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“Barroco é uma charada cuja chave

depende da veneta do fregués.

Vendendo alguma dose de talvez,
compdes a pauta toda s6 com clave.

Glaucoma é uma ocular moléstia grave,

vendeta original de Quem nos fez.

Queimar ou torturar com a torqués

ao morbo comparado, é mais suave.

Requinte é uma palavra que bem calha,
a Gongora, Quevedo ou Torquemada,

na formula forjada na fornalha.

Bem antes que a visdo se torne um nada,
as cores do arco-iris formam malha

concéntrica na noite iluminada.’

Glauco Mattoso (Pedro José Ferreira da Silva)



RESUMO

Glaucomas sdo um grupo heterogéneo de doencas caracterizadas pelo aumento da pressédo
intraocular e atualmente sdo considerados como a causa mais frequente de cegueira irreversivel
no mundo. Apesar de ser uma doenca onde seus mecanismos fisiologicos estdo bem elucidados,
ainda existem diversos entraves quanto a eficiéncia dos tratamentos atualmente disponiveis.
Um deles é causado pelo uso incorreto dos colirios (principal forma de tratamento), esse uso
incorreto concerne ndo somente a aplicagdo errada do mesmo, o que pode levar a efeitos
colaterais ao paciente, mas também o esquecimento de aplica-lo na hora correta, ja que em
muitos casos, o colirio deve ser aplicado vérias vezes durante o dia. Dentre os medicamentos
usados para tratar o glaucoma, a pilocarpina ganha destaque no cenario farmacéutico como um
medicamento de origem nacional. Todavia, problemas quanto a sua biodisponibilidade e
solubilidade dificultam a sua utilizacdo. Sabendo disso, diversos sistemas de liberacdo
controlada de medicamentos tém surgido nos ultimos anos, com o intuito de contornar estes
problemas. Um deles sdo os hidrogéis, que foram um dos primeiros biomateriais desenvolvidos
para uso humano devido as suas diversas vantagens de utilizacdo na regido ocular, como a
biocompatibilidade e a liberacdo controlada dos medicamentos. Dentre os materiais usados para
produzi-los, é notério o uso da pectina gracas a sua mucoadesividade e custo de obtencdo
reduzido. Dessa forma, neste trabalho, foi desenvolvido um novo sistema de liberacéo
controlada de pilocarpina, composto por um hidrogel de pectina citrica, que apresentou
resultados promissores para ser empregado no tratamento do glaucoma. Para isso, foram
testadas diversas formulacfes contendo a pectina citrica e de magd, de NaHCOz e de CaCQOsg,
onde a melhor formulacéo foi a de pectina citrica na concentracdo de 4%, 96 mM de NaHCOs,
40 mM de CaCOs e 1% de pilocarpina. Sendo esta a que apresentou melhores caracteristicas
aparentes de viscosidade, estabilidade, geleificacdo e pH a temperatura ambiente. Além disso,
foi realizado um ensaio de liberacdo controlada in-vitro, usando um espectrofotémetro, onde 0s
hidrogéis apresentaram bons resultados, liberando o farmaco de forma controlada por até 72
horas. Também foram feitas andlises de FTIR do hidrogel com e sem o farmaco, que néo
comprovaram a presenca do farmaco com eficiéncia. Todavia, analises do espectrofotdmetro
no ensaio de liberacdo identificaram a presenca do mesmo, quando diluido em PBS, o que
indica que provavelmente a concentracdo do farmaco no hidrogel estava abaixo da concentracdo
minima identificavel. Portanto, conclui-se que o hidrogel de pectina citrica € um sistema de
liberacdo controlada de farmacos promissor e com grande potencial de aplicacdo no tratamento
do glaucoma.

Palavras-chave: Glaucoma, Hidrogel, Pectina Citrica, Liberacdo Controlada,

Mucoadesividade.



ABSTRACT

Glaucomas are a group of heterogeneous diseases, known for the increase in the intraocular
pressure and currently are considered to be the major cause of irreversible blindness in the
world. Despite being a disease where its physiological mechanisms are well elucidated, there
are still many obstacles concerning the efficiency of the currently available treatments. One of
them, are caused by the incorrect use of the eye drops (main way of treatment), this incorrect
use concern not only its wrong application, which can bring side-effects to the patient but as
well the oblivion on the right time of application, which on a lot of cases, the eye drops have to
be applied many times during the day. Among the drugs used to treat glaucoma, pilocarpine
stands out in the pharmaceutical scenario as a medicine of national origin. However, problems
concerning its bioavailability and solubility hinder its use. Knowing that many controlled
release systems of drugs have been arising during the last few years, to contour these problems.
One of them are the hydrogels, which were one of the first biomaterials to be developed for
human use, due to its many advantages on its use in the ocular area, such as biocompatibility
and controlled release of drugs. Among the materials used to produce them, its notorious the
use of pectin, due to its mucoadhesive ness and low cost of obtention. Therefore, in this work,
it was developed a new controlled release system for pilocarpine, composed for a citric pectin
hydrogel, which presented promising results to be implemented in the treatment of glaucoma.
For that, it was tested many formulations containing citric and apple peel pectin, of nahco3 and
caco3, where the best formulation was the one with citric pectin in the concentration of 4%, 96
mm of nahco3, 40 mm of caco3, and 1% of pilocarpine. Being this, the one that presented the
better apparent characteristics of viscosity, stability, gelification, and room temperature ph.
Besides that, it was made an in-vitro controlled release assay using a spectrophotometer, where
the hydrogels showed good results, releasing the drug in a controlled way until 72 hours. Ftir
analysis were also made in the hydrogel with and without the drug, which didn’t prove the
presence of the drug with efficiency. However, spectrophotometer analysis in the release assay
identified its presence, when diluted in pbs, which suggests that probably, the drug
concentration in the hydrogel was below the minimum identifiable concentration. Therefore, it
is possible to conclude that hydrogel from citric pectin is a promising controlled release system
of drugs, with great potential of application on the treatment of glaucoma.

Keywords: Glaucoma, Hydrogel, Citric Pectin, Controlled release, Mucoadhesiveness.
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1. INTRODUCAO

Os glaucomas sdo denominados como um grupo heterogéneo de doengas, caracterizadas
pela elevacdo da pressdo intraocular, o que pode provocar lesbes no nervo ético e, como
consequéncia, levar ao comprometimento visual. Atualmente, essas doengas sdo consideradas
como as causas mais frequentes de cegueira irreversivel no mundo (JONAS et al., 2017;
THYLEFORS; NEGREL, 1994). Ndo obstante o destaque atual, relatos dessas doencas
permeiam desde a antiguidade, sendo descritas pela primeira vez, por Hipdcrates (460-370
A.C.), como uma alteracdo na coloragdo dos olhos de pacientes idosos, cunhando o termo
glaukos, que no grego significa brilhante (LEFFLER et al., 2015).

Durante toda a historia, diversos individuos contribuiram para o entendimento dos
glaucomas, todavia, 0s maiores avangos no seu estudo ocorreram por volta do século XIX e
XX, destacando-se 0 momento em 1857 em que Von Graefe descreveu pela primeira vez o
glaucoma de tensdo normal (VON GRAFE, 1857), em 1862, quando Donders descobriu que
uma alta na pressdo intraocular poderia levar a cegueira (GREWE, 1986), e em 1905, quando
0 neurocirurgido Harvey Cushing realizou uma fatidica cirurgia que melhorou
significativamente o quadro de um paciente grave de glaucoma (LATIMER et al., 2012).

No momento atual estima-se que, para o ano de 2020, tenham-se 79.6 milhdes de
pessoas diagnosticadas no mundo com esse grupo doencas (QUIGLEY, H.; BROMAN, 2006).
Apesar de ndo se ter nUmeros exatos, no Brasil, estima-se que entre 2-3% da populacdo nacional
apresente algum quadro de glaucoma. Todavia, existe uma grande chance de que esse nimero
seja maior, ja que cerca de metade dos portadores ignoraram a doenga nos seus estagios iniciais
(AVILA; ALVES; NISHI AM., 2015). Além disso, em 2015 foi constatado que cerca de 2,2
milhGes de pessoas buscaram o atendimento pelo SUS para realizar o tratamento contra essa
patologia. Isso corresponde a um aumento de 245% quando comparado com as 900 mil pessoas
atendidas em 2008, podendo assim, ser um indicativo de que na realidade, 0 niUmero de pessoas
afetadas ¢ bem maior do que imaginamos (LOUREIRO; DA FELIX, 2020).

Para os individuos afetados e diagnosticados, a principal forma de tratamento
empregada é o uso continuo de colirios, devendo ser aplicado religiosamente todos os dias, em
alguns casos com mais de uma aplicacdo diaria (CONLON; SAHEB; AHMED, 2017). Nesse
ponto chegamos ao primeiro e talvez um dos principais entraves para o tratamento do glaucoma,
ja que o uso continuo de colirios esta associado a diversos erros humanos, como esquecimento

ou aplicagdo incorreta do medicamento, 0 que pode trazer diversos efeitos colaterais para o
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paciente ou culminar na ineficiéncia do tratamento (DE CASTRO; MESQUITA, 2009;
RIBEIRO et al., 2016).

Tendo em vista 0 mencionado, sistemas de liberacdo controlada (SLC) podem se
oferecer como uma opcao interessante frente aos tratamentos atualmente disponiveis, ja que 0s
mesmos podem prolongar e controlar de forma mais eficiente a administracdo de farmacos,
evitando assim a necessidade do uso didrio do medicamento e reduzindo os efeitos colaterais,
além de minimizar o erro humano (ALENCAR et al., 2018). No decorrer dos anos, SLC foram
desenvolvidos para os mais diversos fins. Dentre os materiais usados para produzir esses
sistemas, 0s poliméricos sdo os mais empregados devido as suas estruturas simples e
propriedades maleaveis, dentre eles pode-se destacar: a quitosana, o acido poliglicélico, a metil-
celulose e a pectina (MACHA et al., 2019; SOWJANYA et al., 2017).

Esses polimeros podem ser usados para obter diversos materiais, um deles sdo os
hidrogéis, que sdo amplamente usados como SLC. Isso é possivel devido ao seu alto contetdo
de agua, promovendo um sistema biocompativel, maleavel e capaz de minimizar o risco de
degradacéo das drogas (LI, J.; MOONEY, 2016). Basicamente, em hidrogéis, o farmaco estaria
disperso numa matriz, onde a medida em que a mesma € degradada pelo organismo o farmaco
seria liberado no meio externo, dessa forma ocorrendo uma difusdo por gradiente de
concentragdo (BIZERRA; SILVA, 2016; SUNG; KIM, 2020). Dentre os diversos tipos de
hidrogéis atualmente empregados, os hidrogéis de pectina tem ganhado destaque, devido as
suas propriedades mucoadesivas, ja sendo muito empregados como sistemas de entrega de
medicamentos direcionado ao célon (JUNG; ARNOLD; WICKER, 2013; KHOTIMCHENKO,
2020).

A principal vantagem na utilizacdo da pectina estd ndo s6 nas suas propriedades
inerentes, mas também no seu apelo ambiental, ja que a mesma é obtida através de residuos de
frutas do género citrus (casca de laranja, limdo e bagaco de macd), sendo assim, seu uso é
vantajoso por oferecer um novo fim a esses residuos industriais e trazer a tona um novo produto
com um valor agregado (CANTERI et al., 2012). Atualmente, existem alguns trabalhos que
trazem a extracdo de pectina a partir de cascas de frutas nativas do solo brasileiro, o que mostra
que a extracdo de pectina ndo estaria restrita apenas aos residuos das frutas mencionadas acima
(OLIVEIRA, 2013; ROGRIGUES; SILVA, 2017). Todavia, ainda ndo existem trabalhos que
explicitem o uso de hidrogéis de pectina como sistema de liberagdo controlada para a regido
ocular, sendo dessa forma um dos alvos deste trabalho.

Dentre os medicamentos usados para se tratar o glaucoma, a pilocarpina, alcaloide

presente nas folhas do Jaborandi (Pilocarpus microphyllus), que é uma arvore nativa da flora
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brasileira, tem recebido muita atengdo da industria farmacéutica. Isso ocorre devido a sua
eficiéncia no combate ao glaucoma e da xerostomia também conhecida como sindrome da boca
seca (ALMEIDA; KOWALSKI, 2010; PAN, 2014). Uma forma de avaliar a sua importancia é
através dos dados disponibilizados pela ABIQUIF (Associacdo Brasileira da Inddstria
Farmoquimica e de Insumos Farmacéuticos), 0s quais mostram que em 2007 o cloridrato de
pilocarpina ocupou o segundo lugar dentre 0os medicamentos vendidos tanto em solo brasileiro
como exportado, acumulando um valor de 8,6 milhdes de dolares, e s6 na primeira metade do
ano de 2019 esse valor chegou a mais de 5 milhées (MELLO, 2011).

Todavia, existem dois principais entraves na utilizagdo da pilocarpina, o primeiro deles
é a sua baixa biodisponibilidade ocular (1-3%), j& que no uso convencional de colirios boa parte
do que € aplicado no olho se é perdido pelo reflexo de piscar e 0 segundo é que, por ser um
farmaco muito hidrofilico, ou seja, extremamente solivel em agua, existe uma dificuldade na
sua implementacdo como um dispositivo de liberacdo controlada, ja que 0 mesmo tende a
“escapar” quase que completamente da matriz nas primeiras horas do ensaio de liberagédo
(ANUMOLU et al., 2009; JAIN; VERMA,; JAIN, 2020).

Desta forma, neste trabalho buscou-se desenvolver uma nova metodologia de producéo
de hidrogel de pectina, de forma simples e econdmica, tendo em vista uma possivel aplicacdo
industrial, e realizar a anélise da liberacdo controlada da pilocarpina. Podendo assim, trazer um
novo sistema de liberacdo controlada mais eficiente e aplicavel para o tratamento do glaucoma.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. GLAUCOMA

2.1.1. Aspectos Gerais

Os glaucomas sao conhecidos como patologias associada a perda progressiva da viséo,
caso ndo se tenha tratamento. Todavia, ao longo do tempo, foi-se possivel verificar que eles
podem se manifestar de diferentes formas e serem causados por uma miriade de fatores, fazendo
com que sejam caracterizados como um grupo de doengas multifatoriais (GRECO et al., 2016).
Os principais tipos de glaucomas sdo divididos em: Glaucoma priméario de angulo aberto
(GPAB), glaucoma primario de angulo fechado (GPAF), glaucoma secundario (GS), glaucoma
congénito (GC) e glaucoma de tenséo normal (GTN) (BRASIL, 2018).

O GPAB ¢ a forma mais comum de glaucoma, sendo responsavel por cerca de 90% dos
casos, 0 nome angulo aberto significa que o angulo onde a iris encontra a crnea esta aberto,
como deveria ser, e dessa forma 0 aumento da pressao é causado somente pela reducdo do fluxo
dos canais de drenagem no olho (WEINREB et al., 2016). O fator mais preocupante no
desenvolvimento do GPAB é que 0 mesmo é majoritariamente assintomatico, onde o Unico
sintoma, na maior parte dos casos, é a perda da visdo gradual em estados mais evoluidos da
doenca. Esse quadro é o principal motivo de cerca de 15% dos pacientes chegarem até um
estagio mais avancado sem o diagnéstico (QUIGLEY; H. A., 2011).

O GPAF é uma forma menos comum, onde, ao contrario do GPAB, o angulo entre a iris
e a cornea esta fechado, dessa forma ocasionando um blogqueio nos canais de drenagem do olho.
Esse tipo é mais facil de diagnosticar, pois se desenvolve mais rapido e os sintomas sao mais
evidentes (SUN et al., 2017). O GS é um tipo de glaucoma causado por alguma outra condicéo,
como um traumatismo, uso de medicamentos, catarata ou até mesmo diabetes (PANDEY, A.
N., 2018). O GC ocorre em bebés com desenvolvimento incompleto dos canais de drenagem
do olho, sendo uma condic&o rara e podendo ser herdada (BADAWI et al., 2019). Por fim, no
GTN, o dano ao nervo Optico ocorre, mas sem aumentar a pressdo ocular normal (25-30 mmHg)
(TRIVLI et al., 2019).
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Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento dessa patologia, destacam-se: género,
idade acima de 40 anos, historico familiar (genética), raca, miopia, alta pressdo intraocular,
diabetes mellitus e fumo (MCMONNIES, 2017).

2.1.2. Fisiopatologia

Glaucomas sdo um grupo de neuropatias épticas, caracterizadas pela degeneracao
progressiva das células ganglionares da retina. Essas células fazem parte do sistema nervoso
central, apresentando seu corpo na parte interior da retina e axonios no nervo Optico
(WEINREB; AUNG; MEDEIROS, 2014). Existem diversos mecanismos que séo estudados
como possiveis causadores dessa patologia, dentre eles destacam-se: o acumulo de liquido
intraocular e a destruicdo de células ganglionares da retina por intermédio do sistema imune
(GRECO et al., 2016).

O liquido intraocular é responsavel por nutrir, dar forma e realizar manutencdo da
pressdo no globo ocular, sendo dividido em dois tipos: humor aquoso (HA), que se situa na
frente do cristalino e humor vitreo (HV), caracterizado como uma massa gelatinosa e localizado
entre a superficie posterior do cristalino e a retina. O HA est4d sempre sendo formado e
absorvido, e o equilibrio entre sua formacédo e reabsorcdo é essencial para regular o volume
total de liquidos intraoculares e, por conseguinte, a pressao intraocular (PIA). Além disso, o
mesmo participa no transporte de nutrientes (aminoacidos, acido ascérbico e glicose).
Fundamentalmente, o HA ¢é secretado pelos processos ciliares (PCs), localizados atras da iris,
por um processo de osmose (KING; AZUARA-BLANCO; TUULONEN, 2013;
SCHELLACK; SCHELLACK; BEZUIDENHOU, 2015).

Esses PCs sdo recobertos por células epiteliais muito secretoras, e, abaixo delas, existe
uma area rica em vasos sanguineos (camada vascular). Para que o processo de 0Smose ocorra,
é necessario que se tenha um fluxo de ions bem delimitado nos PCs. Inicialmente, esse processo
se inicia com o transporte ativo de ions sddio para 0s espacos entre as células epiteliais e esses
ions sodio atraem ions cloreto e bicabornato, para assim manter uma neutralidade elétrica. Esses
ions entdo, promovem a osmose da agua dos capilares sanguineos, que estdo localizados abaixo
das células epiteliais, dando origem assim ao HA, que ird irrigar os processos ciliares
localizados na camara anterior do olho, como representado na figura 1A (GOEL et al., 2010;
GUYTON; HALL, 2011).
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Figura 1 - Formacéo e Fluxo do Humor aquoso pelos processos ciliares.
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Fonte: Adaptado de GUYTON, 2011.

Com o HA formado, ele ira entdo fluir pela pupila, entrar na camara anterior do olho
(CAO), seguir para o cristalino, entrar no angulo entre a cornea e a iris, passando pela malha de
trabéculas e, por fim, entrar no canal de Schlemm, que termina em veias extraoculares, como
representado na figura 1B. O problema ocorre quando esse fluxo é bloqueado, isso faz com que
0 HA se acumule na CAO, aumentando assim a PIA. Esse bloqueio pode ocorrer por diversos
motivos, como por uma inflamacdo aguda do olho, que ocasiona um acumulo de leucdécitos e
detritos teciduais nos espacos trabeculares, ou pela ocluséo fibrosa destes espacos
(principalmente em individuos mais velhos) (ANDREW; AKKACH; CASSON, 2020;
GUYTON; HALL, 2011; HANN; FAUTSCH, 2015).

Vale salientar que, pressdes muito altas, acima de 60 a 70 mmHg (onde o normal seria
entre 25 a 30 mmHg), se mantidas por um periodo prolongado, podem comprimir o ponto de
saida do globo ocular, gerando um estresse mecanico, que pode danificar o nervo dptico e levar
assim a cegueira, iniciada com a perda da visdo periférica (ANDREW; AKKACH; CASSON,
2020; GUYTON; HALL, 2011; HANN; FAUTSCH, 2015). Por décadas, acreditou-se que 0
aumento da PIA ocorresse somente devido ao impedimento do fluxo de HA, todavia,
recentemente, tem sido cada vez mais aceito e explanado que um mecanismo autoimune poderia
ser um dos responsaveis por essa patologia. A apoptose (morte celular programada) das células
ganglionares da retina, por exemplo, € aceita como um importante causador da degeneracao do
glaucoma (GRECO et al., 2016; TRIVLI et al., 2019).

Essa morte celular programada ocorreria através da proteina supressora de tumor,

conhecida como p53, que ativaria o receptor de morte celular CD95, gerando assim a apoptose
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(WILSON et al., 2013). Além disso, anticorpos contra antigenos endégenos, como proteinas de
choque térmico (HSPs), j& foram encontrados no soro de pacientes com glaucoma, podendo
assim ser possiveis causadores desse quadro. Dessa forma, na pesquisa foi possivel verificar
que ratos imunizados com HSP27, mostraram um aumento na taxa de apoptose das células
ganglionares da retina, dessa forma aumentando a possibilidade de desenvolver glaucoma
(PARK et al., 2001; TSAI et al., 2019). Ja se foi também documentado que o aumento da
expressao de receptores da familia toll-like (principalmente o TLR4) ocorreria em pacientes
acometidos por essa patologia (CHAIWIANG; POYOMTIP, 2019). Neurotransmissores como
a dopamina (PESCOSOLIDO et al., 2013), serotonina (CHEN et al., 2017) e glutamato,
também sdo capazes de induzir a apoptose dessas células ganglionares, assim como o estresse
oxidativo (THOMAS et al., 2017).

Em resumo, fica evidente que a homeostase e sobrevivéncia das células ganglionares da
retina dependem de um intricado balanco entre diversos sistemas do nosso organismo, onde o
desbalanco de algum desses elementos pode gerar uma reacdo em cadeia e levar o

desenvolvimento dessa patologia.

2.2. PILOCARPINA

Dentre as drogas usadas no tratamento do glaucoma, a pilocarpina ganha destaque no
cenario nacional por ser uma planta nativa do territdrio brasileiro. A espécie vegetal Pilocarpus
microphyllus, conhecida popularmente como jaborandi, € um tipo de arbusto originario do
Brasil, estando presente principalmente no estado do Maranh&o. Das folhas dessa espécie, a
pilocarpina é extraida, sendo ela um alcaloide que age como agonista colinérgico muscarinico,
ou seja, ligando-se ao sitio de ligacdo da acetilcolina nos receptores colinérgicos (ARARUNA
etal., 2012; BHATTARAI; OH; HWA JANG, 2013; JENSEN et al., 2013).

Dessa forma, a pilocarpina € conhecida devido as suas a¢les para-simpatomiméticas
(simulando o efeito do sistema parassimpatico), possuindo um principio ativo capaz de exercer
fungdes semelhantes a acetilcolina, estimulando, assim, a secrecdo das glandulas sudoriparas,
lacrimais e salivares (BHATTARAI; OH; HWA JANG, 2013; MACKNELLY; DAY, 2009;
SAWAYA etal., 2011). Esse alcaloide, inicialmente isolado por Hardy e Gerrard em trabalhos
distintos em meados de 1875 (DEWICK, 2009; MAAT; BEYERMAN, 1984) é derivado do

aminoéacido histidina, representado na figura 2 e apresentando um nucleo imidazolico e outro
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pentagonal lactdnico. Todavia, foi somente em 1902, que a mesma teve sua estrutura quimica
determinada por Pinner e Schwarz e sintese realizada pelo quimico polonés Preobrashenski em
1993 (GRASER, 1968).

Figura 2 - Estrutura quimica da pilocarpina.
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Fonte: Autoria Prdpria.

A pilocarpina j& é usada hd mais de um século para reduzir a presséo intraocular no
tratamento do glaucoma, atualmente sendo empregada na forma de cloridrato de pilocarpina,
como solucdo oftalmica, nas concentracdes de 1 a 4 % (ABREU et al., 2011; CHANG et al.,
2013; FRONZA; CAMPOS; TEIXEIRA, 2004). A mesma se apresenta na forma de um p6
branco cristalino ou de cristais incolores, caracterizando-se por ser altamente higroscépica (alta
absorcdo de agua). Além disso, ela é um principio ativo altamente solivel em agua e etanol,
com coeficiente de particdo 6leo/agua hidrofilico (log P = 0,01), (JARVINEN et al., 1991).
Essa alta solubilidade em &gua pode ser considerada como um inconveniente no seu uso em
sistemas de liberacdo controlada, ja que ela tende a se dissolver rapidamente para 0 meio
externo, ndo atingindo assim uma curva de liberacdo em dosagens terapéuticas (MAHNAMA,;
NOURBAKHSH; GHORBANIASL, 2014).

Apesar de ndo ser um medicamento recente, segundo um estudo realizado por Souza
Filho et al. (2003), foi mostrado que mesmo com 0 aumento nos preco dos medicamentos a
base de pilocarpina nos periodos entre 1972 a 2002 e com a introducao de outros medicamentos
usados para o tratamento do glaucoma, a pilocarpina ainda continua sendo amplamente
receitada. Usualmente, a posologia capaz de garantir o conforto do paciente é de 5 mg de
pilocarpina, na via oral no caso da xerostomia, com 3 a 4 usos por dia, dessa forma ndo podendo
exceder 0s 20mg diarios (NUSAIR; RUBINOW, 1999). No caso do glaucoma, a posologia é

feita com a aplicacdo de duas a trés gotas, na regido ocular, podendo chegar até 4 aplicacdes
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diérias, todavia, vale salientar que em doses mais altas, foi-se constatado um aumento
expressivo dos efeitos colaterais associados a esse medicamento, como demonstrado por Spaeth
et al. (2009).

Dentre os diversos efeitos adversos associados ao seu uso, pode-se destacar: rubor facial,
sudorese excessiva, nauseas, vOmitos, distlrbios gastrintestinais, aumento da frequéncia
urinéria e alteraces cardiacas (BERNARDI et al., 2002; FARAG et al., 2019). Esses problemas
podem ocorrer principalmente devido a sua baixa biodisponibilidade, onde acaba sendo
necessario empregar dosagens maiores dessa droga para se alcancar o efeito desejado. Todavia,
0 uso de dosagens maiores também aumenta a quantidade de efeitos colaterais associados
(ANUMOLU et al., 2009; JAIN; VERMA; JAIN, 2020). Dessa forma, fica claro que ¢ de vital
importancia a pesquisa e o desenvolvimento de novos dispositivos de liberacdo controlada de
pilocarpina contra o glaucoma, ja que eles podem ajudar a reduzir os efeitos colaterais do

medicamento e melhorar a qualidade de vida do paciente.

2.3. HIDROGEIS COMO SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA

Usualmente, a administracdo de drogas requer o uso de altas dosagens ou de aplicagdes
repetidas para se alcancar os efeitos terapéuticos desejados, o que acaba resultando em diversos
efeitos colaterais para o paciente, incluindo a possibilidade de toxicidade (LANGER, 1998;
LIECHTY etal., 2010). Mesmo a rota de aplicacdo mais usada, que é a oral, esta limitada pela
falta de especificidade, além de levar algumas horas para alcancar seu o alvo por meio da
circulacdo sanguinea (<12 horas) (FLORENCE; JANI, 1994). Isso pode ser uma grande
desvantagem, ja que diversos peptideos e drogas tem um baixo tempo de meia-vida, variando
de minutos a horas (ASHLEY et al., 2013).

Para contornar essa problematica, diversos SLC de drogas tém sido desenvolvidos nos
ultimos anos. De forma geral, SLC sdo capazes de melhorar a eficicia do tratamento, reduzindo
0 tempo e a dosagem da administracdo do medicamento, j& que eles tendem a ser mais
especificos, dessa forma reduzindo os efeitos colaterais associados, além de serem capazes de
administrar o mesmo numa faixa de dosagem terapéutica (TIWARI et al., 2012). Diversos
sistemas de liberacdo controlada ja foram produzidos, dentre eles: membranas, nanoparticulas,
lipossomas, niossomas e hidrogéis (LAFFLEUR; KECKEIS, 2020).
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O uso de hidrogéis como SLC tem ganhado bastante atenc¢éo nos Gltimos anos devido a
sua biocompatibilidade, reducdo da degradacdo da droga e da agregacdo em solventes
mecanicos. Hidrogeis sdo redes tridimensionais de polimeros totalmente ou parcialmente
hidrofilicos que incham quando em contato com agua, absorvendo de 20-100% do seu peso
total de agua e mantendo sua integridade estrutural durante todo o tempo de aplicacdo
(BAHRAM; MOHSENI; MOGHTADER, 2016). Eles foram os primeiros biomateriais
projetados para uso no corpo humano, sendo primeiro reportados em 1960 por Wichterle e Lim
(WICHTERLE; LiM, 1960). Além disso, a grande quantidade de 4gua presente neles facilita a
transmissao de vapor de agua e oxigénio, principalmente na regido ocular, caracteristica que
torna interessante sua utilizacdo nessa area. Esses materiais ja séo comumente empregados na
producdo de lentes de contatos, e, mais recentemente, tém-se realizado pesquisas em que se
usam essas lentes na liberacdo controlada de medicamentos (FILIPE et al., 2016; LI, X.;
ZHANG; CHEN, 2013).

Dessa maneira, existem diversas formas de realizar a utilizacdo de hidrogéis na regido
ocular como SLC, sendo eles usados tanto na parte anterior como na posterior do olho. Como
citado anteriormente, um exemplo de aplicacdo se da por meio de lentes de contato, outro seria
com o uso de formulacdes com propriedades adesivas que também podem ser aplicadas
diretamente na regido ocular, sendo esta ultima o enfoque deste trabalho (KIRCHHOF;
GOEPFERICH; BRANDL, 2015). Nao obstante, usualmente, quando uma formulacdo é
aplicada na superficie do olho (aplicacdo topica), a mesma é rapidamente removida por meio
do reflexo de piscar e a drenagem naso-lacrimal, reduzindo assim a permanéncia da droga no
olho (NOKHODCHI; HENTZSCHEL; LEOPOLD, 2011).

Nesse quesito, hidrogéis ja demostraram um aumento da permanéncia de principios
ativos nessa regido, permitindo mais tempo para a droga se difundir pelas camadas do olho.
Além disso, devido a sua alta viscosidade, 0 mesmo é capaz de sustentar o atrito ocasionado
pelo reflexo de piscar, todos esses fatores contribuem para o aumento da biodisponibilidade da
droga de interesse e deixam claro a importancia da pesquisa nesse campo (LI, X.; ZHANG,;
CHEN, 2013; VASHIST et al., 2014).



22

2.4. PECTINA

A pectina (PEC) é caracterizada como um heteropolissacarideo aniénico complexo e
constitui grande parte da parede celular das plantas terrestres (ANDRADE SOUTO-MAIOR et
al., 2010). Esse componente € normalmente produzido durante os estagios iniciais de
crescimento da parede celular primaria (PCP) da planta, chegando a representar até 35% da
PCP de dicotileddnias e monocotiledéneas ndo-graminosas (JARVIS; FORSYTH’; DUNCAN,
1988; NORTHCOTE, 1972). A PEC ja é comumente usada na industria alimenticia como um
agente gelificante (GANCZ; ALEXANDER; CORREDIG, 2006), podendo ser extraida da
casca e polpa de diversas frutas, principalmente das citricas, alguns exemplos sdo: casca da
laranja, casca de limdo, bagaco da maca e bagaco de uva. Essas também sdo as fontes mais
utilizadas para a extracdo desse composto, principalmente as primeiras, por exemplo: o bagaco
de maca tem cerca de 10-15% do seu peso seco em pectina, enquanto a casca de frutas citricas
(como laranja e o liméo) apresenta de 20-30% a mais do que o bagaco da maca (CANTERI et
al., 2012; MAY, 1990).

Quanto a composi¢do quimica, a PEC é constituida por pelo menos 17 monossacarideos
diferentes, sendo os principais: acido D-galacturénico (AGal) e agUcares neutros como
arabinose, galactose e manose (VICENTE; SILVA, 2020). O AGal representa cerca de 65% da
pectina, formando, assim, seu esqueleto principal, com os monémeros de AGal ligados entre
si, por meio de ligagdes do tipo a (1,4), enquanto 0s outros agucares se projetam da cadeia como
“cabelos” em zonas especificas, (MELLINAS et al., 2020; NOREEN et al., 2017; SATO et al.,
2011).

Além disso, esse acido pode ter seus grupos carboxilicos substituidos por grupos
metoxilo por um processo de esterificacdo, valendo salientar que esse grau de esterificacdo
(DE) é variavel dentre as diferentes fontes de pectina. O DE, ou 0 nimero de grupos metoxilo,
influencia ndo s6 no mecanismo de gelificacdo da PEC, mas também nas condicGes de
processamento e propriedades da mesma, sendo assim usado para classifica-la em dois tipos:
Pectina de alto grau de metoxilagdo (HMP), com um DE maior que 42,9% e Pectina de baixo
grau de metoxilacdo (LMP), com um DE menor que 42,9%, representado na figura 3
(MELLINAS et al., 2020; NOREEN et al., 2017; SATO et al., 2011).
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Figura 3 - Estrutura quimica da HMP e LMP.
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Fonte: Adaptado de MELLINAS et al., 2020.

O DE influencia na capacidade de formacdo de géis pela PEC, onde HMP formam géis
em um valor de pH baixo (por volta de 3), (GAWKOWSKA; CYBULSKA; ZDUNEK, 2018)
e alta concentrac@es de acgUcares, sendo muito sensiveis a variaces na acidez. O seu processo
de gelificacdo é complexo, envolvendo a presenca de ligacfes de hidrogénio e interaces
hidrofébicas entre as cadeias de pectina. Enquanto isso, a LMP nédo precisa de uma grande
guantidade de acucar para a gelificacdo, sendo também menos sensivel a acidez. Seu
mecanismo de gelificacdo requer apenas a presenca do calcio para que ocorra sua ligacéo entre
dois grupos carboxilicos de duas cadeias, formando assim o gel. Usualmente esse tipo de
pectina é obtida a partir da des-esterificacdo de HMP (MICARD; RENARD; THIBAULT,
1996; OAKENFULL; SCOTT, 1984; PEREZ; RODRIGUEZ-CARVAJAL; DOCO, 2003),
sendo o intuito deste trabalho fazer a utilizagdo da ultima.

Algumas caracteristicas inerentes da pectina que tem se mostrado como vantagens na
sua utilizacdo incluem a biodegrabilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade, se
caracterizando como um bom biomaterial para diversas aplica¢cbes, como nos campos da:
farmacéutica, nutricéutica, embalagem de comida e cosméticos. Dentre essas aplicacbes, uma

gue vem ganhando muito destaque nos ultimos anos é a producao de hidrogéis de pectina como
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mecanismo de entrega de drogas (LUPI et al., 2015; SUNGTHONGJEEN et al., 1999;
VANITHA; KHAN, 2020).

2.4.1. Hidrogéis de Pectina

O uso de hidrogéis de pectina como uma matriz de entrega controlada de drogas tem
gerado muito interesse nos ultimos anos, principalmente em aplicacbes biomédicas
(NEUFELD; BIANCO-PELED, 2017; SADEGHI, 2011), como na engenharia de tecidos
(PEREIRA et al., 2018) e cicatrizagdo de feridas (MARKOV et al., 2019), devido a sua
capacidade de formar géis estaveis e por seu mecanismo simples de gelificacdo. As HMP séo
usadas em algumas de suas aplica¢fes na entrega de drogas, mas problemas quanto ao alto peso
molecular e baixa solubilidade em agua, fazem com que a LMP seja a mais utilizada (LARA-
ESPINOZA et al., 2018; WICKER et al., 2014).

Outro motivo que faz com que a LMP seja mais vantajosa, além das vantagens citadas
acima, € a sua mucoadesividade inerente, sendo uma 6tima opcao para 0 USO em areas com
maior teor de &gua e muco. Essa mucoadesividade pode ocorrer devido a associacdes por meio
de ligacGes de hidrogénio entre os grupos acidos livres da pectina e a mucina em meio aquoso,
e pela adsorcdo da pectina na molécula de mucina. O mecanismo de liberacdo controlada de
hidrogéis de pectina ocorreria através da hidratacdo da sua matriz no tecido mucoso o que
culminaria na difusdo do principio ativo. Dessa forma, sua aplicacdo em regides como o colon,
nasal, oral e ocular tem sido bastante evidenciada nos ultimos anos (CHONKAR; NAYAK;
UDUPA, 2015; DAFE et al, 2017; MITTAL; KAUR, 2014; SRIAMORNSAK;
WATTANAKORN; TAKEUCHI, 2010).

Todavia, ainda existem poucos trabalhos que direcionem o uso de hidrogéis de pectina
no combate ao glaucoma, dessa forma, tendo em vista os fatos explicitados anteriormente, esse
sistema aqui proposto pode se caracterizar como uma Op¢ao promissora no combate ao
glaucoma, podendo dessa forma, aumentar a biodisponibilidade de drogas como a pilocarpina
e reduzir a necessidade de insercdo de dispositivos na regido ocular, que muitas vezes causam

desconforto ao paciente.



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

e Produzir um hidrogel de Pectina para a liberag&o controlada de Pilocarpina.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer um protocolo de sintese do hidrogel;

e Verificar o pH dos hidrogéis;

e Determinar o tempo e temperatura de gelificaco;

¢ Realizar a caracterizacdo da pectina, pilocarpina e do hidrogel usando o FTIR;

e Avaliar a Taxa de Liberacdo do Farmaco e Degradacao do hidrogel.
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4. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1 PREPARO DO HIDROGEL

Para o preparo do hidrogel, foram testadas diversas formulagdes, para as quais, foi
pesado, em uma balanca analitica, diversas concentragdes de pectina de casca de frutas citricas
(1-5%) Sigma-Aldrich (BRASIL), de macé (1-5%) Sigma-Aldrich (BRASIL), de NaHCO3 (0
mM,13mM, 15 mM, 23mM, 25mM, 60mM, 96mM) e de CaCoz (12.5mM, 25mM, 40mM,
50mM) Dinamica (BRASIL). Também foi pesada a pilocarpina obtida da Dilecta (BRASIL) na
concentracdo de 1%, baseando-se na concentracdo comumente utilizada em colirios. Esses
componentes foram testados individualmente em cada teste de formulacéo.

Para preparar o hidrogel, foram dissolvidos em 5 mL de agua deionizada diferentes
proporcdes da pectina e do bicarbonato de sddio sob agitacdo magnética, deixando-se em
agitacdo por 10 minutos a 3000 rpm até uma solu¢ao homogénea ser obtida. Por fim, para obter
o hidrogel foram adicionados suspensdes de CaCoz com a Pilocarpina (1%), agitadas
previamente, com o auxilio de um vortex, por 10 segundos. Essa etapa € essencial para
promover a ligagéo cruzada entre as cadeias e a formacéo do hidrogel. Posteriormente, a solu¢ao
ficou em agitacdo magnética até o agitador magnético parar de se movimentar (cerca de 10

minutos), sendo armazenada a 4 °C para posteriores analises.

4.2 AVALIACAO DO PH DAS FORMULACOES

Os hidrogéis foram avaliados quanto seu pH em condicéo fisiologica (7,4). O pH de
todas as formulagdes foi medido usando um medidor de pH digital (Gehaka PG 1800) e fitas
de pH (Qualividros).
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4.3 MEDICAO DA TEMPERATURA DE GELEIFICACAO

A determinacdo da temperatura de gelificacdo foi realizada por meio do método de
inclinacdo de tubo, no qual um tudo de ensaio transparente contendo 10 ml do hidrogel foi
imerso num banho a baixa temperatura. O hidrogel contido no tubo foi aquecido a 1 °C/1-2 min
com constante agitacdo de 100 rpm (rotagBes por minuto) com um agitador magnético.
Posteriormente, em intervalos de 1 minuto, o tubo foi inclinado (90°) e a temperatura na qual a
solucdo parou de fluir foi medida por meio de um termémetro com precursdo de medida de 0,1

°C e nomeada temperatura de gelificagdo. Cada amostra foi medida em triplicata (n = 3).

4.4 CONTEUDO DE DROGA E CARACTERIZACAO DO HIDROGEL

A estimacdo da quantidade de droga e caracterizacdo do hidrogel foi obtida por meio da
analise da espectroscopia vibracional na regido do infravermelho médio por transformada de
Fourier (Do inglés FTIR) das amostras. Foram preparadas pastilhas das amostras com brometo
de potassio (KBr) na propor¢do massica amostra/KBr de 1:100. Os ensaios foram realizados
com espectrofotdbmetro Shimadzu modelo IR Prestige-21, com as seguintes condi¢fes de
analise: Regifo 4000 - 400 cm™; Resolugdo: 4 cm™; N° acumulagfes: 20; Modo: transmitancia.

Foram analisadas amostras do hidrogel com e sem farmaco, ap6s sua formulacéo.

4.5 ANALISE DA LIBERACAO CONTROLADA

4.5.1 Curva de Calibracgdo

Antes de realizar o ensaio de liberagdo controlada deve ser realizada a construcéo da
curva de calibragdo, que ira auxiliar na quantificacdo do farmaco liberado posteriormente.

Basicamente, a mesma é construida por meio de aferi¢es de diversas concentragdes do farmaco
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num espectrofotdmetro na absorbancia de 213 nm. Dessa forma, dissolveu-se 25 mg de
pilocarpina num baldo de 25 mL, com 25 mL de solucéo fosfato salina tamponada (PBS), tendo
assim, uma concentracdo de 1 mg/mL. Posteriormente foram realizadas diluicdes seriadas até
a concentracéo de 0,625 ug/mL, retirando-se aliquotas da amostra para uma cubeta de cristal
que foram lidas num espectrofotdometro UV-Vis Shimadzu, como representado na figura 4. Vale
salientar que nesse processo, a producao da curva de calibragéo teve com o intuito de obter um
coeficiente de correlacdo, ou seja, o valor de R, 0 mais proximo possivel de 1, visando garantir
assim uma maior acuracia na determinagdo da quantidade de farmaco liberada. Dessa forma,

foram analisados o valor do R e o desvio padréo.

Figura 4 - Construcdo da curva de calibracdo da Pilocarpina.
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Fonte: Autoria Propria.

4.5.2 Ensaio de Liberacao controlada

O ensaio de liberacdo foi realizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, preenchidos com

PBS até 200 ml onde foram prendidos sacos de dialise (Cut off de 14 KD) com 2 g do hidrogel
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com e sem a droga. As amostras foram pesadas em balanca analitica em triplicata para os dois
grupos (Grupo teste e controle). Em seguida, os tubos foram incubados em uma incubadora
com agitacdo orbital TE-4200, a 140 rpm e 37° Celsius, representado na figura 5A e 5B.
Aliquotas de 3 ml foram retiradas (em triplicata para cada frasco incubado) nos tempos: 15, 30,
90, 120, 180, 240, 300, 1440, 2280, 4320 e 5760 minutos, e apos a retirada de cada aliquota, o
volume foi reposto com PBS a temperatura ambiente. As aliquotas coletadas foram entéo
centrifugadas em uma centrifuga Solab SL-705 a 5000 rpm, por 3 minutos, a 25 °C, e 0
sobrenadante foi coletado, essa etapa teve como intuito retirar quaisquer possiveis fragmentos
de pectina da solucdo que possam vir a interferir na leitura. Os sobrenadantes coletados foram
entdo lidos no espectrofotdbmetro a 213 nm, as etapas estéo representadas na figura 6.

Figura 5 - Incubadora de Agitacdo Orbital usada no experimento de liberacdo controlada.
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Fonte: Autoria Prdpria.
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Figura 6 - Esquema do ensaio de liberagdo controlada de Pilocarpina.
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4.6. ANALISE ESTATISTICA

Por fim, os dados foram tabulados e as distribuicdes entre o controle e o hidrogel
com o farmaco foram determinadas para posteriores aplicacdes de testes estatisticos adequados.
Esses testes envolveram a analise do valor da correlacdo de Pearson, valor de R ajustado e
analise do desvio padrdo, por meio de uma regressdo linear simples. O objetivo da anélise foi
avaliar a liberacdo do farmaco e a temperatura de gelificacdo. Os graficos foram feitos usando
o0 programa OriginPro 8 (OriginPro8 Software Inc., Massachusetts, U.S.A.).
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5. RESULTADOS

5.1 PREPARO DO HIDROGEL

Nas formulagbes testadas, foi-se possivel observar que, quanto maior a concentracao
usada de pectina de casca de frutas citricas, menor o tempo de transicdo sol-gel, ja que assim
as interacOes entre os polimeros ocorrem mais rapidamente. Dessa forma, pode-se confirmar
que, com o aumento da concentracdo dessa pectina nas formulagdes avaliadas, houve uma
diminuicdo no tempo de formacdo do hidrogel, assim como um aumento aparente da
viscosidade. Ja com a pectina de macad ndo foi possivel obter um hidrogel em nenhuma das
concentragOes testadas, sendo assim, as formulagGes seguintes a serem testadas envolveram

somente a pectina citrica, estando representadas na tabela 1.

Tabela 1 - Concentragdes das formulacgdes testadas.
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Tendo em vista a aplicacdo ocular do hidrogel pelo paciente, foi-se escolhido a
concentracdo de 4% para os testes de liberacdo, pois os hidrogéis demonstraram boa
estabilidade a temperatura ambiente e viabilidade de pelo menos 1 més quando armazenados a
4 °C. As concentracdes de 1% e 2% nédo formaram hidrogéis, como representado na figura 6.
AlteracGes nas concentragdes de NaHCO3 e CaCosz também culminaram como um importante
fator na obtencédo do hidrogel, sendo as concentragdes de 96 mM e 40 mM (Formulagéo 10) ,
respectivamente, as que apresentaram o melhor resultado quanto ao tempo de gelificacao,

estabilidade do hidrogel e proximidade com o pH fisiologico.

Figura 7 - Formulagdes de Hidrogéis de Pectina Citrica nas concentragdes de 2, 3 e 4% (Da

esquerda para a direita respectivamente)..

Fonte: Autor.

5.2 AVALIACAO DO PH DAS FORMULACOES

Quanto ao pH das formulagdes teste, o pH da mesma foi ajustado para proximo de 7,
que é préximo ao pH ocular (7.11£1.5), sendo a concentracdo de 96 mM a que chegou mais
proxima do mesmo, apresentando um pH de 6,52, como representado na tabela 2, ja que a
presenca do farmaco deixou a amostra um pouco mais 4cida. Vale salientar que concentraces

muito altas de NaHCOz também influenciam na obtencédo dos hidrogéis, ja que o mecanismo de
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gelificacdo do mesmo depende do pH da solugéo, impedindo assim, adi¢gbes muito altas desse
composto.
Tabela 2 - pH das FormulacGes escolhidas de Hidrogéis.
Concentracdo Concentracdo Concentracdo Concentracdo Concentragdo
das de Pectina de de NaHCOs3 de CaCos da pH da
formulacdes casca de (mM) (mM) Pilocarpina  solucéo
Frutas citricas

(w.v)
Formulacéo 1 4% 96 mM 40 mM 1% 6,52
Formulagdo 4% 96 mM 40 mM N/A 6,7

Controle

5.3 MEDICAO DA TEMPERATURA DE GELEIFICACAO

A temperatura de gelificacdo foi determinada através do método de inversao de tubo,
sendo determinada como a temperatura de transicdo no momento em que a solucdo no tubo de
vidro parou de fluir quando submetida a uma inclinagdo (90°) e quanto o agitador magnético
parou de se movimentar. SolucBes na concentracdo 2% e abaixo ndo apresentaram essa

caracteristica, como consta na figura 8.

Figura 8 - Teste do Tubo invertido em Hidrogéis de pectina nas concentracdes de 2, 3 e 4%

(Da direita para a esquerda, respectivamente).

Fonte: Autor.

A temperatura de geleificacdo se deu a temperatura ambiente (25°C), com a
degradacdo da matriz ocorrendo a temperatura corporal (37°C), sendo posteriormente
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confirmada no teste de liberagdo. Além disso, o tempo de gelificagdo variou entre 8-5 minutos
entre as formulagdes, como representado na tabela 3.

Tabela 3 - Tempo de gelificacdo das Formulacdes escolhidas de Hidrogéis.

95 mM

- 4% 95 mM 40 mM N/A 5

5.4 CONTEUDO DE DROGA E CARACTERIZACAO DO HIDROGEL

Inicialmente, para facilitar a identificagdo das bandas, amostras de pectina citrica (em
po) e da Pilocarpina (cristal) foram analisadas no FTIR e estdo representadas nas figuras 9 e 10,
respectivamente, onde o eixo X representa o nimero de onda e 0 eixo y a transmitancia. Em
ambas foi possivel identificar os grupos caracteristicos de cada uma, corroborando com o que
esta presente na literatura. A partir das bandas fornecidas, foi realizado o FTIR das amostras de
hidrogel com e sem o farmaco, representados na figura 11. Todavia, ndo ficou clara a presenca

do farmaco no hidrogel.
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Figura 9 - Espectroscopia no infravermelho da Pectina Citrica.
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Figura 10 - Espectroscopia no Infravermelho da Pilocarpina.
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Figura 11 - Espectroscopia no infravermelho do Hidrogel de pectina com e sem Pilocarpina.

100 4 100 4

90 4 90 4
804 80+

70 4 70 4

Transmitdancia %
Transmitancia %

60 60

501 50
| [— Hidrogel sem Pilocarpinal | [— Hidrogel com Pilocarping]
401 40

T T T T T T T T T T T T T T T T
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm”) Numero de onda (cm”)

Fonte: Autor.

5.5 ANALISE DA LIBERACAO CONTROLADA

5.5.1 Curva de Calibragéo

A figura 11 representa a curva de calibracdo obtida da pilocarpina, na qual esta
representado no eixo x a concentracao e no y a absorbancia da mesma. De forma geral, a partir
da absorbéncia é possivel inferir a concentracdo do composto (nesse caso da pilocarpina), sendo
possivel observar que o valor de R, tanto usando a correlacdo de Pearson como o valor de R
ajustado, atingiu valores aceitaveis (acima de 0.90 - 1.00), com um valor de 99,6%. O valor de
R ajustado é basicamente uma reavaliacdo do valor de R, com alguns céalculos, que oferece mais
confiabilidade ao valor. No grafico também esta representado os valores das variaveis ‘a’ e ‘b’
da equacdo, tendo seus valores representados como intercept e slope respectivamente,
juntamente com seus possiveis erros. Por fim, o desvio padrdo é mostrado com um valor de
0,18221, sendo um desvio baixo, mostrando que a amostra ¢ bem homogénea. Dessa forma, foi
possivel determinar o coeficiente de correlacdo da pilocarpina com eficiéncia no intervalo de 1

a 10 pg/ml.
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Figura 12- Curva de Calibragéo da Pilocarpina
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5.5.2 Ensaio de Liberagéo controlada

As figuras 12 e 13 representam a liberacdo da Pilocarpina em PBS nos intervalos de 15-
5760 minutos. A figura 13 esta correlacionando o tempo (eixo x) com a absorbancia (eixo y) e
a figura 14 a quantidade liberada (eixo y) com o tempo (eixo x). Observando os graficos é
possivel concluir que foi possivel obter uma liberacdo controlada da pilocarpina ao decorrer do
tempo, até as 72 horas, ocorrendo um aumento progressivo da liberacdo do farmaco até chegar
a 100% do contetdo do hidrogel, enquanto no grupo controle, ndo se liberou nada, como
esperado. A quantidade do pilocarpina liberada apresentou valores relativamente constantes, de
0,05 ug/L, além disso, durante a liberacdo foi possivel observar a degradacdo completa do

hidrogel até as 72 horas, que se dissolveu completamente no meio.
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Figura 13 - Absorbancia da liberagdo da pilocarpina no hidrogel nos intervalos de 0-96 horas.
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Figura 14 - Concentracdo da Pilocarpina liberada nos intervalos de 0-96 horas.
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6. DISCUSSAO

Diversos estudos tem sido realizados para produzir hidrogéis para o tratamento do
glaucoma capazes de liberar farmacos de forma progressiva na temperatura corporal (CHENG
etal., 2016, 2019; PRASANNAN et al., 2014), como ja foi explicitado anteriormente. Todavia,
0 uso de hidrogeis de pectina para esse fim ainda sdo pouco citados. No presente trabalho foi
realizado a sintese e caracterizacdo de um hidrogel de pectina para ser utilizado como um novo
sistema de liberacao controlada no tratamento do glaucoma. Inicialmente, foi possivel verificar
que as caracteristicas de gelificacdo e viscosidade dos hidrogéis sdo influenciadas pela
concentracdo do polimero, onde, no caso da pectina citrica, apenas concentragdes superiores a
2% apresentaram boas caracteristicas aparentes reoldgicas.

N&o obstante, dentre as pectinas avaliadas foi verificado que a pectina de macéd néo
formou um hidrogel, se apresentando como um liquido de fluxo livre a 25 °C (temperatura
ambiente), ao contrario da pectina citrica, que formou um gel rigido nessa temperatura, sendo
assim mais adequada para as propostas deste estudo. Isso pode ter ocorrido pois a pectina de
maca é uma pectina com um alto grau de esterificacdo, fazendo com que seu mecanismo de
obtencdo do hidrogel exija um pH mais baixo e uma alta concentracdo de sélidos solUveis
(MARCON et al., 2005), o que tornou inviavel sua aplicacdo neste trabalho, ja que um pH
préximo do pH da regido ocular (7.11+1.5) € de vital importancia para a sua implementacao na
clinica, como demonstrado por Coles e Jaros (1984). Além disso, diversos outros fatores atuam
em conjunto na obtencdo do hidrogel, como a disponibilidade de ions célcio fornecidos pelo
CaCOs e 0 pH da solucéo, regulado pelo NaHCO3 (STROM; SCHUSTER; GOH, 2014).

O pH da solucdo regula ndo s6 a salificacdo dos grupos carboxilicos da pectina, mas
também a dissolucéo dos ions célcio do CaCOz e sua ligagéo nos grupos carboxilicos. Dessa
forma, esses ions calcio irdo formar ligacdes covalentes entre os grupos de &cido carboxilico
livres ligando as cadeias de pectina subsequentes, o que forma uma rede tridimensional,
comumente chamada de rede “caixa de ovo” devido ao seu formato semelhante, dessa forma,
produzindo o hidrogel. Além disso, o uso de NaHCO3 foi preferido no lugar de NaOH, j& que
foi constatado que o NaOH é capaz de precipitar e degradar as cadeias de AGal com o0 aumento
dréastico no pH, comumente atribuido a bases fortes. Ao contrario do uso do NaHCOs3 que, por
ser uma base fraca, pode controlar melhor a reacdo de converséo entre as formas acidas do acido

carboxilico e sua forma salificada, a sua dissociacdo esta representada na equagédo 1 (EDER,;
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LUTZ-MEINDL, 2008; MOREIRA et al., 2014; PADIVAL; RANGANNA; MANJREKAR,
1979).

Pectina-COOH + Na* + HCO3” — Pectina-COO" + Na* + H20 + CO> (1)

Dessa forma, o pH mais préximo ao fisioldgico obtido foi o da concentracéo de 96 mM,
na presenca do farmaco (6,52), mostrado na tabela 2, que é considerado apropriado para
aplicacdes oftalmicas. Além disso, sabe-se que outras formulacdes com pH na faixa de 4,0 a
8,0 sdo toleradas devido as propriedades tamponantes das lagrimas (GUVEN et al., 2019;
MANDAL et al., 2012). O tempo e temperatura de gelificacdo foi determinados pelo método
do tubo invertido, com resultados mostrados na tabela 3. A temperatura de transicédo sol-gel é
aquela na qual se tem a transi¢do do estado liquido para gel, neste caso o hidrogel de pectina
apresentou uma temperatura de transicdo na temperatura ambiente (25°C), com um tempo de
obtengéo de 8 a 5 minutos. Por outro lado, se a temperatura de transicdo fosse alta (>37°C) a
formulacdo iria permanecer no estado liquido na temperatura fisiologica, o0 que inviabilizaria
sua aplicacdo (ALVES, 2016).

Esses fatos indicam uma permanéncia do hidrogel no estado de gel na sua aplicacgao e
degradacdo na temperatura corporal. O aumento no tempo de transicdo na amostra teste
provavelmente ocorreu devido ao aumento do pH da formulacédo, ja que as pectinas citricas
preferem um pH levemente &cido para a formacédo do hidrogel. Esses resultados, associados a
trabalhos sobre hidrogéis de pectina atualmente disponiveis, sugerem um comportamento
tixotrdpico das formulagdes, o que, em conjunto com a adesividade de hidrogéis de pectinas
atualmente comprovadas na literatura, podem garantir uma boa fixagdo na regido ocular
(HANAFY; LEPORATTI; EL-KEMARY, 2019; MOREIRA et al., 2014).

Na figura 9, que representa a espectroscopia da pectina citrica, foi possivel identificar
as bandas tipicas de grupos C-H entre 3000-2800 cm-%, como demonstrado por Monfregola et
al., (2011) e absorcéo fortes e largas entre 3600 e 2500 cm-1, sendo indicativos de estiramentos
de grupos O-H nas ligagdes de hidrogénio inter e intramoleculares da cadeia de acido
galacturdnico da pectina (KALAPATHY; PROCTOR, 2001). Também foi possivel identificar
com maior intensidade as bandas C=0 em 1750 cm-! e o grupo desprotonado COO— (1600-
1650 cm-1), que pode estar relacionado com o grau de esterificagdo da pectina, sendo de grande
importancia para suas propriedades, como explanado anteriormente (FELLAH et al., 2009).

Na figura 10 esta representada a espectroscopia da pilocarpina e nela foi possivel

identificar uma absorc&o forte entre 2800 e 3200 cm-*, equivalente as bandas de estiramento do
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grupo NH2 de amina ligada ao carbono aromatico. O sinal por volta de 1700 se refere ao
estiramento tipico de uma carbonila e por volta de 1600 cm™ esta presente a banda de ligagéo
carbono-carbono (C=C) do tipo aromatico, que representa a presenca do segundo anel
constituinte da molécula da pilocarpina, representada na figura 2. As absorcGes citadas
corroboram com os resultados disponiveis na literatura (CORDEIRO et al., 2017; ZOPPI et al.,
2012).

Na figura 11, que representa as amostras de hidrogel com e sem o farmaco, é possivel
identificar em ambas uma banda extensa em 3500 cm-1, que provavelmente é referente a grande
presenca de dgua no hidrogel e ao estiramento de grupos O-H na estrutura da pectina. Todavia,
ndo ficou clara a presenca do farmaco na malha polimérica, sendo uma possivel banda referente
a ligagdo (COO—), localizada nos dois picos entre 1000-1500 cm™. Uma possivel explicacéo
para a ndo deteccdo da banda da pilocarpina seria a pequena quantidade acrescentada no
hidrogel (1%), o que justificaria o fato do equipamento ndo identificar a concentragéo
acrescentada. Apesar de ndo existirem trabalhos atualmente disponiveis que avaliem o limite
de deteccdo da pilocarpina, usualmente, 0 mesmo pode variar com o tipo de farmaco e
equipamento usado, por exemplo, no trabalho de Pandey et al., (2012), a menor quantidade
identificada pelo equipamento de FTIR, do antibiotico ciprofloxacina foi de 0.068 pg/ml. Dessa
forma, trabalhos futuros podem ser realizados para analisar o limite de deteccéo da pilocarpina
e avaliar assim a menor concentragdo detectavel do analito.

Na figura 12 foi possivel observar que o valor de R apresentou um bom valor para um
método linear, com coeficientes de correlacdo da pilocarpina maiores do que 0.9, e desvio
padréo abaixo de 1%, sendo assim um valor aceitdvel como os recomendados pelo INMETRO
(INMETRO, 2016). Todavia, a foto-sensibilidade da pilocarpina (SUNSHINE, 1969)
prejudicou levemente a obtencdo do valor do coeficiente de correlacdo, ja que em contato com
a luz, a mesma pode mudar um pouco a sua estrutura, também modificando sua absorbancia
pelo espectrofotdmetro. Sabendo disso, tomou-se o cuidado de proteger as amostras seguintes
da exposicéo a luz solar.

As figuras 13 e 14 representam a liberacéo da pilocarpina em PBS nos intervalos de 15-
5760 minutos. A figura 13 correlaciona o tempo com a absorc¢éo e a figura 14 a quantidade
liberada sobre o tempo. Observando os graficos, € possivel concluir que foi possivel obter uma
liberacdo controlada da pilocarpina até as 72 horas, quando em comparacdo com 0 grupo
controle, posteriormente ocorrendo um aumento na liberag&o ate liberar 100% do contetdo do
hidrogel. Durante a liberagdo foi possivel observar a degradacdo completa do hidrogel até o

final do ensaio, se dissolvendo completamente no meio. Esses resultados se mostram
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satisfatorios quando em comparagdo a outros trabalhos presente na literatura, nos quais se
realizou a liberacdo controlada de pilocarpina, como no de Silva (2017), onde foi realizada a
sintese de um hidrogel de Poloxamer 407 com um mix de diferentes concentrac6es de polimeros
com propriedades mucoadesivas (quitosana, goma karaya e goma do cajueiro), contendo
cloridrato de pilocarpina para tratamento de xerostomia, obtendo a liberagdo de 100% das
formulagdes aos 240 minutos de ensaio.

Além disso, no trabalho de Casolaro (2012), que produziu uma série de hidrogéis de
vinil contendo o-aminodcidos (L-histidina e L-valina) para a liberacdo controlada de
pilocarpina na regido ocular, obteve em todas as formulagdes testadas, uma liberagdo
“explosiva” do farmaco nas primeira 24 horas do ensaio de liberacdo controlada. Uma possivel
explicacdo para esse comportamento dispar do hidrogel deste trabalho, seriam as possiveis
interacdes eletrostaticas entre a pilocarpina e os grupos ionizados do hidrogel. A pilocarpina
apresenta um pKa de 7,2 em um pH fisiolégico, como o usado no PBS (7,4), e, nesse meio,
essa molécula estd presente majoritariamente na forma neutra e positiva, dessa forma a mesma
poderia interagir com mais afinidade com os grupos de acido carboxilico livres presentes no
hidrogel de pectina, tornando assim sua liberacdo mais controlada (CASOLARO;
CASOLARO; LAMPONI, 2012; MELOUN; CERNOHORSKY, 2000).

Portanto, € possivel concluir que o hidrogel de pectina pode ser considerado como um
material promissor na liberacdo controlada de pilocarpina, sendo necessario avaliar em
trabalhos futuros, como seria sua interacdo com organismos bioldgicos, por meio de testes in-
vitro e in-vivo. Além disso, outras analises que sdo muito importantes na caracterizacdo de
hidrogeis, como testes de viscosidade e de degradacdo da malha polimérica (reologia e
termogravimetria respectivamente). E em substitui¢do ao uso do FTIR, o uso de um HPLC (do
inglés: High performance liquid chromatography), poderia ajudar na deteccdo com maior
especificidade do farmaco, ja que o mesmo ndo foi identificado por meio do uso da primeira
técnica. Assim, 0 uso dessas técnicas também ajudaria a entender melhor como funciona o

comportamento desse material.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Dessa forma, € possivel concluir que o hidrogel de pectina a uma concentracdo de 4%
conseguiu liberar a pilocarpina (1%) de forma controlada, por até 3 dias, se auto-degradando
completamente no PBS. Sendo uma possivel explicagdo para isso 0 mecanismo de interacdo
entre a pilocarpina e os grupos de acido carboxilico da pectina. Apesar de as anélises de FTIR
ndo deixarem evidentes a presenca do farmaco no hidrogel, foi-se observada uma clara
diferenca entre os grupos controle e teste quando analisados no espectrofotdmetro, cuja ndo
deteccdo provavelmente se deu devido a baixa concentragdo do farmaco presente no hidrogel,
impossibilitando assim sua detec¢do. Além disso, o hidrogel apresentou boas caracteristicas
aparentes de viscosidade e gelificacdo a temperatura ambiente, com uma degradacédo a 37 °C,
sendo bastante solivel em agua. Tendo em vista 0 mencionado, o hidrogel de pectina pode ser
considerado como um sistema promissor para a liberacdo controlada da pilocarpina na regiéo
ocular, ndo apenas pelo periodo de liberagdo, mas também pelo preco de aquisicdo dos materiais

e alto nivel de biocompatibilidade da pectina exposto na literatura.
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GLOSSARIO

E a adesdo de uma molécula & um fluido, conhecido como
adsorvido, por uma superficie solida, chamada de adsorvente.

E uma substancia capaz de se ligar a um receptor celular e gerar
uma resposta bioldgica.

E um conjunto de compostos de carater basico, usualmente
extraido de plantas.

E a retirada de pequenos volumes de uma amostra de interesse
para a analise.

Quando o sistema imunolégico reconhece alguma estrutura da
pessoa como invasora, passando a tentar eliminar a mesma.
Evento de morte celular, usualmente ocorre de forma intencional
e programada.

E a auséncia de sintomas.

Processo em que, por uma falha, o sistema imunol6gico do
paciente passa a se atacar.

Algo gue ndo causa danos ou elicita uma resposta negativa pelo
organismo.

Quantidade e tempo em que o farmaco vai estar realmente
disponivel no corpo para fazer sua acdo no sitio alvo.

Relacdo da concentracdo da substancia em 06leo e agua, para
analisar se o farmaco tem afinidade a um desses meios.

Agente gue imita a acdo da acetilcolina.

Fazer com que algo se espalhe para o exterior.

Processo fisico em que ocorre o transporte de uma substancia de
uma regido mais concentrada para uma menos concentrada, esse
processo usualmente ocorre a favor do gradiente de concentragéo.
Sdo diluigdes em série, ou seja, uma atras da outra.

Ato de se dissolver, ou seja, de se misturar completamente.
Reacédo quimica entre um acido carboxilico e alcool, produzindo

éster e agua.



Estresse Oxidativo

Heteropolissacarideo
Hidrofilico
Higroscdpico
Homeostase
Imidazélico
Leucdcitos

Matriz

Meia-vida

Mucoadesivo

Muscarinico

Neurotransmissores

Oclusao Fibrosa

Osmose

Patologia

Peptideos

Polimero

Principio Ativo

Reologia
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Condicao bioldgica caracterizada pelo excesso de producdo de
radicais livres, usualmente sinalizando algum problema no
organismo.

Sdo polissacarideos, ou seja, agucares grandes formados por
diferentes tipos de agucares.

Se refere a afinidade de alguns compostos pela &gua.

Material que absorve agua do ar.

Manutencdo do funcionamento normal do organismo.

Composto quimico aromatico de formula: CsHaNo.

Séao as células de defesa do corpo humano, também conhecidas
como globulos brancos.

E uma dispersdo ou solucdo, como um hidrogel, usualmente
apresentando um farmaco dentro de si.

Tempo necessario para a concentracdo de um farmaco no corpo
de reduzir para a metade da concentracao original.

Algo que se liga ou adere a uma superficie com muco.

E uma familia de receptores celulares capazes de se ligar a
acetilcolina.

Substancias produzida pelos neurdnios para transmitir alguma
informacdo para outras células, um deles é a acetilcolina.

E a obstrucdo de algo, impedindo um fluxo natural.

Movimento da agua de uma solucdo com mais soluto para uma
solugdo com menos soluto.

E a ciéncia que estuda as doencas.

Estruturas formadas pela ligacdo de duas ou mais aminoacidos,
geralmente eles ndo apresentam um grande tamanho,
apresentando menos de 70 aminoacidos. Acima disso 0 mesmo
passa a ser denominado como proteina.

Sdo0 macromoléculas formadas de partes menores chamadas
mondmeros, que se ligam entre si para formar o polimero.
Componente responsavel pelo efeito farmacologico do
medicamento.

Area da ciéncia que estuda as propriedades elésticas, viscosas e

do escoamento da matéria (Principalmente dos fluidos).



Salificacdo

Suspensodes

Tamponante

Tixotrépico

Visdo periférica
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Nome dado a reacdo de neutralizagdo entre um &cido e uma base.
E uma mistura formada por uma ou mais fazes, também
conhecida como heterogénea.

Sdo substancias capazes de controlar o pH, impedindo que ele
varie muito.

Caracterizada pelo aumento da viscosidade quando o fluido est&
em estado de repouso e diminuicdo quando 0 mesmo estd em
estado de agitacao (Sob pressao).

Capacidade de ver objetos fora do campo de visao principal, ou

seja, objetos ao lado do observador.



