No intuito de melhorar as condi¢cdes fabris e as caracteristicas do produto em
desenvolvimento, sugere-se modificacbes nas técnicas de solubilizacao,

processamento e conformacao, que serdo abordadas nos capitulos seguintes.



CAPITULO Il

Proposta de um novo método de solubilizacdo e obtencdo dos filmes

poliméricos e processamento/ conformacéo de blendas
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1. Objetivos

Definir uma rota de solubilizacdo do PLGA e do colageno, e desenvolver uma
nova metodologia de processamento e conformacgdo de filmes poliméricos de
PLGA/colageno tipo | pela técnica sanduiche, e rocambole, a fim de obter blendas

copolimericas aplicaveis na area biomédica.

2. Materiais e métodos

A proposta de nova metodologia do presente trabalho é uma variacdo dos
trabalhos de Wang et al (2016) e Curtts (2018), descritos no item 4.7. Apesar do vasto
ndamero de drogas hipotensoras intraoculares, o veiculo ideal de transporte ainda nao
foi totalmente estabelecido. Mesmo com a grande relevancia do tema, o
desenvolvimento de polimeros biodegradaveis associados a drogas antiangiogénicas
e antiglaucomatosas, descritos na literatura, apresentam resultados preliminares que
ainda nao alcancam o objetivo principal. Na literatura, ha uma variacdo entre as
diversas formas de processamento e conformacdo, que consequentemente
apresentam adsorcdo de farmacos em diferentes resultados (FIALHO et al, 2003;
FIALHO e CUNHA, 2005; SALIBA et al, 2008; VIEIRA, 2011; MARQUES e SANTOS,
2012; MOURA, 2014; WANG et al, 2016; CURTTS, 2018). Para tal, se propde uma
nova metodologia de conjugados poliméricos.

2.1 Materiais

1. O Poli (acido latico-co-glicélico) ou PLGA Resomer® RG 756S P.A. (Sigma
Aldrich®, St. Louis, MO, USA -). A propor¢do matematica entre 0s mondémeros
utilizados na obtencao do copolimero 75:25 (€ de 75% de acido latico e 25%
de acido glicolico), disponibilizado pelo Departamento de Engenharia de
Materiais (DEMAT) CEFET-MG.

2. Matriz de Colageno tipo | (Technodry®, Belo Horizonte, Brasil), doado pelo

professor Dr. Ivan Casagrande.
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3. Acido Rosmarinico P.A. com teor de pureza superior a 98% (Sigma Aldrich®,
St. Louis, MO, USA), doado por Ana Luiza Leite, centro de pesquisas
bioldgicas da Universidade de S&o Paulo (USP).

4. Acido Acético Glacial P.A. com 99,8% de pureza, grau P.A. (Neon®, Suzano,
Brasil), disponibilizado pelo DEMAT, CEFET-MG

5. Acetona P.A. 99,8% (Sulfal Quimica®, Belo Horizonte, Brasil), disponibilizado

pelo DEMAT, CEFET-MG

Agua bidestilada P.A., adquirida da CasalLab®, Belo Horizonte, MG.

Pipeta volumétrica de 1 mL, adquirida da CasalLab®, Belo Horizonte, MG.

Trés pipetas volumétricas de 10 mL, adquirida da CasalLab®, Belo Horizonte.

© © N O

Vinte (20) Placas de Petri de 8 cm de diametro, adquirido da CasalLab®, Belo

Horizonte, MG.

10.Vidro de relégio de 12 cm de diametro, adquirido da CasalLab®, Belo Horizonte,
MG.

11.Becker graduado de 50 e de 100 mL, boro 3.3, adquirido da CasalLab®, Belo
Horizonte, MG.

12.Erlenmeyer graduado de 50 mL, boro 3.3, com rolha de teflon, adquirido da
CasalLab®, Belo Horizonte, MG.

13.Barrade PTFE de 2 cm, para agitador magnético, adquirido da CasalLab®, Belo
Horizonte, MG.

14. Caixa de luva nitrilica, adquirido da CasalLab®, Belo Horizonte, MG.

15. Pipetador 10 mL, adquirido da Casalab®, Belo Horizonte, MG.

16. Agitador magnético com aquecimento, CienlaB®, modelo CE1540LA, adquirido
da Casalab®, Belo Horizonte, MG.

17.Estufa com circulacdo forcada, Odontécnica®, modelo Beta B — expertline,
adquirido da Odontécnica Desing®, Rio Claro, Sdo Paulo.

18.Pinca microcirdrgica curva 15, Rhosse®, aco inox 304, adquirido da Rhosse
Instrumentos e Equipamentos Cirlrgicos®, Ribeirdo Preto, SP.

19. Agulha hipodérmica descartavel 13x0,30 mm (30 gauge x %), adquirido da
Medix Brasil®, Joiville, SC.

20.Software de andlise de dados estatisticos Minitab®, versdo estudantil,
disponibilizada no laboratério de pods-graduacdo em Gestdo da Qualidade
Lean Seis Sigma da faculdade Pitagoras, unidade Venda Nova.

21.Céamera Canon EOS M200 com lente EF-M 15-45 mm.
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22.Crondmetro Digital Vollo 003-VL501.
23.Microscopio Ciragico OPMI Lumera S88, Zeiss, disponivel na Oculare —

Hospital de Oftalmologia, Belo Horizonte, MG.

2.2 Método

Para a obtencdo das blendas poliméricas proposta no presente trabalho, os
filmes PLGA/Colageno tipo | foram desenvolvidos conforme os trabalhos de Curtts
(2018) e Wang et al (2016) adaptados, assim como, processados em um conjugado

polimérico laminado.

2.2.1 Escolha das matérias primas

Dentre as diversas propor¢cdes matematicas do copolimero PLGA, a propor¢ao
escolhida para o presente trabalho foi a propor¢cao de 75:25 (75% PGA e 25% PLA),
gue além de ser a mais comumente utilizada, foi a que apresentou melhores
resultados de degradacao nos trabalhos de Vieira (2011), Curtts (2018) e Wang et al
(2016). A concentragdo de PLGA 75:25 na solugdo segue os modelos de
concentracéo dos trabalhos de Vieira (2011) e Curttis (2018). O PLGA no presente
trabalho tem dois objetivos: fornecer um suporte reservatorio ao farmaco, e
proporcionar menor adesdo a placa de Petri, permitindo a retirada do filme, excluindo
0 processo de raspagem. A retirada do material em forma de filme é essencial para a
etapa de conformacgéo da blenda. O processamento do PLGA foi realizado apenas
com solvente, sem o uso da agua destilada, no intuito de uma secagem mais rapida e
uniforme. O solvente escolhido foi a acetona. A justificativa para a escolha desse
solvente se deve ao desejo e nédo utilizar o cloroférmio, utilizado nos trabalhos de
Marques e Santos (2012) e Moura (2014), devido a toxicidade maior do que a acetona
em organismo humano. O uso da acetona no lugar da acetronitrila se deve a
disponibilidade do quimico no laboratério, ao sucesso descrito no trabalho Curtts
(2018), e a baixa toxicidade da acetona em comparacdo com a acetonitrila. O uso do
acido acético deve-se a biocompatibilidade do solvente, aos resultados positivos
encontrados nos trabalhos de Vieira (2011) e Curtts (2018), e ao fato do colageno,
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acido rosmarinico e tartarato de brimonidina serem sollveis em &cido acético
(VERAS, 2017; MOREIRA, 2014; SOUZA, 2015).

O colageno neste trabalho tem dois objetivos: fornecer um suporte matricial
para o farmaco, e possibilitar o0 aumento da hidrofobia na blenda, com o objetivo de
deixar mais lento o tempo de degradacédo, conforme os trabalhos de Vieira (2011) e
Curtts (2018). A proporcao de colageno na solucédo segue os modelos do trabalho de
Curtts (2018), com variacfes, na concentracdo do colageno na solucdo de acido
acético, que apresentaram melhores resultados.

Para o Glaucoma, foi escolhida a Brimonidina, devido as referéncias e
resultados promissores nos trabalhos de Souza (2015) e Van Der Valk et al (1999),
além do baixo indice de reacfes adversas. Os Tartaratos de Brimonidinas, para o
tratamento do Glaucoma, disponiveis no mercado sdo: Glaub® (nome comercial), da
Genom®, e os genéricos da Novartis®, Aché®, EMS®, possuem concentracdo de 2
mg/mL (0,2% p/v) (RCM GLAUB®, 2020; RCM Tartarato de Brimonidina 2022, 2021).
Toris et al (1999) e Cantor (2006), em seus trabalhos, relatam tratamento eficaz com
gueda significativa da PIO, com menores efeitos adversos na concentracdo de 2
mg/mL (0,2% p/v). Souza (2015) relata implante de quitosana e Brimonidina na
concentracéo de 2,5 mg/mL (0,25% p/v), com resultados positivos para queda da PIO.
A concentracdo de Brimonidina escolhida para esse estudo foi de 2 mg/mL (0,2% plv,
30mg para a solucao de 15 mL), igual a dose disponivel no mercado.

Para as doencas relacionadas a angiogénese, RD e DMRI, foi escolhido o uso
do AR, pela disponibilidade do farmaco no Laboratério de Biomateriais do CEFET-
MG, pela facilidade de uso e de manipulacdo, devido a sua apresentacao
farmacologica, e pelo baixo indice de efeito colateral. Vieira (2011) e Curtts (2018)
utilizaram 1:3 do AR em relacdo a massa, na solucao da blenda (29,16mg). Veras
(2017) descreve resultados de absorgédo estomacal do AR entre 0,90% e 5%, na
solugdo com concentragdo de 1 mg/mL, por via oral. O AR ndo é encontrado
comercialmente em solucdo oftalmica injetavel ou em gotas. Atualmente, ha, no
mercado, trés medicacdes antiangiogénicas: Avastin® (bevacizumabe) da Roche®
(medicacéo off label) de concentracédo 25 mg/mL, Lucentis® (ranibizuabe) da Novatis®
de concetracdo 10 mg/mL, Eylia® (aflibercepte) da Bayer® de concentracdo de 40
mg/mL (RCM AVASTIN®, 2022; RCM LUCENTIS®, 2022; RCM EYLIA®, 2021). No
presente trabalho, devido as diferentes concentracdes dos produtos antiangiogénicos

no mercado e as suas diferentes atuacdes, diferindo entre anticorpos monoclonais e
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receptores, optou-se por utilizar, na solucdo de AR, a mesma concentracdo de
Brimonidina que foi utilizada na solucdo de Brimonidina, para fins de calculo de
liberacéo, uma vez que o0s excipientes serdo os mesmos, utilizando uma concentragéo
proxima da utilizada por Vieira (2011) e Curtts (2018).

2.2.2 Escolha do solvente

No estado da arte, hd uma grande variacdo da concentracdo do solvente na
solucdo de PLGA, mesmo os trabalhos de Wang et al (2016) e Curtts (2018), que
utiizam o mesmo solvente, apresentam uma diferenca de concentracao
respectivamente (3:1) e (4:1). Devido ao trabalho de Curtts (2018) apresentar
similaridade no processamento, optou-se por realizar a solubilizacdo do PLGA
conforme descrito de 10 mL de acido acético (P.A. 99.8%) em 40 mL de acetona (P.A.
99,8%). Para definir a melhor solubilizagdo, o PLGA foi dissolvido em duas

concentracdes de solventes:

e Solucdo 1 PLGA —75mg de PLGA em uma solucdo de 10 mL de acido acético
(P.A. 99.8%) em 40 mL de acetona (P.A. 99.8%) (4:1), sob agitacdo magnética
a 40°C, por uma hora, conforme descrito por Wang et al (2016) e Curtts (2018).

e Solucédo 2 PLGA — 75 mg de PLGA em uma solucéo de 15 mL de Acetona
(P.A. 99.8%), sob agitacdo magnética a 40°C, por 10 minutos, conforme
descrito por Moura (2014) e Marques e Santos (2012), com variacdo quimica
do solvente trocando acetronitrila por acetona, solugéo proposta pelo presente
trabalho.

O colageno na aplicacdo de implantes para transporte de drogas é utilizado
como deposito reservatorio e/ou matricial, e como controle da taxa de degradacao da
blenda (TONHI e PLEPIS, 2002). Para definir a melhor solubilizag&o, o colageno tipo

| foi dissolvido em duas concentracdes de solventes:

e Solucdo 1 Coladgeno — 12,5mg de colageno, dissolvido em uma solucdo

acetonica de 10 mL de acido acético (P.A. 99.8%) em 40 mL de acetona (P.A.
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99.8%) (4:1), sob agitacdo magnética a 40°C por quatro horas, conforme
descrito por Curtts (2018).

e Solucdo 2 Coladgeno — 12,5mg de colageno, dissolvido em uma solucéo
aquosa de 1,5 mL de Acido Acético (P.A. 99.8%) em 13,5 mL de agua
bidestilada, sob agitacdo magnética a 40°C por uma hora e 30 minutos,
adaptado de Jose et al (2009) e Moreira (2014).

A solubilizacdo dos farmacos, junto a Solucdo Colageno, tem como objetivo
utilizar o coldgeno como suporte matricial para o transporte das drogas. O tartarato de
Brimonidina foi solubilizado em solucdo de 11% de acido acético em agua e 12,5mg
de colageno (Solucao de Colageno), sob agitagdo magnética a 40°C por 30 minutos,
solucao codificada como Solugéo 2 Colageno + BR. O AR foi solubilizado em solucao
de 11% de acido acético em agua e 12,5mg de colageno (Solu¢do Colageno), sob
agitacdo magnética a 40°C por 30 minutos, solucdo codificada como Solucao
Coladgeno + AR. Os farmacos também s&o soluveis em agua, ndo sendo necessario
realizar testes de solubilidade para os farmacos. As propor¢des das drogas seguiram
os paramentos de bula da Brimonidina e os padrdes encontrados nos trabalhos de
Viera (2011) e Curtts (2018).

e Solucédo 2 Colageno + BR - 13,5 mL de agua bidestilada 1,5 mL de Acido
Acético (P.A. 99.8%) (concentragdo da solucdo 11%) + 12,5mg de Colageno
tipo 1, ap6s solubilizacdo adicionado 30mg de Tartarato de Brimonidina
(concentracdo de 2 mg/mL), concentragcéo total da solugcdo com tartarato de

Brimonidina 2,8 mg/mL

e Solucdo 2 Colageno + AR - 13,5 mL de agua bidestilada e 1,5 mL de Acido
Acético (P.A. 99.8%) (concentracdo da solucdo 11%) + 12,5mg de Colageno
tipo I, apos solubilizacéo adicionado 30 mg de AR (concentracdo de 2 mg/mL),

concentracgéo total da solu¢do com AR e Colageno 2,8 mg/mL

As metodologias de solubilizagéo da Solugcao PLGA 1 e Solucao PLGA 2, Solucao
Colageno 1 e Solucdo Colageno 2, foram comparadas em relacdo a tempo de

solubilizacéo, aspecto durante o processo de solubilizacéo, e aspecto final em placa
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de petri (visto a olho nu, a MO e miroscopicamente), onde também foram avaliados a

homogeneidade, temperatura e tempo de processamento.

2.2.3 Processamento e conformacao das blendas

As solucbes foram vertidas separadamente em placa de Petri de 8 cm de
diametro, e levadas para secar em estufa de circulagcdo forcada com temperatura
variando de 35° a 40°C. Apds secagem, o filme com as camadas sobrepostas foi
extraido da placa de Petri e conformado em formato cilindrico, tentando-se obter a
forma de bastdo com 1,5 mm de diametro por 40 mm de comprimento. A descricao
completada metodologiade processamento e conformacéo do filme e da blenda
fazem parte do objetivo principal desse trabalho, sendo abordados nos
resultados desse capitulo.

3. Resultados

3.1 Definicdo da rota de solubilizacdo do PGLA (75:25)

Uma das dificuldades encontradas durante a reproducdo da rota de
processamento e conformacéao proposta por Curtts (2018) foi a solubilizacédo do PLGA
e do colageno. A metodologia de solubilizacdo do PLGA descrita por Curtts (2018)
denominada Solucdo 1 PLGA, foi comparada com o metdédo de solubilizacdo do
PLGA proposta no presente trabalho, denominada Solug¢é&o 2 PLGA. De acordo com
o trabalho anterior, a Solugdo 1 PLGA solubilizava-se em 10 minutos sob agitagéo
magnética a 40°C, porém observou-se que nesse tempo utilizado o aspecto dessa
solucdo ainda permanecia opaca. No presente trabalho, ao reproduzir a solubilizacéo
de Curtts (2018), somente apdés 50 min (+4,10) a solucdo apresentou aspecto
transparente. Em vista disso, propondo uma solubilizacdo unitaria das matérias
primas, conseguiu-se otimizar o tempo dessa etapa. A solubilizacdo do PLGA com
Solucao 2 PLGA ocorreu em 10 min (x2,30) apresentando um aspecto transparente e
homogéneo. Apds incubacédo em estufa a 35°C, a solugdo com Solucdo 1 PLGA teve
0 tempo de secagem total de 1 hora e 25 minutos (x1,3 minutos). A solugdo com

Solucdo 2 PLGA teve o tempo de secagem de 35 minutos (1,3 minutos). O tempo
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total entre a solubilizacdo e a secagem da Solucdo 1 PLGA foi de 2 horas e 15 min
(£5), e a Solucao 2 PLGA totalizou 45 min (x4). O aspecto final da solubilizacdo da
Solucéo 1 PLGA, visto em microscopia 6ptica (MO), mostrou uma desorganizacao das
fibras e da estrutura, apds secagem (Figural9).

Figura 19 — Fotografia com aspecto da solubilizacdo do PLGA em placa de Petri

apos secagem, comparativo entre solventes

(A) Foto da placa de Petri com Solugao 1 PLGA, seca em estufa.

(B) Microscopia 6ptica da placa de Petri com Solucéo 1 PLGA, seca em estufa, aumento de 10 vezes.
(C) Microscopia optica da placa de Petri com Solucdo 1 PLGA, seca em estufa, aumento de 20 vezes.
(D) Foto da placa de Petri com Solugéo 2 PLGA, seca em estufa.

(E) Microscopia oOptica da placa de Petri com Solucdo 2 PLGA, seca em estufa, aumento de 10 vezes.
(F) Microscopia 6ptica da placa de Petri com Solugdo 2 PLGA, seca em estufa, aumento de 20 vezes.
Fotografias A e D: Camera Canon EOS M200 com lente EF-M 15-45 mm. Fotografias B,C E e F:
Microscoépio cirdrgico OPMI Lumera S88, Zeiss.

Fonte: autor
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3.2 Solubilizagdo do Colageno tipo |

A Solucéo 1 Colageno, apos 1 hora e 30 min (x13) ainda apresentava aspecto
opaco com grumos espalhados na solugdo. Apos 4 horas e 12 min (x22) sob agitacéo,
a solucdo ainda apresentava aspecto opaco e massa centralizada, provavelmente
formada pela unido dos grumos. Apds 8 horas e 16 min (x35,2) sob agitacéo, ndo se
observava grumos ou massa, solucdo estava aparentemente homogénea, de cor
leitosa. A Solucdo 2 Colageno, apés 1 hora e 30 min (x6,4), apresentou aspecto
transparente, aparentemente homogéneo sem precipitados ou formacéo de grumos,
permanecendo com as mesmas caracteristicas até 8 horas 16 min sob agitagéo (+21)
(Figura 20).

Figura 20 - Aspecto da solubilizagcdo de coldgeno, comparativo entre solventes 1 e 2

Solubilizacdo do colageno:

(A) Solucéo 1 Colageno ap6s com 1 hora e 30 min solubilizagdo incompleta (formacédo de grumos).
(B) Solucéo 1 Colageno com 4 horas solubilizacdo incompleta (aparéncia de massa unificada).

(C) Solugcdo 1 Colageno apos 8 horas solubilizagdo completa (aparéncia opaca, formagédo de
precipitados).

(D) Solucéo 2 Colageno apds com 1 hora e 30 min solubilizagdo completa (ndo se observa formacgéo
de grumos, solucgéo transparente).

(E) Solucéo 2 Coladgeno com 4 horas (aparéncia transparente sem formacéo de precipitados).

(F) Solugéo 2 Colageno apds 8 horas (aparéncia transparente sem formagédo de precipitados).
Fotografias realizadas com Canon EOS M200 com lente EF-M 15-45 mm.

Fonte: autor
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Solugédo 1 Colageno teve o tempo de secagem total de 1 e 50 min (x21). A
solucdo Solucao 2 Colageno teve o tempo de secagem de 2 horas e 25 min (£17). O
aspecto da Solucdo 1 Colageno é mais opaco apresentando uma estrutura mais
porosa e mais fixada a paca de Petri. A Solugdo 2 Colageno teve o aspecto mais

transparente, vitrificado, com menor adeséo a placa de Petri (Figura 21).

Figura 21 - Aspecto da solubilizacdo de colageno, apds secagem das placas

0,1 mm 0,1 mm

ST ™ e

(A) Fotografia da placa de Petri com Solucdo 1 Colageno, seca em estufa.

(B) Microscopia Optica da placa de Petri com Solucdo 1 Colageno, seca em estufa, aumento de 10
vezes.

(C) Microscopia optica da placa de Petri com Solugédo 1 Colageno, seca em estufa, aumento de 20
vezes.

(D) Foto da placa de Petri com Solugdo 2 Colageno, seca em estufa.

(E) Microscopia Optica da placa de Petri com Solucdo 2 Colageno, seca em estufa, aumento de 10
vezes.

(F) Microscopia Optica da placa de Petri com Solucédo 2 Colageno, seca em estufa, aumento de 20
vezes. Fotografias A e D: Camera Canon EOS M200 com lente EF-M 15-45 mm. Fotografias B,C E e
F: Microscoépio cirargico OPMI Lumera S88, Zeiss.

Fonte: autor



101

O tempo total de solubilizacdo e secagem da solugcéo Solugédo 1 Colageno foi
de 11 horas (56,5 minutos). A solucdo Solucdo 2 Colageno apresentou tempo total
de solubilizag&o e secagem de 2 horas e 55 minutos (+24,5 minutos).

Observou-se, na Figura 21 (B) uma hiperrefletividade a luz maior que a Figura
21 (E). Foram realizadas cinco amostras de cada solugéo e todas cinco amostras
apresentaram o mesmo aspecto a MO. Encontrou-se mesmo aspecto em todos 0s

campos observados da amostra.

3.3 Processamento do filme

Para a confeccéo do filme e posterior conformacao da blenda, foi proposta uma
nova metodologia de processamento com formacdo de um conjugado polimérico,
denominado técnica de “sanduiche”. A técnica de “sanduiche”, consiste em depdsito
de trés camadas: primeira camada com uma solucédo de PLGA, sobreposta a uma
segunda camada com solucédo de colageno contendo ou ndo as drogas, sobreposta a
uma terceira camada com uma solugcéo de PLGA. Entre as sobreposi¢des, houve a

secagem do material depositado na placa de Petri (Figura 22).

Figura 22 - Esquema de processamento em camadas (sanduiche)

Solugdo 2 PLGA \

Solugdo 2 Colageno ———— 875 5 LHE S ::z,". ) ,;‘\.

Solugo 2 PLGA e

Desenho esquematico mostrando as sobreposi¢des de camadas na técnica denominada sanduiche.
Fonte: autor

O método de processamento do filme sem adi¢éo de drogas (Filme-0), proposto

pelo presente trabalho deu- se na seguinte sequéncia:

1) Foi solubilizado a Solugdo 2 PLGA
e 75mg de PLGA em 15 mL de Acetona (5 mg/mL), com agitacao a 40°C

por 10 min.
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2) A solucdo resultante foi vertida em placa de Petri de 8 cm de didmetro, e foi
seca em estufa com circulacdo forcada com temperatura entre 35 a 40°C
por 35 min.

3) Foi solubilizado a Solugéo 2 Colageno
e 13,5mL de agua + 1,5 mL de Acido Acético (solugdo 10%) + 12 mg de

colageno (concentracdo 0,80 mg/mL), com agitacdo da solucdo a 40°C
por uma hora e 30 min.

4) A solucgéo resultante foi vertida em placa de Petri de 8 cm de diametro,
onde anteriormente havia sido vertida a Solucdo 2 PLGA, anteriormente, e
secou em estufa com circulacéo for¢cada entre 35 a 40°C por duas horas e
35 min.

5) Foi solubilizada nova Solugéo 2 PLGA
e 75 mg de PLGA em 15 mL de Acetona (5 mg/mL), com agitacao da

solucéo a 40°C por 10 min.

6) A solucéo resultante foi vertida em placa de Petri de 8 cm de diametro,
anteriormente depositada e seca as solu¢des anteriores, e secou em estufa
com circulagéo for¢cada entre 35 a 40°C por 35 min.

7) A placa de Petri, permaneceu 24 horas em uma caixa com temperatura de
25°C e umidade do ar em 50%, controladas para diminuir a eletricidade

estética, entre o vidro da placa de Petri e o filme.

O resultado final do processamento em “sanduiche” foi um filme em placa de
Petri, de aspecto transparente, vitrificado, brilhante e de adeséo reduzida a placa
(Figura 23).
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Figura 23 - Aspecto do filme polimérico depositado em placa de Petri

Fotografia da placa de Petri da blenda sem farmaco, apés o final do processamento. Fotografia
realizada com cAmera Canon EOS M200 com lente EF-M 15-45 mm.
Fonte: autor

Apoés o processamento do filme polimérico, realizou um corte (laminas de
bisturi) em formato quadrado de 40 mm x 40 mm, com auxilio de uma pin¢a curva,
retirou-se no sentido das pontas para o meio da placa de Petri, 0 conjugado polimérico.
O resultado do processamento e extracdo € um filme transparente, brilhante, flexivel

de aspecto plastico de 40 mm x 40 mm, conforme observado na (Figura 24).

Figura 24 - Extracdo do filme polimérico (“sanduiche”) da placa de Petri

NU.“

(A) Fotografia da extragdo do filme através de uma pinga curva.

(B) Fotografia do filme ap6s ser extraido.
Fotografias realizadas com camera Canon EOS M200 com lente EF-M 15-45 mm.

Fonte: autor

A retirada do filme exigiu a reidratacdo ap0s o processo de secagem, para que
ocorresse a descarga da energia estatica gerada na interface entre a placa de Petri e
o filme, que impossibilitava sua extracdo. ApGs a placa de Petri ter permanecido por
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24 horas em ambiente climatizado com temperatura e umidade controladas, e
realizada a troca estatica com a atmosfera Umida, foi possivel a extracdo sem

rompimento do filme (Figura 25).

Figura 25 — Aspecto macroscopico do filme de colageno e PLGA

Fotografia do Filme-0 extraido da placa de perti. Fotografia realizada com camera Canon EOS M200
com lente EF-M 15-45 mm.
Fonte: autor

O ponto inicial de extracao foi melhor no vértice do quadrado. O filme destacado
apresentou aspecto transparente, de aspecto macroscopicamente rugoso, flexivel e
resistente a manipulagdo, medindo 40 mm x 40 mm. O método de processamento
proposto pelo presente trabalho, com adicdo de drogas (Filme-BR e Filme-AR),

ocorreram na seguinte sequéncia:

1) Foi solubilizada a Solugdo 2 PLGA
e 75mg de PLGA em 15 mL de Acetona (5 mg/mL), com agitagéo a 40°C

por 10 min.

2) A solucéo resultante foi vertida em placa de Petri de 8 cm de diametro, e foi
seca em estufa com circulagéo forcada, na temperatura de 30 a 35°C por
40 min.

3) Foi solubilizada a Solugéo 2 Colageno
e 13,5mL de H20 + 1,5 mL de Acido Acético (solu¢éo 10%) + 12 mg de

colageno (concentracdo 0,80mg/mL), com agitacdo a 40°C por uma

hora e 3 min.
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4) Foi adicionada, a solu¢do 22 mg de Brimonidina ou AR (concentragéo 0,0
2 mg/mL, 2%), com agitacdo a 40°C por 30 min.

5) A solucao resultante foi vertida em placa de Petri de 8 cm de diametro, na
qual foi vertida a Solucdo 2 PLGA anteriormente, e foi seca em estufa com
circulacao for¢cada entre 35 a 40°C por duas horas e 35 min.

6) Foi solubilizada outra Solucédo 2 PLGA
e 75 mg de PLGA em 15 ml de Acetona (5 mg/mL), com agitacdo a 40°C

por 10 min.

7) Foivertido em placa de Petri de 8 cm didmetro, na qual foram anteriormente
depositadas e secas as solugbes anteriores, e foi seca em estufa com
circulacao forcada entre 35° a 40°, por 35 min.

8) A placa de Petri permaneceu 24 horas em uma caixa com temperatura de
25° e umidade de 50%, controladas para diminuir a energia estatica, entre

0 vidro da placa de Petri e o filme.

O resultado final do processamento em “sanduiche” com a Brimonidina foi um
filme em placa de Petri, de aspecto levemente amarelado, sem brilho, de baixa adeséo
a placa. O resultado final processamento em sanduiche com o ativo AR, apresentou

um aspecto levemente marrom, brilhante, com adeséo reduzida a placa (Figura 26).

Figura 26 - Aspecto final da placa de Petri

Fotografia dos filmes em placa de Petri.

(A) Aspecto do conjugado sem adicdo de drogas.

(B) Aspecto do conjugado com adig&o de Brimonidina.

(C) Aspecto do conjugado com adi¢cdo de AR.

Fotografias realizadas com camera Canon EOS M200 com lente EF-M 15-45 mm.
Fonte: autor
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Observa-se que houve diferenga nas cores, na refletividade e na opacidade do
filme depositado em placa de Petri. Apos a placa de Petri contendo Brimonidina ter
permanecido 24 horas em ambiente climatizado, com temperatura e umidade

controladas, foi possivel a extracdo sem rompimento do filme (Figura 27).

Figura 27 - Filme contendo Brimonidina, apds extracdo da placa de Petri

Fotografia do filme extraido da placa de Petri (Filme-BR).
Fotografia realizada com camera Canon EOS M200 com lente EF-M 15-45 mm.
Fonte: autor

O ponto inicial de extrag&o foi no vértice do quadrado. O resultado da extracéo
do filme de PLGA + Colageno + Brimonidina foi um filme opaco, sem brilho, em um
tom levemente amarelado, flexivel de aspecto plastico de 40 mm por 40 mm. Apdés a
placa de Petri contendo AR ter permanecido 24 horas em ambiente climatizado com
temperatura e umidade controladas, foi possivel a extragdo sem rompimento do filme
(Figura 28).
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Figura 28 - Filme contendo Acido Rosmarinico, apds extracdo da placa de Petri

Fotografia do filme 40 mm x 40 mm, extraido da placa de Petri (Filme-AR). Fotografia realizada com
camera Canon EOS M200 com lente EF-M 15-45 mm.
Fonte: autor

O ponto inicial de extrag&o foi no vértice do quadrado. O resultado da extracéo
do filme de PLGA + Colageno + AR foi um filme opaco, brilhante, em um tom
levemente marrom, flexivel de aspecto plastico de 40 mm x 40 mm. As andlises fisicas,
guimicas e morfolégicas detalhadas dos filmes serdo abordadas no capitulo IV do

presente trabalho.

3.4 Conformacéo das blendas

Os conjugados poliméricos, em formato de filme, extraidos das placas de Petri
na etapa anterior, foram conformadas em formato cilindrico de bastdo conforme
descrito e adaptado de Wang et al (2016).

Para a conformacgéo das blendas, os filmes foram desmoldados da placa a
temperatura ambiente controlada de 25°C, conforme descrito no item anterior. Os
filmes resultantes, com 40 mm de comprimento e 40 mm de largura, foram
conformados sobre vidro de reldgio, em temperatura controlada de aproximadamente
30°C, com a técnica adaptada de Wang et al (2016), denominada “rocambole”. A
técnica desenvolvida no presente trabalho, consistiu em fixar um aparato cilindrico

(agulha de insulina), incialmente aquecida a 40°C, na ponta do filme, que foi, na
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sequéncia, enrolado por 12 voltas completas no eixo da agulha. A agulha foi

gentilmente retirada ao final das 12 voltas e a bordas resultantes cortadas (Figura 29).

Figura 29 - Desenho esquematico do processo de conformacao “rocambole”

Agulha deinsulina Filme PLGA/Colageno

\ N

Desenho esquematico com o processo de conformacéo por rotagdo no proprio eixo da agulha.
Fonte: autor

Apos a conformagcdo, as blendas foram secas em estufa com circulagéo forgada
entre 35° a 40°C, por 30 minutos. O resultado da conformacéo foram blendas de 40
mm de comprimento por 1,5 mm de diametro, conforme a (Figura 30).

Figura 30 - Foto macroscopica das blendas conformadas

(A) Blenda-0 sem associacéo de drogas (colageno + PLGA).

(B) Blenda-BR com associagéo de Brimonidina (colageno + PLGA + Brimonidina).

(C) Blenda-AR com associac¢éo de Acido Rosmarinico (colageno + PLGA + Acido Rosmarinico).
Fotografias realizadas com cAmera Canon EOS M200 com lente EF-M 15-45 mm.

Fonte: autor



109

Macroscopicamente, as blendas obtidas apresentaram semelhangas na forma
e no diametro e com aspecto cilindrico. Houve variacao de cores correspondente a
presenca da substancia ativaincorporada. A blenda sem adicao de farmaco (Blenda-
0) apresentou leve transparéncia, brilhante, de, e aparéncia plastica. A blenda
incorporada com Brimonidina (Blenda-BR) apresentou coloragéo amarelada, opaca, e
aparéncia plastica. A blenda com AR (Blenda-AR), apresentou coloracdo marrom,
brilhante, e aparéncia plastica.

As blendas foram seccionadas em quatro partes iguais, de 10 mm x 1,5 mm, e
submetidas aos processos de caracterizagdo fisica, quimica e morfologica, mais

detalhadamente descritas no capitulo V.

4. Discussao

Ao final da solubilizacdo do PLGA com Solvente 1 e Solvente 2, ambas
solucdes apresentaram boa solubilizacdo, homogéneas, sem deposicao de particulas.
A solugéo Solugdo 2 PLGA teve a solubilizagdo 20% mais rapida que a Solugao 1
PLGA. A deposigéo da Solugao 2 PLGA aparentou ser mais uniforme que a Solugéo
1 PLGA, na MO com aumento de 20 vezes, tendo-se observado uma malha bem
estruturada na placa. A Solucdo 2 PLGA obteve um tempo de secagem 41,72% mais
rapido que a Solucdo 1 PLGA. O PLGA é um composto polimérico que solubiliza com
compostos organicos nitricos ou cetébnicos (CHANDRA, 1998; MANO, 1991; Data
sheet — 719919, 2020). Apesar das solubiliza¢6es realizadas com Acetonitrila e agua
destilada nos trabalhos de Fialho et al (2003), Fialho e Cunha (2005), Saliba et al
(2008) e Vieira (2011), optou-se por utilizar a acetona, conforme os trabalhos de Wang
et al (2016) e Curtts (2018). O principal motivo pela escolha da acetona é o critério de
que um biomaterial deve apresentar a menor ou nenhuma toxicidade ao organismo
humano (CALLISTER, 2002). A acetonitrila é moderadamente téxica em pequenas
doses e altamente toxica apdés o metabolismo humano. Por outro lado, a acetona
apresenta uma toxicidade leve, mesmo em altas doses (ZHANG et al, 2016). Apesar
de haver a secagem, optou-se por um solvente menos téxico. O motivo secundario é
a disponibilidade de acetona no Laboratorio de Biomateriais do CEFET-MG. A solucdo
proposta nesse trabalho (75 mg de PLGA em 15 mL de Acetona), variacao da solugao
proposta por Cutts (2018) e Wang et al (2016), deve-se, principalmente, ao fato de
gue volatilidade da acetona sem a presenca do acido acético é maior, promovendo
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uma secagem mais rapida. Em relacdo ao aspecto final ap6s secagem em placa de
Petri, observa-se que a solucédo proposta nesse trabalho, ao MO, apresentou uma
caracteristica macroscopica mais uniforme, sugestiva de estrutura rugosa, permitindo
assim um filme mais integro. N&o foi possivel realizar MEV nessa estrutura isolada,
devido a acesso restrito ao equipamento. Ambas as condi¢bes, menor tempo de
processamento e maior organizacdo foram fatores importantes na escolha por essa
solubilizacédo do PLGA.

Ao final da solubilizacdo do colageno com Solvente 1 e Solvente 2, ambas
solugcbes apresentaram boa solubilizacdo, ficando homogéneas, sem deposicao de
particulas. A deposicdo da Solucdo 1 Colageno, na MO com aumento de 20 vezes,
aparentou ser menos cristalizada, em comparacao a Solucao 2 Colageno. Ambas as
solucdes apresentaram uma malha bem estruturada na placa. A Solucéo 2 Colageno
teve a solubilizacdo 81,9% mais rapida que a Solugcdo 1 Coldgeno. Em relacdo ao
tempo de secagem, a solucdo Solucdo 1 Colageno obteve um tempo de secagem
68,2% mais rapido que a Solucdo 2 Colageno. O tempo total de solubilizacédo e
secagem da Solucao 2 Colageno foi 61,2% mais rapida. Segundo Liu et al (2014) a
Amida |, presente no colageno, pode sofrer variagdo no comprimento de onda em uma
relagdo proporcional ao periodo de solubilizagdo &cida, sendo que, quanto maior o
periodo de solubilizacdo acida do colageno, maior serd seu comprimento de onda,
degradando o colageno. Para tal, faz-se importante a reducdo do tempo de
solubilizagéo &cida do colageno. Observou-se no Filme-BR uma hiperrefletividade a
luz maior que no Filme-0.

Ambos os farmacos sdo compativeis com os solventes: Acido acético, Acetona
e acetonitrila, em diferentes concentracdes conforme os trabalhos Souza (2015), Van
Der Valk et al (1999), Vieira (2011), Curtts (2018) e Veras (2017). Os farmacos
também sdo soluveis em agua, ndo sendo necessario realizar testes de solubilidade
para os farmacos. O resultado da Solucédo de Colageno + BR e Solucao de Coldgeno
+ AR, foram solu¢cdes homogéneas de aspecto levemente amarelado e aspecto
transparente respectivamente.

Em relacdo ao método de modelagem para obtencéo das blendas, a literatura
descreve trés tipos: por compressao, térmica, e por compresséo e térmica. De acordo
com Fialho et al (2007), Vieira (2011), Silva (2012), e Cutts (2018), apés a formacao
dos filmes, o material € obtido por meio de “raspagem” com a finalidade de separar o

material, resultando um material em forma de “p6”. Em alguns estudos, as blendas
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obtidas em formato cilindrico s&o confeccionadas por meio de um processo de friccdo
do p6 em chapa térmica ou compressdo em molde. A tendéncia dos processamentos
ja consagrados é de uma blenda muito compactada.

Nos trabalhos de Vieira (2011) e Curtts (2018), também se observou o padrao
de cores amarronzada para o AR, ap0s processamento. O aspecto amarelado e opaco
do filme com incorporacéo de Brimonidia em placa de Petri, assemelha-se ao aspecto
da blenda com incorporacdo de Atenolol, desenvolvida no trabalho de Silva (2012).
Em 2007, Fialho descreveu uma blenda branca e cilindrica, com incorporacdo de
dexametasona. Pode-se definir que a mudanca de cor estava diretamente associada
a presenca de determinado farmaco. Nao foram encontradas referéncias de trabalhos
contendo filmes ou blendas com Brimonidina.

A conformacéo das blendas proposta no presente trabalho foi realizada a partir
de uma adaptacdo do trabalho de Wang et al (2016), diferentemente das
conformagdes apresentadas no estado da arte. O processo de producao e extracao
de um conjugado polimérico (filme) permitiu que a conformacéo fosse realizada em
baixa temperatura, com o0 minimo de compressdo, sem que houvesse uma possivel
degradacédo pela raspagem ou temperatura do material. Macroscopicamente, as
blendas conformadas apresentaram resultados compativeis aos trabalhos de Curtts
(2018), Vieira (2011), Fialho et al (2007), Fialho e Cunha (2005) e Silva (2012). As
blendas seguiram o0 mesmo padrao de forma e medidas, apenas com de alteracéo de
cores, relacionado ao farmaco associado. A blenda de AR assemelhou-se muito as
caracteristicas de cores e de brilho das blendas realizadas nos trabalhos de Vieira
(2011) e Curtts (2018), que também utilizaram Acido Rosmarinico. Apesar da
Brimonidina ser um agonista alfa-adrepérgico e o Atenolol ser um antagonista Beta-1-
adrenérgico, houve uma similaridade nas caracteristicas macroscépicas das blendas
do presente trabalho com a blenda realizada no trabalho de Silva (2012). Os
resultados, em termos macroscoépicos da blenda produzida por Fialho (2007) e Fialho
e Cunha (2013), com associacdo de dexametasona, foram estruturalmente iguais,

porém de cores diferentes.
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5. Conclusao

Foi definida e parametrizada uma nova metodologia de processamento e
conformacéao de filmes poliméricos de PLGA/Colageno com a criagdo de nova técnica
de processamento denominada sanduiche, e nova técnica de conformacao
denominada rocambole. Ambas técnicas permitiram a confeccdo de blendas com
possibilidade de transporte de drogas.

Para validar a metodologia de processamento e conformacdo das blendas, é
necessario avaliar a reprodutibilidade do método. No proximo capitulo foi realizado um
estudo de reprodutibilidade com as amostras realizadas apds o estabelecimento da

metodologia proposta pelo presente trabalho.
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CAPITULO IV

Avaliacado da reprodutibilidade da metodologia de processamento dos filmes
poliméricos e de conformacéo pelo método sanduiche e rocambole,

respectivamente
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1. Objetivo

Avaliar a reprodutibilidade da producéo de filmes PLGA/Colageno tipo | pela nova
rota de processamento pela técnica sanduiche, com a incorporacdo ou nao das
substancias ativas, e obtencéo das blendas pela técnica rocambole.

2. Materiais e métodos

Os dispositivos implantaveis para liberagdo de drogas tém, como objetivo primario,
a obtencao de produtos mais estaveis, com pouco ou nenhum efeito colateral, que
proporcione conforto ao paciente, além de garantir a manutencdo de concentracdes
terapéuticas no local do implante. Além das dessas caracteristicas, os dispositivos
implantaveis, também tém que proporcionar condigdes de reprodutibilidade, meios de
producao industriais em ampla escala, e produtos com a menor variagcdo possivel
(NIKOLOVA et al, 2019; CALLISTER, 2002; PANDURANGA, 1995).

Um passo importante para o processo de validacdo de uma metodologia é a
estimativa da precisdo (repetitividade e reprodutibilidade), que embora sejam
negligenciados, servem para estimar a robustez e a transferéncia de métodos entre
pesquisadores e industrias (CAMPOS et al, 2009).

2.1 Materiais

Os materiais necessarios para a realizacdo da metodologia proposta acima sao:

1. Paquimetro FortG® FG8331.

2. Balanca de precisdo Mettler XPR204 S/A.

3. Software Microsoft® Excel®, para inclusdo de dados do questionario. Software
licenciado e disponibilizado para o trabalho pela Oculare® — Hospital de
Oftalmologia.

4. Software de andlise de dados estatisticos Minitab®, versdo estudantil,
disponibilizada no laboratorio de pés-graduacédo em Gestédo da Qualidade Lean

Seis Sigma da faculdade Pitagoras, unidade Venda Nova.
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2.2 Método

As 46 amostras de blendas foram mensuradas, individualmente, com auxilio de
um paquimetro quanto ao o didmetro e o comprimento em milimetros. Para a medida
de peso, devido a incorporacao de 22 g de drogas, as blendas foram divididas em trés
grupos, classificados pelo tipo de incorporacdo, sédo: Blendas-0, Blendas-BR e
Blendas-AR, e 0s grupos analisados separadamente. 21 amostras Blenda-0, 12
amostras Blenda-BR e 13 amostras Blenda-AR foram pesadas em balanca de
preciséo, totalizando 46

Os dados foram digitalilzados em planilhas do Excel® e posteriormente submetidos
a andlise estatistica atavés do software estatistico Minitab®, onde obteve-se média,
teste de normalidade Andersons Darling com valor-p, variancia, desvio padrédo, e
obtencdo de gréficos contendo a curva Gaussiana de normalidade. O teste de
normalidade de Andersons Darling compara a funcao de distribuicdo acumulada dos
dados amostrais com a distribuicdo esperada, sendo que, se essa diferenca for > 0,05,
rejeita-se a hipdtese nula de normalidade da populacdo (BONETT, 2006).
Comparacdes paramétricas entre 0s grupos sem incorporacéo de drogas (Blenda-0)
e com incorporacao de drogas (Blenda-BR e Blenda-AR) foram feitas usando o teste
t-Student, seguido de teste Student Newman Keuls Foram considerados significativos
resultados de “p” inferiores a 0,05 (p < 0,05).

Segundo Werkema (2004) produtos destinados a aplicagdes industriais de larga
escala, no contexto do planejamento, devem ter suas probabilidades de erro definidas
em uma escala sigma. O termo LEAN, criado na década de 80, é uma filosofia criada
e difundida no sistema de producédo Toyota®, que visa eliminar desperdicios. O Seis
Sigma, implantado pela Motorola®, € uma cultura de negécio, que estabelece métricas
nos processos de producdo, através do monitoramento dos defeitos, com o objetivo
de eliminar as principais fontes de variacao e defeitos dos produtos. Na ultima década,
os termos LEAN e Seis Sigma foram amplamente difundidos na industria no controle
de producdo em larga escala (WOMARK, JONES e ROOS, 1992; SHINGO, 1996;
HARRY, 1998; FERREIRA e TEIXEIRA, 2019). Para definir as amostras com defeito
fora dos limites superiores (LS) e inferiores (LI) foi realizado no Minitab®, um gréfico
de distribuicdo e probabilidade. Conforme os trabalhos de Breyfogle e Juran (1992)
para garantir uma qualidade de producédo o peso de um produto ndo deve variar mais

gue 40% do peso médio do lote. Segundo os trabalhos de Linderman et al (2003),
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Harry (1998) e Montgomery (2003), também, para garantir uma qualidade de produgéo
e a amostra nao ser considerada com defeito, o comprimento e didmetro ndo devem
passar 0,25% e 13% do valor da média do lote.

O grupo de resultados que apresentaram medidas fora do Limite Inferior (LI) Limite
Superior (LS) foram calculados em Defeitos por Milhdo de Oportunidades (DPMO).
Conforme Harry (1998), para o calculo do DPMO deve-se dividir o nimero de defeitos
pela multiplicacdo da oportunidade de defeitos por peca com o numero de pecas

produzidas. O resultado da equacédo anterior devera ser multiplicado por milh&o.

DPMO = - de dejeitos 1.000.000
"~ n°de oportunidades de defeitos por pecas X n° de pegas X 2EE

Os resultados de DPMO, foram avaliados na escala Seis Sigma para definir o

grau de confianca de producao industrial por milhdo de blendas.

3. Resultados

A amostras obtidas pelo presente trabalho foram: 22 Blenda-0, 13 Blenda-BR, 13
Blenda-AR, totalizando 48 amostras. Cada amostra produzida em placa de Petri,
resulta em um filme de 40 mm de comprimento por 40 mm de largura. O filme é
subdivivido em quatro filmes de 10 mm de comprimento por 40 mm de largura
conformados em formato de blenda e posteriormente divididos em quatro blendas de
10 mm de comprimento por 1,5 mm de diametro, totalizando 16 blendas por amostra.

Duas amostras (4,16%) foram descartadas durante o0 processamento e
conformacao, por ndo apresentarem o0s resultados esperados, impossibilitando a

producao da blenda. A causa dos descartes foram:

e Amostra 03 — Blenda-0. Durante a secagem da Solucdo 2 Colageno a
estufa estava desalinhada e o resultado foi um filme em placa de aspecto

heterogéneo. A amostra foi descartada.

e Amostra 12 — Durante a retirada do filme com Brimonidina, a placa de
Petri caiu da bancada, quebrando a placa e danificando o material. A

placa e o material que foram descartados.
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3.1 Comprimento das amostras

O comprimento das 46 amostras de blendas, tabulados no Minitab® (Apéndice
C), resultaram em uma média de 40,00 mm (0,18). O teste de normalidade para o

comprimento das amostras, resultou em p > 0,05 (0,016) (Grafico 3).

Grafico 3 - Relatdrio resumo para o comprimento das amostras de blenda

Relatério Resumo para Comprimento (mm)

Teste de normalidade de Anderson-Darling

A-Quadrado 094
Valor-p 0016
] Média 39,998

DesvPad 0179

Variancia 0,032

\ Assimetria -0,086555

\ Curtose -0,894769

N 46

/ \ Minimo 39,700
1o. Quartil 39,800

Mediana 40,000

3o Quartil 40,100

Maximo 40,300

/ wde Confianga para Média

39,7 39,3 39,9 40,0 40,1 402 40,3 39,945 40,051
Intervalo de 95% de Confianga para Mediana
39,992 40,100
4‘ | li Intervale de 95% de Confianga para DesvPad
0,149 0,226

Intervalos de 95% de Confianga

Média I 1

Mediana I |

39,95 40,00 40,05 40,10

Relatério resumo para o peso das amostras gerado a partir das medidas no Minitab®. Observa-se
medidas importantes para o presente trabalho: média (40,00 mm), desvio padréo (0,18 mm), valor-p
(0,016), variancia (0,03 mm).

Fonte: autor

Observa-se no grafico uma curva tipicamente gaussiana. Considerando a
média de 40,00 mm, foi estabelecida uma margem de erro de =+ 0,1 mm no
comprimento das blendas, correspondente a 0,25% da média do peso das amostras,
conforme citado na metodologia. O gréafico de distribuicdo e probabilidade resultou em
39,65 mm (LI) e 40,35 mm (LS) (Apéndice D). Nenhuma amostra ultrapassou o LI e
LS, sendo todas as amostras consideradas satisfatérias, sem que haja condi¢des de

estabelecer erro por milhdo de blendas produzidas.
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3.2 Diametro das amostras

O diametro das 46 amostras de blendas, tabulados no Minitab® (Apéndice E),
resultaram em uma média de 1,49 mm, e desvio padrdo de 0,04 mm. O teste de
normalidade para o didametro das amostras, resultou em p > 0,05 (0,12) (Grafico 4).

Grafico 4 - Relatorio resumo para o diametro das amostras de blenda

Relatério Resumo para Diametro (mm)

Teste de normalidade de Anderson-Darling

A-Quadrado 059

Valor-p 0,119

Média 1,4935

DesvPad 0,0345

Varidncia 00012

_\ Assimetria -0,0080438

\ Curtose -0,0398337

N 46

Minime 1,4200

74 \ 0. Quartil 14700

/ Mediana 1,5000

30 Quartil 1,5100

e \ Méximo 1,5700
__/?4 q___lntervalo de 95% de Confianga para Média

144 148 152 1,56 14832 15037

Intervalo de 95% de Confianga para Mediana
14900 1,5000

Intervale de 95% de Confianga para DesvPad
0,0286 0,0435

Intervalos de 95% de Confianga

Média| | 1

| Fy
»

Mediana |

1485 1490 1,495 1,500 1,505

Relatério resumo para o peso das amostras gerado a partir das medidas no Minitab®. Observa-se
medidas importantes para o presente trabalho: média (1,49), desvio padrao (0,04), valor-p (0,11),
variancia (0,01).

Fonte: autor

Observa-se no grafico uma curva tipicamente gaussiana. Considerando a
média de 1,49 mm, foi estabelecida uma margem de erro de + 0,2 mm no diametro
das blendas, correspondente a 13% da média do peso das amostras, conforme
descrito na metodologia. O grafico de distribuicdo e probabilidade resultou em 1,34

mm (LI) e 1,65 mm (LS) (Apéndice F). Nenhuma amostra ultrapassou o Ll e LS, sendo
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todas as amostras consideradas satisfatérias, sem que haja condi¢cfes de estabelecer

erro por milhdo de blendas produzidas.

3.3 Peso das amostras

O peso das 21 amostras de Blenda-0, tabulados no Minitab® (Apéndice G),
resultaram em uma meédia de 0,012g e desvio padrdo de 0,002g. O teste de
normalidade para o peso das amostras da Blenda-0, resultou em p > 0,05 (0,093)
(Gréfico 5).

Gréfico 5 - Relatdrio resumo para peso das amostras Blenda-0

Relatério Resumo para Peso amostra (g)

Teste de normalidade de Anderson-Darling

A-Quadrado 0,62
Valor-p 0,093
Média 0,011524
D esvPad 0,001470
Varianda 0,000002
Assimetria 0,626500
/ Curtose 0,259215
N 2
Minimo 0,009000
10. Quartil 0,010500
Mediana 0,011000
3o Quartil 0,012500
Maximo 0,015000
Intervalo de 95% de Confianga para Média
0,009 0,010 0,0m 0,012 0,013 0,01 005 0,010855 0,012193
Intervalo de 95% de Confianga para Mediana
0,011000 0,012000
Intervale de 95% de Confianga para DesvPad
0,001125 0,002123

Intervalos de 95% de Confianga

Mdia| | . |

Mediana

IS |
T |

0,01100 0,01125 0,01150 0,0M73 0,01200 0,01225

Relatdrio resumo para o peso das amostras gerado a partir das medidas no Minitab®. Observa-se
medidas importantes para o presente trabalho: a média (0,012g), desvio padrao (0,002g), valor-p
(0,093), variancia (0,001).

Fonte: autor

Observa-se no grafico acima uma curva gaussiana de distribuicdo normal.
Considerando a média de 0,012g, foi estabelecida uma margem de erro de + 0,005g

no peso das amostras de blendas, correspondente a 40% da média do peso das
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amostras, conforme descrito na metodologia. O gréafico de distribuicdo e probabilidade
resultou em 0,007g (LI) e 0,016g (LS) (Apéndice H). Todos os pesos estdo dentro do
LI e LS, onde néao foram encontrados defeitos ou oportunidades de defeitos, para a
variacéo de 0,05g.

O peso das 12 amostras de Blenda-BR, tabulados no Minitab® (Apéndice I),
resultaram em uma média de 0,014g, e desvio padrdo de 0,008g. O teste de
normalidade para o peso das amostras da Blenda-BR, resultou em p > 0,05 (0,012)
(Gréfico 6).

Grafico 6 - Relatério resumo para peso das amostras Blenda-BR

Relatério Resumo para Peso amostra (g)

Teste de normalidade de Anderson-Darling

A-Quadrado 1,28
Valor-p <0,005
Média 0,014250
DesvPad 0,002221
Variancia 0,000005
Assimetria -2,28965
Curtose 6,07628
N 12
] Minimo 0,008000
L~ — To. Quartil  0,013250
\ Mediana 0,015000
N 30 Quartil  0,015750
Maximo 0,016000
Intervalo de 95% de Confianga para Média
0,008 0,010 0,012 0,014 0,016 0012839 0,015661
Intervalo de 95% de Confianca para Mediana
0,013263 0,015737
- E Intervalo de 95% de Confianca para DesvPad

0,001573 0,003771

Intervalos de 95% de Confianca

Média } . ‘

Mediana } o |

0,0130 0,0135 0,0140 0,0145 0,0150 0,0155

Relatério resumo para o peso das amostras gerado a partir das medidas no Minitab®. Observa-se
medidas importantes para o presente trabalho: média (0,0149), desvio padrdo (0,002g), valor-p (<0,05),
variancia (0,001).

Fonte: autor

Observa-se no gréafico acima que mesmo com um valor de p < 0,05, onde ndo
se observa uma curva gaussiana tipicamente normal. Considerando a média de
0,014q, foi estabelecida uma margem de erro de + 0,005g no peso das amostras de

blendas, correspondente a 40% da média do peso das amostras, conforme descrito
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na metodologia. O gréafico de distribuicdo e probabilidade resultou em 0,009g (LI) e
0,018g (LS) (Apéndice J). A amostra 15 (0,0089) apresentou resultado abaixo do limite
inferior e foi considerada amostra com defeito.

O peso das 13 amostras de Blenda-AR, tabulados no Minitab® (Apéndice K),
resultaram em uma média de 0,015g, e desvio padrdo de 0,001g. O teste de
normalidade para o peso das amostras da Blenda-AR, resultou em p > 0,005 (0,029)
(Gréfico 7).

Grafico 7 - Relatério resumo para peso das amostras Blenda-AR

Relatorio Resumo para Peso amostra (g)

Teste de normalidade de Anderson-Darling

A-Quadrado 0,80
Valor-p 0,029

Media 0,014769
DesvPad 0,001013
Varianda 0,000001

Asdmetria -0,599185

Curtose -0,362523
N 13
Minimo 0,013000

1o. Quartil 0,014000

Mediana 0,015000
30 Quartil 0,015500
w 0,016000

___'___/ Intervale de 95% de Confianga para Média
0,013 0,014 0,01 0,01 U, 014157 0' 015381

Intervale de 95% de Confianga para Mediana
0,014000 0,015315

4‘:I:|7 Intervalo de 95% de Confianga para DesvPad

0,000726 0,001672

Intervalos de 95% de Confianca

Média I - I

. | |
Mediana | . |

0,01400 0,0425 0,050 0,0175 0,01500 00525

Relatorio resumo para o peso das amostras gerado a partir das medidas no Minitab®. Observa-se
medidas importantes para o presente trabalho: média (0,015g), desvio padréo (0,001g), valor-p (0,029),
variancia (0,001).

Fonte: autor

Observa-se no grafico uma curva tipicamente gaussiana. Considerando a média
de 0,015q, foi estabelecida uma margem de erro de +0,05g no peso das amostras de
blendas. O grafico de distribuicdo e probabilidade resultou em 0,013g (LI) e 0,017g

(LS) (Apéndice L). Nenhuma amostra ultrapassou o LI e LS, sendo todas as amostras
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consideradas satisfatorias, sem que haja condi¢cdes de estabelecer erro por milhdo de
blendas produzidas.

A comparacao entre o comprimento e diametro do grupo sem incorporacdo de
drogas (Blenda-0) e grupo com incorporacao de drogas (Blenda-BR + Blenda-AR),
resultaram em P>0,05.

3.4 Célculo do nivel Sigma e teste de grupos

As medidas de comprimento, diametro e peso geram 3 oportunidades de erro
por blenda em uma producéo de 46 blendas. Tivemos 1 erro no peso da amostra 15

(Blenda-BR) totalizando 1 erro em 46 blendas produzidas:

Quantidade de erros: 1
Oportunidades de erros por blenda: 3

NUmero de blendas: 46

DPMO = x 1.000.000 = 7.246

3X46

O resultado do DPMO para as 46 blendas produzidas foi de 7.246 (0,007246)

blendas com erro por milhdo de blendas produzidas.

4. Discussao

Durante a producéo industrial ou experimental, segundo o sistema industrial de
producdo da Toyota®, h& sete perdas a serem consideradas: perdas por
superproducéao, por transporte, por processamento em si, por fabricacdo de produtos
defeituosos, por movimentacdo, por espera e por estocagem (SHINGO, 1996;
GHINATO, 1996; OHNO, 1997). No presente trabalho houve um erro de produgéo,
ocasionando defeito no produto durante o processo (amostra 03), e um erro de
transporte e movimentacdo, com quebra do produto (amostra 12).

Em relacdo ao comprimento das blendas, através do método Anderson Darling,

identificou-se tratar de dados normais, no qual permitiu a comparacao entre o
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comprimento do grupo sem incorporacdo de drogas (Blenda-0), e grupo com
incorporacao de drogas (Blenda-BR + Blenda-AR). Observou-se p > 0,05 indicando
gue a incorporacao de drogas néo interfere no comprimento das blendas (WERKEMA,
2004; GOFFNETT, 2004; SAHIN, 2008). Nenhuma das 46 amostras de comprimento
ultrapassaram o limite LI ou LS, indicando, segundo a filosofia Lean Seis Sigma, uma
producado de baixa variacdo. Devido a todas as amostras estarem dentro do LI e LE
nao foi possivel identificar DPMO.

Em relagdo ao diametro das amostras, os dados foram identificados como
normais, no qual permitiu a comparacao entre o diametro do grupo sem incorporacao
de drogas (Blenda-0), e grupo com incorporacao de drogas (Blenda-BR + Blenda-AR).
Observou-se p>0,05, indicando que a incorporacdo de drogas nao interfere no
comprimento e didmetro das blendas (WERKEMA, 2004; GOFFNETT, 2004; SAHIN,
2008). Nenhuma das 46 amostras de comprimento e diamentro ultrapassaram o limite
LI ou LS, indicando, segundo a filosofia Lean Seis Sigma, uma producéo de baixa
variacao.

O valor do desvio padrdo para a massa, comprimentos e diametros foram
baixos. Segundo Werkema (2012) quando o valor do desvio-padréo é alto, ha pouca
uniformidade, o que resulta em muita variacdo entre os resultados da amostra.
Quando o desvio-padrédo € baixo, ocorre grande uniformidade o que resulta em pouca
variacdo entre os resultados, garantindo melhor qualidade. Para os trés tipos de
amostras de blendas, as variacGes foram baixas, e as oscilacbes de desvio padréo
das amostras foram devidas a causa comuns, ou causas especiais, e podem ocorrer
em grupos de amostras dentro de um padrdo de qualidade, a baixa variacdo esta
diretamente ligada a reprodutibilidade de um processo (WERKEMA, 2012).

Segundo Goffnett (2004), todos os testes partem como hipétese inicial o
principio da normalidade dos dados, retornando um valor “p” maior que 0,05. As
amostras de peso dos dois grupos (Blenda-0, Blenda-AR) tiveram resultados de
p>0,05, porém a Blenda-BR apresentou um valor de P<0,05, sem uma curva
Gaussiana tipica, o que levou ao calculo de DPMO para estabelecer o nivel Sigma.

Observou-se que a amostra 15 estava fora do limite inferior em 0,001g, e de
acordo com Sahin (2008) e Goffnett (2004), pecas fora do LI ou LS indicam defeito na
producao, onde deve-se ser mensurado o DMPO. Segundo Werkema (2004), quando
se identifica um produto de um determinado lote com defeito, é necessario calcular o

nivel sigma, a fim de mensurar o erro por milhdo de unidades.
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De acordo com Werkema (2004) e Trad e Maximiliano (2009), conclui-se que

se obteve um nivel sigma préximo a 4, com 7,2% de taxa de erro (Tabela 2).

Tabela 2 - Escala Sigma

Taxa de Acerto Taxa de Erro f!i::iﬂ:}l:nrih::;r:‘:llf;i}n\ﬂir Escala Sigma
10,9% 69,1% fi21.462 1,0
G4y, 1% 30.9% 308538 20
93.3% 6. 7% fih. BO7 3.0
949.38% 0.62% 6.210 4.0
99 97 T% 0.023% 233 5.0
09.99966% 0, 00034%, 34 6.0

Taxa de acerto (Probabilidade de acerto em porcentagem), taxa de erro (probabilidade de erro em
porcentagem), Defeitos por Milhdo de Oportunidades — DPMO (defeitos por milhdo de pecgas
produzidas), Escala sigma (nivel de qualidade sigma).

Fonte: TRAD (2009)

O resultado do DPMO do processamento e da conformacéo das blendas na
metodologia proposta esta dentro de um nivel sigma satisfatério para a industria. O
objetivo do Seis Sigma € nado alcancar mais que 3,4 defeitos por milhdo de
oportunidades, porém esse nivel Sigma 6 ainda nao foi alcancado nem mesmo pela
aviacdo comercial. Os resultados sigma entre 3,0 e 6,0, refletem uma boa
reprodutibilidade por milhdo aplicado nas principais inddstrias mundiais
(RODRIGUES, 2014). Todas as mostras de blendas apresentaram reprodutibilidade
evidenciando a possibilidade de producédo em escala industrial, preenchendo um nivel

sigma aceitavel.

5. Concluséao

Segundo a metodologia proposta no presente trabalho, foi possivel obter
blendas com baixa variacao fabril. Observou-se baixa variagdo nas amostras quando
comparadas ao mesmo grupo. Ndo houve diferenga significativamente estatistica

entre o comprimento e diamentro das blendas quando se comparou grupos diferentes.
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Uma amostra apresentou limite inferior abaixo do padréo de qualidade, representando
um nivel sigma 4. Considera-se a técnica proposta reprodutivel de baixa variabilidade.

No capitulo seguinte, serdo abordadas as caracterizac¢des fisicas, quimicas e
morfolégicas dos biomaterias produzidos pela metodologia proposta no presente
estudo, onde foi avaliado, principalmente, se a técnica de processamento e

conformacdo alteraram as propriedades das matérias primas.
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CAPITULO V

Caracterizac@es fisico-quimicas e morfoldgica de filmes e blendas poliméricos
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1. Objetivos

Caracterizar fisico-quimicamente os filmes obtidos com ou sem a incorporacaodas

susbtancias ativas;

e Determinar o método analitico para avaliar a quantidade de susbstéancia
ativa liberada em decorrer do tempo;

e Avaliar a hidrofilia por meio da molhabilidade dos filmes e das blendas
produzidas no ensaio de angulo de contato;

e Avaliar o comportamento térmico por meio da andlise de Termogravimetria
(TGA);

¢ |dentificar as fases amorfa e cristalinas das blendas e das matérias primas
por meio de Difracdo de Raios X (DRX);

e Avaliar a degradacéao hidrolitica das blendas processadas e conformadas
por meio do Ensaio de Degradacéo;

e |dentificar a composicdo quimica elementar por Espectometria de
Fluorescéncia de Raios X (FRX);

e Identificar componentes quimicos moleculares por Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR);

e Caracterizar morfologicamente os filmes conformados com e sem a
incorporacg&o do Acido Rosmarinico e da Brimonidina, avaliando a forma, a
distribuicdo, o tamanho e a espessura dos filmes por meio de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV);

2. Materiais e métodos

Os ensaios de caracterizagcdes tém como objetivo conhecer as composi¢oes
fisicas, quimicas e morfologicas dos materiais. O conhecimento dessas caracteristicas
traz importantes informacdes sobre as propriedades dos materiais, revelando detalhes
da estrutura quimica, identificacdo de fases, estado quimico, defeitos da estrutura,
topografia, e ainda, identificar compostos e suas presencas (BRUNDLE, 1992). As
técnicas microscopicas e espectroscopicas, amplamente utilizadas na caracterizacao

dos materiais, sdo produzidas através de sensores que captam sinais emitidos da
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amostra, decorrentes da colisdo de um feixe primario, que pode ser: luz visivel,
infravermelho, laser, raios-x, raios-gama e elétrons livres (BRUNDLE, 1992; LEWIS,
2001). As caracterizacdes fisico-quimicas foram realizadas nas matérias primas filmes

e blendas laminadas poliméricas, conforme o Quadro 2.

Quadro 2 — Relagéo de Caracterizagdes

Quadro de Caracterizagdes
Tipo de
Carac:,erizagéo Nome Amostras
Molhabilidade (angulo de contato) Blenda
S Termogravimetria (TG e DTG) Matéria prima / Filme / Blenda

Difratometria de Raios-X (DRX) Matéria prima / Blenda

Degradagao Blenda

Flourescéncia de Raios-X (FRX) Blenda
Quimicas Espectromtle:':Lar::rl?Ff;laF\{/)ermelho de WEGTE e Elendk

Morfoldgicas Microscopia eletrénica de Varredura (MEV) Filme / Blenda

Quadro mostrando o fluxo de ensaios e caracteriza¢do para a matéria prima, filme e blenda.
Fonte: do autor.

2.1 Materiais

Os materiais necessarios para a realizacdo da metodologia proposta acima sao:

1. Gonidmetro (Kruss®, DAS-100%), disponivel no Laboratério de Biomateriais
do CEFET-MG.

2. Termogravimetro DTG-60/60H da Shimadzu®, disponivel no Laboratério do
Departamento de Quimica do CEFET/MG.

3. Difratdbmetro XDR-6000®, da marca Shimadzu®, disponivel no Laboratério
de Caracterizacéo do Departamento de Engenharia de Materiais do CEFET-
MG.

4. Espectrometro EDX-720® da marca Shimadzu®, disponivel no Laboratério
de Caracterizagao do Departamento de Engenharia de Materiais do CEFET-
MG.
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5. Microscoépio Eletronico de Varredura (Carl Zeiss Microscopy®, SIGMA VP®,
disponivel no Laboratoério de Caracterizacdo do CEFET-MG.

6. Microscopio Eletrénico de Varredura (JEOL®, InTouchScope®, JSM-IT300,
disponivel no Laboratoério de Caracterizacao da PUC-Minas.

7. Metalizador SC-70®1, da Sanyu Electron®, disponivel no Laboratério de
Caracterizacdo do CEFET-MG.

8. Microscopio cirlirgico S88® da Carl Zeiss®, de uso cirlrgico oftalmolégico,
com iluminagéo incandescente, e aumento de 12,5x, disponivel na Oculare
Hospital de Oftalmologia, em Belo Horizonte, MG.

9. Varioscan Lux Multimode Microplate Reader (Thermo Scientific®, Waltham,
MA USA), disponivel na faculdade de Farmacia da UFMG.

10. Software Adobe® Photoshop®, versdo 13.0, disponivel no laboratério de
informatica da faculdade Pitdgoras Venda Nova.

11. Solucao tampéao PBS, 500 mL, PH 7,4, adquirida da Nova Biotecnologia,
Sao Paulo, SP. Concentracao: Fosfato de sodio hidratado 4,5g, Fosfato de
potassio 0,2g, Cloreto de sddio 8,0g, Agua destilada 500 mL.

12. Papel filtro quantitativo faixa azul, marca Unifil®, adquirido da Prolab®, Sao
Paulo, SP.

2.2 Método

2.2.1 Determicéo do método analitico para quantificacao de substancias incorporadas

nas blendas

Para o desenvolvimento do método analitico e posterior quantificacdo das
substancias, foram utilizados espectrofotébmetro Varioscan Lux Multimode Microplate
Reader (Thermo Scientific®, Waltham, MA USA). Foi realizada a varredura das
substancias ativas entre os comprimentos de onda de 200 a 500 nm para definir o
comprimento de onda de deteccdo para analise (maxima absorcdo). Para isso, foi
utilizada uma solucéo de 125 ug/mL de BR e AR em tampéao PBS pH 7,4.

Para obtencédo das curvas analiticas foram preparadas duas solucdes estoque
de BR e AR a concentracdo de 1 mg/mL em tampao PBS pH 7,4, a partir das quais,
por meio de diluicdes seriadas, foram obtidas 7 concentra¢ées tedricas (500; 250; 125;
62,5; 31,25; 15,6 e 7,81 ug/mL). Os dados obtidos foram tratados estatisticamente
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para determinacdo da equacgdo da reta (método dos minimos quadrados) e dos
coeficientes de correlacgéo (r) e (r?), utilizando o software Microsoft Excel®. A curva de
calibracéo foi construida plotando-se os valores referentes as areas dos picos no eixo
das ordenadas e as respectivas concentra¢gdes do analito no eixo das abscissas.
Além disso, estudo de liberacéo in vitro do BR e AR a partir das blendas foi
realizado em frascos de vidro contendo 2 mL de PBS pH 7,4 sob agitacdo e
temperatura mantidas constantes em 30 rpm (+ 1) e 37° C (x 0,2° C), respectivamente.
Foram utilizados blendas-0 e contendo BR ou AR, totalizando 15 amostras (n=5 para
cada grupo analisado). Em intervalos de tempo pré-determinados, o meio de
incubacao das blendas foi totalmente retirado para posterior quantificacao e a solucéo
tampédo dos frascos foi renovada. A substancia liberada no meio de incubacéo foi
guantificada por espectrofotometria, de acordo com o método analitico previamente

desenvolvido.

2.2.2 Avaliacdo da molhabilidade

Sabendo que o corpo humano é composto por 70% de agua, parte importante
do desenvolvimento de um biomaterial degradavel € a sua afinidade com a agua,
sendo o ensaio de angulo de contato o principal método para medir a essa afinidade.
O conceito de molhabilidade € definido pela habilidade de um liquido manter contato
com uma superficie sélida através de suas interagdes moleculares (PIRES et al, 2015;
CAMPOCCIA et al, 2013; OREFICE et al, 2006).

As amostras foram avaliadas quanto a sua hidrofilia. Foi utilizado o goniémetro
(Kruss®, DAS-100®), disponivel no Laboratério de Biomateriais do CEFET-MG, para a
medicao do angulo de contato, com o intuito de verificar a molhabilidade das blendas.
Esse ensaio foi realizado, em temperatura e atmosfera ambientes, em que foi
depositado, sobre o material, 5uL de 4gua destilada. As medi¢des foram realizadas
pelo Método da Gota Séssil, em que uma gota é posta sobre a superficie plana do
material com auxilio de uma seringa e o angulo € medido, e registrado por uma camera
acoplada ao equipamento, conforme os trabalhos de Wang et al (2016), Ferreira
(2017), Curtts (2018) e Ferreira (2022).

Foram medidos os angulos de contato em 3 amostras de cada lote de blenda

medindo 10 mm de comprimento por 1,5 mm, totalizando 9 amostras. As médias por
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lote foram definidas e os resultados foram descritos como média + erro padréo,
analisados por ANOVA através do Minitab®, seguido pelo teste de Bonferroni,
conforme realizado por Ferreira (2017).

As comparac¢des parameétricas entre os angulos dos dois grupos (Blenda-0 e
Blenda-AR + Blenda-BR) foram feitas usando o teste t-Student, seguido de teste

Student Newman Keuls, foram considerados significativos resultados de “p” inferiores
a 0,05 (p<0,05).

2.2.3 Avaliacao do perfil térmico

A termogravimetria (TG) € uma técnica de caracterizacdo que avalia a variacdo
de massa de uma amostra em funcdo da temperatura em um determinado tempo,
permitindo, de forma gréfica, observar as alteracdes por decomposi¢cao térmica, que
sao de fundamentais para materiais que sdo processados e conformados a uma
determinada temperatura (PIRES et al, 2015; CAMPOCCIA et al, 2013; OREFICE et
al, 2006). Nesse trabalho, além de conhecer o perfil térmico da matéria prima e do
composto, a termogravimetria permitiu validar o processamento e a conformacéo do
material em relacdo as temperaturas utilizadas no processo. Esse ensaio, também
permitiu verificar a presengca da matéria prima no composto final, comparando as
identidades termogravimétricas da matéria prima com 0 composto.

As amostras das matrizes, filmes e blendas foram avaliadas por meio do ensaio
de TG, utilizando o equipamento DTG-60/60H da Shimadzu® disponivel no
Laboratério do Departamento de Quimica do CEFET/MG. O Ensaio foi realizado com
cadinho de Aluminio, atmosfera de Nitrogénio (50 mL/min) e com velocidade e
elevacao da temperatura em 10° C/min, conforme os trabalhos de Vieira (2011), Curtts
(2018) e Ferreira et al (2022). No intuito de evidenciar as transformagdes de massa
ocorridas durante a alteracao de temperatura, foram tracadas, junto as curvas de TG,
uma derivada da termogravimetria (DTG) que mostra mais claramente os pontos de
variacdo importantes na porcentagem de massa da amostra, podendo ser definido
com uma aproximagcao numeérica de temperatura (OHLWEILER, 1978). A DTG foi
obtida pelo software Origin®. Os resultados deste ensaio foram comparados aos
resultados dos ensaios encontrados na literatura. Foram realizadas TG nas amostras

de filme sem associac¢do de drogas (Filme-0), filme com Brimonidina (Filme-BR) e
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filme com AR (Filme-AR), no intuito de avaliar o comportamento térmico dos filmes
antes de serem submetidos a conformacéo, elucidando se o composto manteve ou

alterou sua atividade térmica.

2.2.4 Caracterizagédo molecular estrutural

A Difracdo de Raios-X (DRX) é uma técnica frequentemente aplicada em
estruturas ceramicas, e tem como objetivo determinar a estrutura atbmica e molecular
de um cristal. O ensaio de DRX permite descrever a disposicéo fisica dos atomos de
uma substancia determinando sua estrutura cristalina. Os diferentes arranjos atdmicos
cristalinos fazem com que um feixe de raios-X incidente difrate em muitas diregdes
especificas, imprimindo uma identidade para cada arranjo. O ensaio de DRX tem com
principio o fendbmeno ondulatério da fisica, conhecido com interferometria, em que as
difracBes sofridas pelos feixes de raios X séo registrados em suas posi¢cdes angulares,
determinando a identidade do plano atdémico dos atomos (AZEVEDO, 2010). No
ensaio com polimeros, o DRX tem como objetivo verificar se a estrutura € amorfa ou
cristalina, caracterizando assim o material (CIENFUEGOS et al, 2000).

As analises de DRX foram realizadas com o objetivo de avaliar o
comportamento estrutural da blenda, apés o processamento e conformacdo das
matérias primas. No presente trabalho, as amostras de matéria prima e blenda foram
submetidas ao ensaio, com 0 objetivo primario de caracterizar as amostras em
amorfas ou cristalinas. Também, foram avaliados se 0os compostos permaneceram
com as mesmas propriedades das matérias primas, comparando a similaridade dos
gréficos, verificando se houve a formag&o de novos subprodutos.

A Difracdo de Raios-X (DRX) foi realizada no equipamento XDR-6000%, da
marca Shimadzu®, disponivel no Laboratério de Caracterizacdo do Departamento de
Engenharia de Materiais do CEFET-MG. O ensaio foi realizado com velocidade de
3°C/min, variacao de angulo de 10° a 100°, utilizando radiagdo de cobre, voltagem de
40kV e corrente de 30mA, conforme os trabalhos de Vieira (2011) Curtts (2018), e
Ferreira et al (2022). Foi calculado um indice de cristalinidade através de uma baseline

no software Origin®.
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2.2.5 Ensaio de degradacao

O ensaio de degradacao, tem como objetivo verificar o tempo de degradacao
dos polimeros e estabelecer uma estimativa de liberacdo dos farmacos. Um dos
objetivos deste trabalho é estabelecer uma rota de conformagdo que permita a
degradacédo controlada, igual ou melhorada, em relacéo a dos trabalhos de Fialho et
al (2003, 2005 e 2007), Silva et al (2010), Vieira (2011), Buchaim et al (2013) e Curtts
(2018).

Previamente, determinou-se a porcentagem de perda de massa final a partir do
ensaio de liberacéo in vitro apés 4 dias de incuba¢do com solucao de PBS. Também,
foi realizado um tesde de degradacéo observados em um tempo mais prolongado de
5 dias, 15 dias, 30 dias, 45 dias, 60 dias, 75 dias, 90 dias. Um total de sete amostras
de branco, sete amostras de blenda com Brimonidina e sete de blenda com AR, em
triplicata cada uma, totalizando 63 amostras no total. A escolha de tempo de
degradacéo foi basedo no trabalho de Curtts (2018),

As amostras de blendas foram pesadas (Tempo 0) e imersas separadamente
em solucdo tampao de fosfato (PBS), mantidas em banho-maria a temperatura de
37°C. O volume da solugéo foi definido conforme o trabalho de Curtts (2018) sendo 1
mL por 1mg de material. Utilizou-se filtro quantitativo faixa azul para separar a parte
sélida do PBS com os produtos da degradacdo. O material sélido e o filtro foram
levados a estufa a 35°C, por 24 horas, para secagem. ApGs a secagem, o material foi
pesado e subtraida a tara do filtro definida antes do depdsito do material. O resultado
foi expresso em porcentagem (%) de perda de massa em relagdo a massa inicial, com

a utilizacdo do software Origin®.

2.2.6 Caracterizagdo de elementos quimicos

O ensaio de fluorescéncia de raios-X (FRX) tem, como objetivo, medir as
intensidades dos raios-X caracteristicos emitidos pelos elementos quimicos que
constituem a amostra. Quando os atomos dos elementos quimicos sédo excitados
pelos elétrons, prétons ou ions produzidos em aceleradores de particulas, é possivel
determinar elementos quimicos presente no material, qualitativamente e

guantitativamente (MISRA et al, 2002). Apesar dos instrumentos de fluorescéncia de
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Raios-X produzirem analises quantitativas e qualitativas de materiais complexos, ha
uma limitacdo para niameros atdmicos abaixo de 11 e acima de 92. Os elementos com
namero atdbmico baixo apresentam baixa sensibilidade analitica e baixa energia de
emissédo, sendo, portanto, mais dificeis de serem determinados pela técnica (SKOOG
et al, 2009).

No presente trabalho, as amostras de matéria prima, filme e blenda foram
examinadas, com 0 objetivo de comparar se 0s elementos quimicos presentes na
amostra da matéria prima ainda estavam presentes no composto, evidenciando nao
ter tido perda das caracteristicas da matéria prima e/ou degradacdo, durante o
processamento ou conformacao.

A Espetroscopia de Fluorescéncia de Raios-X foi realizada no equipamento
EDX-720® da marca Shimadzu®, disponivel no Laboratério de Caracterizacdo do
Departamento de Engenharia de Materiais do CEFET-MG. O ensaio foi realizado em
atmosfera de vacuo, com colimador de 10 mm, conforme os trabalhos de Vieira (2011),
Curttis (2018) e Ferreira et al (2022). Os resultados deste ensaio foram comparados

com os resultados encontrados na literatura.

2.2.7 Caracterizacdo das ligacbes quimicas

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) tem
como principio o fenémeno da fisica atdmica, na qual as liga¢cdes quimicas de cada
substancia possuem frequéncias de vibracéo especificas, as quais correspondem aos
niveis de energia da molécula. Essas vibracdes diferenciadas permitem, por meio de
um banco de dados, identificar a presenca de grupos funcionais presentes na
estrutura de uma substancia. Por meio das ligagdes quimicas, podemos identificar um
composto, ou definir sua composicdo quimica (LOPES et al, 2004; BARBOSA, 2008).

No presente estudo, as amostras de matéria prima, filme e blenda foram
examinadas com o objetivo de comparar se as ligacdes quimicas presentes na matéria
prima ainda estavam presentes no composto, evidenciando nao ter tido perda das
caracteristicas da matéria prima e/ou degradagdo, durante o processamento ou

conformacao.

As matérias primas, filmes e blendas foram caracterizadas pela técnica de

FTIR, utilizando o equipamento IR-Prestige-21® da marca Shimadzu®, disponivel no
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Departamento de Quimica do CEFET-MG. O ensaio foi executado em todas as
amostras sob técnica de ATR (do inglés Attenuated Total Reflectance), conforme
trabalho de Curttis (2018) e Ferreira et al (2022). Os resultados deste ensaio foram

comparados com os resultados encontrados na literatura.

2.2.8 Caracteriza¢do morfolégica microscopica

A Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) tem como principio de
funcionamento a utilizacdo de um feixe de elétrons de pequeno diametro, que
defletidos por um sistema de bobinas, faz uma varredura na superficie da amostra,
por linhas sucessivas, transmitindo o sinal a um receptor, que forma as imagens.
Quanto maior o numero de linhas, maior a resolucdo ou a ampliacdo. O objetivo da
MEV é avaliar a morfologia dos materiais, interfaces de blendas, linhas de fuséo,
trincas, superficies irregulares e porosidade (MANNHEIMER, 2002; CALLISTER,
2000).

As amostras foram avaliadas quanto a forma, a espessura, a fusdo de camadas
e a porosidade, utilizando os Microscopios Eletronicos de Varreduras (MEV) (Carl
Zeiss Microscopy®, SIGMA VP®) acoplado a Espectroscopia de Energia Dispersiva de
Raios-X (EDS) (Bruker Nano GmbH®, XFlash 410-M®), disponivel no Laboratério de
Caracterizacdo do CEFET-MG, (JEOL®, InTouchScope®, JSM-IT300), disponivel no
Laboratorio de Caracterizacdo da PUC-Minas. Foram realizadas as amostras e

ampliacGes conforme mostra a Tabela 3.
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Tabela 3 - Plano de resolucdo da microscopia Eletronica de Varredura

Microscopia Eletronica de Varredura

PLGA
PLGA PLGA PI,'GA PI.'GA PI,'GA Colageno
~ . . Colageno Colageno Colageno
Resolugdo Colageno Colageno A . AR
(Filme-0) | (Blenda-0) | _B"iM° Brimo AR (Blenda-
(Filme-BR) | (Blenda-BR) | (Filme-AR) AR)
20um (600x) - 1 = = - -
50pm (500x) 1 1 1 1 1 1
100pm (200X) 1 1 1 1 1 1
200um (80x) - 1 = - - -
500um (40x) - 3 = = - -
Total de
ensaios 2 7 2 2 2 2
Total de
ensaios geral 17

Tabela com a Resolugcdo do MEV por amostra e incidéncia.
Fonte: do autor.

Devido a emissao dos elétrons, os materiais organicos e os polimeros podem
sofrer carbonizacdo, assim recomenda-se a metalizacdo da amostra com ouro
(MANNHEIMER, 2002; CALLISTER, 2000), nesse trabalho utilizou um metalizador
SC-70®1, (Sanyu Electron®, Jap&o).

A espessura da camada do filme, foi medida em corte transversal da blenda, e
calculado através do tratamento de imagem com o software Adobe® Photoshop®

3. Resultados
3.1 Caracterizacdes fisicas

3.1.1 Determicdo do método analitico para quantificacdo de substancias incorporadas

nas blendas

Atraveés da varredura realizada em espectrofotdmetro na faixa de 200 a 500 nm,
utilizando uma solugcdo de BR na concentracdo de 125 pg/mL, determinou-se o
comprimento de onda A de maior absor¢cdo do farmaco como sendo de 313 nm, que
foi utilizado (Grafico 8). No entanto, nao foi possivel determinar a absorbancia maxima

para acido rosmarinico (Grafico 9).
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Gréfico 8 - Espectro de varredura da Brimonidina no ultravioleta, A maximo de

absorcdo em 313 nm
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Gréfico com o espectro de varredura da Brimonidina no ultravioleta. Observa-se maximo de absorgédo

em 313nm.
Fonte: do autor.

Grafico 9 - Espectro de varredura do acido rosmarinico no ultravioleta
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Grafico com o espectro de varredura do AR no ultravioleta. Nao se pode determinar a absorcao.
Fonte: do autor.

Para a determinacao da linearidade do método foi construida uma curva analitica a
partir dos valores obtidos nas corridas de sete diferentes concentra¢cfes do BR (500;
250; 125; 62,5; 31,25; 15,6 e 7,81 pg/mL), realizadas em triplicata (Tabela 4). No
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Gréafico 10 os resultados sdo mostrados na curva obtida, assim como o coeficiente de

correlacdo linear e a equacao da reta sdo apresentados.

Tabela 4 - Dados utilizados na construgéo da curva de calibragdo da Brimonidina

Concentracado de BR (pg/mL) Média das areas + DP
7,81 0,2622 + 0,0138
15,6 0,2796 + 0,00723
31,25 0,31660 + 0,0025
62,5 0,3713 £ 0,00219
125 0,4687 £ 0,0192
250 0,6886 + 0,0077
500 1,2118 + 0,0036

Tabela com os valores de concentra¢do da Brimonidina, médias de areas e desvio padréao.
Fonte: do autor.

Gréfico 10 - Curva analitica de BR
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Grafico com a curva analitica da Brimonidina.
Fonte: do autor.

A curva construida apresentou linearidade na faixa de trabalho especificada,
sendo o coeficiente de correlacdo linear igual a 0,9976. Em vista disso, determinou-
se o perfil de liberacdo da brimonidina através da quantificacdo do analito por

espectrofotometria (Grafico 11).
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Gréfico 11 - Curva de liberagdo de Brimonidina por 96 horas ap0s a incubacao
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Grafico com a curva analitica da Brimonidina.
Fonte: do autor.

O sistema liberou aproximadamente 1mg da substancia ativa ja nas primeiras
horas apds a incubacao, observou-se também que no tempo de 48 horas identificou-
se que a maior liberacéo foi significativa no tempo de 48 horas (4,36 + 1,39 pg/mL).

3.1.2 Molhabilidade — Angulo de Contato

A absorcdo de fluidos esta diretamente relacionada a capacidade de
biocompatibilidade e de bioabsor¢cdo do material pelo organismo, principalmente no
sitio de implante do biomaterial. O resultado do angulo de contato da Blenda-0 foi
uma média de 75,4° (+ 1,1), onde observou-se espalhamento intermediario da gota
depositada na blenda (Figura 31).
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Figura 31 - Angulo de contato Blenda-0

Fotografia do &ngulo de contato da Blenda-0, onde observa-se uma hidrofilia intermediaria.
Fonte: autor

O resultado do angulo de contato da Blenda-BR foi uma média de 74,6° (£ 0,7)
(Figura 32).

Figura 32 - Angulo de contato Blenda-BR

Fotografia do dngulo de contato da Blenda-BR, onde oberva-se uma hidrofilia intermediéaria.
Fonte: autor

O resultado do angulo de contato da Blenda-AR foi uma média de 74,8° (£ 0,8)
(Figura 33).
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Figura 33 - Angulo de contato Blenda-AR

Fotografia do dngulo de contato da Blenda-AR, onde observa-se uma hidrofilia intermediaria.
Fonte: autor

De acordo com os resultados, os trés grupos de blendas apresentaram
similares valores de angulo de contato com um espalhamento intermediério da gota.
Observou-se que ndo houveram alteragdes significativas no angulo de contato entre

0 grupo sem droga e o grupo com droga (Tabela 4).

Tabela 5 - Angulo de Contato das blendas

Medidas do angulo de contato

o — Média do angulo de
contato
BLENDA-0 754+1,1
BLENDA-BR 74,6 £0,7
BLENDA-AR 74,8 £0,8

Blenda-0: blenda sem incorporacédo de droga. Blenda-BR: blenda com incorporacéo de Brimonidina.
Blenda-AR: blenda com incorporagéo de AR.
Fonte: autor

As comparagdes paramétricas entre os angulos dos grupos Blenda-0 e Blenda-
BR, realizadas através do teste t-Student, seguido de teste Student Newman Keuls,
nao obtiveram diferencas com significancia estatistica com p > 0,05 (0,235). As
comparacdes paramétricas entre os angulos dos grupos Blenda-0 e Blenda-AR,
realizadas atraves do teste t-Student, seguido de teste Student Newman Keuls, nao

obtiveram diferencas com significancia estatistica com p > 0,05 (0,172).
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3.1.3 Termogravimetria (TG/DTG)

De uma forma geral, a aplicacdo da TG em polimeros deu-se em funcéo da
necessidade de se conhecer a estabilidade térmica e oxidativa, importantes no
processamento do material. Observa-se na Figura 34 o perfil termogravimétrico da
matriz de PLGA realizado até 900°C.

Figura 34 - Termogravimetria da matéria-prima PLGA
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Gréfico de relagdo porcentagem de massa versus temperatura em graus Celsius. A linha preta
representa a massa amostra. A linha vermelha o A derivada da porcentagem de massa por
temperatura). Observa-se um evento significativo de perda de massa, correspondente & decomposicéo
do material organico a partir de 220°C. DTG: Derivada da Termogravimetria.

Fonte: do autor

Por meio do resultado da TG do PLGA, observa-se um evento de perda de
massa do material que sugere a ocorréncia térmica: de 220 a 360°C, observou-se
perda significativa de massa sugestivo de decomposi¢do do material organico. Apés
360°C observa-se massa residual e discreto aumento que ocorreu provavelmente por
meio da perda de CO:z e geragdo dos respectivos 6xidos, resultado da carbonizacéo
do material. P6de-se observar que ndo ocorreu perda de massa de 30 a 220°C (Tabela
6).
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Tabela 6 — Resultado do ensaio de termogravimetria do PLGA com porcentagem de

perda de massa.

Porcentagem massa PLGA

Temperatura Perda de massa
(°C) (%)
30a220 0
2202360 95
360 a 900 0

°C: Graus Celsius. % Porcentagem.
Fonte: do autor

Na Tabela 6, observaram-se as perdas de massa a partir das faixas térmicas,
onde observou-se perda de massa somente de 200 a 360°C. Observa-se na Figura
35a TG e DTG da matriz de Colageno tipo I, para as temperaturas de 30 a 900°C.

Figura 35 - Termogravimetria do colageno tipo |
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Gréfico de relagédo porcentagem de massa por temperatura em graus Celsius. A linha preta representa
a massa amostra. A linha vermelha a derivada da porcentagem de massa por temperatura. Observa-
se trés perdas significativas de massa correspondentes a perda de agua livre, perda de 4gua estrutural
e decomposicdo da matéria organica. DTG: Derivada da Termogravimetria.

Fonte: do autor
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Por meio do resultado da TG do colageno, observaram-se quatro eventos de
perda de massa do material que sugerem as ocorréncias térmicas: de 30 até 190°C
correspondente a perda de agua livre; 190 a 460°C correspondente a perda de agua
estrutural; e, de 460 a 620°C correspondente a decomposi¢cao da matéria organica.
Apbs 620°C, massa residual que tem aumento discreto de massa ocorrido por meio

da perda de CO: e geragdo dos respectivos oOxidos, resultado da carbonizagcédo do

material (Tabela 7).

Tabela 7 - Resultado do ensaio de termogravimetria do Colageno com porcentagem

de perda de massa.

Porcentagem massa colageno

Temperatura Perda de massa
°C %
302190 18
190 a 460 27
460 a 620 47

°C: Graus Celsius. % Porcentagem
Fonte: do autor

Na Tabela 7, observaram-se as porcentagens de perda da massa pela faixa de
temperatura, onde a maior perda ocorreu na faixa de 460 a 620°C. Observa-se na
Figura 36 a TG e DTG da matriz de Bimonidina para as temperaturas de 30 a 900°C.
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Figura 36 - Termogravimetria da substancia ativa Brimonidina
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Grafico de relacdo porcentagem de massa versus temperatura em graus Celsius. A linha preta
representa a massa amostra. A linha vermelha a derivada da porcentagem de massa por temperatura.
Observam-se seis perdas significativas de massa, correspondentes a perda de agua livre, perda de
agua estrutural, agua estrutura, perda do arranjo cristalografico com liberacdo de umidade
enclausurada, perda pela degradacdo organica co Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio e perda
correspondente a degradacéo do Bromo. DTG: Derivada da Termogravimetria.

Fonte: do autor.

Por meio do resultado da TG da Brimonidina, observaram-se seis eventos de
perda de massa do material que sugerem as ocorréncias térmicas: de 30 até 120°C,
correspondente a de perda de agua livre; de 120 a 220°C, correspondente a perda de
agua estrutural; de 220 a 360°C, correspondente a de mudanca do arranjo
cristalografico liberando umidade na enclausurada; de 360 a 515°C, correspondente
a degradacdo organica do Carbono, Nitrogénio e Hidrogénio; de 515 a 675°C,
correspondente a degradacdo do Bromo; e de 675 a 860°C, perda de massa
correspondente a carbonizag¢éo do material que nédo foi completa até os 900°C (Tabela

8).
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Tabela 8 - Resultado do ensaio de termogravimetria da substancia ativa Brimonidina

com porcentagem de perda de massa

Porcentagem massa Brimonidina

Temperatura Perda de massa

°C %
30a120 5
120a 220 5
220a 360 19
360a515 5
515a675 2
675 a 900 24

°C: Graus Celsius. % Porcentagem
Fonte: do autor.

Na tabela, observaram-se as porcentagens de perda da massa pela faixa de
temperatura, em que a maior perda correspondente a degradacéo ocorreu de 220 a
360°C. Observa-se na Figura 37 a TG e DTG da matriz de AR para as temperaturas
de 30 a 900°C.

Figura 37 - Termogravimetria do Acido Rosmarinico
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Grafico de relacdo entre porcentagem de massa por temperatura em graus Celsius. A linha preta
representa a massa amostra. A linha vermelha a derivada da porcentagem de massa por temperatura.
Observam-se trés perdas significativas de massa: a primeira correspondente a perda e agua livre; a
segunda, correspondente a perda de agua estrutural; e a terceira, correspondente a degradacdo do
AR. Observa-se carbonizagdo do AR sem residuos. DTG: Derivada da Termogravimetria.

Fonte: do autor.
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Por meio do resultado da TG do AR, observaram-se trés eventos de perda de
massa do material que sugerem as ocorréncias térmicas: de 30 até 180°C,
correspondente a perda de agua livre; de 180 a 405°C, correspondente a perda de
agua estrutural; e de 405 a 645°C, correspondente a degradacédo organica do AR

(Tabela 9). Observou-se perda total de massa sem residuos de carbonizacdo até
645°C.

Tabela 9 - Resultado do ensaio de termogravimetria da substancia ativa Acido

Rosmarinico com porcentagem de perda de massa

Porcentagem massa Acido
Rosmarinico

Temperatura Perda de massa
°C %
30a 180 5
180 a 405 35
405 a 645 60

°C: Graus Celsius. % Porcentagem
Fonte: do autor

Na Tabela 9, observaram-se as porcentagens de perda da massa versus
temperatura, em que a maior perda ocorreu de 405 a 645°C. Foram realizadas TG
nas amostras de filmes Filme-0, Filme-BR e Filme-AR, no intuito de avaliar o
comportamento térmico dos filmes antes de serem submetidos a conformacao.
Observa-se na Figura 38 a TG e DTG do filme sem incorporacéo de drogas (Filme-0),
para as temperaturas de 30 a 900°C.



Figura 38 - Termogravimetria do Filme-0
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A linha preta representa a massa amostra. A linha vermelha a derivada da porcentagem de massa por
temperatura. Observam-se quatro perdas significativas de massa: a primeira, correspondente a agua
livre do colageno; a segunda, correspondente a agua estrutural do colageno e degradacéo do PLGA; a
terceira, correspondente a degradacao do colageno, a quarta, correspondente a carbonizacédo total do
material. DTG: Derivada da Termogravimetria. Fonte: do autor.

Por meio do resultado da TG, observaram-se quatro eventos de perda de

massa do material que sugerem as ocorréncias térmicas: de 30 a 220°C,

correspondente a perda de agua livre do colageno; de 220 a 495°C correspondente a

perda de agua estrutural do colageno e degradacdo organica do PLGA; de 495 a

680°C, correspondente a degradacdo organica do colageno; e de 680 a 762°C,

correspondente a carbonizagéo total do material sem residuos (Tabela 10).

Tabela 10 - Resultado do ensaio de termogravimetria do Filme-0 com porcentagem

de perda de massa

°C: Graus Celsius. % Porcentagem
Fonte: do autor.

Porcentagem massa Filme-0
Temperatura Perda de massa
(°c) (%)
30a220 5
220 a 495 85
495 a 680 8
680 a 762 2
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Na Tabela 10, observaram-se as porcentagens de perda da massa pela faixa
de temperatura, em que a maior perda ocorreu de 220 a 495°C. Foram observadas as
presencas das identidades térmicas das matrizes no filme. A temperatura inicial de
degradacdo, permitiu a conformacao do Filme-0 ha 25°C sem degradacéo. Observa-
se na Figura 39 a TG e DTG do filme com Brimonidina (Filme-BR), para as
temperaturas de 30 a 900°C.

Figura 39 - Termogravimetria do Filme-BR
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A linha preta representa a massa amostra. A linha vermelha a derivada da porcentagem de massa por
temperatura. Observam-se quatro perdas significativas de massa: a primeira correspondente a perda
de &gua livre do colageno e da Brimonidina; a segunda correspondente a perda e agua estrutural do
coladgeno e Brimonidina e degradacéo do PLGA,; a terceira correspondente a degradagéo do colageno;
a quarta correspondente a degrada¢do do Bromo. DTG: Derivada da Termogravimetria.

Fonte: do autor.

Por meio do resultado da TG do Filme-BR, observaram-se quatro eventos de
perda de massa do material que sugerem as ocorréncias térmicas: de 30 a 205°C,
correspondente a perda de agua livre do colageno de da Brimonidina; de 205 a 350°C,
correspondente a perda de agua estrutural do colageno e da Brimonidina, e
degradacdo do PLGA; de 350° a 590°C, correspondente a degradacao do colageno,
de 590 a 851°C, correspondente a degradacédo do Bromo. Foi observado que, assim
como com a Brimonidina, a carbonizagdo completa ocorreu acima de 900°C (Tabela
11).



150

Tabela 11 - Resultado do ensaio de termogravimetria do Filme-BR com porcentagem

de perda de massa

Porcentagem massa Filme-BR

Temperatura Perda de massa
(°C) (%)
30a205 5
205 a 350 15
350a 590 61
590a 851 9

°C: Graus Celsius. % Porcentagem
Fonte: do autor.

Na Tabela 11, observaram-se as porcentagens de perda da massa pela faixa

de temperatura, em que a maior perda ocorreu de 350 a 590°C. Observa-se na Figura

40 a TG e DTG do filme com AR (Filme-AR), para as temperaturas de 30 a 900°C.

Figura 40 - Termogravimetria do Filme-AR
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A linha preta representa a massa amostra. A linha vermelha a derivada da porcentagem de massa por
temperatura. Observam-se quatro perdas significativas de massa: a primeira, correspondente a perda
e agua livre do colageno e AR; a segunda, correspondente a perda de agua estrutural do colageno e
AR e degradacdo do PLGA; a terceira, correspondente a degradacdo colageno e AR; e a quarta
correspondente a carbonizacéo do AR. DTG: Derivada da Termogravimetria.

Fonte: do autor.
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Por meio do resultado da TG do Filme-AR, observaram-se quatro eventos de
perda de massa do material que sugerem as ocorréncias térmicas: de 30 a 130°C,
correspondente com a perda de agua livre do colageno e do AR; de 130 a 405°C,
correspondente com a perda de agua estrutural do colageno, 4gua estrutural do AR,
e degradacdo do PLGA; de 405 a 640°C, correspondente & degradagéo do colageno
e degradacao do AR, de 640 a 740°C carbonizacéao total do AR com massa residual
do colageno e PLGA, e discreto aumento que ocorre por meio da perda de CO:z e

geracao dos respectivos 0xidos (Tabela 12)

Tabela 12 - Resultado do ensaio de termogravimetria do Filme-AR com porcentagem

de perda de massa

Porcentagem massa Filme-AR

Temperatura Perda de massa
(°C) (%)
30a130 5
130 a 405 23
405 a 640 66
640 a 740 2

°C: Graus Celsius. % Porcentagem
Fonte: do autor.

Na Tabela 12, observaram-se as porcentagens de perda da massa pela faixa
de temperatura, em que a maior perda ocorreu de 405 a 640°C. No intuito de verificar
se houve modificagdes apods a conformacédo, foram tracados os perfis térmicos das
blendas. Observa-se na Figura 41 a TG e DTG da Blenda-0 para as temperaturas de
30 a 900°C.
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Figura 41 - Termogravimetria da Blenda-0

Massa
100 —— DTG
T S
220°C 705°C
80 455°C 860°C
= (W)
% 60 8
] —
a =
© =
= 40 < Q
204
O D

T T T T T T T T T T T T T T

30 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura (°C)

A linha preta representa a massa amostra. A linha vermelha a derivada da porcentagem de massa por

temperatura. Observam-se quatro perdas significativas de massa: perda de agua livre do colageno,

perda de agua estrutural e degradacdo do PLGA, degradagdo do colageno, e carbonizagcao. DTG:

Derivada da Termogravimetria.
Fonte: do autor.

Por meio do resultado da TG da Blenda-0, observaram-se quatro eventos de
perda de massa do material que sugerem as ocorréncias térmicas: de 30 a 220°C,
correspondente a perda de agua livre do colageno; de 220 a 455°C, correspondente
a perda de agua estrutural e degradacéo do PLGA; de 445 a 705°C, correspondente
a degradacéo do colageno; e de 705 a 860°C correspondente a carbonizacdo que
ocorreu apos 900°C (Tabela 13).

Tabela 13 - Resultado do ensaio de termogravimetria do Blenda-0 com porcentagem

de perda de massa

Porcentagem massa Blenda-0

Temperatura Perda de massa
(°C) (%)
30a220 5
220 a 455 83
445 a 705 7
705 a 860 3

°C: Graus Celsius. % Porcentagem
Fonte: do autor.
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Na Tabela 13, observam-se as porcentagens de perda da massa pela faixa de
temperatura, em que a maior perda ocorreu de 220 a 455°C. Observa-se na Figura 42
a TG e DTG da Blenda-BR para as temperaturas de 30 a 900°C.

Figura 42 - Termogravimetria da Blenda-BR
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Grafico de relacdo porcentagem de massa por temperatura em graus Celsius. A linha preta representa
a massa amostra. A linha vermelha a derivada da porcentagem de massa por temperatura. Observam-
se cinco perdas significativas de massa: perda de agua livre do colageno e Brimonidina, degradacao
do PLGA e perda de 4gua estrutural do colageno, perda de 4gua estrutural da Brimonidina, degradacéo
do colageno e Bromo, e carbonizacéo do PLGA e Colageno. DTG: Derivada da Termogravimetria.
Fonte: Autor

Por meio do resultado da TG da Blenda-BR, observaram-se cinco eventos de
perda de massa do material que sugerem as ocorréncias térmicas: de 30 a 205°C,
correspondente a perda e agua livre; de 205 a 348°C, correspondente a perda e agua
estrutural do colageno e degradacdo do PLGA; de 348 a 500°C, correspondente a
perda de agua estrutural da Brimonidina; de 500 a 660°C, correspondente a
degradacédo do colageno e degradacédo do Bromo; e de 660 a 850°C, correspondente
a carbonizacao do colageno e PLGA. Observou-se que a carbonizacao total da blenda

ocorreu acima de 900° (Tabela 14).



Tabela 14 - Resultado do ensaio de termogravimetria do Blenda-BR com

porcentagem de perda de massa

Porcentagem massa Blenda-BR

Temperatura Perda de massa
(°C) (%)
30a 205 5
20542348 74
340 a 500 5
500 a 660 3
660 a 850 2

°C: Graus Celsius. % Porcentagem
Fonte: do autor.
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Na Tabela 14, observa-se as porcentagens de perda da massa pela faixa de
temperatura, em que a maior perda ocorreu de 205 a 340°C. Observa-se na Figura 43
a TG e DTG da Blenda-AR para as temperaturas de 30 a 900°C.

Figura 43 - Termogravimetria do Blenda-AR
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A linha preta representa a massa amostra. A linha vermelha a derivada da porcentagem de massa por
temperatura. Observam-se quatro perdas significativas de massa: Perda de agua livre do colageno e
AR, perda de agua estrutural do colageno e AR, degradacdo do colageno, cabonizacdo do AR. DTG:

Derivada da Termogravimetria.
Fonte: Autor
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Por meio do resultado da TG da Blenda-AR, observou-se variagdes com perda
de massa do material em quatro eventos: de 30 a 105°C, correspondente a perda de
agua livre do colageno e do AR; de 105 a 400°C, sugestivo a perda de agua estrutural
do colageno e AR; de 400 a 635°C, similar a degradacao do colageno e inicio da
degradacdo do AR; e de 635 a 750°C correspondente a carbonizacéo total do AR com

residual de carbonizacdo do colageno e PLGA (Tabela 15).

Tabela 15 - Resultado do ensaio de termogravimetria do Blenda-AR com
porcentagem de perda de massa

Porcentagem massa Blenda-AR

Temperatura Perda de massa
(°Q) (%)
30a105 5
105 a 400 16
400 a 635 76
635a 750 1

°C: Graus Celsius. % Porcentagem
Fonte: do autor.

Na Tabela 15, observam-se as porcentagens de perda da massa pela faixa de
temperatura, em que a maior perda ocorreu de 400 a 635°C. Nao foram observadas
alteracdes termogravimétricas, com reducdo da temperatura de degradacao para os
filmes e blendas em comparagdo com as matrizes. Nao se observou discrepancia
entre as identidades termogravimétricas dos filmes, em relacdo as identidades
termogravimétricas das blendas. A temperatura de degradacdo mais baixa foi de
130°C. Segundo Campoccia et al (2013), determinados planos cristalograficos podem
interferir na indentidade termogravimetrica do material, no que diz respeito a perda de

agua estrutural, e, para tal, foi realizada a DRX.

3.1.4 Difratometria de Raios-x (DRX)

O ensaio de DRX permite descrever a disposicao fisica dos atomos de uma
substancia determinando sua estrutura natureza cristalina. As analises de DRX foram

realizadas com o objetivo de avaliar o comportamento estrutural da blenda, ap6s o
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processamento e conformagdo das matérias primas. Observa-se na Figura 44 o

difratograma da matriz de PLGA.

Figura 44 - Difratograma do PLGA
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DRX da matriz de PLGA. Gréafico com relacdo de intensidade por angulo Theta. Observa-se uma
natureza amorfa.
Fonte: do autor.

O resultado da amostra de PLGA, obtido pelo ensaio, apresenta um material
de natureza amorfa com uma banda de valor maximo em torno de 22,30°. Nao foram
evidenciados picos de cristalinidade no material. Observa-se na Figura 45 o

difratograma da matriz de Colageno.



157

Figura 45 - Difratograma do Colageno tipo |

Intensidade

10 20 30 40 50 60 70 80 S0
20
DRX da matriz de colageno. Grafico com relacdo de intensidade por angulo Theta. Observa-seuma

natureza amorfa.
Fonte: do autor.

O resultado da matriz de colageno apresenta uma natureza amorfa, com um
halo proximo de 15° seguindo até aproximadamente 50°. Observa-se dois picos,
sendo o primeiro em 11,41° e o segundo em 22,14°. Na Figura 46 observa-se o

difratograma da matriz de Brimonidina.
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Figura 46 - Difratograma da Brimonidina
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DRX da matriz de Brimonidina. Gréafico com relagdo de intensidade por angulo Theta. Observa-se uma
natureza semicristalina.
Fonte: do autor.

O resultado da matriz de Brimonidina apresentou uma natureza semicristalina,
com uma regido de halo amorfo entre 10° e 25° aproximadamente, com alguns picos
semicristalinos nesse intervalo. A partir de 10° picos cristalinos em 11,16°, 22,62°,
27,46°, 31,68°, 45,50°, 56,40°, 66,16°, 75,26°, 84,14°. Pico de maior intensidade em
31,68°. Foi calculado um indice de cristalinidade da ordem de 15% para a Brimonidina,
através de uma baseline no software Origin®. Observa-se na Figura 47 o difratograma
da matriz de AR.
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Figura 47 - Difratograma do Acido Rosmarinico
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DRX da matriz de Acido Rosmarinico. Grafico com relacéo de intensidade por angulo Theta. Observa-
se uma natureza semicristalina da amostra.
Fonte: do autor.

O resultado da matriz de AR apresentou um material semicristalino com banda
de amorfismo variando de 12° a 50°, com picos de cristalinidade em toda a extensao
do ensaio de 10° a 90°. Foi calculado um indice de cristalinidade de 19,2% para o AR
por meio da criagdo de uma baseline no software Origin®. Observa-se na Figura 48 o

difratograma da Blenda-0.
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Figura 48 - Difratograma da Blenda-0
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Gréfico com relacao de intensidade por angulo Theta. Observa-se uma natureza amorfa da amostra.
Fonte: do autor.

O resultado do DRX da Blenda-0 apresentou uma natureza amorfa, com halo
de 10° a 35°, sem alteracéo da cristalinidade das matrizes. Observou-se a fusdo dos

picos do colageno e PLGA. Observa-se na Figura 49 o difratograma da Blenda-BR.
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Figura 49 - Difratograma da Blenda-BR
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Grafico com relagdo de intensidade por angulo Theta. Observa-se uma natureza semicristalina da
amostra.
Fonte: do autor.

O resultado com a amostra de Blenda-BR apresentou natureza semicristalina,
com uma banda amorfa na regido de 18° a 45°, e picos de cristalinidade com
intensidades importantes em 31,38°, 45,42°, 56,62°, 28,32° e 75,26°. Foi calculado
um indice de cristalinidade de 10,5% para a Blenda-BR, por meio da criacdo de uma

baseline no software Origin®. Observa-se na Figura 50 o difratograma da Blenda-BR.
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Figura 50 - Difratograma da Blenda-AR
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Gréfico com relagdo de intensidade por angulo Theta. Observa-se uma natureza semicristalina da
amostra.
Fonte: do autor.

O resultado da amostra de Blenda-AR apresentou uma natureza semicristalina,
com uma banda amorfa na regido de 15° a 45°, e picos de cristalinidade com
intensidades importantes em 21,83°, 25,99°, 30,05°, 35,59°, 38,87° e 43,69°. Foi
calculado um indice de cristalinidade de 9,12% para a Blenda-BR, por meio da criacédo
de uma baseline no software Origin®. Os filmes e blendas apresentaram carater

semicristalino, sem alteracdes em relacdo as matrizes.

3.1.5 Ensaio de degradacéo

Em estudos prévios realizados em ensaio de liberacéo in vitro, foi possivel, ao
final do ensaio, medir as massas das amostras apos 96 horas de incubacao a 37°C.
Observou-se perda significativa de massa das blendas incorporadas com brimonidina

(5,73 £ 0,75mg) (Grafico 12A). A porcentagem de perda apdos 96 horas em relacdo ao
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tempo O foi de 32,58% (+ 3,71) para Blenda-BR, e 17,19% (+ 2,7) para Blenda-AR

(Gréfico 12B).

Gréfico 12 - Perda de massa das blendas apés 96 horas de incubacéo
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(A) Gréfico de perda de massa das blendas ao final do ensaio de liberagao in vitro.
(B) Grafico da perda de massa expresso em porcentagem.
Blenda-0 (sem droga); Blenda-BR (incorporada com Brimonidina) e Blenda-AR (incorporada com acido

rosmarinico).
Fonte: do autor.

Para o teste, foram estabelecidos os intervalos de 1 hora, 1 dia, 5 dias, 15 dias,

30 dias, 60 dias, 90 dias, sendo: sete amostras de Blenda-0, sete amostras de Blenda-

BR e sete de Blenda-AR, todas em triplicatas, somando um total de 63 amostras. A

degradacédo com perda de massa da Blenda-0, esta representada na Figura 51.



164

Figura 51 - Porcentagem de perda de massa em solu¢éo tampao fosfato da

Blenda-0, no ensaio de degradacéao
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Perda de massa da Blenda-0, por dia, em PBS. Linha: corresponde a perda percentual de massa. Barra
vertical: desvio padrdo. Observa-se o aumento da perda de massa, mais acentuado de 60 a 90 dias.
Fonte: do autor.

A blenda-0 apresentou perda e 15,2% (+5,2) no 5° dia, 24,2% (£6,7) no 15° dia,
33,5% (x7,3) no 30° dia, 42,1% (£6,9) no 45° dia, 54,6% (£5,9) no 60° dia, 66,3%
(£8,0) 75° dias, e 85,1% (+5,1) no 90° dia. A perda de massa total da Blenda-0 ao final
de 90 dias foi de 85,1% (5,1) (Tabela 16).

Tabela 16 - Porcentagem de peso por dia e por blenda

5 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias 75 dias 90 dias
Blenda-0 15,2 +5,2% 24,2+6,7% 33,5+7,3% 42,1+6,9% 54,6+5,9% 66,3 +8,0% 85,115,1%
Blenda-BR 16,1 +3,1% 25,2+2,1% 37,6 +4,2% 45,3 +5,5% 53,2 45,2% 64,54,1% 76,9 +3,0%
Blenda-AR 17,2 +4,3% 27,5+3,0% 38,9+1,8% 45,8+4,4% 54,6+1,8% 64,7 +3,2% 81,6 +4,4%
Valor p 0,12 0,08 0,09 0,10 0,15 0,12 0,01

Tabela com os valores de perda de massa por dia, estratificados por blenda. Observa-se variagfes ha
perda de massa e desvio padrao pelo tipo de blenda.
Fonte: Autor
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A degradacéo com perda de massa da Blenda-BR, esta representada na Figura
52.

Figura 52 - Porcentagem de perda de massa em solugéo tampao fosfato da

Blenda-BR, no ensaio de degradacéo
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Perda de massa da Blenda-BR, por dia, em PBS. Linha: corresponde a poerda percentual de massa.
Barra vertical: desvio padrdo. Observa-se o aumento da perda de massa maior de 0 a 30 dias, com
estabilizacdo apos 45 dias.

Fonte: do autor.

A Blenda-BR apresentou perda e 16,1 (£3,1) no 5° dia, 25,2% (x2,1) no 15° dia,
37,6% (x4,2) no 30° dia, 45,3% (£5,5) no 45° dia, 53,2% (£5,2) no 60° dia, 64,5%
(x4,1) 75° dias, e 76,9% (£3,0) no 90° dia. A perda de massa total da Blenda-0, ao
final de 90 dias, foi de 76,9% (+3,0) (Tabela 16). A degradacdo com perda de massa

da Blenda-AR, esta representada na Figura 53.
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Figura 53 - Porcentagem de perda de massa em solu¢éo tampao fosfato da

Blenda-AR, no ensaio de degradacéao
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Perda de massa da Blenda-AR, por dia, em PBS. Linha: corresponde a perda percentual de massa.
Barra vertical: desvio padréo. Observa-se o aumento da perda de massa maior de 0 a 30 dias, com
estabilizacdo apds 45 dias e novo aumento de 75 a 90.

Fonte: do autor.

A Blenda-AR apresentou perda de 17,3 (x4,3) no 5° dia, 27,5% (£3,0) no 15° dia,
38,9% (+1,8) no 30° dia, 45,8% (+4,4) no 45° dia, 54,6% (+1,8) no 60° dia, 64,7%
(£3,2) 75° dias, e 81,6% (+4,4) no 90° dia. A perda de massa total da Blenda-AR ao
final de 90 dias foi de 81,6% (+4,4) (Tabela 16).

Os resultados dos dias 5, 15, 30, 45, 60, e 75 de degradacdo das amostras,
guando comparados em triplicata pelo método de variancia ANOVA néo apresentaram
significancia estatistica com p>0,05. No intervalo de 90 dias, quando comparado em
triplicata pelo método ANOVA, apresentou significancia estatistica com P<0,05.
Precebeu-se que houve alteracdo na degradacdo das blendas relacionado a
incorporagdo de farmaco, somente no ultimo intervaldo de 75 a 90 dias, onde a blenda
ja esta em estado avancado de degradacdo com aproximadamente 85% da sua
massa degradada. Todas as blendas estavam totalmente decompostas impedido a

pesagem em 115 dias (Figura 54).
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Figura 54 — Foto da degradacéo da blenda-0 por dia.

15D 30D 45D 60D 75D 90D 115D

Legenda: foto da blenda degradando em PBS nos intervalos de dia. Camera Canon EOS M200 com
lente EF-M 15-45 mm.
Fonte: do autor.

3.2 Caracterizacfes Quimicas

3.2.1 Fluorescéncia de Raiox-X (FRX)

Devido as caracteristicas quimicas e moleculares do colageno, PLGA e AR, 0
ensaio foi realizado somente na matriz de Brimonidina e Blenda-BR, de para verificar
a presenca de Bromo (Br).

O ensaio na matriz de Brimonidina e da Blenda-BR identificaram os seguintes

elementos quimicos conforme Tabela 17.

Tabela 17 — Elementos quimicos da matriz de Bromo e Blenda-BR

Br Na CL Ca S Fe Nb Cu K Ti

Matriz BR | 65,23% | 18% 15,32% | 0,99% | 0,24% | 0,11% | 0,07% | 0,04%
(+0,06) | (£0,18) | (0,01) | (+0,01) | (+0,01) | (x0,01) | (20,01) | (+0,01)

Blenda- BR | 51,42% | 23,30% | 16,18% | 1,42% | 0,32% | 0,24% | 0,07% | - 0,99% | 0,06%
(+0,06) | (20,18) | (#0,01) | (+0,01) | (+0,01) | (20,01) | (+0,01) (+0,01) | (+0,01)

Legenda: Br (Bromo), Na (S6dio), ClI (Cloro), Ca (Calcio), S (Enxofre), Fe (Ferro), Nb (Ni6bio), Cu
(Cobre), K (Potassio), Ti (Titanio). Tabela com resultados em porcentagem e desvio padrdo dos
elementos quimicos.

Fonte: do autor.

Obsevou-se a presenca de Bromo na amostra de blenda-BR. Segundo Barbosa

(2008), além da composi¢cdo quimica, as ligacdes quimicas podem sofrer alteracbes
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em decorréncia de temperatura ou de uma solubilizagdo muito 4cida ou muito béasica.

Para tal, foi realizado FTIR.

3.2.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Com o objetivo de confirmar ou descartar uma possivel interacdo entre os
polimeros e as drogas, foi realizado o ensaio de FTIR. Para identificacdo das bandas
caracteristicas do PLGA, o espectro no FTIR foi obtido a partir da amostra da matriz
de PLGA (Figura 55).

Figura 55 - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier da matriz
de PLGA

110

100 PLG A

S0

80

70

&0

50

Transmitancia (%)

40

30

7 S —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers (cm™)

Na espectroscopia observa-se a presenca de grupos metila, carbonila, presenca de deformacéo dos
grupos metila, e estiramento do grupo C-O.
Fonte: do autor.

No espectro do PLGA, observaram-se bandas na regido entre 3000 e 2900 cmr
! caracteristica de estiramento dos grupos metila (CH, CH2, CHs), entre 1740 e 1750
cml, estiramento da carbonila (C=0), entre 1250 e 1500 cm™ caracteristicas da
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deformacdo dos grupos (CH2 e CHs), entre 1150 e 1300 cm caracteristicas do
estiramento referentes ao grupo (C-O). Nao houve presenca de estiramento do grupo
hidroxila (O-H). Para identificacdo das bandas caracteristicas do colageno, o espectro

no FTIR foi obtido a partir da amostra da matriz de colageno (Figura 56).

Figura 56 - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier da matriz
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Espectroscopia do colageno observa-se a presenca dos grupos Amida A, Amida B, Amida |, Amida Il e
Amida Ill.
Fonte: do autor.

A andlise do FTIR do colageno revelou que o seu espectro possui cinco bandas
principais na regiéo de infravermelho: banda amida A (3311 cm™), amida B (2940 cm-
1), amida | (1632 cm?), amida Il (1542 cm™), amida Ill (1241 cm). Também foram
identificadas bandas de amida Il (3081 cm), deformacédo assimétrica dos grupos
metila CH2 e CHs (1447 cm), grupos carboxila dissociados —COO" (1407 cm),
estiramento de —C-H e -N-H no plano (1341 cm), deformacédo de N-H (1079 cm™?), e

larga banda entre 3600 e 3200 cm, correspondente aos grupos hidroxila (O-H). Para
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identificacdo das bandas caracteristicas da Brimonidina, o espectro no FTIR foi obtido

a partir da amostra da matriz de Brimonidina (Figura 57).

Figura 57 - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier da matriz

de Brimonidina
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Espectroscopia da Brimonidina observa-se a presenca dos grupos C=0, C=C e C=N e —-NH,
caracteristicos da Brimonidina.
Fonte: do autor.

O espectro da matriz de Brimonidina identificou bandas no comprimento de
onda de 1658 cm™ caracteristica do alongamento do grupo carbonila C=0, em 1600
cm?! caracteristica de alongamento vibracional dos grupos C=C e C=N, e em 1460 cm"
! correspondente a deformacao angular -NH. Também foram identificadas as bandas
3322 cm™* correspondente ao grupo O-H, em 2898 cm* correspondente ao grupo C-
H, em 1382 cm™ correspondente a funcdo alquila, em 1290 cm™ correspondente a
funcdo éter, e em 1047 cm correspondente ao alcool primario. Para identificacédo das
bandas caracteristicas do AR, o espectro no FTIR foi obtido a partir da amostra da
matriz de AR (Figura 58).
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Figura 58 - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier da matriz

de Acido Rosmarinico
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Na espectroscopia do/Acido Rosmarinico, observa-se a presenga dos grupos O-H, C-H, C=C, C=0, C-
O, caracteristicos do Acido Rosmarinico
Fonte: do autor.

O espectro da matriz de AR identificou bandas no comprimento de onda de
3157 cm’?, caracteristica do estiramento das ligacdes (C-H) aromaticas e das bandas
das ligacdes carboxilica e fendlicas (O-H), em 1705 cm™ correspondente aos grupos
carbonilas (C=0), em 1610, 1515 e 1464 cm™ correspondente ao estiramento dos
anéis aromaticos (C=C), em 1172 a 1350 cm bandas tipicas de grupos fendlicos
resultantes dos estiramentos de (C-O) e (O=H). Para verificar as bandas

caracteristicas da Blenda-0, o espectro no FTIR foi obtido (Figura 59).



Figura 59 - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier da
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Espectroscopia da Blenda-0, observa-se a presenca das ligacdes quimicas dos grupos metila,
carbonila, C-O, e de amidas.
Fonte: do autor.

No espectro da Blenda-0, identificou-se banda em 3311 cm correspondente a
Amida A, em 2997 cm e 2958 cm™* ha estiramento dos grupos metila (CH, CHz, CHa).
Observou-se em 2940 cm™ espectro compativel com Amida B, em 1748 cm
estiramento da carbonila (C=0). Em 1632 e 1542 cm™, espectro correspondente a
Amida | e a Amida Il respectivamente. Entre 1250 e 1500 cm, espectro com
caracteristicas da deformagéo dos grupos (CH2 e CHz). Em 1241 cm observou-se
espectro caracteristico da Amida Ill. Entre 1150 e 1300 cm, espectro com
caracteristicas do estiramento referentes ao grupo (C-O). Observou-se, também,
atenuada banda entre 3600 e 3200 cm™ correspondente aos grupos hidroxila (O-H).
Para verificar as bandas caracteristicas da Blenda-BR, o espectro no FTIR foi obtido
(Figura 60).
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Figura 60 - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier da
Blenda-BR
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Na espectroscopia da Blenda-BR, observa-se a presenca das ligag6es quimicas da Blenda-0 associada
a da matriz de Brimonidina.
Fonte: do autor.

No espectro da Blenda-BR, identificou-se banda em 3311 cm correspondente
a Amida A, em 2997 e 2958 cm h& estiramento dos grupos metila (CH, CH2, CHa).
Observou-se em 2940 cm™? espectro compativel com Amida B, em 1748 cm
estiramento da carbonila (C=0). Em 1658cm™, banda caracteristica da Brimonidina
correspondendo ao estiramento da carbonila (C=0). Em 1632 cm™ e 1542 cmY,
espectro correspondente a Amida | e Amida Il respectivamente. Em 1600cm™t, banda
caracteristica de alongamento vibracional dos grupos C=C e C=N, e em 1460 cm™
correspondente a deformacédo angular —NH. Entre 1250 e 1500 cm™ espectro com
caracteristicas da deformacédo dos grupos (CHz2 e CHs). Em 1241 cm?, observou-se
espectro caracteristico da Amida Ill. Entre 1150 e 1300 cm™? espectro com
caracteristicas do estiramento referentes ao grupo (C-O). Observou-se, também,
atenuada banda entre 3600 e 3200 cm™*, correspondente aos grupos hidroxila (O-H).
Para verificar as bandas caracteristicas da Blenda-AR, o espectro no FTIR foi obtido
(Figura 61).
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Figura 61 - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier da
Blenda-AR
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Na espectroscopia da Blenda-AR, observa-se a presenca das ligacdes quimicas da Blenda-0 associada
a da matriz de AR.
Fonte: do autor.

No espectro da Blenda-AR, identificou-se banda em 3311 cm, correspondente
a Amida A, e em 2997 e 2958 cm! correspondente ao estiramento dos grupos metila
(CH, CH2, CHz3). Observou-se em 2940 cm?, espectro compativel com Amida B, em
1748 cm? estiramento da carbonila (C=0). Em 1622 e 1542 cm?, espectro
correspondente a Amida | e a Amida Il respectivamente. Em 1610, 1515 e 1464 cm™,
correspondente ao estiramento dos anéis aromaticos (C=C) do AR 1610 cm™. Entre
1250 e 1500 cm, espectro com caracteristicas da deformacédo dos grupos (CHz e
CHs). Em 1350 cm%, bandas tipicas de grupos fendlicos resultantes dos estiramentos
de (C-O) e (O-H). Em 1241 cm™ observou-se espectro caracteristico da Amida Il
Entre 1150 e 1300 cm™ espectro com caracteristicas do estiramento referentes ao
grupo (C-O e O=H). Observou-se, também, atenuada banda entre 3600 e 3200 cm™,

correspondente aos grupos hidroxila (O-H).
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3.3 Caracterizacdo Morfoldgica

3.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras de filme e de blenda foram avaliadas quanto a forma, a espessura,
a fusdo de camadas e a porosidade, utilizando os Microscopios Eletrénicos de
Varredura (MEV) (Carl Zeiss Microscopy®, SIGMA VP®) acoplados a Espectroscopia
de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS) (Bruker Nano GmbH®, XFlash 410-M®), e
(JEOL®, InTouchScope®, JSM-IT300). Para verificar a morfologia do Filme-0, foi

realizada MEV na ampliacdo de 200 e de 500 vezes (Figura 62).

Figura 62 - Microscopia eletronica de varredura do Filme-0
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(A) ampliacdo de 200x.

(B) ampliacdo de 500x.

Observa-se estrutura uniforme e organizada, sem evidéncias de camadas ou poros, sugestivametne
fibras de colageno. Microscépio JEOL®, InTouchScope®, JSM-1T300.

Fonte: do autor.

A imagem da microscopia revelou uma superficie uniforme e organizada, sem
evidéncias de camadas ou poros, ndo sendo possivel também estabelecer a
espessura. Observaram-se pontos de hiperrefletividade organizados em circulos.
Para verificar a morfologia do Filme-BR, foi realizada MEV, na ampliacao de 200 e de
500 vezes (Figura 63).
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Figura 63 - Microscopia eletrénica de varredura do Filme-BR
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(A): ampliacéo de 200x.

(B): ampliacao de 500x.

Observa-se superficie heterogénea, sem evidéncias de camadas ou poros, sinais hiperrefeltivos
sugerindo formag&o de cristais. Microscopio JEOL®, InTouchScope®, JSM-IT300.

Fonte: do autor.

A imagem da microscopia revelou uma superficie heterogénea, onde observa-
se sinais de hiperrefletividade, compativeis com a formacé&o de cristais. Para verificar
a morfologia do Filme-AR, foi realizada MEV, na ampliacdo de 200 e de 500 vezes
(Figura 64).

Figura 64 - Microscopia eletrénica de varredura do Filme-AR
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(A): ampliag&o de 200x.

(B): ampliacdo de 500x.

Observa-se superficie heterogénea, sem evidéncia de camadas ou poros, sinais hiperrefletividade
compativeis com formag&o de cristais. Microscépio JEOL®, InTouchScope®, JSM-IT300.

Fonte: do autor.
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A imagem da microscopia revelou uma superficie heterogénea, sem evidéncias
de camadas ou poros, ndo sendo possivel estabelecer a espessura. Observaram-se
sinais de hiperrefletividade esparsas, similares a formacao de cristais. Na ampliacdo
de 500 vezes, houve evidéncias de organizacdo de fibras. Para verificar a morfologia
da Blenda-0, foi realizada MEV, na ampliacdo de 40 e 80 vezes, em corte longitudinal,
com EDS (Figura 65).

Figura 65 - Microscopia eletronica de varredura logitudinal da Blenda-0 com EDS
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(A): ampliacéo de 40x.

(B): ampliacdo de 80x.

Observam-se cavernas, e poros na estrutura da blenda e formagdo de camadas sobrepostas.
Microscépio Carl Zeiss Microscopy®, com EDS, SIGMA VP®, acoplado a EDS Bruker Nano GmbH®,
XFlash 410-M®.

Fonte: do autor.

A imagem da microscopia revelou um material heterogéneo, com sobreposi¢cao
de camadas, formacdo de poros com grande polimorfismo e polimegatismo, e
cavernas intercomunicantes. Nao foi observada fusdo ou compactacao de camadas.
Ao EDS foi identificada e quantificada a composicdo quimica: Carbono (65,6%),
Oxigénio (33,7%), Sadio (0,5%), e Potassio (0,2%). Para verificar a morfologia da
Blenda-0, foi realizada MEV na ampliagdo de 40 e 80 vezes em corte transversal
(Figura 66).
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Figura 66 - Microscopia eletrénica de varredura transversal da Blenda-0
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(A): ampliacéo de 40x. (B): ampliacéo de 600x.

Observa-se cavernas, e poros na estrutura da blenda e formacdo de camadas sobrepostas.
Microscopio Carl Zeiss Microscopy®, com EDS, SIGMA VP®, acoplado & EDS Bruker Nano GmbH®,
XFlash 410-M®. Fonte: do autor.

A imagem da microscopia revelou um material heterogéneo, com evidéncias de
sobreposicdo de camadas em formato cilindrico (rocambole), formacdo e
sobreposicdo de poros com grande polimorfismo e polimegatismo, cavernas
intercomunicantes, e fusdo discreta de camadas. A espessura meédia do filme foi de
aproximadamente 8,3 micrémetros. Observa-se na Figura 67 a MEV da Blenda-0, em

corte longitudinal, nas resolucdes de 200 e 500 vezes.

Figura 67 - Microscopia eletronica de varredura da Blenda-0 corte longitudinal
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(A): ampliacéo de 200x. (B): ampliacdo de 500x.
Observa-se topografia heterogénea, com formacdo de poros e cavernas. Microscépio JEOL®,
InTouchScope®, JSM-IT300. Fonte: do autor.
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A imagem da microscopia revelou um material de topografia heterogenea com
poros e cavernas, sobre material mais homogéneo. Observa-se na Figura 68 a MEV

da Blenda-BR, em corte longitudinal, nas resolu¢des de 200 e 500 vezes.

Figura 68 - Microscopia eletrénica de varredura da Blenda-BR corte longitudinal
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(A): ampliacéo de 200x. (B): amplia¢do de 500x.
Observa-se topografia homogénea, sem evidéncias de poros ou cavernas. Microscopio JEOL®,
InTouchScope®, JSM-IT300. Fonte: do autor.

A imagem da micrsocopia revelou um material de topografia heterogénea, sem
evidéncias de poros ou cavernas. Observou-se organizacdo da superficie, sugestiva
de reticulagcéo das fibras. Observa-se na Figura 69 a MEV da Blenda-AR, em corte

longitudinal, nas resolucdes de 200 e 500 vezes.

Figura 69 - Microscopia eletronica de varredura da Blenda-AR corte longitudinal
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(A): ampliacdo de 200x. (B): ampliacdo de 500x.
Observa-se topografia homogénea, sem evidéncias de poros ou cavernas. Microscopio JEOL®,
InTouchScope®, JSM-IT300. Fonte: do autor.
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A imagem do MEV revelou um material homogéneo, sem evidéncias de
cavernas ou poros. Observou-se organizacdo da superficie, compativel com a
reticulacdo das fibras. Os resultados dos ensaios foram concatenados na concluséao

deste capitulo.

4. Discusséo
4.1 Caracterizagoes fisicas

4.1.1 Avaliacdo da molhabilidade

A molhabilidade é classificada em cinco niveis: 1) Superficie super-hidrofébica,
guando em contato com agua apresenta angulo maior que 140°; 2) Hidrofébica,
guando em contato com agua apresenta angulo abaixo de 140° e acima de 90°; 3)
hidrofilia intermediaria, quando em contato com agua apresenta angulo abaixo de 90°
e acima de 30°; 4) Hidrofilica, quando em contato com agua apresenta angulo abaixo
de 30° e diferente de 0°; 5) Super-hidrofilica, quando em contato com agua apresenta

angulo igual a 0°, ou impossivel (Fonner et al. 2008; Lui et al, 2012) (Quadro 3).

Quadro 3 - Angulo de contato da Blenda-0

Classificagcao da superficie pelo angulo contato
Angulo de Contato (°) Superficie
=0° Super-hidrofilica
<30° Hidrofilica
30-90° Intermedidria
90 - 140° Hidrofébica
> 140° Super-hidrofébica

Da esquerda para a direita: angulo de contato encontrado no ensaio de molhabilidade, (superficie) caracteristica
da superficie do objeto estudado.
Fonte: Adaptado de Fonner et al (2008)

Segundo Kalaskar et al (2008) e Silva (2008), de uma maneira geral, quando o

angulo de contato estiver acima de 90° ocorre a condi¢cdo de ndo-molhabilidade ou
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hidrofobia, quando estiver abaixo de 90° ocorre a condicdo de molhabilidade ou
hidrofilia.

Os polimeros sintéticos biodegradaveis, como o PLA e o PLGA, sao
naturalmente hidrofdbicos, inibindo a absor¢do de agua e de fluidos (KHANG, 2012;
ASTM, 2013). Em contrapartida, polimeros ndo sintéticos de origem animal sao
naturalmente hidrofilicos, como o colageno. Compostos formados pela juncéo desses
dois polimeros alteram molhabilidade do material, permitindo controlar sua hidrofilia,
0 que consequentemente implicara na taxa de degradacao. (BRODIE 2006; KHANG,
2012).

Esposito et al (2017), em seu trabalho, descreve resultados de molhabilidade
do PLGA isolado variando de 92,9° e 62,1°. Nos trabalhos de Burrows (2010) e Freitas
(2020), o colageno isolado apresentou angulo de molhabilidade variando de 37° a 62°.
Os trabalhos com compostos poliméricos de PLGA, sem coldgeno, realizados por
Marques (2015), Ferreira (2017) e De Maria (2017) apresentaram um angulo de
contato em torno de 77° a 81°. No trabalho de Curtts (2018) e Ferreira (2022), que
estudaram o mesmo composto da blenda, sob a mesma técnica de molhabilidade, no
mesmo equipamento, ndo foi possivel determinar o &ngulo de contato devido ao
comportamento super-hidrofilico da blenda, que foi estimada ser menor que 5°.

A Blenda-0 apresentou um resultado de molhabilidade diferente dos resultados
de Curtts (2018), porém, com resultados muito similares aos dos trabalhos de Marques
(2015), Ferreira (2017) e De Maria (2017), confirmando a coeréncia do resultado
encontrado. Emrelacé@o a Blenda-BR, na literatura, h& escassez de informagdes sobre
o angulo de contato da Brimonidina, porém, a bula descreve uma taxa de solubilizacéo
em agua de 1,5 mg/ml. Na Blenda-AR, o valor do angulo de contato foi similar ao valor
da Blenda-BR, resultado diferente, também, do resultado encontrado por Curtts
(2018), em que nao foi possivel estabelecer o angulo, devido a super-hidrofilia. A
diferenca entre os resultados de Curtts (2018) e os resultados do presente trabalho
devem-se, provavelmente, ao tipo de processamento e de conformacdo, onde, no
trabalho de Curtts, havia uma mistura heterogénea do colageno com o PLGA e no
presente trabalho, o coladgeno encontra-se entre camadas de PLGA. Segundo
Kalaskar et al (2008) e Silva (2008), de uma maneira geral, quando o angulo de
contato estiver acima de 90° ocorre a condicdo de ndo-molhabilidade ou hidrofobia,

guando estiver abaixo de 90° ocorre a condi¢cdo de molhabilidade ou hidrofilia. Dessa
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maneira, podemos considerar as blendas de carater hidrofilico, por apresentaram um
angulo menor que 90°.

As comparacdes paramétricas entre os angulos dos dois grupos, indicaram que
ndo houve diferenca estatistica na hidrofilia entre o grupo com incorporacgéo de droga
e 0 grupo sem drogas. A diferencga entre os grupos, poderia ocorrer devido aos acidos
fendlicos presentes nas matrizes de Brimonidina e AR. Os &cidos fendlicos sdo de
natureza hidrofilica, e podem aumentar a hidrofilia do composto (RAMANAUSKIENE,
RAUDONIS e MAJIENE, 2016). A hidrofilia de um material estéa diretamente ligada a
sua degradacao por temperatura, materiais com hidrofilia maior apresentam troca

gasosa de umidade, o que lhes confere maior resisténcia (IONASHIRO, 2005).

4.1.2 Avaliagdo do perfil térmico

Os resultados da TG podem elucidar a determinacdo da pureza, niveis de
umidade, composi¢cado do material, marcadores de presenca de compostos quimicos,
volatiidade do material, cinética das reacfes e estabilidade térmica do material
(OHLWEILER, 1978; BETTA et al, 2011). O presente trabalho, como descrito na
metodologia, utiliza, no processamento e conformacéao, temperaturas que variam de
25 a 35°C. Para tal, € importante conhecer as propriedades termograficas das
matérias primas e do composto, avaliando, se 0 processamento e a conformacgéo
proposta nesse trabalho podem degradar o produto, mudando suas caracteristicas
funcionais.

O resultado da TG do PLGA foi compativel com os resultados encontrados na
literatura: Dias (2017) descreve um inicio de perda de massa a uma temperatura de
203°C com perda maxima em 314°C. Campos (2016) identifica degradacéo inicial
aproximadamente a 302°C. Silva (2015) descreve degradacdo inicial, apés perda e
agua do material, em 240°C com carbonizacéo a 380°C. Curtts (2018), descreve uma

perda inicial a 275°C com carbonizag&o 360°C (Figura 70).
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Figura 70 - Comparagéao entre termogravimetrias do PLGA
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(A): termogravimetria do PLGA de Curtts (2018).
(B): termogravimetria do presente trabalho.
Fonte: A: Curtts (2018) B: do autor

Observou-se que no trabalho de Curtts houve uma variagcdo de massa inicial
até 100°C, ocorrida pela perda de umidade da amostra. No presente trabalho ndo se
observou essa perda, pois o0 processamento e conformagao tem como atividade final
a secagem em estufa com circulagéo forgcada, o que provavelmente retirou a umidade
presente no material. O comportamento térmico do PLGA apresenta apenas um
estagio de perda do material. O Unico estagio de perda de massa do PLGA é uma
caracteristica térmica que ocorre indiferentemente de suas proporc¢des de 4cido latico
e 4cido glicdlico, variando de 220 a 340°C, correspondente a degradagéo organica do
PLGA (REZENDE e DUEK, 2003; VIEIRA, 2011; CURTTS, 2018). Os copolimeros
PLGA 50/50, 70/25, 70/30, e 82/20 mostraram-se estaveis termicamente, até
aproximadamente 240°C (ERBETTA et al, 2011). Os resultados termogravimétricos
do PLGA evidenciam que nao ocorre degradacdo nas temperaturas de
processamento e conformacao propostas no presente trabalho.

Em relacdo a TG do colageno, os trabalhos de Moreira (2014), Souza (2015) e
Curtts (2018) apresentaram resultados semelhantes, com trés estagios de perda em
temperaturas similares. A primeira perda, que ocorreu de 30 a 190°C, esta relacionada
a perda de 13% de agua livre fisicamente adsorvida, que é evaporada de 25 a 120°C
(FERNANDES et al, 2011; PEDROSO, 2009). A segunda perda de massa, ocorrida
de 190 a 460°C, esta relacionada a perda de agua estrutural. A terceira perda de
massa, ocorrida de 460 a 545°C, esté relacionada a decomposicao térmica estrutural
do colageno, e esta relacionada a carbonizacéo do colageno. Apés 620°C, a massa

residual tem aumento discreto de massa que ocorre por meio da perda de CO: e
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geracao dos respectivos 6xidos, resultado da carbonizagdo do material (PEDROSO,
2009; CURTTS, 2018). A DTG mostrou que a perda de massa mais significativa
ocorreu quando o colageno foi submetido a temperatura acima de 460°C. Os
resultados encontrados foram similares aos encontrados nos trabalhos de Pedroso
(2009), Fernandes (2011) e Curtts (2018). Os resultados termogravimétricos do
colageno evidenciaram que nao ocorreu degradacdo nas temperaturas de
processamento e conformacao propostas no presente trabalho.

Em relacdo a TG da Brimonidina, o primeiro episodio de degradacdo de 30 a
120°C ocorreu devido a perda de agua livre. A segunda perda, de 120 a 220°C,
ocorreu devido a mudanca com perda de arranjo cristalografico da amostra, liberando
agua estrutural, resultados compativeis com os trabalhos de Toris et al (1999) e Souza
(2015) (Figura 7). A terceira perda ocorreu de 220 a 360°C, correspondente a
degradacdo do PLGA e a perda de agua estrutural do coldgeno, e a quarta
degradacédo ocorreu de 360 a 515°C, correspondente a perda de agua estrutural da
Brimonidina, por mudanca no arranjo cristalografico. A quinta perda, ocorrida de 515
a 675°C, esta associada a degradacéo do Bromo (ZHAO et al, 2022). Esses resultados
foram compativeis com os resultados de Zhao et al (2022), onde descrevem perdas
significativas entre 260 a 555°C. Os resultados termogravimétricos da Brimonidina
evidenciaram que nado ocorre degradacdo nas temperaturas de processamento e
conformacéo, propostas no presente trabalho.

O resultado da TG para o AR mostrou que ha uma perda de massa, de 30 a
180°C, que esta associada a perda de agua livre. As perdas de massa significativas
ocorrem partir de 180 a 405°C, ligadas a um pico de fusdo do AR com perda da agua
estrutural. A degradacao térmica do farmaco ocorre de 405 a 645°C, e em 645°C,
ocorre carbonizacéo total do material, sem residuos. Resultados compativeis com 0s
resultados de Vieira (2011) e Curtts (2018). As quatro matérias primas: PLGA,
coldgeno, Brimonidina, e AR ndo apresentam sinais de degradacgéo até 55°C o que
permite o0 método de processamento e modelagem que ocorre em uma faixa de 25° a
40°C, em gue nao existe nenhum sinal de degradacédo, exceto perda de agua livre
(umidade).

Em relacdo ao Filme-0, observou-se uma perda inicial até de 30 a 220°C, que
se deu pela perda de umidade da amostra, com perda de agua livre de caracteristica
idénticas a perda do colageno, compativel com os trabalhos de Vieira (2011) e Curtts

(2018). Observou-se uma perda da massa de 220 a 495°C, similares a identidade
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térmica do PLGA e do coldgeno, compativeis com degradacdo do PLGA e perda de
agua estrutural do colageno, respectivamente. Na faixa de temperatura de 495 a
680°C, ocorreu perda de massa nao presente na matriz de PLGA, porém presente na
identidade térmica da matriz de coldgeno a 545°C, correspondente a degradacéo
térmica do coldgeno. Observou-se a carbonizacao total de 680 a 720°C. Resultados

compativeis com o trabalho de Curtts (2018) (Figura 71).

Figura 71 - Derivadas PLGA, Colageno e composto (Filme-0)
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Imagen comparativa entre as derivadas do PLGA, Colageno e do Filme-0. °C: graus Celsius. DTG:
Derivada da Termogravimetria. %: percentual. Filme-0: filme sem incorporagdo de farmacos. PLGA:
Poli (acido latico-co-acido glicélico). As setas mostram os marcadores térmicos do PLGA e Colageno,
presentes no Filme-0.

Fonte: Autor

Pode-se afirmar que o resultado da TG e DTG do Filme-O representou a
somatoria das identidades termogravimétricas das matérias primas. Em relacdo ao
Filme-BR, na faixa de temperatura de 30 a 205°C, observou-se uma perda de massa
gue ocorreu pela perda de umidade da amostra, com perda de agua livre do colageno
e da Brimonidina. Observou-se identidade termogravimétrica idéntica a perda de agua
livre do colageno, e também, idéntica a perda de agua livre da Brimonidina, n&o
evidenciada na amostra da matriz de PLGA. Observou-se uma perda da massa, de

205 a 350°C, similar a identidade térmica de degradacédo do PLGA, também, similar a



186

perda de 4gua estrutural do colageno e da Brimonidina. H4 uma perda de 350 a 590°C
nao presente na matriz de PLGA, porém presente na matriz de colageno
correspondente a degradacéo térmica do colageno. Na matriz de Brimonidina, ha uma
perda em 620°C, correspondente a degradacgéo térmica do Bromo, corroborando com
0 aumento da faixa de perda e matrizes presentes no filme. Observou-se também o
valor de carbonizacdo da blenda acima de 900°C, condizentes com os valores de

carbonizacédo da matriz de Brimonidina (Figura 72).

Figura 72 - Derivadas PLGA, Colageno e Brimonidina (Filme-BR)
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Imagen comparativa entre as derivadas do PLGA, Colageno e do Filme-BR. °C: graus Celsius. DTG:
Derivada da Termogravimetria. %: percentual. Filme-BR: filme com incorporacéo de Brimonidina.
PLGA: Poli (acido latico-co-acido glicdlico). As setas mostram os marcadores térmicos do PLGA e
Colageno, presentes no Filme-BR.

Fonte: Autor

O resultado da TG e da DTG do Filme-BR representa a somatoria das
identidades termogravimétricas das matérias primas. Observou-se que, na faixa
proxima a 150°C e a 550°C, as caracteristicas termogravimétricas das matrizes se
anularam no filme. Entretanto, préximo a 300°C, as caracteristicas somaram e as

temperaturas de carbonizacdo se igualaram proximas a 850°C. O Filme-BR
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apresentou, também, perda de massa acentuada proximo a 300°C, mantendo-se
estavel até a carbonizacdo, préximo a 850°C. Na literatura, ha escassez de dados
sobre a termogravimetria de filmes poliméricos de Brimonidina.

Em relacdo ao Filme-AR, na faixa de 30 a 130°C, pode-se observar que ha uma
perda de massa que ocorreu pela perda de agua livre do colageno e do AR, de
identidade térmica similar & perda de umidade do colageno e do AR, néo evidenciada
na amostra da matriz de PLGA. De 130 a 405°C, observou-se uma perda de massa
compativel com a identidade térmica de degradacdo do PLGA, perda de agua
estrutural do colageno e do AR. De 405 a 640°C, houve uma perda nao presente na
matriz de PLGA, porém presentes na matriz de colageno e na matriz de AR,

correspondente a degradacédo térmica dos dois materiais (Figura 73).

Figura 73 - Derivadas PLGA, Colageno e Acido Rosmarinico (Filme-AR)
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Imagen comparativa entre as derivadas do PLGA, Colageno e do Filme-AR.
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As setas mostram os marcadores térmicos do PLGA e Colageno, presentes no Filme-AR.
Fonte: Autor

Observou-se, também, uma perda de 640 a 740°C, correspondente a

carbonizacdo do AR. Apos 740°C, observou-se um discreto aumento, que ocorre por
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meio da perda de CO: e geracao dos respectivos 6xidos (PEDROSO, 2009; CURTTS,
2018). Os resultados foram similares ao trabalho de Curtts (2018), em que a maior
degradacéao ocorreu de 350 a 550°C, representando 51% de perda da massa.

O resultado da TG e DTG do Filme-AR representou a somatéria das
identidades termogravimétricas das matérias primas. Observou-se que, na faixa entre
150 e 200°C, as caracteristicas termogravimétricas das matrizes somaram-se e
apareceram discretamente no filme. O mesmo aconteceu proximo a 300°C, onde,
acentuadamente, a degradacao amplificou e a temperatura de carbonizacao igualou-
se proxima a 860°C. Pode-se dizer que, na faixa de 405 a 640°C, o Filme-AR
apresentou perda de massa acentuada e manteve-se estavel até a carbonizacéo
acima de 900°C. Os resultados encontrados foram similares aos encontrados nos
trabalhos de Vieira (2011) e Curtts (2018), com perda de umidade préximo a 130°C,
perda de massa acentuada, de 350C a 560°C.

E importante ressaltar que os trés filmes (Filme-0, Filme-BR e Filme-AR) ndo
apresentam sinais de degradacdo até 55°C, o que permitiu que o método de
conformacéao dos filmes em blendas pudesse ser realizado a 35°C, sem que ocorresse
degradacéo do material, com excec¢ao da perda de umidade.

Em relacdo a Blenda-0, observou-se perda de 30 a 220°C, que se deu pela
perda de umidade da amostra. A perda de umidade, com perda de agua livre do
colageno, ocorreu na blenda a uma temperatura maior que a do filme, provavelmente
devido a forma cilindrica e enrolada, que dificultou a perda de umidade das camadas
mais profundas (Wang et al, 2016). Observou-se uma perda da massa de 220 a
455°C, similar a identidade térmica do Filme-0. Houve uma perda de 445 a 705°C
semelhante a do filme-0. A perda pela carbonizacdo do material iniciou-se em 705°C
e finalizou em 860°C, onde, observou-se o0 atraso da carbonizacdo do material,
provavelmente também, devido a forma cilindrica de camadas. Os resultados foram
similares aos trabalhos de Vieira (2011) e Curtts (2018). O resultado
termogravimétrico da Blenda-0 foi similar a identidade térmica do Filme-0, indicando
gue a conformacao néo alterou as propriedades termogravimétricas do conjugado.

Em relagéo a Blenda-BR, na faixa de 30 a 205°C, observou-se uma perda de
massa que ocorreu devido a perda de umidade da amostra, com perda de agua livre
do colageno e Brimonidina, similar a perda da termogravimétrica do Filme-BR. De 205
a 340°C, observou-se uma perda da massa similar a identidade térmica do Filme-BR,

gue corresponde a degradacéo do PLGA e a perda de agua estrutural do colageno.
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De 340 a 500°C, observou-se uma perda mais significativa do que no Filme-BR
semelhante a perda de agua estrutural da Brimonidina. Essa perda provavelmente
nao foi evidente no filme, devido a estrutura plana que facilitou a perda de agua
estrutural. Ja na blenda, dificultada pelas camadas, na faixa de 500 a 660°C,
observou-se uma perda de massa compativel com a perda no Filme-BR, que ocorreu
entre 350 a 590°C, correspondente a degradacao do colageno e do Bromo. A perda
pela carbonizacdo do material iniciou-se em 660°C e finalizou apos 900°C,
correspondente a carboniza¢do da matriz de Brimonidina e ao Filme-BR. Observou-
se o atraso da degradacdo do colageno e do Bromo, provavelmente ocorrido pelo
formato cilindrico em camadas. Porém, ndo é possivel afirmar isso, devido a
possibilidade de o atraso ter ocorrido por variagdo analitica de compensacéo
atmosférica. Os resultados foram similares a identidade térmica do Filme-BR,
sugerindo que o formato cilindrico e em camadas ndo diminuiu a resisténcia térmica
do material. As referéncias literarias relacionadas a blendas poliméricas de
Brimonidina s&o escassas.

Em relacéo ao filme AR, observou-se perda de 30 a 150°C que ocorreu pela
perda de umidade da amostra, em decorréncia da perda de agua livre do colageno e
AR, similar a perda de massa do Filme-AR e aos trabalhos de Vieira (2011) e Curtts
(2018). De 105 a 400°C, e de 400 a 635°C, observaram-se perda de massa similares
a identidade térmica do Filme-AR, também similar ao trabalho de Curtts (2018). O

Y

evento de perda, de 635 a 750°C, deveu-se a carbonizacdo completa do AR.
Observou-se um residual de massa, devido a geracdo dos respectivos Oxidos,
resultado da carbonizacdo do material (PEDROSO, 2009; VIEIRA, 2011; CURTTS,
2018). O resultado foi similar a identidade térmica do Filme-AR, sugerindo que o
formato cilindrico e em camadas nédo diminuiu a resisténcia térmica do material.

O resultado, analisado a luz das informag@es graficas, sugeriu que o formato
cilindrico em camadas conferiu ao material maior de resisténcia térmica em relacao a
degradacéao organica. Porém, ndo se pode afirmar que houve interferéncia do formato
da blenda no comportamento térmico, pois podem ter ocorrido derivacdes nos
marcadores durante a realizacdo do teste. Segundo Ohlweiler (1978) e lonashiro
(2005), os valores termogravimétricos devem ser lidos como parametros aproximados,
podendo haver deslocamentos nas temperaturas de perda devido troca gasosa
durante a realizacédo do teste. Nenhuma das blendas apresentaram degradacéo nas

temperaturas de processamento e conformacdo do material, exceto por perda de
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umidade. Observou-se que as blendas apresentaram carater térmicos similares aos
trabalhos Fialho e Cunha (2005), Vieira (2011), Dias (2016) e Curtts (2018).

4.1.3 Difratometria de Raios-x (DRX)

Os polimeros podem ser divididos em duas classes: 1) amorfos: que néo
possuem regides cristalinas em sua estrutura; ou 2) cristalinos: que sao, na verdade,
semicristalinos, pois todos eles possuem uma quantidade amorfa em sua estrutura. A
regido amorfa de um polimero cristalino deve-se ao fato de sua natureza
macromolecular possuir reticulagcbes fisicas entre as cadeias, conferindo
caracteristica amorfas (SPERLING, 2006). Polimeros com estruturas regulares sao
mais susceptiveis a cristalinidade. O aumento da quantidade de cristais pode ocorrer
em detrimento de variacdes de processamento ou pos-tratamento de um material. O
aumento da cristalinidade altera proporcionalmente suas propriedades como:
resisténcia ao escoamento, dureza e elasticidade (CANEVAROLO JR, 2002).

Em relagcdo ao difratograma do PLGA, foi encontrada uma natureza amorfa,
onde foi identificado um pico a 22,30°, também identificado nos trabalhos de outros
autores, que ocorrem devido a natureza cristalina do L-lactideo presente no PLGA. A
variacdo do pico correspondente ao L-lactideo pode ocorrer em uma variagao de até
7°, em decorréncia do processo de fabricagéo e tratamentos térmicos do PLGA (PARK
e KANG, 2013; ADHIKARI et al, 2014; CURTTS, 2018). Nos trabalhos de Ogawa
(2004), Zhang et al (2005) observaram-se picos bem definidos de valor igual a 21°,
em que se predomina a forma amorfa do material, sendo que as diferentes
formulacdes do PLGA néo alteram a natureza amorfa do material (ADHIKARI et al,
2014). Os resultados de DRX do PLGA foram similares aos trabalhos de outros
autores, que também apresentaram estrutura semicristalina (SALIBA et al, 2008;
ELSAID et al, 2012; KANGH et al, 2015; CAMPOS, 2016).

Para o resultado da matriz de colageno, observaram-se picos cristalinos a partir
de 30° e uma natureza amorfa, com um halo que préximo de 15° seguindo até
aproximadamente 50°, similar ao trabalho de Curtts (2018). Observaram-se dois picos,
0 primeiro em 11,41° e o segundo em 22,14°, também evidenciado nos resultados do
trabalho de Rolim (2013) e Curtts (2018). Segundo Allegretti (2009) o colageno,
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guando submetido a DRX, apresenta, em sua identidade difratométrica um halo largo
em 2 Theta de 15 a 50°, com curva tipica de material amorfo.

O resultado da matriz de Brimonidina apresentou uma natureza semicristalina,
com uma regido de halo amorfo entre 10° e 25°, com alguns picos semicristalinos
nesse intervalo e indice de cristalinidade de 15%. A quinoxalina, um heterociclo
formado pela fusdo de dois anéis aromaticos (benzénico e pirazinico) também
conhecida como benzopirazina, € um componente sintético utilizado para a
composi¢do de farmacos como Quinacilina, Vareniclina e a Brimonidina. A presenca
do heterociclo quinoxalina na Brimonidina esta relacionada como um dos elementos
chave na estrutura molecular. O DRX da quinoxalina apresenta maior pico em 2 theta
proximo a 32°, compativel com o pico em 31,68° do DRX da Brimonidina do presente
trabalho (FRANCO et al, 2018, IMANISHI et al, 2017; SCHUMAN, 2002). Apesar da
literatura sobre difracdo da Brimonidina ser escassa, os resultados mostraram-se
compativeis com os achados da Quinoxalina.

Em relacdo ao DRX da matriz de AR, observou-se um material semicristalino
com banda de amorfismo variando de 12° a 50°, com picos de cristalinidade em toda
a extensdo do ensaio de 10° a 90° e indice de cristalinidade de 19,2%. O resultado
foi similar ao trabalho de Curtts (2018). Os autores ndo destacam graficamente os
picos cristalinos e ndo abordam o grau de cristalinidade para comparacao.

O trabalho de Baranauskaite et al (2018) também apresentou um grafico similar
com um resultado semicristalino para o AR, com halo de amorfismo entre 10° e 50°,
sendo os resultados similares aos do presente trabalho. Os picos de 14,29° e 16,900,
citados em Curtts (2018) e Baranauskaite (2018), também foram encontrados no

presente trabalho (Figura 74).
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Figura 74 - Difratograma do Acido Rosmarinico em detalhe
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O difratograma da matriz de Acido Rosmarinico zoom de 10° a 35°. Gréafico com relacéo de intensidade
por angulo Theta. Observam-se picos descritos na literatura.
Fonte: Autor

Em relagdo ao DRX da Blenda-O, observou-se que a temperatura de
processamento e de conformacéo, proposta no presente trabalho, ndo alteraram a
estrutura do material. A banda de amorfismo da Blenda-0 assemelha-se mais a banda
de amorfismo do PLGA do que a banda de amorfismo do colageno, que ocorreu
supostamente devido a baixa concentracdo de colageno, e a conformacao da blenda

com concentracao de colageno entre as camadas de PLGA (Figura 75).
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Figura 75 - Difratograma da Blenda-0 e das matrizes
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Difratograma das matrizes. Blenda-0: blenda sem incorporacédo de drogas. DRX: difratograma de Raios
X. Em preto: DRX da Blenda-0. Em vermelho: DRX da Matriz de PLGA. Em azul: DRX da matriz de
colageno.

Fonte: Autor

O resultado foi similar aos resultados dos trabalhos de Vieira (2011) e Curtts
(2018). Segundo Loo et al (2005), o grau de cristalinidade do PLGA aumenta, se o
material for aquecido, por pelo menos 30 minutos a 115°C, devido as condicbes
favoraveis para o posicionamento de cadeias poliméricas em uma orientacao
ordenada, possibilitando regides cristalinas na estrutura. Observa-se que nao ocorre
aumento do grau de cristalinidade da blenda em relacdo a matriz de PLGA, sugerindo
gue ndo houve mudanca da natureza cristalografica por uso de temperatura.

Em relagéo ao resultado com a amostra de Blenda-BR, observou-se natureza
semicristalina com uma banda amorfa na regido de 18° a 45° e picos de cristalinidade
com intensidades importantes em 31,38°, 45,42°, 56,62°, 28,32° e 75,26°, e indice de

cristalinidade de 10,5%. Observou-se um padrédo na Blenda-BR, similar a juncéo das
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caracteristicas amorfas do colageno e PLGA, e cristalinas da Brimonidina, indicando

gue ha presenca da droga na blenda (Figura 76).

Figura 76 - Difratograma da Blenda-BR e das matrizes
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Difratograma das matrizes. Blenda-BR: blenda com incorporacdo de Brionidina. DRX: difratograma de
Raios X. Matriz de PLGA: poli (acido latico-co-acido glicolico). Em preto: DRX da Blenda-BR. Em verde:
DRX da Matriz de Brimonidina. Em vermelho: DRX da matriz de PLGA. Em azul: DRX da matriz de
colageno.

Fonte: Autor

Na literatura, h& escassez de referéncias sobre DRX de blendas ou filmes de
Brimonidina. Porém, como relacionado anteriormente, o heterociclo quinoxalina, que
esta presente na Brimonidina, apresenta pico mais intenso proximo a 32°, que pode
ser observado na Blenda-BR do presente trabalho (FRANCO et al, 2018, IMANISHI et
al, 2017).

O resultado da amostra de Blenda-AR apresentou uma natureza semicristalina
com uma banda amorfa na regido de 15° a 45° e picos de cristalinidade com
intensidades importantes em 21,83°, 25,99°, 30,05°, 35,59°, 38,87° e 43,69°, sendo
gue o indice de cristalinidade foi de 9%. Observou-se um padrao similar da Blenda-
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AR com o das matrizes, sugerindo que houve uma somatdria das caracteristicas
amorfas do colageno e PLGA, com as cristalinas do AR, indicando a presenca da

droga na composicao da blenda (Figura 77).

Figura 77 - Difratograma da Blenda-AR e das matrizes
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Difratograma das matrizes. Blenda-AR: blenda com incorporacdo de Acido Rosmarinico. DRX:
difratograma de Raios X. Matriz de PLGA: poli (acido latico-co-acido glicélico). Matriz AR: matriz de
Acido Rosmarinico. Em preto: DRX da Blenda-AR. Em verde: DRX da Matriz de AR. Em vermelho:
DRX da matriz de PLGA. Em azul: DRX da matriz de colageno.

Fonte: Autor

Os resultados obtidos na literatura com a Blenda-AR, conformada com as
mesmas matérias primas, revelam similaridade na banda de amorfismo, em que a
faixa de amorfismo apresentou uma intensidade mais elevada que a blenda sem as
drogas. (CURTTS, 2018). Observou-se diferenca na presenca de picos cristalinos do
presente trabalho com a literatura (CURTTS, 2018; BARANAUSKAITEA et al, 2018).
De acordo com Imanish et al (2017) o processo de cristalizacdo dos polimeros, difere
do processo de sélidos convencionais devido as cadeias moleculares longas. Os

cristalitos dos polimeros possuem cadeias muito menores do que as regides
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cristalograficas normais, com imperfeicbes e interconexfes amorfas, o que pode
diminuir consideravelmente a sensibilidade de uma analise de difracdo de Raios-X
(IMANISHI et al, 2017). Em relag&o a diferenca na evidéncia de picos de cristalinidade,
guando comparados aos resultados de Curtts (2018), pode-se sugerir que ocorreu
devido a sensibilidade do ensaio, ou mesmo, a analise ap0s o0 ensaio com atenuacao
de ruido. Pode-se sugerir também, que as divergéncias com o trabalho de Curtts
(2018) podem ter ocorrido pelos processos de conformacédo, ou pela analise apos a

caracterizagdo devido a sensibilidade do equipamento.

4.1.4 Ensaio de degradacéo

Em estudos de liberagao in vitro, observou-se a perda significativa de massa das
blendas incorporadas com Brimonidina, liberando aproximadamente 1mg da
susbstancia ativa nas primeiras horas, tendo pico de liberacdo em 48 horas. N&o foi
possivel realizar 0 mesmo ensaio com o0 AR, pois sua absorvancia se confunde com
a do PBS. Para tal, sugere-se para trabalhos futuros a realizagdo de HPLC.

Observou-se que as Blenda-0, Blenda-BR e Blenda-AR apresentaram perda de
massa similares ao longo dos 90 dias. Ocorreram variacdes na porcentagem de perda,
sendo a Blenda-0 com menor variacdo de perda entre os intervalos de 15 dias. As
blendas com incorporagdo de drogas apresentaram uma tendéncia de perda de
massa mais acentuada entre 0 e 30 dias, e entre 75 a 90. Observou-se um desvio
padrdo menor nas blendas com incorporacédo de drogas. Os valores altos de desvio
padrdo deveram-se a pouca precisdo de pesagem, devido ao peso de 0,012mg da
blenda, sem degradacdo. As blendas apresentaram degradacdo satisfatdria em
relacdo ao tempo de degradacdo que espera para a liberacdo controlada de até 90
dias.

Teoricamente, a liberacdo do farmaco ocorrera como decorréncia da degradacao
do suporte matricial e reservatério da blenda, pode entdo, sugerir que as blendas
apresentaram potencial para prolongar o periodo de reinje¢cdes com liberacdo em 90
dias. No trabalho de Vieira (2011), que também utilizou o AR, os tempos de
degradacdo acompanharam os tempos de liberacdo do farmaco. Ha trés etapas de
liberacédo do farmaco definidos pela literatura. A primeira ocorre com uma alta taxa de

liberacao devido a droga difundida na superficie da blenda. Em uma segunda etapa
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ocorre, a difusdo do farmaco da matriz para o meio externo, seguido da terceira etapa,
relacionada ao processo de desintegracao da matéria (KNOLL et al, 1999).

N&o foi possivel realizar Cromatografia Liquida (HPLC), sugerida no final do
presente estudo como trabalho futuro. Para evidenciar a presenca dos compostos
farmacoldgicos na blenda, foi realizado o ensaio de FRX.

4.2 Caracterizagdes Quimicas

4.2.1 Caracterizacao e elementos quimicos (FRX)

O ensaio na matriz de Brimonidina identificou e quantificou o Bromo, como
sendo 0 maior constituinte da amostra com 65,23% (+0,06), resultado compativel com
os resultados de Van Der Valk et al (2005) e Schuman (2002), que descrevem o bromo
ligado a um anel aroméatico na formula molecular da Brimonidina (Figura 6). Segundo
Aleksic et al, (2013), a presenca de cloro, sédio, célcio e enxofre estdo ligados ao
processo de producédo da brimondina. Os metais encontrados podem ser provenientes
de contaminac&o do campo de ensaio, também descritos no trabalho de Curtts (2018).

O ensaio da Blenda-BR identificou e quantificou o Bromo como um dos
elementos mais presentes, com 51,42% (+0,06), seguido pelo sédio (Na) 29,30%
(x0,18), e cloro (Cl) 16,18% (+0,01). O resultado da Blenda-BR apresentou um indice
de bromo significativo, que identifica a presenca de Brimonidina na blenda,
aparentemente atenuada em relacdo a medida da matriz. O resultado sugere que o
composto permaneceu inserido na blenda, mesmo apds o processamento e a
conformacéao, validando a metodologia proposta pelo presente trabalho. Os metais
encontrados na amostra podem ser provenientes de contaminacdo do campo de

ensaio, também descritos no trabalho de Curtts (2018).

4.2.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os resultados do espectro de PLGA foram semelhantes aos encontrados na
literatura (VIEIRA, 2011; CURTTS, 2018; MARQUES E SANTOS, 2012; SILVA, 2015;
MOTTA E DUEK, 2006). A nao identificacao do grupo hidroxila no espectro do PLGA,

identificado em espectro de outros trabalhos, deve-se a auséncia de umidade na
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amostra da matriz de PLGA do presente trabalho (ERBETTA et al, 2011; YANG et al,
2007).

Em relacéo ao FTIR da matriz de colageno, a banda amida A, que apresentou
comprimento de onda igual a 3311 cm™, pode ser encontrada no intervalo de 3304 a
3315 cm, corresponde a vibracdo de estiramento de N-H ligado a um hidrogénio
(KITTIPHATTANABAWON et al, 2010; SAl e BABU, 2001). A amida B relativa a
estiramento CH2, identificada no comprimento de onda 3940 cm, pode ser
encontrada no intervalo de 3600 a 3950 cm™* (KITTIPHATTANABAWON et al, 2010).
A banda amida |, identificada no comprimento de onda de 1632 cm™, pode ser
encontrada no intervalo de 1600 a 1700 cm, atuando na formacdo da estrutura
secundaria das proteinas (MUYONGA et al, 2004; LIU et al, 2014). A banda amida II,
gue apresentou comprimento de onda 1542 cm, pode ser encontrada no intervalo de
1550 a 1600 cm™, e esta relacionada com a deformacé&o angular de N-H e estiramento
C-N na formacdo da tripla hélice do colageno, no qual valores menores de
comprimento indicam um nimero maior de pontes de hidrogénio (LIU et al, 2014). A
banda amida Ill, identificada no comprimento de onda 1241 cm, pode ser encontrada
no intervalo de 1200 a 1305 cm™, e relaciona-se com a deformacédo angular de N-H
acoplada com o estiramento C-N e alongamento de C-H (LIU et al, 2014; SANTOS et
al, 2013). A banda larga identificada entre 3600 e 3200 cm™ corresponde aos grupos
hidroxila (O-H), e ocorre devido a presenca de umidade na amostra (LIU et al, 2014).
Os resultados do espectro de colageno foram semelhantes aos encontrados na
literatura (CURTTS, 2018; LIU et al, 2014, SANTOS et al, 2013,
KITTIPHATTANABAWON et al, 2010; SAl e BABU, 2001).

Em relacdo ao FTIR da matriz de Brimonidina, houve concordancia com as
bandas descritas nos trabalhos de Cetinus e Altum (2007) e Aburahma e Mahmoud
(2011). A banda caracteristica grupo carbonila C=0 (1658 cm™) identificada no
presente estudo, pode ser encontrada na faixa de comprimento de onda de 1650 a
1750 cm™. Em relagdo ao alongamento vibracional dos grupos C=C e C=N (1600 cnr
1), também identificada no presente estudo, pode ser encontrada entre 1580 e 1620
cm?! (ABURAHMA e MAHMOUD, 2011). Para a deformacdo angular — NH foram
encontrados valores similares na literatura (TORRES et al, 2005; ALTUN, 2007).

Em relacdo ao FTIR da matriz de AR, houve concordancia com as bandas
descritas nos trabalhos de Vieira (2011), Silvia et al (2015) e Curtts (2018). A banda
do estiramento das ligacdes (C-H) aromaticas pode ser encontrada dentro da faixa de
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comprimento de 3150 a 3170 cm™. Em relacdo aos grupos carbonilas (1705 cm™),
identificada no presente estudo, pode ser encontrada no intervalo de 1700 a 1706 cm"
1 (STEHFEST et al, 2004). Os resultados do espectro de colageno foram semelhantes
aos encontrados na literatura (VIEIRA, 2011; CURTTS, 2018).

Em relacdo ao FTIR da matriz da Blenda-0, observou-se que as ligacoes
guimicas das matrizes foram preservadas na blenda, com evidéncias das
caracteristicas do PLGA e colageno, ndo havendo formacgéo de novas bandas (Figura
78).

Figura 78 - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier da

Blenda-0 comparada a das matrizes
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Blenda-0: blenda sem incorporagdo de drogas. DRX: Matriz de PLGA: matriz de poli (4cido latico-co-
acido glicdlico). Observa-sem a presenca das ligagdes quimicas da matriz de coldgeno e matriz de
PLGA. Em preto: Blenda-0. Em vermelho: matriz de PLGA. Em azul: matriz de colageno.

Fonte: do autor.

Pode-se dizer que o produto do processamento e conformacdo é a soma da
solubilizacdo das matrizes. Em relacdo a rota de processamento e conformacéo
proposta no presente estudo, pode-se dizer que nado alterou as caracteristicas

guimicas do produto. Houve concordancia com as bandas descritas nos trabalhos de
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Vieira (2011), Silvia et al (2015) e Curtts (2018), que utilizaram outras metodologias
de processamento e conformacao.

De acordo com Liu et al (2014), a Amida |, presente no colageno, pode
apresentar comprimento de onda de 1600 a 1700 cm?, onde ha uma relagéo
proporcional ao periodo de solubilizacédo acida do colageno e o comprimento de onda,
sendo que, quanto maior o periodo de solubilizacdo acida do colageno, maior sera
seu comprimento de onda. Na Figura 80, observa-se que ndo houve aumento ou
reducdo do comprimento de onda, indicando que solubiliza¢do acida do coldgeno nédo
alterou as caracteristicas da matéria prima. Segundo Kittiphattanabawon et al (2010),
0 colageno, quando submetido ao processo de solubilizacdo e extracdo a
temperaturas que levam a degradacéo, tem a amplitude da amida | e 1l aumentadas.
Observou-se que a amplitude das amidas | e Il esta reduzida na Blenda-0, sugerindo
gue néo houve degradacao (Figura 79).

Figura 79 - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier da

Blenda-0 ampliada
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Blenda-0: blenda sem incorporagdo de drogas. DRX: Matriz de PLGA: matriz de poli (4cido latico-co-
acido glicolico). Observam-se a presenca das ligagbes quimicas da matriz de coldgeno e matriz de
PLGA sem deslocac¢éo do comprimento de onda e com reducdo da transmitancia das Amidas | e Il. Em
preto: Blenda-0. Em vermelho: matriz de PLGA. Em azul: matriz de colageno.

Fonte: do autor.
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Somente com os dados da amplitude, ndo se pode afirmar se houve ou nao
degradacéo, pois a associacdo de PLGA tende a diminuir a amplitude das amidas no
FTIR da blenda. A evidéncia de que ndo houve degradacado do colageno, pelo uso de
temperatura no processamento e conformacéo, é constatada pela unido dos ensaios
de termogravimetria, DRX e FTIR.

Em relacdo ao FTIR da matriz da Blenda-BR, observou-se que as ligacdes
guimicas da Blenda-0 foram preservadas na Blenda-BR, com evidéncias das
caracteristicas de bandas correspondente a matriz de Brimonidina, ndo havendo

formacé&o de novas bandas (Figura 80).

Figura 80 - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier da

Blenda-BR comparativo com matrizes
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Blenda-BR: blenda com incorporagao de brimonidina. DRX: Matriz de PLGA: matriz de poli (4cido latico-
co-4cido glicdlico). Observam-se a presenca das ligag6es quimicas da Blenda-BR associada a da
matriz de Brimonidina. Em preto: Blenda-BR. Em azul: Blenda-0. Em verde: matriz da Brimonidina.
Fonte: do autor.

Observa-se que ocorreu uma fusédo dos sinais de transmitancia da Blenda-0 e
da matriz de Brimonidina na regido 1748 e 1382 cm, com a evidéncia do

alongamento vibracional dos grupos C=C e C=N em 1600 cm (Figura 81).
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Figura 81 - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier da

Blenda-BR comparativo com matrizes ampliado

Blenda - BR c=0

—_
=

= CH.eCH,

@ |Blenda-o 1TaE co

E Am‘dam‘_w e

‘m /_\‘

iy 1

£ T

= I CH,eCH, [P

P Amida Il k

1 " I " I
2000 1500 1000
Wavenumbers (cm™)

Blenda-BR: blenda com incorporac¢&o de brimonidina. DRX: Matriz de PLGA: matriz de poli (acido latico-
co-acido glicolico). Observam-se a presenca das ligag6es quimicas da Blenda-BR associada a da
matriz de Brimonidina. Em preto: Blenda-BR. Em azul: Blenda-0. Em verde: matriz da Brimonidina.
Fonte: do autor.

Pode-se dizer que o produto do processamento e conformacao é a soma da
solubilizagéo da blenda-0 e da matriz de Brimonidina. H4 uma escassez de trabalhos
gue apresentem resultados de FTIR para blendas de PLGA, colageno e Brimonidina.

Em relacdo ao FTIR da matriz da Blenda-AR, pode-se observar que as ligacdes
guimicas da Blenda-O foram preservadas na Blenda-AR, com evidéncias das
caracteristicas de bandas correspondente & matriz de AR, ndo havendo formacgéo de

novas bandas (Figura 82).
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Figura 82 - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier da

Blenda-AR comparativo com matrizes
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Blenda-AR: blenda com incorporacdo de Acido Rosmarinico. DRX: Matriz de PLGA: matriz de poli
(acido latico-co-4cido glicdlico). Observa-se a presencga das ligagdes quimicas da Blenda-0 associada
a da matriz de Brimonidina. Em preto: Blenda-AR. Em azul: Blenda-0. Em verde: matriz de AR.

Fonte: do autor.

N&o se evidenciou banda caracteristica em 1705 cm™ correspondente aos
grupos carbonilas (C=0), e em 1172 cm? bandas tipicas de grupos fendlicos
resultantes dos estiramentos de (C-O) e (O=H). Provavelmente, ndo foi possivel
identificar as bandas separadamente, devido a sensibilidade do ensaio, porém,
evidenciaram-se 0s grupos em regides similares. Pode-se dizer que o processamento
e a conformacédo das blendas com AR preservaram a estrutura quimica da Blenda-O0,
apesar de terem sido observadas a presenca de bandas da matriz de AR nas bandas
da Blenda-AR (Figura 83).
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Figura 83 - Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier da

Blenda-AR comparativo com matrizes ampliado
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Blenda-AR: blenda com incorporacdo de Acido Rosmarinico. DRX: Matriz de PLGA: matriz de poli
(acido latico-co-acido glicdlico). Observa-se a presencga das ligagdes quimicas da Blenda-0 associada

a da matriz de Brimonidina. Em preto: Blenda-AR. Em azul: Blenda-0. Em verde: matriz de AR.
Fonte: do autor.

Observou-se uma reducédo das bandas de Amida | e Amida Il na Blenda-AR em
relacdo a Blenda-0, em decorréncia da associacdo do AR. A reducdo de da amplitude
das Amidas | e Il indicam que ndao houve degradacao decorrente das temperaturas
durante o processamento e conformacéo da Blenda-AR (KITTIPHATTANABAWON et
al, 2010). Os resultados do espectro de colageno foram semelhantes aos encontrados
na literatura (VIEIRA, 2011; CURTTS, 2018).

Em relacdo a rota de processamento e conformacdo proposta no presente

estudo, podemos dizer que néo alterou as caracteristicas quimicas do produto.
4.3 Caracterizacao Morfologica
4.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Observou-se, na microscopia do Filme-0, uma superficie homogénea, com

textura de aspecto rugoso, com organizacdo circular de pontos hiperfluorescentes,
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compativeis com as fibras do colageno (USHIKI, 2002; DUARTE, 2014). Observou-se
na microscopia do Filme-BR, uma superficie heterogénea, com éareas de
hiperfluorescéncia de aspecto cristalino. Nao se observou a organizacao compativel
com as fibras de colageno presentes no filme-0. Em relacdo ao Filme-AR, observou-
se uma superficie heterogénea, sem evidéncias de camadas ou poros, onde nao foi
possivel estabelecer a espessura. Observou-se sinais hiperfluorescéntes esparsos
similares a formacéo de cristais e sinais de organizacdo de fibras similares as do
Filme-0. Devido a espessura manométrica do filme, h& dificuldade de obtencdo das
imagens com detalhes. Estruturas muito finas podem ter o foco prejudicado na MEV,
sendo necessario o uso da Microscopia eletrbnica de Transmissdo (TEM)
(GOLDSTEIN et al, 1994). Devido aos recursos disponibilizados, néo foi possivel
realizar o ensaio de TEM.

Em relacdo a MEV da Blenda-0, observou-se, um material heterogéneo com
sobreposicdo de camadas ndo compactadas, além da formacao de poros com grande
polimorfismo e polimegatismo, também, foram observadas numerosas cavernas
intercomunicantes. Nos trabalhos de referéncia, que utilizam a conformacdo por
compressao, foram evidenciadas blendas de materiais homogéneos compactos, sem
a presenca de poros e cavernas (VIEIRA, 2011, CURTTS, 2018, FIALHO E CUNHA,
2005) (Figura 84).

Figura 84 - Microscopia eletrdnica de varredura comparativo com a literatura —
Blenda - 0

oA

(A): blenda de PLGA-Colageno do trabalho de Curtts (2018).

(B): blenda de PLGA do trabalho de Vieira (2011).

(C): blenda de PLGA e colageno do presente trabalho.

Observa-se a microscopia a blenda do presente trabalho ter aparéncia menos compactada.
Fonte: A: adaptado de Curtts (2018). B: adaptado de Vieria (2011). C: do autor.
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Observou-se que ndo houve similaridade com as blendas dos trabalhos de
Curtts (2018) e Vieira (2011), onde a blenda do presente trabalho aparenta, a MEV,
uma estrutura menos compactada, mais proxima dos resultados com eletrofiacdo do
trabalho de Wang et al (2016). No corte transversal da Blenda-0, observou-se, de
maneira ndo organizada, a sobreposicdo de camadas em formato cilindrico
(rocambole), onde foram observados a formacdo e a sobreposicdo de poros com
grande polimorfismo e polimegatismo, além de extensas cavernas intercomunicantes.
A literatura € escassa de informagcdes de MEV em cortes transversais de blendas
poliméricas. No sistema de conformacgédo por eletrofiagcdo, observou-se a disposi¢cao
em camadas, levemente fundidas, similares ao perfil em camadas encontrado no
presente trabalho (WANG et al, 2016) (Figura 85).

Figura 85 - Microscopia eletrdnica de varredura comparativo (Wang e Blenda-0)

1000um Aoty Pobe  Meg WD Da i Sm 500, m
150K/ 40 x40 17 SE  CEFETMG-DEMAT

Figura comparativa da Microscopia Eletrdnica de Varredura MEV do tubo de PLGA 75:25 conformados
por Wang et al (2016) e blenda-0 do presente trabalho.

(A): corte transversal do tubo de PLGA com formacgé&o por camadas (Wang et al, 2016).

(B): corte transversal da blenda-0 do presente trabalho.

Observam-se a deposicéo e camadas sobrepostas em ambas as blendas com area de fusdo entre as
camadas.

Fonte: A: adaptado de Wang et al (2016). B: do autor.

Observou-se que a conformacdo por eletrofiacdo proposta por Wang et al
(2016), apresentou menor fusdo entre as camadas de filme, que a metodologia do
presente trabalho. Porém, apresenta menor nimero de cavernas e poros.

Os resultados do EDS da Blenda-0 foram compativeis com os resultados
encontrados na literatura, e com as matrizes de colageno e PLGA, na qual tém, em

suas composi¢fes, cadeias de aminoacidos, hidroxilas e grupos metilas (VIEIRA,
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2011; MAKADIA E SIEGEL, 2011). Os resultados da morfologia da Blenda-0 foram
diferentes dos resultados encontrados na literatura. Essa diferenca provavelmente
ocorreu devido a metodologia de conformacédo, que aplica a menor quantidade de
presséo sobre a blenda, evitando que ocorresse a fusdo de camadas, e consequente
fechamento de poros. Os trabalhos de referéncia trabalham com a conformacgéo a
guente por molde sob presséo, o que contribuiu para a fusdo das camadas Curtts
(2018), Vieira (2011), Fialho et al (2007), Fialho e Cunha (2005) e Silva (2012).
Emrelacdo a Blenda-BR e Blenda-AR, observou-se que ambas formag¢des com
farmacos ndo apresentaram poros e cavernas, onde sugere-se que as drogas foram

incorporadas pela estrutura, preenchendo os poros (Figura 86).

Figura 86 - Microscopia eletrénica de varredura comparativo Blenda-0, Blenda-BR,
Blenda-AR

Figura comparativa com a Microscopia Eletrénica de Varredura EV das blendas.

(A): corte longitudinal da Blenda-0 (blenda sem incorporacéo de droga).

(B): corte longitudinal da Blenda-BR (blenda com incorporacao de Brimonidina).

(C): corte longitudinal da Blenda-AR (blenda com incorporacgéo de Acido Rosmarinico).
Observa-se que as blendas com incorporacéo de drogas nao apresentam poros e cavernas.
Fonte: do autor.

Apesar de ter sido evidenciado, no FTIR e na TG, a presenc¢a dos farmacos nas
blendas, ndo se pode afirmar ao certo, que um dos sitios esta no preenchimento dos
poros pelos farmacos. Para fortalecer essa possibilidade, seria necessario a
realizacdo de EDS na superficie das blendas com as drogas. Também, seria
necessaria a realizacdo de um ensaio de area superficial (BET). Ambos ensaios nao
foram realizados, devido a indisponibilidade dos equipamentos, e serdo sugeridos na
continuidade do estudo. Observou-se, em relacdo a morfologia das blendas com
drogas, que a presenca da droga promoveu, as imagens morfolégicas, uma
organizacao da estrutura que se assemelhou ao aspecto final das blendas propostas

descritas na literatura (FIALHO e CUNHA, 2005; VIEIRA, 2011).
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Morfologicamente a estrutura da blenda do presente trabalho apresentou
caracteristicas diferentes da blenda desenvolvida por Curtts (2018). Em Curtts (2018),
a estrutura teve um aspecto de placas sobrepostas uniformes, aparentemente densas,
sem interligacdo de camadas ou por poros e cavernas. O resultado de Curtts, pode
estar relacionado ao processamento com raspagem e conformagdo a quente, que
provavelmente fundiu as camadas de PLGA e Colageno. A blenda desenvolvida neste
trabalho, morfologicamente, sugere mais afinidade pela absorcao de farmaco em sua

estrutura, podendo funcionar em dois sistemas, matricial e reservatorio.

5. Concluséao

As blendas produzidas pela nova metodologia de processamento e
conformagcdo proposta pelo presente trabalho foram caracterizadas quando a
molhabilidade e apresentaram carater hidrofilico intermediario.

Os resultados termogravimétricos das matrizes de PLGA, colageno,
Brimonidina e AR, n&o evidenciam degradacéo em temperaturas menores que 130°C.
As temperaturas de processamento e conformacdo da metodologia proposta no
presente trabalho, ndo degradam os compostos, exceto pela perda de agua livre
(umidade).

As matrizes PLGA e o colageno, apresentaram natureza amorfa, ja as matrizes
de Brimonidina e AR, apresentaram natureza cristalina. Observou-se que a
solubilizacdo e as temperaturas de processamento e conformacado propostas na
metodologia do presente trabalho, ndo alteraram as caracteristicas difratométricas dos
compostos. As blendas contendo drogas apresentaram natureza semicristalina,
compativeis com a soma das naturezas das matrizes.

No ensaio de degradacao as blendas tiveram a degradacéao total apds o periodo
de 90 dias, sugerindo que a metodologia de processamento e conformacgéao auxiliaram
no controle de degradacéao.

No ensaio de FRX, a blenda com Brimonidina, apresentou indice significativo
de bromo na composicéo indicando a presenca da droga na blenda.

Os espectros de FTIR das matrizes de PLGA, colageno, Brimonidina e AR,

foram semelhantes aos encontrados na literatura. Observou-se que nas blendas com
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incorporagdo ou ndo de drogas, as ligacdes quimicas foram preservadas, onde a
solubilizacéo &cida e o processamento térmico, ndo formaram novos compostos.
Observou-se diferencas morfologicas nas microscopias dos filmes e blendas do
presente estudo, em relagdo a literatura. A morfologia das blendas sem incorporacao
de drogas apresentou um carater menos compacto, em camadas, com formacgéo de
poros e cavernas intercomunicantes, com baixa evidéncia de fusdo. A morfologia das
blendas com incorporacdo de drogas, apresentou um carater heterogéneo, com
imagens sugestivas de organizac¢ao estrutural, sem evidéncias de poros ou cavernas,

de aspecto mais compacto, sugestivo de adsor¢ao das drogas na estrutura porosa.
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4. CONCLUSAO FINAL

Apos o resultado do questionario estruturado e da avaliagao da literatura sobre
os temas mais prevalentes, foi possivel estabelecer o direcionamento do objetivo
principal do presente trabalho, onde ficou definida a elaboracdo de uma nova
metodologia de processamento e de conformacdo de blendas poliméricas, com
variacdo das metodologias descritas em trabalhos de referéncia, permitindo uma nova
alternativa de transporte de drogas. O questionario estruturado, contribuiu
significativamente para o escopo desse trabalho, elucidando as aplicagcbes de
biomaterial na oftalmologia, demanda de mercado e as possibilidades de trabalhos
futuros.

O tempo total de processamento do PLGA e do colageno da literatura de
referéncia foi de aproximadamente 11 horas, no qual o resultado do processamento e
conformacao foi um filme aderido a placa de Petri retirado pelo método de raspagem.
Apoés a conformacéao, obteve-se uma blenda compactada de 10 mm de comprimento
por 1,5 mm de diametro. O produto com as caracteristicas apresentadas pela
referéncia foi possivel apds 11 tentativas de confeccdo do biomaterial.

As solucdes de PLGA e de colageno propostas no presente trabalho tiveram a
temperatura e o tempo de processamento e conformagédo menores que 0s praticados
pela literatura de referéncia. O processamento em sanduiche, com sobreposicdo de
solucdes poliméricas, proporcionou a retirada de um conjugado polimérico
PLGA/Colageno em formato de filme. A conformacdo do conjugado em técnica de
rocambole permitiu a sobreposic¢ao cilindrica das camadas sem uso de processo de
compactacao, e com baixa temperatura. Os aspectos macrograficos dos filmes e das
blendas foram similares aos resultados encontrados na literatura.

Observou-se que nao houve interferéncia da incorporacdo das drogas nas
medidas de comprimento e diametro das blendas. Todos os grupos de amostras,
apresentaram desvio padrédo baixo e baixa variacdo indicando um processo de boa
reprodutibilidade. Foi observada uma amostra com defeito, resultando em um nivel
sigma de 3,0 para 4,0. A metodologia proposta no presente trabalho, foi reprodutivel
em 46 amostras com baixa variabilidade, cumprindo os requisitos de aplicabilidade
em escala industrial.

As blendas processadas e conformadas pela metodologia proposta no presente

trabalho apresentaram carater hidrofilico intermediario. A incorporagdo do colageno



211

aumentou o carater hidrofilico da blenda, assim como a presencga do PLGA aumentou
o carater hidrofébico. Os resultados termogravimétricos das matrizes de PLGA,
colageno, Brimonidina e AR, ndo evidenciam degradacdo em temperaturas menores
gue 130°C. As temperaturas de processamento e de conformacdo da metodologia
proposta no presente trabalho, ndo degradam os compostos, exceto pela perda de
agua livre (umidade). As caracteristicas termogravimétricas das matérias primas
foram mantidas ap6s o processamento do filme e conformacdo das blendas. A
incorporacdo de drogas ndo alterou a resisténcia das blendas a degradacao térmica.
O formato cilindrico das blendas conferiu uma maior resisténcia térmica em relacéo a
perda de agua estrutural por degradacao do arranjo cristalogréafico. As matrizes PLGA
e 0 colageno apresentaram natureza amorfa, ao passo que as matrizes de Brimonidina
e AR apresentaram natureza cristalina. Observou-se que a solubilizacdo, e as
temperaturas de processamento e conformacédo propostas na metodologia do
presente trabalho ndo alteraram as caracteristicas difratométricas dos compostos. As
blendas contendo drogas apresentaram natureza semicristalina, compativeis com a
soma das naturezas das matrizes. No ensaio de degradacédo, as blendas tiveram a
degradacdo total somente apds 90 dias, sugerindo que a metodologia de
processamento e conformagé&o auxiliaram no controle de degradacéo. No ensaio de
FRX, a blenda com Brimonidina apresentou indice significativo de bromo na
composicdo, levemente atenuada, indicando a presenca da droga na blenda. Os
espectros de FTIR das matrizes de PLGA, coldgeno, Brimonidina e AR, foram
semelhantes aos encontrados na literatura. Observou-se, que nas blendas com e sem
incorporacdo de drogas, as ligacdes quimicas foram preservadas, onde a
solubilizacéo acida e o processamento térmico, ndo formaram novos compostos. Os
resultados de FTIR das blendas foram correspondentes a somatéria dos espectros
das matrizes. Observou-se diferencas morfoldégicas nas microscopias dos filmes e
blendas do presente estudo, em relacdo a literatura. A morfologia das blendas sem
incorporacao de drogas apresentou um carater menos compacto, em camadas, com
formacéo de poros e cavernas intercomunicantes, com baixa evidéncia de fusdo. A
morfologia das blendas com incorporacdo de drogas apresentou um carater
heterogéneo, com imagens sugestivas de organizacao estrutural, sem evidéncias de
poros ou cavernas, de aspecto mais compacto, sugestivo de adsor¢éo das drogas na

estrutura porosa.
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O presente trabalho contribui cientificamente para o desenvolvimento e
biomateriais voltados ao segmento oftalmoldgico, onde, no futuro, o resultado do
guestionario, a proposta de solubilizacdo, a metodologia de processamento e
conformacdao, e as caracterizagdes, possam ser usados como referéncia para novas

propostas de aplicabilidade em biomateriais.
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5. SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Como sugestao de trabalhos futuros, podem ser melhor exploradas técnicas de
aperfeicoamento da metodologia proposta no presente trabalho. Sugerem-se o ensaio
de cromatografia liqguida (HLPC) nas blendas poliméricas, de forma que possa tracar
o perfil de liberacdo das drogas, e o ensaio de EDS nas amostras de blendas com
incorporacdo de drogas. Sugere-se, também, a realizacdo de testes biolégicos de
citotoxicidade e biocompatibilidade pelo método de difusdo em &gar, além do ensaio
de angiogénese na membrana corioalantéica de embrido de galinha para avaliar o
sistema de angiogénese da blenda com AR.

Outra sugestao para trabalhos futuros seria a incorporacao de outros farmacos
de outras areas do segmento clinico. O biomaterial também pode ser testado e
aplicado em outros sitios oftalmolégicos ou ndo, que demandem o controle de

degradacéo, envolvendo ou n&o o uso de drogas.
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APENDICE A - QUADRO DE AVALIACAO DA PESQUISA BIBLIOGRAFICA

 AVAUAGRODAPESQUISABIBLIOGRAFICA

Qualis

Ano Tema Palavras chave
Capes

Implante
biodegradaveis
Bl 2013 intraoculares Implante Biodegradavel Colageno Quitosana Hidrogel Cérnea

Sistema
polimérico de Antiangiogéni
A2 2012 | entrega de drogas Polimeros Drogas Biodegradavel co Intravitreo
Tratamento com

drogas Antiangiogénic
A2 2012 | antiangiogénicas Drogas 0 Colageno DMRI RD
Polimeros em Antiangiogéni
B1 2015 oftalmologia Polimeros Biodegradavel Colageno RD co
Silicone intra
vitreo no
transporte de Oleo de
B3 2017 drogas Silicone Drogas DMRI Intravitreo Silicone
Dispositivos
microinvasivos antiglaucomat
Al 2020 | para Glaucoma Microinvasivos Glaucoma Drogas osa
Implante de
dispositivo para
liberagcéo
controlada de Liberagdo Antiangiogénic
B2 2016 drogas controlada Drogas o) Biodegradavel DMRI Intravitreo
Transporte de
drogas para o antiglaucomat | Biodegradav
B3 2015 Glaucoma Drogas Glaucoma Transporte osa el Intravitreo
Implante de filme
biodegradavel na
B1 2017 cornea Biodegradavel Coérnea Filme Drogas Polimero
Impresséo de Biodegradav
A2 2018 cornea 3D Impresséo Cérnea 3D Polimero el
Lente terapéutica
B2 2014 biodegradavel lente Biodegradavel Polimero Colageno Olho seco
Polimero para
regeneracao de
B3 2015 | cérneas ulceradas Polimero Cérnea Regeneracdo | Biodegradavel | Olho seco

Implante
subconjuntival antiglaucomato Subconjuntiv
A2 2017 | antiglaucomatosa Implante sa Polimero Glaucoma al

Dipositivo
antiglaucomatosa
para liberagéo de Liberagdo de | Antiangiogénic
Al 2019 drogas Dispositivo drogas o) DMRI RD Intravitreo

Polimero
biodegradavel de Antiangiogéni

B2 2015 dexametasona Polimero Dexametasona | Biodegradavel Drogas co
Implante de

silicone
incorporado com Oleo de
A3 2015 vancomicina Implante Silicone Vancomicina Intravitreo Silicone
Implante de
antiangiogénico Antiangiogénic
B3 2017 em RD Implante o) RD DMRI Intravitreo
Implante de duto antiglaucomato | Subconjuntiva
B2 2018 de Hidrogel Glaucoma Hidrogel sa | Intravitreo
Filme de colageno
com Antiangiogéni | Subconjuntiv
B3 2015 antiangiogénio Filme Colageno DMRI co al
Oleo de silicone
com
antiangiogénico Antiangiogénic Oleo de
B3 2013 iincorporado DMRI o) Polimero Biodegradavel RD Silicone
Impressao de
valvula

subconjuntival
para fluxo do
B2 2017 humor aquoso Cornea Olho seco Filme Impressdo Glaucoma 3D
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B2

2016

Filme de
quitosana para
revertimento de

valvula

antiglaucomato
sa

Glaucoma

Filme

Quitosana

Vélvula

Al

2020

Implante
subconjuntival de
drogas

Antiangiogénic
o}

Drogas

DMRI

RD

Subconjuntiv
al

A2

2020

Filme de
quitosasa para
tratamento do

pterigio

Quitosana

Filme

Pterigio

Olho seco

A3

2019

Scafold para
glaucoma

Colageno

Polimero

Biodegradavel

Agulhamento

Subconjuntiv
al

Glaucoma

Al

2020

Dispositivo
microinvasivo
para glaucoma

Glaucoma

Subconjuntival

antiglaucomato
sa

Istent

Agulhamento

B2

2018

Antiangiogénico
incorporado a PLA

DMRI

RD

Intravitreo

Antiangiogéni
co

PLA

B3

2015

Dexametasona
intravitrea com
colageno

Colageno

RD

Drogas

Intravitreo

Dexametaso
na

A2

2015

Impresséo de
filme de colageno

Colageno

Olho seco

Cérnea

Impresséo

3D

B3

2017

Drogas
incorporadas em
6leo de silicone

Drogas

Antiangiogénic
o

Oleo de
Silicone

B2

2014

Comparativo entre
valvulas e Istents

Istent

Microinvasivos

Glaucoma

antiglaucomat
osa

Vélvula

B2

2019

Comparagéo enter
procedimento
microinvasivo e
agulhamento

Glaucoma

Microinvasivos

antiglaucomato
sa

Agulhamento

B3

2014

Proposta de
valvula
subconjuntival

Istent

Subconjuntival

Glaucoma

Microinvasivo
s

Vélvula

Al

2018

Antiangiogénico
incorporado em
6leo de silicone

Antiangiogénic
[o)

Drogas

Oleo de
Silicone

B3

2020

Uso de quisosana
subconjuntival
apods agulhamento

Agulhamento

Quitosana

Subconjuntival

Glaucoma

B2

2020

Scafold para
pterigio

Polimero

Biodegradavel

Colageno

Subconjuntiva
|

Pterigio

B3

2013

Drogas
intravitreas para
glaucoma

Intravitreo

Glaucoma

antiglaucomato
sa

B3

2014

Polimero de
liberacao de
antiangiogénico

Polimero

DMRI

Drogas

Antiangiogéni
co

RD

A2

2015

Polimero para
liberacdo de
antiangiogénico e
dexametasona

Antiangiogénic
o}

DMRI

RD

Intravitreo

Dexametaso
na

Al

2016

Dispositivos
microinvasivos

Istent

Glaucoma

Microinvasivos

antiglaucomat
osa

B3

2014

Implante de
colageno e
guitosana para
tratameno da RD

Coladgeno

RD

Quitosana

Dexametason
a

B2

2017

Polimero com
implante de
antiangiogénico

Polimero

DMRI

Antiangiogénic
o

Acido
Rosmarinico

Colageno

A2

2019

Cola biol6gica de
colageno para
pterigio

Olho seco

Colageno

Subconjuntival

Cornea

Pterigio

Cola
Biolégica

B2

2015

Tranposte de
drogas com
Hidrogel e
Quitosana

Antiangiogénic
o}

Drogas

Quitosana

Hidrogel

B2

2019

Polimero para
regeneracao de
corneas ulceradas

Polimero

Biodegradavel

Olho seco

B3

2020

Incoporporacao
de dexametasona

Polimero

RD

Intravitreo

Oleo de
Silicone

Dexametaso
na
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em 6leo de
silicone

A2

2019

Farmacocinética
de antiagiogénico
em 6leo de
silicone

DMRI

RD

Intravitreo

Drogas

Antiangiogéni
co

Oleo de
Silicone

B3

2016

Revestimento de
Istent

Istent

antiglaucomato
sa

Glaucoma

Agulhamento

Titénio

Heparina

B3

2017

Comaprativo entre
agulhamento e
Microinvasivos

Glaucoma

Istent

Microinvasivos

antiglaucomat
osa

Agulhamento

A2

2015

Técnica cirdrgica
de MIGS

antiglaucomato
sa

Glaucoma

Microinvasivos

B3

2013

Impressao de tubo
para via lacrimal

Titanio

Colageno

Olho seco

Cornea

Impressao

B3

2014

Polimero para
tratamento de RD

RD

Antiangiogénic
o

Drogas

Polimero

A2

2015

Dispositivos
microinvasivos

Glaucoma

Istent

antiglaucomato
sa

Microinvasivo
s

B3

2016

Implante de
colageno e
quitosana para
transporte de
farmaco

Subconjuntival

Colageno

Quitosana

Antiangiogéni
co

B2

2018

Impresséo de
matriz para
transplante de
cornea

Polimero

Coladgeno

Biodegradavel

Impressao

Cola
biolégica

Transplante

B3

2014

Implante de éleo
de silicone
intravitreo com
dexametasona

RD

Intravitreo

Oleo de
Silicone

Dexametason
a

B3

2018

Dispositivo micro
invasivo para
aplicacdo de

droga
antiangiogénica

Antiangiogénic
[0}

DMRI

Titanio

Microinvasivo

B3

2018

Revestimento de
Istent

Istent

antiglaucomato
sa

Glaucoma

Microinvasivo
s

Titanio

B2

2014

Ceramica para
substituicdo
temporaria de
cornea

Olho seco

Cérnea

Ceramica

Transplante

Fio de ouro

Al

2020

Impresséo 3D de
Filme para cérnea

Cérnea

Olho seco

Filme

3D

Pterigio

B2

2019

Implante de
polimero
biodegradavel
para liberagéo de
drogas

Polimero

Biodegradavel

Antiangiogénic
o

DMRI

RD

Drogas

B3

2018

Implante de
polimero
biodegradavel
para liberacdo de
drogas

Polimero

RD

Intravitreo

Dexametason
a

A2

2017

Uso de cola
biolégia apds
agulhamento

Istent

antiglaucomato
sa

Agulhamento

Cola Biolégica

Al

2016

Impresséo de
cérnea

Cérnea

Olho seco

Filme

Impressao

Colageno

B3

2018

Uso de fio de ouro
para correcéo da
ptose

Olho seco

Subconjuntival

Fio de ouro

Ptose

B3

2018

Polimeiro com
farmaco na
substituicdo do
6leo de silicone

Antiangiogénic
o

Drogas

Polimero

Oleo de
Silicone

B3

2015

Dispositivo para
retirada de 6leo
de silicone

Subconjuntival

Oleo de
Silicone

Trocater

B2

2017

Polimero para
tratamento da RD

Polimero

RD

Biodegradavel
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A2 2017

Dispositivo micro

invasivo para
controle do
Glaucoma

Glaucoma

antiglaucomato
sa

Istent

Microinvasivo
s

B3 2014

Incoporacéo de
drogas no 6leo de

silicone

Antiangiogénic
o}

Intravitreo

Oleo de
Silicone

Drogas

B3 2013

Scafolld para
glaucoma

Glaucoma

Subconjuntival

antiglaucomato
sa

Agulhamento

B3 2015

Quitosana com

incoporagéode

antiangiogénico

Antiangiogénic
o}

RD

Drogas

Quitosana

Al 2017

Impresséo 3D de
filme para cérnea

Colageno

Olho seco

Filme

Impresséao

3D

Pterigio

B3 2013

Polimero
subconjuntival

para tratamento

do glaucoma

Glaucoma

Polimero

Biodegradavel

Subconjuntiva
|

antiglaucoma
tosa

B3 2014

Implante ceramico

Implante

Istent

Glaucoma

Microinvasivo
S

Ceramica

B2 2016

Filme de polimero
e colageno para

transplante
subconjuntival

Polimero

Coladgeno

Filme

Subconjuntiva
|

Transplante

B3 2019

Efeito de drogas
intravitreas em
olhos com 6leo de

silicone

DMRI

Drogas

Intravitreo

Oleo de
Silicone

A2 2020

Implessao de
scafold de
colageno para
glaucoma

Colageno

Implante

Impressao

Glaucoma

A2 2015

Polimero de
quitosana com
colageno para
transporte de

drogas

antiagniogénicas

Antiangiogénic
o}

Polimero

Colageno

RD

Quitosana

Al 2020

Impresséo 3D de
filme para cérnea

Olho seco

Subconjuntival

Cérnea

Filme

Impresséo

3D

B3 2014

Colageno no
transporte de
drogas

Antiangiogénic
o)

Drogas

Colageno

DMRI

B2 2014

Polimero para pés

operatorio de
pterigio

Polimero

Coladgeno

Olho seco

Cornea

Transplante

Pterigio

B3 2016

Scafold
subconjuntival

para agulhamento

Glaucoma

antiglaucomato
sa

Subconjuntival

Agulhamento

B3 2012

Transporte de
drogas

antiangiogénicas

DMRI

Antiangiogénic
o

Drogas

Intravitreo

Transporte

Quadro com os 84 trabalhos. Da esquerda para a direita: classificacdo Qualis CAPES, ano de
publicacdo, tema, palavras chave.

Fonte: Do autor.
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APENDICE B - QUESTIONARIO DE PESQUISA DO TEMA POR RELEVANCIA

Questiondrio e pesquisa

Nome:

Especialidade:

Qual pesquisa seria mais relevante, gentileza dar nota de 0 2 10, sendo 10 mais relevante.

Filme de material biodegradavel (PLGA — Colageno), para tratamento de ulcera de cornea.
NOTA

Implante de polimero biodegradave! de antiangiogénico

NOTA___

Implante de oleo de silicone com antiangiogénico associado.

NOTA___

Implante subconjuntival de polimere bicdegradavel de medicag3o antiglaucomatosa
NOTA __

Criag3o de filme plastico para proteg3o de olho seco em pacientes acamados ou sedados

NOTA

Caso haja outra demanda favor descrever aqui:

Questionario estruturado aplicado ao corpo clinico, solicitando a inclusdo de nota de 0 a 10 para
relevancia do tema.
Fonte: do autor.
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APENDICE C — RESULTADO DO COMPRIMENTO DAS BLENDAS

Comprimento das amostras de blenda

N° Amostra Comprimento (mm)
Amostra 01 39,8
Amostra 02 40,0
Amostra 04 40,1
Amostra 05 40,2
Amostra 06 40,1
Amostra 07 40,0
Amostra 08 39,8
Amostra 09 39,8
Amostra 10 39,7
Amostra 11 40,1
Amostra 13 40,3
Amostra 14 40,0
Amostra 15 39,9
Amostra 16 40,0
Amostra 17 40,0
Amostra 18 39,8
Amostra 19 39,9
Amostra 20 39,8
Amostra 21 39,7
Amostra 22 40,2
Amostra 23 40,3
Amostra 24 40,2
Amostra 25 39,9
Amostra 26 40,0
Amostra 27 40,1
Amostra 28 40,2
Amostra 29 40,0
Amostra 30 39,7
Amostra 31 40,3
Amostra 32 40,2
Amostra 33 40,1
Amostra 34 39,8
Amostra 35 40,0
Amostra 36 39,9
Amostra 37 40,0
Amostra 38 40,0




Tabela com tabulagdo dos comprimentos das amostras de blenda, “n” = 46.

Fonte: autor

Amostra 39 40,1
Amostra 40 40,3
Amostra 41 39,7
Amostra 42 39,8
Amostra 43 40,1
Amostra 44 39,7
Amostra 45 40,0
Amostra 46 40,0
Amostra 47 40,1
Amostra 48 40,2
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APENDICE D - GRAFICO DE DISTRIBUICAO E PROBABILIDADE DO
COMPRIMENTO DAS BLENDAS

Grafico de Distribuigdo
Normal; Média=39,998; DesvPad=0,179
2,5

2,0

1,5

Densidade

1,0

0,5

0,025 0,025

0,0

39,65 40,00 40,35

O grafico de probabilidade com a variacdo de 0,1 mm para cima ou para baixo, obteve-se o limite
inferior de 39,65 mm e o limite superior de 40,35 mm, indice Z (variagdo amostral com erro) 0,3 mm em
cada extremidade.

Fonte: autor
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APENDICE E - RESULTADO DO DIAMETRO DAS BLENDAS

N° Amostra Diametro (mm)
Amostra 01 1,45
Amostra 02 1,48
Amostra 04 1,50
Amostra 05 1,51
Amostra 06 1,43
Amostra 07 1,45
Amostra 08 1,52
Amostra 09 1,56
Amostra 10 1,57
Amostra 11 1,48
Amostra 13 1,49
Amostra 14 1,50
Amostra 15 1,47
Amostra 16 1,50
Amostra 17 1,51
Amostra 18 1,49
Amostra 19 1,52
Amostra 20 1,46
Amostra 21 1,45
Amostra 22 1,53
Amostra 23 1,52
Amostra 24 1,53
Amostra 25 1,50
Amostra 26 1,50
Amostra 27 1,49
Amostra 28 1,54
Amostra 29 1,55
Amostra 30 1,46
Amostra 31 1,43
Amostra 32 1,42
Amostra 33 1,43
Amostra 34 1,50
Amostra 35 1,49
Amostra 36 151
Amostra 37 1,50
Amostra 38 1,51
Amostra 39 1,48
Amostra 40 1,49




Tabela com tabulagédo dos didmetros das amostras de blenda, “n” = 46.

Fonte: autor

Amostra 41 1,55
Amostra 42 1,47
Amostra 43 1,46
Amostra 44 1,51
Amostra 45 1,50
Amostra 46 15
Amostra 47 1,49
Amostra 48 1,50
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APENDICE F - GRAFICO DE DISTRIBUICAO E PROBABILIDADE DO DIAMETRO
DAS BLENDAS

Grafico de Distribui¢do
Normal; Média= 1,4935; DesvPad=0,119
35

3,0

25

Densidade

1,341 1,494 1,646

O gréfico de probabilidade com a variacdo de 0,2 mm para cima ou para baixo, obteve-se o limite
inferior de 1,34 mm e o limite superior de 1,65 mm, indice Z (variagdo amostral com erro) 0,1 mm em
cada extremidade.

Fonte: autor
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APENDICE G - RESULTADO DO PESO DAS AMOSTRAS DE BLENDA-0

Peso das Blendas-0

N° Amostra Peso amostra (g)
Amostra 1 0,011
Amostra 2 0,013
Amostra 5 0,011
Amostra 6 0,010
Amostra 7 0,012
Amostra 8 0,011
Amostra 9 0,015
Amostra 11 0,013
Amostra 13 0,012
Amostra 21 0,011
Amostra 22 0,010
Amostra 25 0,011
Amostra 26 0,011
Amostra 33 0,010
Amostra 36 0,012
Amostra 37 0,014
Amostra 38 0,009
Amostra 39 0,010
Amostra 42 0,011
Amostra 43 0,012
Amostra 44 0,013

Tabela com tabulag&o dos pesos das amostras de blenda sem associagéo de droga, “n” = 21.
Fonte: autor
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APENDICE H - GRAFICO DE DISTRIBUICAO E PROBABILIDADE BLENDA-0

Grafico de Distribui¢do
Normal; Média= 0,011524; DesvPad=0,00147
300

250

200

Densidade
z

0,007398 0,01152 0,01565
X

O grafico de probabilidade com a variagdo de +0,05g, obteve-se o limite inferior de 0,007398g e o limite
superior de 0,01565g, indice Z (variagdo amostral com erro) 0,025 em cada extremidade.
Fonte: autor
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APENDICE | - RESULTADO DO PESO DAS AMOSTRAS DE BLENDA-BR

Peso das Blendas-BR

Peso

N° Amostra amostra
(9)

Amostra 10 0,015
Amostra 04 0,013
Amostra 15 0,008
Amostra 17 0,011
Amostra 19 0,012
Amostra 27 0,011
Amostra 29 0,015
Amostra 31 0,013
Amostra 35 0,012
Amostra 41 0,011
Amostra 46 0,011
Amostra 47 0,011

Tabela com tabulacdo dos pesos das amostras de blenda com incorporagao de Brimonidina, “n” = 12.
Fonte: autor
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APENDICE J - GRAFICO DE DISTRIBUICAO E PROBABILIDADE BLENDA-BR

Média

Mediana

Relatério Resumo para Peso amostra (g)

0,008

0,010

Teste de normalidade de Anderson-Darling

A-Quadrado 1,28
Valor-p <0,005
Média 0,014250

DesvPad 0,002221
Variancia 0,000005
Assimetria -2,28965

Curtose 6,07628
N 12
Minimo 0,008000

1o. Quartil 0,013250
Mediana 0,015000
30 Quartil 0,015750

Intervalos de 95% de Confianga

Maximo 0,016000
Intervalo de 95% de Confianga para Média
0,012839 0,015661
Intervalo de 95% de Confianca para Mediana
0,013263 0,015737
Intervalo de 95% de Confianca para DesvPad
0,001573 0,003771

0,0130

0,0135

0,0140

0,045

0,0150

0,0155

O gréfico de probabilidade com a variacdo de +0,05g para cima ou para baixo, obteve-se o limite inferior
de 0,0110g e o limite superior de 0,0178g, indice Z (variagdo amostral com erro) 0,025 em cada

extremidade.
Fonte: autor



APENDICE K - RESULTADO DO PESO DAS AMOSTRAS DE BLENDA-AR

Tabela com tabulagéo dos pesos das amostras de blenda com incorporagdo de Acido Rosmarinico, “n

=13.
Fonte: autor

Peso das Blendas-AR

N° Amostra Peso amostra (g)
Amostra 14 0,016
Amostra 16 0,015
Amostra 18 0,013
Amostra 20 0,015
Amostra 19 0,016
Amostra 23 0,016
Amostra 24 0,015
Amostra 28 0,014
Amostra 30 0,013
Amostra 32 0,015
Amostra 34 0,015
Amostra 40 0,014
Amostra 48 0,015
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APENDICE L - GRAFICO DE DISTRIBUICAO E PROBABILIDADE BLENDA-AR

Grafico de Distribui¢do
Normal; Média=0,014769; DesvPad=0,001013
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O grafico de probabilidade com a variagao de 0,05g para cima ou para baixo, obteve-se o limite inferior
de 0,01278g e o limite superior de 0,01775g, indice Z (variagdo amostral com erro) 0,025 em cada
extremidade.
Fonte: autor



