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RESUMO

BARBALHO, G. Desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de animais
para avaliagcao do desempenho e eficacia de produtos farmacéuticos inovadores
de aplicagao oftalmica. 2023. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias da Saude -
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2023.

Modelos animais in vivo ou tecidos oculares excisados em modelos in vitro sao
atualmente utilizados na pesquisa e desenvolvimento de medicamentos oftalmicos.
No entanto, todos esses modelos apresentam limitagdes em simular condi¢cdes
fisiologicas naturais, seja pela falta de mecanismos de prote¢ao dindmica (como fluxo
e drenagem lacrimal) ou pelas diferengcas anatdémicas em relagdo ao olho humano. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver modelos alternativos ex vivo e in vitro
simulando as barreiras fisioldégicas dinamicas e fisico-quimicas a que estdo
submetidos os produtos farmacéuticos oftalmicos como forma de melhor avaliar seu
desempenho. Para isso foram desenvolvidos dois modelos alternativos
complementares: (i) o modelo ex vivo “dindmico”, utilizando olho de porco inteiro e
fluxo lacrimal simulado e (ii) o modelo “OphthalMimic”, completamente artificial para
avaliacdo do desempenho de formulagbes. O primeiro modelo teve seu desenho
otimizado de forma que no compartimento doador se atingisse um fluxo lacrimal
simulado representativo da taxa de renovacgao fisiologica. Assim, para uma aplicagéo
de 300 pyL de formulagdo, considerou-se adequado um fluxo de fluido lacrimal
simulado de 48 pL/min durante os primeiros 2 min + 33 pL/min por 13 min de
experimento. O sistema foi desafiado pela analise de formulagdes de géis de
poloxamer (PLX) com diferentes concentracbes e diferentes propriedades
mucoadesivas (adicdo de quitosana (CS) em diferentes propor¢des) contendo
fluconazol 0,2%. Em uma segunda etapa foram avaliadas formulagdes inovadoras
(lipossomas e nanoemulséo) utilizando curcumina 0,01%. O modelo dindmico ex vivo
desenvolvido foi capaz de diferenciar formulagdes que continham componente
mucoadesivo (CS) em relacdo a quantidade de farmaco que penetrou a cornea
(p<0,05). O segundo modelo foi projetado e suas pegas produzidas por impressao 3D.
O sistema foi composto por uma bomba peristaltica, entrada e saida de fluxo lacrimal
simulado, uma area de cul-de-sac e uma palpebra movel projetada para se mover
entre 0° e 50° para replicar o movimento de piscagem através de uma base reutilizavel
contendo uma membrana, polimérica ou de hidrogel, simulando a superficie
corneana. Os resultados evidenciaram a capacidade das membranas desenvolvidas
e do proprio modelo, o “Ophthalmimic” em diferenciar as formulagcbes quanto a
capacidade resistir aos mecanismos de drenagem ocular. O trabalho resultou,
portanto, em dois modelos alternativos ao uso de animais promissores para avaliar o
desempenho de produtos farmacéuticos tépicos oftalmicos. Além do potencial de
reducdo do uso de animais em pesquisa, tais modelos representam novas
ferramentas para a pesquisa e desenvolvimento de formulagées farmacéuticas, na
medida que sdo modelos de facil implementacao, baixo custo e alta reprodutibilidade.

Palavras-chaves: penetracdo ocular dindmico ex vivo, OphthalMimic, tempo de
residéncia, fluxo lacrimal simulado.



ABSTRACT

BARBALHO, G. Development of alternative methods to the use of animals to
evaluate the performance and efficacy of innovative pharmaceutical products
for ophthalmic application. 2023. Thesis (Doctoral) Faculty of Health Sciences -
University of Brasilia, Brasilia, 2023.

In vivo animal models or ocular tissues excised in in vitro models are currently used in
the research and development of ophthalmic drugs. However, all of these models have
limitations in simulating natural physiological conditions, either due to the lack of
dynamic protection mechanisms (such as tear flow and drainage) or due to anatomical
differences in relation to the human eye. The objective of this work was to develop
alternative ex vivo and in vitro models simulating the dynamic physiological and
physicochemical barriers to which ophthalmic pharmaceutical products are subjected
as a way of better evaluating their performance. For this, two complementary
alternative models were developed: (i) the “dynamic” ex vivo model, using whole pig
eye and simulated tear flow and (ii) the “OphthalMimic” model, completely artificial to
evaluate the performance of formulations. The first model had its design optimized so
that a simulated tear flow representative of the physiological renewal rate was
achieved in the donor compartment. Thus, for an application of 300 pL of formulation,
a simulated tear fluid flow of 48 puL/min during the first 2 min + 33 pL/min for 13 min of
the experiment was considered adequate. The system was challenged by the analysis
of poloxamer (PLX) gel formulations with different concentrations and different
mucoadhesive properties (addition of chitosan (CS) in different proportions) containing
0.2% fluconazole. In a second stage, innovative formulations (liposomes and
nanoemulsion) using 0.01% curcumin were evaluated. The ex vivo dynamic model
developed was able to differentiate formulations that contained a mucoadhesive
component (CS) in relation to the amount of drug that penetrated the cornea (p<0.05).
The second model was designed and its parts were produced by 3D printing. The
system was comprised of a peristaltic pump, simulated tear flow inlet and outlet, a cul-
de-sac area and a movable eyelid designed to move between 0° and 50° to replicate
the blinking movement via a reusable base. containing a polymeric or hydrogel
membrane, simulating the corneal surface. The results highlighted the ability of the
developed membranes and the model itself, the “Ophthalmimic”, to differentiate
formulations in terms of their ability to resist ocular drainage mechanisms. The work
has therefore resulted in two promising alternative animal models for evaluating the
performance of ophthalmic topical pharmaceuticals. In addition to the potential to
reduce the use of animals in research, such models represent new tools for the
research and development of pharmaceutical formulations, as they are models that
are easy to implement, low cost and highly reproducible.

Keywords: OphthalMimic, ex vivo ocular penetration, residence time, simulated
lacrimal flow.
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1. INTRODUCAO

Um dos grandes desafios atuais, ainda pouco abordado, e mais importante,
ainda pouco incentivado, € a substituicio dos modelos animais nas etapas de
pesquisa, desenvolvimento e controle de qualidade de produtos farmacéuticos.
Esforgos nesse sentido sdo urgentemente necessarios, principalmente considerando
que métodos in vitro, além de pouparem os animais, podem fornecer resultados
confiaveis e reprodutiveis, de maneira mais pratica e com menor custo.

E notério o surgimento de alternativas a experimentagédo animal na Ultima
década. Diversas dessas “Novas Abordagens Metodologicas” (NAMs) sdo inclusive
validadas e previstas na regulacdo de diversos produtos farmacéuticos,
principalmente cosméticos. No entanto, a quase totalidade dessas metodologias estao
voltadas a avaliagdo de seguranga dos produtos farmacéuticos e cosméticos.

Para que o cenario seja revertido e metodologias alternativas ultrapassem a
academia e se tornem uma realidade também no setor produtivo, é de extrema
importancia que métodos alternativos ao uso de animais sejam aplicados também
para avaliacdo de desempenho e eficacia de produtos farmacéuticos. Para que isso
ocorra, logicamente, métodos alternativos devem de fato ter sua aplicabilidade e até
sua superioridade em relacdo aos modelos animais comprovada na avaliacdo de
produtos farmacéuticos.

Dentre as diversas areas da tecnologia farmacéutica, os estudos de pesquisa
e desenvolvimento de formulagdes oftalmicas utilizam, particularmente, um namero
muito elevado de animais de experimentacéo (DIAZ et al., 2020; KIANI et al., 2022).
Isso ocorre devido as dificuldades em realizar multiplas amostragens em um mesmo
animal durante a experimentagdo e também em simular in vitro os multiplos fatores
que afetam a eficacia de formulagdes oftalmicas, como exemplo, os modelos de
estudos de liberacdo de farmacos, que apresentam limitacbes em simular as
condigdes fisioldgicas naturais, seja pela falta de mecanismos de prote¢cdo dindmica
(como fluxo e drenagem lacrimal) ou pelas diferengas anatémicas em relagéo ao olho
humano. Além disso, enfrenta-se uma grande dificuldade na obtencdo de olhos de
animais (membranas ex vivo) durante o processo de abate.

Dessa forma, este trabalho apresenta duas propostas complementares de
métodos alternativos ao uso de animais para a avaliagdo do desempenho de
formulagdes oftalmicas durante as etapas de pesquisa e desenvolvimento. O modelo
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(i) ex vivo “dinamico”, utilizando olho de porco inteiro e fluxo lacrimal simulado e (ii) o
modelo “OphthalMimic”, completamente artificial, sem tecido animal, contendo uma
palpebra mével para a avaliacdo de desempenho de formulagcbes quanto a
capacidade de resistir aos mecanismos de drenagem ocular.

O racional por tras dessas propostas € que formulagdes com caracteristicas
inovadoras podem ter seus desempenhos desafiados, a fim de confirmar que tais
propriedades que se supdem inovadoras de fato irdo se traduzir em desempenhos
desejados, permitindo a selegdo das melhores formulagbes. Tal “screening” de
formulagdes, que pode ser utilizado tanto durante o desenvolvimento dos produtos,
quanto para comprovagdes de desempenho e eficacia para fins regulatérios, como
testes de dissolugdo, que possuem potencial de diminuir drasticamente o numero de
animais utilizados em pesquisa.

Logicamente, trata-se de um processo complexo constituido por multiplas
etapas. Além disso, a perspectiva apresentada aqui € de que tais métodos possam
ser refinados de modo a substituir o uso de animais durante o desenvolvimento de

produtos farmacéuticos inovadores de aplicagao oftalmica.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Anatomia ocular

O olho é um 6rgéo sofisticado, considerado um dos mais importantes do nosso
corpo, vital para o sentido da visdo. O olho &€ cercado por uma Oorbita protetora 6ssea
que fornece protecdo, medindo cerca de 22 a 27 mm no didmetro posterior e 69 a 85
mm em sua circunferéncia (Kels; Grzybowskl; Grant-kels, 2015). Devido a sua
sensibilidade e exposi¢ao, o olho possui diversos mecanismos de defesa altamente
eficientes (Gaudana et al., 2010).

Externamente, o olho é composto pelas palpebras e por seis musculos
extraoculares que auxiliam no movimento dos olhos (o musculo reto superior, o
musculo reto inferior, 0 musculo reto medial, o musculo reto lateral, o musculo obliquo
superior e o musculo obliquo inferior). Os quatro musculos retos medem cerca de 40
mm de comprimento e 10 mm de largura. Além disso, os musculos ciliares se
contraem e dilatam para ajustar a poténcia da lente a focar os objetos (Abdelbary;
Amin; Zakaria, 2017; Fangueiro et al., 2016; Mohammadi, 2016).

O espaco entre as palpebras € chamado de “fissura” ou “abertura ocular’. As
fibras do musculo orbicular formam um anel ao redor da abertura palpebral e sua
contracdo leva ao seu fechamento.

A abertura palpebral € controlada principalmente pelo musculo elevador da
palpebra superior, embora ainda existam tunicas fibrosas que agem na retracao da
palpebra inferior. O musculo elevador se origina no apice da orbita, percorre
anteriormente sobre o musculo reto superior e se insere na placa tarsal e na pele da
palpebra superior. As palpebras sao firmemente aderidas as margens da 6rbita pelos
ligamentos palpebrais medial e lateral, possibilitando o movimento de piscar que
distribui a lagrima através da cornea, mantendo uma superficie lisa e atuando como
um importante fator de protecdo e remogao tanto de substancias exogenas, quanto
para formulagdes oculares (Ludwig, 2005).

O globo ocular é composto por trés camadas principais. No segmento anterior,
encontramos a camada de suporte mais externa do olho, que é composta pela cérnea
transparente, a esclera e a Uvea, que representa a camada vascular central do olho e

engloba estruturas essenciais como a iris, o corpo ciliar e a coroide.
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Figura 1. Anatomia externa e interna do globo ocular. Imagem Adaptada de Estlack
et al., (2017).

No segmento posterior estdo localizados o humor aquoso e o humor vitreo. O
humor aquoso € um liquido produzido pelo corpo ciliar por ultra filtracdo e por
secregoes ativas estritamente reguladas para excluir proteinas de alto peso molecular
e células. O humor aquoso contém glicose, oxigénio e aminoacidos para suprir a
cérnea e o cristalino, preenchendo as camaras anterior (espago entre a cérnea e a
iris) e posterior do olho (localizada atras da iris e anteriormente ao cristalino (Miesfeld:;
Brown, 2019). O humor vitreo, por sua vez, ajuda no amortecimento do globo ocular
e & composto de 99% de agua, mas também contém fibras de colageno e de acido
hialurénico, promovendo coes&o e uma consisténcia gelatinosa. Com o avancgar da
idade, o vitreo sofre uma progressiva degeneragao, sendo aderido a retina em certos
pontos (Miesfeld; Brown, 2019).

Na extremidade do globo ocular se encontra o nervo 6ptico, formado por cerca
de um milhdo de axénios das células ganglionares presentes na camada de fibras
nervosas da retina. Esses axénios tornam-se mielinizados e 0 nervo 6ptico € revestido

pelo fluido cérebro-espinhal do espago subaracnoideo, sendo protegido por uma
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bainha continua com as meninges cerebrais, o que permite o transporte de

informagdes até o sistema nervoso.

2.1.2. Filme lacrimal e o seu impacto na administragao ocular de farmacos

O filme lacrimal compde a primeira barreira fisiolégica a ser vencida na
administragdo ocular de farmacos. Com espessura de 5,1 £ 0,5 ym (Schmoll et al.,
2012), juntamente com as células do epitélio corneano interage com o ambiente
externo. E dividida em 3 camadas distintas: (i) uma camada lipidica externa produzida
pelas glandulas meibomianas nas palpebras, (ii) a camada aquosa produzida pelas
gléandulas lacrimais contendo lisozimas e varias proteinas (Hodges; Dartt, 2013) e (iii)
a camada mucosa interna produzida por células caliciformes no epitélio da conjuntiva
que contém glicoproteinas.

A camada lipidica (i) do filme lacrimal € composta por acidos graxos livres,
esteroides e fosfolipidios, originada principalmente pelas glandulas meibomiana e de
Zeiss, que ajudam a reduzir a taxa de evaporagdo do fluido lacrimal, permitindo a
manutengao de sua osmolaridade (Delmonte; Kim, 2011). Uma larga porgéo do filme
lacrimal € ocupada por uma camada intermediaria (ii), composta principalmente por
agua, eletrolitos e proteinas (inclusive imunoglobulinas e defensivas) produzidas pelas
glandulas lacrimais. E a camada mucosa (iii), viscosa e altamente hidrofilica, que atua
na protecao fisica e na facilitacdo do espalhamento do filme lacrimal ao longo da
superficie ocular.

Outra parte importante para o componente lacrimal basal é a conjuntiva, uma
membrana mucosa fina e vascularizada que cobre o globo anterior e a superficie
interna das palpebras. Este € outro fator que influencia na liberagdo de farmacos, pois
€ a primeira barreira de via nao corneana para a permeacgao de farmacos de aplicagao
topica (Ruponen; Urtti, 2015). As camadas conjuntivais sdo ricas em células epiteliais
e caliciformes que produzem mucina, a qual é distribuida na camada do filme lacrimal.
A mucina, uma glicoproteina produzida pelas células de globet, determina muitas das
propriedades reoldgicas do filme lacrimal devido a sua capacidade de mucoadesao
(Hodges; Dartt, 2013).

As lagrimas s&o secretadas pelas glandulas lacrimais acessorias para proteger

e lubrificar os olhos. O pH das lagrimas é cerca de 7,4 (Yamaguchi et al., 2009),
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portanto, as preparagdes oftalmicas sdo geralmente ajustadas para o pH na faixa de
6,6a7,8.

Devido a producdo permanente das lagrimas, o tempo de contato do farmaco
com os tecidos da superficie ocular é relativamente curto, de aproximadamente 2 a 5
minutos (Estlack et al.,, 2017). Isso faz com que formas convencionais de
medicamentos sejam rapidamente eliminados pelo ducto nasolacrimal e absorvidos
pela circulagdo sistémica, reduzindo o efeito local (Agrahari et al., 2016; Sanchez-
Lépez et al., 2017).

(A)

Glandula
Lacrimal

(B

X Glandula Lacrimal acessoéria
SECRECAO Glandula Lacrimal

Menisco superior

Saco Lacrimal

«&— Camada Lipidica
DRENAGEM

Camada Aquosa

Camada Mucosa
Lacrimal

¢

Menisco interno

. Glandula meibomian
EVAPORACAO

& canaliculos

Transporte conjuntival Ducto Nasolacrimal Células de Goblet conjuntival

Figura 2. A) Esquema da diregéo do fluxo lacrimal e B) Camadas do fluido lacrimal.
Imagem adaptada de Estlack et al., (2017).

A drenagem € um mecanismo de proteg¢ao natural que permite sempre manter
o volume de liquido pré-corneano em torno de 7 a 10 pyL (Agrahari et al., 2016; Bachu
et al., 2018). Esse mecanismo pode variar dependendo da idade, chegando a 2 yL/min
para 16 anos e 1 yL/min para individuos com idade superior a 50 anos (Mishima;
Gasset; Klyce, 1966). Esse processo € afetado pela renovagao constante do fluido
lacrimal de aproximadamente 11-16% de depurag¢do por minuto, comportando um
volume maximo de 30uL sem extravasamento (Estlack et al., 2017; Mishima; Gasset;
Klyce, 1966) e resultando em valores de biodisponibilidade entre 1 a 5% do
medicamento aplicado (Mazet et al., 2020).

Portanto, os medicamentos instilados topicamente costumam necessitar de
aplicacdes frequentes e altas concentragdes de ativo, o que pode resultar em reacoes
adversas causadas pela absorgao sistémica (Awwad et al., 2017; Paulsamy et al.,
2018).
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2.1.3. Cornea

A cornea € uma via importante de absorgdo e um alvo para a entrega de
farmacos aplicados topicamente. A estrutura da cornea € dividida em cinco camadas:
(i) o Epitélio, (ii) a Camada de Bowmans, (iii) o Estroma, (iv) a Membrana descendente
e (v) o Endotélio (Reinstein et al., 2009; Schmoll et al., 2012).

A primeira camada da cornea em contato com o meio externo € o epitélio, que
mede 5,8 + 3,3 ym de espessura (Du et al., 2012). E constituido por epitélio escamoso
estratificado ndo queratinizado, derivado do ectoderma superficial entre quinta e sexta
semana da gestagdo. Sua caracteristica lipofilica contribui como barreira,
principalmente para farmacos hidrofilicos. Além disso, as tight junction do epitélio
corneano atuam como uma barreira limitante para a permeacdo de farmacos
(Balasopoulou et al., 2017; Bennet et al., 2018).

Uma fina camada de 18,7+ 2,5 ym localizada entre o epitélio e o estroma (Beer,
Wartak, Pircher, 2018), denominada de camada de bowmans, ajuda a manter a forma
da cornea através da condensagao de fibras de colageno tipo | e V, juntamente com
proteoglicanos (Estlack et al., 2017). Essa camada é acelular e ordenada, porém, ndo
tem habilidade regeneracédo, dificultando a sua recuperagdo em casos de danos
fisicos.

Logo ap6s a camada de bowmans, localiza-se o estroma, a por¢ao mais
espessa da cornea, com cerca de 465 a 500 ym (Reinstein, et al., 2009). Essa camada
apresenta caracteristica hidrofilica devido a presenga de fibrilas de colageno,
empacotadas em lamelas paralelas, e a uma matriz extracelular composta
principalmente de agua, além de sais inorgénicos, proteoglicanos e glicoproteinas
produzidas pelos queratécitos. O Estroma evita a difusdo de agentes mais lipofilicos,
representando um fator limitante a absorgéo ocular (Delmonte; Kim, 2011; Estlack et
al., 2017).

A Membrana descendente € a membrana basal do endotélio da cornea, com
uma espessura de 10,1 um, formada por fibrilas de colageno que desempenham um
papel importante no componente aquoso da cérnea (Agrahari et al., 2016; Delmonte;
Kim, 2011; Eghrari; Riazuddin; Gottsch, 2015).

Finalmente, o Endotélio € outra camada com caracteristica lipofilica com
apenas 4.0 ym de espessura (Beer; Wartak; Pircher, 2018). Consiste em uma

monocamada de células hexagonais metabolicamente ativas. Esse ambiente é
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mantido relativamente desidratado devido a uma bomba de sédio e potassio
endotelial, que regula os niveis de agua entre as “tight junctions” e as células
endoteliais, movendo ativamente o fluido do estroma de volta para a camara anterior
do olho. Isso ocorre através da transferéncia ativa de sodio e de potassio,
transportando agua a uma taxa de velocidade de 6,5 pL/cm/h, mantendo um estado

de relativa desidratagdo da cérnea (Bennet et al., 2018; Sanchez-l6pez et al., 2017).
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Figura 3. Esquema representativo das camadas da cornea e filme lacrimal. Imagem
Adaptada de Estlack et al., (2017).

A permeabilidade de um farmaco através da cornea é afetada por diversas
propriedades fisico-quimicas do farmaco (Huang; Schoenwald; Lach, 1983). Essas
propriedades incluem peso molecular, carga, tamanho, grau de ionizagéo e equilibrio

hidrofilico-lipofilico.
2.2 Epidemiologia das doengas oculares
2.1 Administragao ocular de farmacos

Solugdes, suspensdes, emulsdes, géis e pomadas sao as formulagées mais
comuns utilizadas na administracdo ocular por via tépica. No entanto, essas formas
farmacéuticas enfrentam perdas significativas, podendo chegar a até 90% antes de
atingirem a cérnea. Devido a essas perdas, muitos farmacos que necessitam de uma
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maior biodisponibilidade para exercer sua agao precisam ser utilizados por diversas
vezes ao longo do dia. Em alguns casos é preciso fazer o uso de técnicas invasivas e
desconfortaveis realizando a administragao intraocular. Esses tipos de tratamento
aumentam o risco de reacdes adversas, sendo que o desconforto reduz a adeséo dos
pacientes ao tratamento e pode levar a complica¢gées no quadro clinico (Gaudana et
al., 2010; Gratieri et al., 2010; Kaur et al., 2004; Sun et al., 2006).

A fim de eliminar esses problemas, ha uma busca constante por novos
medicamentos com formulagdes inovadoras para a entrega de farmacos. No entanto,
essa busca envolve um longo processo até a aprovagao regulatéria, seguindo pelas
etapas de pesquisa experimental (fase pré-clinica), com testes realizados em células
e em animais, seguida pela fase de pesquisa clinica em seres humanos, e, finalmente,
a aprovacgao regulatéria que pode levar anos.

Na fase pré-clinica, particularmente nos estudos de pesquisa e
desenvolvimento de formulagdes oftalmicas ha o desafio de utilizar um grande numero
de animais de experimentac&o (Abdelbary; Amin; Zakaria, 2017; Li et al., 2017). Isso
ocorre devido a dificuldade de simular in vitro os multiplos fatores que afetam a eficacia
das formulagdes e a necessidade de realizar multiplas amostragens em um mesmo
animal durante os experimentos.

Diferente de outras vias de administracdo, a avaliacdo da eficacia de
formulagdes oftalmicas nao se limita apenas a avaliar o perfil de dissolu¢ao do farmaco
ou sua permeabilidade através de membranas biologicas. Apds a aplicagao topica,
essas formulagdes oftalmicas estdo sujeitas a diversos processos fisiologicos de
protecdo do organismo, como ja mencionado por Ali et al., (2007).

A eficacia dos produtos medicamentosos oftalmicos tépicos depende
diretamente do tempo de residéncia da formulagdo no olho, que deve ser suficiente
para que o farmaco penetre as barreiras oculares atingindo o local de agédo em niveis
terapéuticos (Fangueiro et al., 2016).

Para superar esses obstaculos, o desenvolvimento de sistemas de
administragcdo de farmacos mais eficazes tem sido a adigdo de promotores de
penetracdo, que modificam a integridade do epitélio da cérnea e aumentam a
permeabilidade ao farmaco (Gratieri et al., 2011). A adicdo de polimeros que
aumentam a viscosidade pode aumentar a resisténcia da formulagdo aos mecanismos
dindmicos de protecao ocular. Além disso, formulacdes que contenham componentes

mucoadesivos interagem com a camada mucosa, cobrindo a superficie do olho
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(Gratieri et al., 2010) e melhorando o tempo de residéncia da formulagdo exposta ao

mecanismos de drenagem (Fangueiro et al., 2016; Gratieri et al., 2010).

2.3. Métodos experimentais ex vivos e in vitro

Os meétodos experimentais (ex vivo e in vitro) para avaliar todos os atributos
possiveis de formulagdes oftalmicas sdo essenciais durante o estagio de pesquisa e
desenvolvimento para rastrear as abordagens mais promissoras. Os estudos in vitro
negligenciam os principais fatores, como drenagem e absorgao improdutiva, que em
condigdes fisioldgicas sdo responsaveis pelos principais caminhos de eliminagdo. A
maioria dos estudos in vivo séo feitos em regime de dose unica com condigbes
subdtimas obvias em relagédo a cornea. Muitos experimentos com animais também ja
foram realizados com anestesia, onde a produgéao lacrimal é reduzida (Sukhbir, Chrai,
Patton, 1973; Thomas, Patton, 1976).

Dessa forma, alguns modelos de estudos ex vivo podem predizer muitos
resultados diante de uma nova formulagao farmacéutica. Estudos de permeabilidade
corneana ex vivo em que o vetor estiver em contato com a cérnea por 2 ou 4 h ndo
refletem a condigdo fisiologica, e deve ser usado apenas para entender melhor os
resultados in vivo. Mesmo assim, modelos estaticos de avaliacdo da permeacéao de
compostos por tecidos bioldgicos ou modelos de cultura celular fornecem informagdes
limitadas quanto ao desempenho real da formulagéo in vivo (Pepic et al., 2014).

Existem diversos modelos experimentais descritos na literatura para a
avaliacao estatica do perfil de penetracédo de farmaco na cérnea, aplicando tecidos de
animais excisados ou culturas celulares (Agarwal et al., 2016; Gratieri et al., 2010;
Pepic et al., 2014).

Uma das deficiéncias desses modelos é a incapacidade de detectar o farmaco
em varios compartimentos do globo ocular, como cérnea, conjuntiva e humor aquoso.
Por esse motivo, na literatura podem ser encontrados alguns estudos usando olhos
inteiros excisados, como exemplo, olhos bovinos excisados incubados em tampao
(Kompella et al., 2006) ou dispostos em Becker com uma cémara doadora no topo
(Morrison; Connon; Khutoryanskiy, 2013; Morrison; Khutoryanskiy, 2014). Outra
abordagem descrita envolve a utilizacdo de olhos de porco excisados, posicionados
de forma invertida, de modo que a cérnea fique voltada para baixo e em contato com
a formulacao teste (Thiel et al., 2002).
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No entanto, esses modelos tém limitagdes, ja que a cérnea fica exposta a uma
quantidade excessiva da formulacéo, levando a um intumescimento e hidratagao
exacerbados que comprometem a integridade do tecido. Além disso, a exposi¢ao da
cérnea a concentragbes muito elevadas de farmaco por periodos prolongados pode
resultar em uma superestimagéo dos resultados obtidos (Pepic et al., 2014).

Os modelos animais ainda sdo imprescindiveis para avaliar o desempenho de
formulagdes oftalmicas, apesar de todas as limitagdes que apresentam em simular
condigdes fisiologicas naturais. Isso se deve pela falta de mecanismos de protecéo
dinamica, como drenagem lacrimal, a falta de mecanismo para simular a diluicdo e a
depuracgéo da formulagcédo, bem como pelas diferengas anatdmicas e fisioloégicas em
relacdo aos olhos humanos e a capacidade limitada de amostragem (Abdelbary; Amin;
Zakaria, 2017; Kumar, 2016).

Mesmo que os olhos inteiros possam ser uteis na estimativa do perfil de
permeacao de farmacos, até o momento ndo ha um modelo alternativo ao uso de
animais para avaliagao do desempenho de formulag¢des oftalmicas. Portanto, se torna
necessario desenvolver modelos oftalmicos alternativos que possam avaliar a

penetracado de farmacos na cérnea aplicando “barreiras de prote¢ao” dindmicas.

2.3 Métodos alternativos

Em grande parte, devido aos esforcos da Rede Nacional de Meétodos
Alternativos ao uso de animais (RENAMA), o Brasil tem langado avancos significativos
nos ultimos anos em relagao a testes toxicoldgicos alternativos ao uso de animais de
experimentacdo. Embora as metodologias alternativas para testes de toxicidade
sejam imprescindiveis para se alinhar com o panorama internacional que fomenta e
privilegia o principio dos 3Rs (replacement, reduction e refinement), o pais ainda
precisa avancar no desenvolvimento de metodologias que visam avaliar o
desempenho e eficacia de produtos farmacéuticos. Isso é necessario para diminuir o
numero de animais usados em experimentacdo durante as etapas de pesquisa e

desenvolvimento. Porém, ainda estamos longe de alcangar plenamente os 3 Rs.

O numero de procedimentos realizados em animais vivos € determinado por
varios fatores, incluindo o enfoque das atividades cientificas e médicas, as condi¢cbes

econdmicas e as tendéncias globais em novas tecnologias ou areas de pesquisa.
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O sétimo relatorio da Comissao ao Conselho e ao Parlamento Europeu sobre
as estatisticas e numero de animais utilizados para fins experimentais e cientificos nos
Estados membros da Unido Europeia, reportou que em 2011 houve uma queda no
uso de mais de 500.000 animais (4,3%) em relagao ao ano de 2008. No entanto, uma
analise mais cuidadosa dos dados revela algumas contradigbes. Embora o numero
total de animais tenha diminuido significativamente, o relatorio indica que houve um
aumento de 7,5% no numero de coelhos usados em experimentacdo. Dentre esses
coelhos, 70,8% (253.488) foram usados com o proposito de “pesquisa,
desenvolvimento e controle de qualidade de produtos e dispositivos para medicina
humana, odontologica e veterinaria”. Cabe ressaltar que nessa estatistica ndo estéao
incluidos os 6,5% (total de 23.185 coelhos) utilizados para “avaliagbes toxicologicas e
outras avaliagbes de seguranga (incluindo avaliagdo de seguranga de produtos)”.
Além disso, outros coelhos foram usados para pesquisas biologicas basicas (3,5%),
pesquisas acerca de diagndsticos de doengas (1,7%), fins educacionais (0,6%) e
outros propositos (17%). Em relagdo a camundongos, ratos e outros roedores, 33,6%,
45,2% e 64,4%, respectivamente, foram usados em experimentos de pesquisa e
desenvolvimento, enquanto, 6,6%, 17,0% e 12.7%, respectivamente, foram usados
em avaliagdes toxicoldgicas (European, 2013).

O numero total de procedimentos estava aumentando antes de 2013,
principalmente devido ao aumento dos procedimentos para criagao e reproducio de
animais geneticamente alterados. Este aumento na primeira parte da década pode ser
atribuido principalmente a disponibilidade de novas tecnologias que levaram a novas
oportunidades de pesquisa. Apos 2001, os procedimentos aumentaram, atingindo um
pico de 4,14 milhées em 2015. Porém, recentemente, o numero de procedimentos
para criagao e reproducao de animais geneticamente alterados apresentou diminui¢ao
de 14% entre 2019 e 2020, e queda de 11% de 2010 a 2020 (Goverment, 2014).
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Figura 4. Total de procedimentos cientificos por tipo no periodo de 2010 a 2019.
Pesquisa realizada em: Annual Statistics of Scientific Procedures on Living Animals,
Great Britain 2019, Table 1.2. And Annual Statistics of Scientific Procedures on Living
Animals, Great Britain 2017, Table 1. Acesso em: 02/08/2022.

O relatério anual sobre as estatisticas e numero de animais utilizados para fins
experimentais e outros fins cientificos na Gra-Bretanha, reportou que em 2018 o
numero de procedimentos (3,52 milhdes) em animais diminuiu 7%. Sendo o menor
numero em um unico ano desde 2007; dos valores apresentados, 97% de todos os
procedimentos sao realizados em ratos, peixes e passaros, enquanto os caes e
primatas representam 16% e 8%, respectivamente.

Em 2019 o relatério reportou uma queda de apenas 3% em relagado a 2018,
contabilizando ainda 3,40 milhées de procedimentos em animais vivos, deste total,
57% dos procedimentos sao destinados a pesquisa basica. Os animais mais utilizados
nesse periodo, foram camundongos (437.124), ratos (132.849) e ‘Guinea-pig’
porquinho da india (36.895). Os coelhos ocuparam ainda o 8° lugar, sendo do total de
10.188; onde 608 animais foram utilizados em pesquisa aplicada, 8.631 para fins
regulatorios e nao foi reportado nenhum animal utilizado para protegéo e preservagao

da espécie (Goverment, 2019).
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No ano de 2020 o relatério reportou uma queda expressiva, da ordem de 15%,
contabilizando 2,8 milhdes de procedimentos em relagdo ao ano de 2019 — antes o
menor numero de procedimentos em animais havia sido reportado em 2004. Deste
total, 1,44 milhdes de procedimentos realizados para fins experimentais, no entanto,
mais da metade foram utilizados em pesquisa basica (53%), contabilizando 758.000
procedimentos. Mesmo havendo uma redugdo no numero de coelhos, roedores e
aves, o numero de peixes aumentou. Este grande decréscimo pode ser parcialmente
explicado pelos dois lockdowns por conta da pandemia de Covid-19 durante 2020,
que podem ter afetado a atividade nos estabelecimentos (Goverment, 2020).

Em 2021 foram realizados 3,06 milhdes de procedimentos cientificos
envolvendo animais vivos na Gra-Bretanha. Isso representa um aumento de 6% em
relagdo ao ano anterior, porém, uma queda de aproximadamente 10% em relacéo a
2019. Este é o segundo valor mais baixo desde 2007 e vem diminuindo devido a
reducdo da utilizagcdo de animais em ensino. Mesmo assim, cerca de metade (51%)
dos procedimentos experimentais continuam sendo realizados para pesquisa basica.
Os procedimentos experimentais aumentaram 20% e os procedimentos para criagao
e reprodugcdo diminuiram 8% em relacdo ao ano anterior. Na maioria dos
procedimentos (96%) tanto para fins experimentais, quanto de reprodugao, foram
utilizados em maior niumero camundongos, peixes, passaros ou ratos; especies mais
utilizadas ha mais de uma década (Goverment, 2021).

Estes dados corroboram a observagao de que o mundo vem avangando na
substituicdo de animais para avaliagdes toxicoldgicas de insumos e produtos. O que
muito provavelmente faz com que o numero total de animais usados em
experimentagcédo venha caindo. Um exemplo claro disso, € a utilizagado de estudos de
microdialise em coelhos como uma alternativa para reduzir o numero animais ao
avaliar o desempenho de formulag¢des oftalmicas. Embora representem um avango
significativo, esses estudos ainda enfrentam desafios consideraveis, por serem c
complexos, delicados e apresentarem alta variabilidade individual. No entanto, tal
avango so nao é maior porque modelos animais sdo ainda imprescindiveis nas etapas
iniciais da pesquisa cientifica.

Outros fatores que podem influenciar nos resultados dos experimentos com
animais incluem fatores ambientais externos, como luz, ruido, umidade relativa, dieta,
trocas de ar, temperatura das salas e da cama dos animais. Além disso, fatores sociais

dos animais também s&o importantes, pois alguns vivem em grupos, e o tamanho do
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grupo e o espago em que estdo alocados devem ser observados. Outros fatores, como
medo, transporte e a técnica dos experimentos, também podem influenciar nos
resultados.

Como esses animais ndao podem escapar das condicbes que lhe sao
fornecidas, todos os fatores citados acima tém que ser levados em consideracgao.
Devido ao quao sensiveis sd0 esses animais, € necessario assegurar sua saude e
diminuir vieses da experimentac¢ao (Andrade; Pinto; Oliveira, 2006).

Mesmo com o relatério da UE voltado a esfor¢os para a redugao de uso de
animais em pesquisa de 2010, torna-se necessario o desenvolvimento de novos
meétodos alternativos para a substituicdo e reducado dos animais. Ainda que estudos
usando animais sigam diretrizes de ética restritivas, as desvantagens da
experimentagcdo animal vao muito além das questdes éticas. Estudos em animais s&o
dispendiosos, demorados e carecem de sensibilidade em diferenciar formulagdes
devido a grande variabilidade dos resultados.

E importante notar que os testes em animais vertebrados deve ser realizado
apenas como ultimo recurso, ou seja, quando nenhuma informac&o que satisfaga os
requisitos de informacgao esteja disponivel, e onde nenhuma adaptagao (por exemplo,
onde ndo existem testes alternativos) possa ser aplicada (Pistollato et al., 2021).

No entanto, varias questdes ainda precisam ser enfrentadas, como a
necessidade de melhorar a caracterizacao das vias de toxicidade; o desenvolvimento
de ensaios adequados para preencher as lacunas cientificas atualmente descobertas;
aumentar nossa compreensdo das ligagdes entre leituras in vitro e os resultados
(adversos) nas espécies-alvo; definir melhor os dominios de aplicabilidade para
meétodos alternativos, observando formas de promover uma implementagdo ampla e
harmonizada.

Logo, o objetivo deste trabalho desenvolver métodos alternativos para
avaliacdo de desempenho de formulagbes oftalmicas. Estes métodos podem ser
utilizados no “screening” de formulagdes, durante o desenvolvimento dos produtos,
nas comprovacgdes de desempenho e eficacia, e para fins regulatérios e controle de
qualidade, possuindo potencial para redugao drastica do numero de animais.
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho é desenvolver dois métodos complementares
alternativos ao uso de animais de experimentacao para avaliagcdo do desempenho e
eficacia de produtos farmacéuticos de administracao oftalmica. O primeiro método, ao
utilizar globo ocular excisado de porco, possui 0 objetivo de avaliar o desempenho das
formulagbes quanto a penetracdo do farmaco na cérnea. O segundo método, ao
simular artificialmente a superficie mucoadesiva, possui o objetivo de avaliar o

desempenho das formulagdes quanto ao tempo de retengao na superficie ocular.
3.1. Objetivos especificos

3.1.1. Parte 1: Modelo dindmico

e Desenvolver um modelo sensivel de penetragao ocular ex vivo com fluxo lacrimal
simulado para avaliagao do desempenho de formulacdes oftalmicas em relagéo
a sua capacidade de resistir as barreiras dinadmicas que levam a drenagem;

e Desenvolver um modelo de compartimento doador com fluxo para penetragcéo
de farmacos em globo ocular inteiro;

e Estabelecer condigdes de operacdo do modelo dindmico de penetragao ocular
ex vivo com fluxo lacrimal simulado;

e Descricao matematica dos efeitos da depuracéo do sistema;

e Obter formulacdes para teste do modelo dinamico;

e Estudar a penetragao e retencéo de Fluconazol (FLU) na cornea ex vivo a partir
de géis de poloxamer com e sem aditivo mucoadesivo e solu¢gdo aquosa
contendo 0,2% de farmaco para estabelecimento de parametros operacionais do
modelo;

e Comparar a penetragcdo e retencdo de Curcumina (CUR) no modelo

desenvolvido de penetragao ocular com fluxo lacrimal simulado e estatico.
3.1.2. Parte 2: Modelo “OphthalMimic”

e Desenvolver um modelo sensivel totalmente in vitro para avaliagcdo do
desempenho de formulagdes oftalmicas em relagdo a sua capacidade de resistir
as barreiras dindmicas que levam a drenagem;

e Obter e caracterizar membranas poliméricas que simulem a superficie ocular;
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e Obter e caracterizar uma membrana hibrida baseada em hidrogel que simule a
superficie ocular;

e Realizar testes de drenagem de Fluconazol (FLU) no modelo desenvolvido
totalmente in vitro a partir de géis de poloxamer em diferentes concentragdes e
géis de poloxamer com aditivo mucoadesivo e solugdo aquosa contendo 0,2%
de farmaco para estabelecimento de parametros operacionais do modelo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material

Curcumina (Rhizoma curcumae Longae pulvis) (Receptura Apotheke,
Cornelius-Apothekenbetriesbs-OHG, Altenhoeferallee5, 60438 Frankfurt, Alemanha;
Lote No: 3419M-1311). Fluconazol (299%), quitosana de médio peso molecular (PM
50-190 kDa, 75% de desacetilagao), poloxamer 407®, PVA - (Poly (vinyl alcohol) 87-
90% hydrolyzed, mol 30,000-70,000, mucina de estdmago suino (Tipo Il) e (Tipo A),
2-Hydroxy-4'-(2-hydroxyethoxy) -2-methylpropiophenone Irgacure®, 2-
methacryloyloxyethyl phosphorylcholine, ureia (reagente ACS), Acetonitrila e metanol
grau HPLC, tampao HEPES (acido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfénico, sal
sédico) 25 mM isotonizado em pH 7,4; comprados da J.T Barker (Philisburg, Estados
Unidos). Etanol (P.A), Tween 80%®; comprados na Merck (Alemanha). Hidroxido de
sédio e graxa de silicone; adquiridos na Dinamica Quimica Comtemporénea (S&o
Paulo, Brasil). Acrinolitrila Butadieno Estireno (ABS), Citrato de sodio di-hidratado,
ortofosfato de hidrogénio di-sédico anidro, Cloreto de calcio; comprados na AnalaR,
BDH laboratory Supplies, (Inglaterra). Cloreto de sédio e D (+) -Glucose anidra;
adquiridos na Scharlau Chemie S.A (Sentmenat, Espanha). Phospholipon 90G Lipoid
GmbH (Alemanha). Span 80® (Croda, Singapoura). Triglicerideo caprilico — (MCT oil)
Labrafac® Lipophile WL 1349; adquirido por Gattefossé (Paris, Franga). Tampao
fosfato de sodio (Oxoid, Irlanda). Placa de 12 pogos Kasvi (China). Gelatina industrial
incolor, adquirida na Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Tissue-Tek® O.C.T (optimal cutting
temperature) (Sakura® Finetekd, USA). Todas as analises foram realizadas com agua

ultra pura (Mili-Q) (Milipore, lllkirch-Graffenstaden, Franca).
4.1.1. Obtencgao de corneas suinas e bovinas

Os estudos de penetracdo ocular que foram realizados nos Laboratorios de
Tecnologia, Medicamentos e Alimentos e Cosméticos (LTMAC) em Brasilia, Brasil e
no Laboratorio Buchanan Ocular Therapeutics Unit (BOTU) em Auckland, Nova
Zelandia, utilizaram corneas de suinos e bovinos. Essas corneas foram obtidas a partir
de olhos de suinos e bovinos apds o abate e antes do processo de escalda, adquiridas
da empresa Via Carnes Ltda (Formosa, Brasil) e Fresh Pork (Auckland, Nova
Zelandia).
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Os olhos foram armazenados em caixa térmica para transporte até o local da
realizagao dos experimentos. As corneas foram dissecadas e utilizadas no mesmo dia
do abate. Todos os olhos foram inspecionados quanto a danos ou laceragdes na

cérnea e apenas olhos saudaveis foram usados nos experimentos.
4.2. Métodos
4.2.1. Parte 1: Concepgao do compartimento doador do modelo dindmico ex vivo

A partir da ideia conceitual (Figura 5), foram produzidos compartimentos
doadores de vidro para os testes iniciais. Diferentes compartimentos doadores foram
produzidos variando-se a altura da saida, de modo que o volume maximo de
formulag&o em contato com a superficie ocular seja aumentado. Apos a produgéo dos
compartimentos doadores, foram realizados testes com diferentes volumes da
formulacéo, pigmentada com corante azul de metileno para facilitar a visualizagédo do
espalhamento sobre a cornea, determinando o volume maximo suportado pelo
compartimento doador. Seguiu-se a realizagédo dos testes exploratorios o prototipo foi

otimizado.

Figura 5. Representagdo esquematica do design do modelo dinamico.

4.4.2. Descrigao matematica dos efeitos da depuracao do sistema

Para o calculo dos efeitos de depuracdo do sistema foi descrito um perfil
exponencial decrescente associado a depuragao do volume de formulagdo em relagao
ao tempo de penetragao com fluxo, o que permitiu o desenvolvimento da Equacgao 1
mostrada a seguir, aonde V(t), representam o volume disponivel apds passado um
intervalo de tempo (t) sob agc&o da depuragao; Vo, o volume inicial da formulagéo; e B
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um coeficiente relacionado a velocidade de depuragéo do volume inicial cuja unidade

é definida como o reciproco da unidade de tempo, s™.

= —Bt
V() =Voe Equagéo 1

4.4.3. Determinagao do fluxo simulado na bomba peristaltica

Para definir o fluxo simulado com a bomba peristaltica (MINIPLUS 40volution,
Gilson, Middleton, EUA) foi montado todo o protocolo de permeag¢ao como descrito no
item 5.4. Assim, a bomba rotativa foi ajustada em rota¢gdes por minuto (RPM) para
produzir um fluxo, de modo que o compartimento doador foi perfundido com fluido
lacrimal simulado em uma taxa de fluxo equivalente a 11% de depuracéo e 16% de
depuracao; compativel com a depuragao ocular in vivo quando adicionados ao volume
de formulagcdo no meio doador. A bomba ficou em funcionamento por 1 minuto e o
volume do compartimento de saida foi coletado, aferido com uma pipeta automatica e
comparado aos volumes pré-estabelecidos. Para o fluxo lacrimal simulado foi utilizado
(NaHCO3 0.2%/ NaCl 0,67%/ CaCl2 0.008%) descrito por Miyazaki et al. (2001).

4.2.4. Farmacos modelos

O fluconazol — FLU (MW 355,34 g/mol, Log P 0.5, Solubilidade em agua 1.39
mg/mL) (ALOGPS) foi utilizado como farmaco modelo hidrossoluvel. As analises
foram realizadas por High-performance liquid chromatography - HPLC (LC-20CE—
Shimadzu, Kyoto, Japan), utilizou-se fase mével acetonitrila, metanol e agua (15:5:80
v/v) com vazéao de 0,8mL/min, coluna C18 (150 x 4.6mm, 5um, Sulpeco Discovery BIO
Wide-Pore), temperatura do forno a 40° C, comprimento de onda em 210nm e volume
de injecao de 20 pL. A curva padrao foi seletiva e linear (y = 30.676x 106 + 2.843,9 e
R2=0,9992) para uma faixa de concentragéo de 0,5 —-10 ug/mL. O Limite de Detecgao
e o Limite de Quantificagcdo foram determinados em 0,007 e 0,021 pg/mL,
respectivamente. Para a extragcdo do farmaco da cérnea suina foi utilizado 5mL de
solugédo tampao HEPES isotonizado com cloreto de sodio (pH = 7,4) e processada
com o auxilio de um homogeneizador de tecidos Ultra Turrax (marca IKA, modelo T25

digital) durante 30 segundos, conforme Gratieri et al. (2010). Todas as amostras foram
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analisadas em quadruplicata e filtradas em filtros hidrofilicos (0,45um) para posterior
analise e quantificagao.

A curcumina — CUR (MW 368.4 g/mol, Log P 3,29, Solubilidade em agua 3.12
mg/L) (US EPA) foi utilizada como farmaco modelo hidrofébico. A penetracédo da CUR
nas camadas da cornea suina foi analisada por microscopia de fluorescéncia
(Olympus Fluoview FV1000). Um laser com LED 475 nm, com intensidade do laser
em 25%, foi usado para iluminar a amostra e o sinal foi coletado usando a objetiva da
camera (20x /0,5 Axicam 506). O filtro (FITC-109) 38 pront de fluorescéncia verde (BP
450-490/BS495/BP 500-500) foi o utilizado. O tempo de exposi¢gédo correspondeu a
1000 milisimens (ms) e intensidade 100%. Balanco de luz branca em 3200k e gama
1.0 Linear. As mesmas configuragbes também foram usadas para analisar a
penetracdo da CUR na conjuntiva e na palpebra suina no método dinamico com fluxo
lacrimal simulado e no método estatico sem fluxo lacrimal simulado. Também foram

verificadas as autofluorescéncias de cada tecido sem o farmaco.
4.2.4.2. Preparo das formulagées contendo fluconazol

As formulagdes contendo 0,2% de FLU, foram preparadas seguindo Gratieri
(2010). As formulagdes com poloxamer 14% (PLX 14%), 16% (PLX 16%) e 20% (PLX
20%) (m/m) foram preparadas para aumentar a viscosidade do sistema, pesando o
polimero e deixando-o em contato com agua ultrapura a 4°C por 24h. Foram preparas
formulagdes PLX16 e quitosana 0,5% (PLX16QS0,5%), 1,0% (PLX16QS1,0%) e
1,25% (PLX16QS1,25%) (m/m) com o intuito de promover maior mucoadesividade ao
sistema. Para tanto, foi preparada uma solu¢do aquosa de acido acético 0,5% (m/v),
e adicionada QS nas suas proporgdes selecionadas até completa dissolugao, depois

adiciona-se o poloxamer a 4°C por um periodo de 24 h em repouso.

Tabela 1. Composicéo das formulagcdes biocompativeis contendo FLU.

Formulagdo  Poloxamer Qs Agua (gsp 100 mL) FLU
PLX 14 14% - 85.8 0,2%
PLX 16 16% - 83.8 0,2%
PLX 20 20% - 79.8 0,2%

QS0,5PLX16 16% 0,5% 83.3 0,2%

QS1,0PLX16 16% 1,0% 82.8 0,2%

QS1,25PLX16 16% 1,25% 82.5 0,2%

4.2.4.3. Preparo das formulagées contendo curcumina
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Foram utilizadas duas formula¢des inovadoras e uma formulagdo convencional
contendo CUR em uma concentragdo de 1 mg/mL, a fim de comparar o perfil de
penetracéo do ativo em estudos ex vivos com olhos suinos inteiros, tanto na presenca

quanto na auséncia de fluxo lacrimal simulado, conforme descrito a seguir.
4.2.4.3.1. Lipossomas

Os lipossomas foram desenvolvidos utilizando a técnica de hidratacdo de
camada de filme fino, conforme descrito anteriormente por Ahad et al. (2018). Os
lipossomas foram preparados pesando os componentes Phospholipon 90G (90 mg),
Tween 80® (10 mg) e CUR (5mg) e dissolvendo-os em 10 mL de uma mistura de
solventes organicos metanol:cloroformio 1:2 (v/v). O residual de solvente organico foi
removido por rotaevaporagdo em um Rotavapor R-215 (Buchi, Suiga), e os filmes
foram secos sob uma corrente de nitrogénio por um periodo de 5 min, sendo
posteriormente armazenados em dessecador a vacuo overnight. Apos isso, os filmes
secos foram reconstituidos através da adigao de 5 mL de agua ultrapura, previamente
aquecida a 35°C. Os lipossomas foram, entdo, submetidos a um processo de extrusao

utilizando uma extrusora de seringa com membranas de poros de 100 nm.

4.2.4.3.2. Nanoemulsdao nao aquosa baseada em solventes alcano

semifluoranato contendo curcumina

Inicialmente foi preparada uma solugéo estoque de 2% (m/v) de lecitina de soja
em veiculo de alcano semifluoronato e misturada em vortice em VX100 (Labnet, EUA).
Apds foram pesados Tween 80% (20 mg) e Span 80® (40 mg) e adicionados ao veiculo
junto a CUR. A formulagéo foi agitada em voértex até homogeneidade.

4.2.4.3.3. Solucgao Oleosa

Foi preparada uma solugao de triglicerideo caprilico contendo CUR 1:1 (v/m).
Inicialmente 1mg do ativo foi adicionado a solugao oleosa sob agitagdo até completa
solubilizacado da substancia.

4.4.3. Ensaio de penetracao estatica ex vivo em cérnea suina

Para os estudos de penetracdo estatica ex vivo, foram utilizadas células de
difusao tipo Franz modificadas, conforme demonstrado na Figura 6. Uma inspegéo foi
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realizada e qualquer olho com céamara anterior colapsada foi descartado. A comea de
suino excisada foi posicionada entre o compartimento doador e o receptor. Foram
adicionadas aliquotas de 300 uL dos géis e da solugéo aquosa de FLU (0,2%) no meio
doador. Na solugao receptora foi adicionado 15 mL de tampao HEPES a 25mM com
NaCl a 133 mM pH 7,4. A solucdo receptora foi mantida sob agitagdo magnética
constante a 500 rpm para assegurar a homogeneidade da solugao receptora em
banho aquecido a 32 + 2° C. Cada amostra foi testada em cinco replicatas. O estudo
teve duracdo de 15 minutos.

Apos o periodo de teste, o excesso de farmaco da superficie da cornea foi
retirado com agua ultrapura, e em seguida, foram picotadas e inseridas em frascos de
vidro ambar, onde foram adicionados 5 mL de Tamp&o HEPES para recuperagao do

farmaco, seguindo o protocolo de extragdo do FLU, conforme ja citado no item 4.2.

Figura 6. Esquema de dissecagao da cornea e montagem das células de difusdo do
tipo Franz modificada para o ensaio de permeagao ocular ex vivo. A) Parte interna da
cornea com a iris; B) Parte interna da cornea sem a iris; C) Parte frontal da cornea
com as laterais replicadas; D) Vista superior da célula de difusdo apresentando a
cérnea ao centro do compartimento doador; E) Células de difusdo montadas; F)
Cornea excisada pronta para o processo de extracio.

4.5. Estudo de penetracao dinamico ex vivo em cérnea suina
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Para estudar os efeitos do modelo de penetracdo dindmico com fluxo lacrimal
simulado desenvolvido neste trabalho, foram realizados testes com sete formulacdes
de FLU 0,2%: trés formulagbes de poloxamer PLX16, PLX14 e PLX20 e trés
formulagbes contendo componente mucoadesivo PLX16Q0,5%, PLX16Q1,0% e
PLX16Q1,25%; que possui maior viscosidade e propriedades mucoadesivas; e uma

solugao aquosa.

3.2.1. Estudo de penetragao ocular de curcumina em modelos de olho inteiro ex

vivo com e sem fluxo lacrimal simulado

Os parametros para observagao de penetracdo ocular de CUR no modelo
dinamico com simulagéo do fluxo lacrimal foram determinados utilizando uma bomba
peristaltica (MINI PLUS evolution, Gilson, Middleton, EUA), conforme descrito neste
trabalho e por Barbalho et al., (2023). O método de preparagdo de olhos inteiros no
modelo estatico foi realizado conforme o protocolo desenvolvido por Agarwal et al.
(2018). Em resumo, os olhos foram colocados em placas de seis pogos contendo
papel filtro com cerca 2 mL de uma solugédo balanceada de sal de Hank para manter
a hidratagdo do globo ocular. Foram utilizados também anéis personalizados de
policarbonato, fabricados pela Oficina de Engenharia Biomédica da Universidade de
Auckland, posicionados sob cada olho para delimitar a regido de aplicacdo da

formulacéo, conforme a Figura 7.

Antes de aplicar a formulagao, ambos os sistemas de penetracdo com os olhos
suinos ja acoplados foram colocados 5 minutos em banho-maria (BIO-STRATEGY
BS- 21) a 35 + 3°C para atingir uma temperatura de equilibrio. Foram aplicados 300
ML de formulagéo no topo de cada globo ocular. O teste de penetracao teve duragao

de 15 minutos. Todas as amostras foram realizadas em triplicata.

Neste procedimento, foram avaliados outros tecidos para determinar a
penetracdo da CUR. Apds a conclusao do estudo de penetragdo, foram coletadas
amostras das corneas, conjuntivas e palpebras. Todas as amostras foram
devidamente armazenadas a — 80°C para posterior analise por microscopia de

fluorescéncia.
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A) Modelo de penetragao COM fluxo lacrimal simulado B) Modelo de penetragao SEM fluxo lacrimal simulado

Figura 7. Modelos de penetragdo. A) Modelo de penetragao ocular com fluxo e B)
Modelo de penetragdo ocular sem fluxo, C) Amostras de palpebra, cornea e
conjuntivas coletadas para analises.

3.2.2. Preparo das amostras para analise por microscopia de fluorescéncia

As amostras congeladas em gel (optimal cutting temperature) O.C.T e foram
cortadas com o auxilio de um criomicrétomo (CryoStar NX50, Thermo Scientific, USA)
e as imagens capturadas em microscopio de fluorescéncia no mesmo dia de acordo
com os parametros descritos no item 4.3. As amostras de cérnea foram seccionadas
em 12 regides na porgao central e lateral. Foram capturadas imagens em 5 posigdes,
conforme demonstrado na Figura 8. Totalizando assim, 60 fotos por regido de cada
olho e um total de 2160 fotos para todas as formulagdes. Nas amostras da conjuntiva,
foi selecionada a parte mais préoxima da cérnea. Foram feitas 12 sec¢des de cada
amostra, com a captura de uma imagem por corte, totalizando 216 fotos. Ja as
amostras das palpebras foram analisadas apenas na regido central, com 12 se¢des e
a captura de 3 fotos por corte, totalizando 108 fotos. Todas as fotos foram utilizadas
para analise estatistica da penetracdo de CUR através da intensidade de

fluorescéncia.

45



1 Cornea

Conjuntiva

Esclera

Figura 8. Esquema representativo de tecidos de cdrnea, conjuntiva e palpebra
excisadas e secgdes representativas para cada imagem capturadas em microscopio
de fluorescéncia.
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4.5. Parte 2: Concepgao do modelo conceitual in vitro para simulagao do fluxo

lacrimal e movimento de piscagem - “OphthalMimic”

Para a montagem do modelo OphthalMimic partiu-se da ideia conceitual
apresentada nas Figuras 9 e 10. O modelo é composto por uma entrada de fluxo
lacrimal (c e d) e um canal de drenagem (e), com fluxo lacrimal artificial continuo. Um
espaco entre a tampa de fechamento e a entrada de fluxo lacrimal para simulacéao de
uma bolsa de cul-de-sac (b). O desgaste mecanico é alcangado usando um sistema
de engrenagem para mover a plataforma como um balango. Uma sonda movel
movimenta-se horizontalmente na superficie exposta, para simular o reflexo de
piscagem. Uma base reutilizavel (h) suporta a membrana artificial (g). Foi aplicado ao
design do modelo as proporgdes médias do olho humano em relagdo a area de
superficie exposta e area de cul-de-sac (Palermo et al., 2013).

24,26 mm

2 2
| -
24,16 mm
g
/ Cérnea
h (
‘ Y

Globo ocular

Figura 9. Representacdo esquematica das partes constituintes do modelo
OphthalMimic: (a) area exposta; (b) area simulada de cul-de-sac; (c) entrada para fluxo
lacrimal aquoso simulado; (d) entrada para fluxo de lacrimal lipidico simulado; (e) porta
de drenagem; (f) sonda usada para stress mecéanico; (g) membrana polimérica com
mucina e (h) plataforma de suporte.
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Figura 10. Representacdo esquematica do modelo OphthalMimic montado com uma
bomba de perfusdo e um sistema de engrenagem para mover a plataforma como um
balan¢co de maneira a produzir movimento horizontal da sonda movel em cima da
superficie exposta (i), simulando a piscagem. A tampa de fechamento & aderida a
plataforma de suporte usando grampos personalizados (j).

Uma bomba peristaltica comercial foi integrada com a plataforma para emular
a secrecao lacrimal simulada (Figura 10). Os parametros criticos testados sao a
dimensao, material, densidade da sonda movel, velocidade e angulo de movimento

da plataforma (i).

4.6. Desenvolvimento de uma membrana polimérica contendo mucina dispersa.

As membranas foram obtidas pela técnica de casting, utilizando como matéria-
prima o PVA, gelatina, mucina suina tipo Il e PLX (Figura 11), adaptado de Kunal
(2006). Uma solugéo estoque de mucina foi previamente preparada e estocada sob
refrigeracdo a 4°C na propor¢ao de 1:1 (m/v). No primeiro momento, o PVA (10% m/v)
e a gelatina (2,5% m/v) foram solubilizados separadamente em tamp&o HEPES (pH
7,4) por agitacdo magnética durante 24 horas. No mesmo dia de preparo o poloxamer
foi solubilizado por resfriamento a 4°C. Apds esse periodo, para obtengao das
membranas F1, F2 e F3, a mucina e o poloxamer sdo combinados nas proporgdes de
1:1, 1:2 e 2:1 (m/m) e misturadas com a base PVA/gelatina. Todos os compostos
foram aquecidos continuamente com agitagdo mecanica a 100 rpm por 30 minutos
apos atingirem a temperatura de 70 + 3°C. Em seguida, o volume foi ajustado com
tampao HEPES, para compensar a perda de massa durante o aquecimento. Ao final,
foi pesado 20 g da dispersdo em placas de Petri de plastico. As membranas foram

secas por 24 horas em estufa a 40°C + 1°C com fluxo de ar de 40%.
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Gelatina (2,5%) + Agitagdo por 30 Pesar 20g da dispersio Secagem das
PVA (10%) + minutos a 70°C. em uma placa de petri de membranas a 40°C por
Poloxamer (0.5% / 1.0%)+ plastico. 24h com ventilagdo a
Mucina (0.5% / 1.0%) 40% em estufa.
Tampao pH=7.4 gsp.

Figura 11. Esquema representativo da sintese das membranas poliméricas contendo
mucina.

4.6.1. Caracterizagao das membranas poliméricas
4.6.1.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR

As membranas produzidas e os componentes isolados foram analisados
utilizando um espectrémetro Varian 640-IR FTIR (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, EUA) com um acessorio de imagem ATR (Reflectancia Total Atenuada) no modo
de transmiténcia. Os espectros foram registrados em comprimentos de onda entre

4000 — 600 cm™, com 64 scans e resolugéo de 4 cm™ (Silva et al., 2022).
4.6.1.3. Calorimetria exploratéria diferencial - DSC

A calorimetria exploratoria diferencial foi realizada por um DSC-60 (Shimadzu®,
Kyoto, Jap&o) sob uma atmosfera controlada por nitrogénio com fluxo de 50 mL min~
. Amostras de aproximadamente 3 mg foram analisadas em uma panela de aluminio
na faixa de temperatura de 25 a 230°C usando uma taxa de aquecimento de 10°C
min~'. Os testes foram realizados com as membranas e os componentes isolados. Os
dados térmicos foram analisados usando o software TA-60 Shimadzu® (Kyoto,

Japao).
4.6.1.4. Analise termogravimétrica - TGA

As analises termogravimétricas foram obtidas por um DTG-60H (Shimadzu®,
Kyoto, Jap&o) em panela de platina sob uma atmosfera controlada de nitrogénio com
fluxo de 50 mL min~'. Amostras de 3-5 mg foram analisadas na faixa de temperatura
de 25 a 500°C a uma taxa de aquecimento de 10°C min~'. Os testes foram realizados

com as membranas e os componentes isolados. As curvas da primeira derivada da
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analise termogravimétrica (DTG) foram analisas usando o software TA-60 Shimadzu®

(Kyoto, Japao).
4.9.1.5. Propriedades mecéanicas

A anadlise do perfil de textura foi realizada para medir as propriedades
mecanicas das membranas, e um teste de tragao foi realizado para mensurar sua
forga de ruptura, alongamento, tensdo de ruptura e deformagdo (n=3). As analises
foram realizadas utilizando um texturbmetro (Stable Micro Systems TA-XT Plus)
equipado com uma célula de carga de 5 Kg utilizando garras do tipo cunha que se
movem horizontalmente para apertar e fixar a membrana (antes da analise) e
verticalmente para realizar o teste de alongamento. As membranas com uma area de
10 cm? foram hidratadas em agua por 1 min, o excesso foi retirado com papel filtro
absorvente e fixadas adequadamente no aparato. A velocidade do teste foi definida
para uma taxa de 2 mm.s™', o espago entre as garras foi definido em 30 mm e a forga
inicial foi de 0,049N (Tensile strength/ Extensibility/Elongation — Tensile Grips, Ref:
TRT1/TG). As amostras foram esticadas até a ruptura, e a tens&o foi medida dividindo
a forga gerada durante a extenséo pela area da sec¢éo transversal. O modulo de Young
foi calculado pela relacdo entre a tensdo e a deformacdo das membranas apds a
aplicacdo de uma forga de tracdo (Figura 12). O alongamento (Al) foi medido pela
diferenca entre o comprimento final (I e o comprimento inicial (lo). Por fim, o

percentual da deformacéo (€) foi calculado pela equagao (2):

Al
€(%)=—x100
o Equacdo 2

Onde Al é o alongamento e lp o comprimento inicial, ambos obtidos em

milimetros (mm).
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Diregéao de aplicagao da
forga (g)

Regidode _ | Regido
rompimento molhada

Membrana polimérica com extremidades
secas e regido central imersa em agua ultra
pura por 1 minuto.

Figura 12. Esquema representativo do teste de propriedade mecénica realizado em
texturbmetro (Stable Micro Systems TA-XT Plus) com as membranas poliméricas
contendo mucina.

4.6.1.6. Eficiéncia de intumescimento

O estudo de intumescimento das membranas foi realizado por contato em
dispositivo com superficie hidratada, conforme a Figura 13. Para isso, um papel de
filtro de 7 cm?foi fixado em cima do compartimento receptor das células de Franz para
manter a agua destilada em contato constante com o liquido que se difunde da cdmara
através do papel de filtro criando uma superficie hidratada. A membrana polimérica foi
cortada em formato quadrado (1 cm?), pesada e entdo colocada em contato com a
superficie hidratada do dispositivo por até 40 minutos. Em periodos definidos de
tempos (1, 5, 10, 20, 30 e 40 minutos) a membrana foi removida do dispositivo e as
medidas de massa foram mensuradas em balanga analitica para avaliar a capacidade
de reter o liquido. O grau de intumescimento (Gl) foi obtido a partir do ganho
percentual de massa da membrana umida e calculado pela equacao (3):

100

GI(%) = ((mfm;lml)) x

Equacao 3
Onde mf é a massa final da membrana imida e mi a massa seca da membrana.

Cada amostra foi medida em triplicata.
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Papel filtro para contato
com o meio recptor

v

I Membrana polimérica (1x1cm) I

Figura 13. Teste adaptado de intumescimento por contato das membranas
poliméricas utilizando célula de difusdo de Franz.

4.7. Sintese de membranas hibridas baseadas em hidrogel contendo mucina

dispersa
4.7.1. Sintese de Gelatina Metacrilato

Para a sintese de Gelatina Metacrilato (Figura 14), primeiro a gelatina tipo A foi
dissolvida em tamp&o PBS pH 7,4 a 50°C. Apss agitagéo, adicionou-se lentamente
anidrido metacrilico e incubou-se por 4 horas, sob agitagdo e protegida da luz. Apos
a incubacéo realizou-se a precipitagdo da gelatina em acetona a 0°C e secagem do

produto na estufa por 24h.

H,;N——

11
\H\O)W/ #
!
50°C 0

NH, —p |
Tampé&o PBS ; u)\f
4 horas /S/H
HoN /

Gelatina Gelatina Metacrilato
Figura 14. Reacado da sintese de gelatina tipo A metacrilato. Imagens adaptadas de
Duffy; David; Crouzier, (2015); Nichol et al., (2011).
4.7.2. Sintese de Mucina Metacrilato

A sintese de Mucina Metacrilato (Figura 15) foi realizada dissolvendo mucina
tipo 2 em tamp&o PBS pH 7,4 a 50°C. ApoOs agitacdo, adicionou-se lentamente
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anidrido metacrilico e incubou-se por 6 horas, sob agitagdo e protegido da luz. Apos
a incubacéo realizou-se a precipitagdo da mucina em acetona a 0°C e secagem do

produto na estufa a 40°C por 24h.
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Figura 15. Reacdo da sintese de Mucina tipo Il metacrilato. Imagens adaptadas de
Duffy; David; Crouzier, (2015); Nichol et al., (2011).

4.7.3. Sintese das Membranas Hibridas Baseadas em Hidrogel.

As membranas hibridas baseadas em hidrogéis foram sintetizados por
fotopolimerizagdo dos macromeros quando em solugdo com o fotoiniciador e expostos
a luz UV (365 nm). Em um primeiro momento, a gelatina metacrilato é solubilizada em
agua de 40 a 50°C (protegida da luz) com variagdes de concentracdo de 1 a 50%
(m/m), em seguida se adiciona uma solugdo de Irgacure® (100 mg/mL em etanol).
Esta solucao foi dispersa sobre um molde de forma que a altura do liquido ficasse
entre 1 e 10 mm. Em seguida o molde foi exposto a luz UV (365 nm) por 8 min.

Sobre a primeira camada foi dispersa uma solugdo de Mucina Metacrilato -
previamente solubilizada em agua de 40 a 50°C (protegida da luz) com variagdes de
concentragéo de 1 a 50 % (p/p) com uma solugédo Irgacure® (100 mg/mL em etanol) —
de forma que a altura do liquido ficasse de 1 a 10 mm. O molde foi novamente exposto
a luz UV (365 nm) por mais 3 minutos. Apds o tempo de polimerizagado da segunda
camada, uma terceira camada contendo 2-metacriloiloxietil fosforilcolina de 1 a 50%
(m/m) solubilizada em agua e com adi¢cdo de Irgacure® (100 mg/mL em etanol) foi
dispersa sobre o molde de forma que a altura do liquido também ficasse de 1 a 10
mm.

O molde foi novamente exposto a luz UV (365 nm) por 40 min. Apds a cura por

luz UV os moldes foram refrigerados de 2 — 8° C por 72 horas.
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Figura 16. Esquema da composigdo das membranas hibridas baseadas em hidrogel
de trés camadas.

4.7.4. Caracterizagao das Membranas Hibridas Baseadas em Hidrogel

As caracterizagbes das membranas hibridas baseadas em hidrogel quanto a
FTIR, DSC e TGA foram realizadas de acordo com os itens 4.6.1.2 a 4.6.1.4.

4.7.4.1. Caracterizagdao das membranas hibridas baseadas em hidrogel quanto

ao conteudo de agua

O conteudo de agua da membrana hibrida baseada em hidrogel foi medido
gravimetricamente. Para isso, cada amostra foi levemente tocada em papel filtro para
remover o excesso de agua da superficie. Em seguida, foram pesadas em uma
balanca analitica. As amostras foram entdo secas durante 48 horas em estufa a 40°C

com fluxo de ar de 40%. O conteudo de agua foi calculado pela equagao abaixo:

(mu—-ms)

CA (%) = x 100

Equacao 4

Onde mu é a massa do hidrogel umido e ms a massa do hidrogel seco. O experimento

foi realizado em triplicata.
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4.7.4.1. Anadlise morfoloégica das Membranas

A morfologia das membranas poliméricas e da membrana hibrida baseada em
hidrogel, foi analisada por microscopia eletrénica de varredura (MEV JOEL, JSM-7000
IF). Para a analise, foram utilizadas membranas com area de 1x1mm na posigao
vertical e horizontal em um suporte. Em seguida, as amostras foram metalizadas com

ouro e analisadas em aumento de 10 ym e 1 pym.
4.7.5. Prova de conceito para avaliagao do modelo OphthalMimic

As membranas poliméricas (item 4.6) acopladas ao modelo OphthalMimic
foram desafiadas utilizando as amostras de gel PLX16 e PLX16QS1,0 contendo FLU
0,2%, conforme descrito no item 4.2.4.2. Ja a membrana hibrida baseada em hidrogel
foi desafiada utilizando as formulagdes de gel PLX 14, PLX 16, PLX20, PLX16QS05,
PLX16QS10, PLX16QS125 e uma solugdo aquosa de FLU 0,2%. Para isso, as
formulagdes foram colocadas em contato com as membranas contendo mucina e
depois lavadas com o fluxo lacrimal simulado.

A formulagdo lavada continuamente foi coletada e analisada quanto ao
conteudo de farmaco. A quantidade de farmaco coletada em varios tempos foi
avaliada de acordo com a concentragdo inicial de farmaco adicionada a superficie da

membrana mucoadesiva.

4.8. Analises estatisticas

A analise estatistica dos dados foi conduzida com testes ANOVA one-way e t-
test utilizando auxilio do software GraphPad Prism 6 v.3.00 (La Jolla California, USA).
Um valor de p < 0,05 foi considerado como critério para rejeitar a hipotese nula. Para
a construcdo e analise dos graficos, foi utilizado o programa Oringin 8. Ja os dados
referentes a penetracdo da CUR na coérnea, obtidos através de fluorescéncia, foram

processados utilizando o software ImagedJ.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Parte 1.
5.1. Concepgao do compartimento doador no modelo dinamico

A montagem e aperfeicoamento do compartimento doador do modelo dindmico
contou com o total de seis versdes, das quais cinco foram fabricadas em vidro
(Unividros, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo). A penultima foi obtida via impressao 3D (FDM
Voolt 3D, modelo Gi3) com polimero acrinolitrila butadieno estireno (ABS) para o
refinamento das alturas dos canais (entrada e saida) e, assim, finalizagdo em vidro.

O canal de saida foi produzido com diametro superior ao da entrada para evitar
a presséo induzida. Uma bomba rotativa comercial integrada ao sistema fornece um
fluxo adequado de fluido lacrimal simulado. Dois paradmetros criticos deste modelo
foram (i) a altura do canal de saida, que determina o volume maximo de fluido
acumulado na superficie ocular e (ii) o fluxo gerado pela bomba, que determina a
drenagem da formulacéo.

Conforme ilustrado na Figura 17

, as diferencas entre as versdes produzidas foram caracterizadas por nove
parametros organizados entre aqueles capazes de afetar diretamente o fluxo lacrimal
(associados ao eixo horizontal do compartimento doador) e a fatores geométricos
relacionados as entregas das formulagbes em teste e acomodacgéo do globo ocular
(dispostos no eixo vertical do compartimento doador).

No primeiro caso, sdo considerados: (i) a direcdo mutua de entrada e saida do
fluxo lacrimal representada pelo angulo ©; (ii) a altura de entrada (Hin) e saida (Hout)
do fluxo e; (iii) o didametro para entrada e saida do fluxo (din € dout).

No que diz respeito aos parametros geométricos, além da altura global (H) do
meio doador foram definidos dois casos especificos relacionados ao didametro interno
no seu eixo vertical. No primeiro caso, foram considerados modelos que possuem um
unico diametro interno ao longo de toda sua altura, caracterizados apenas pelo
parametro Dt. No segundo caso, s&o avaliados modelos que possuem alargamentos
nas suas partes inferiores, empregados para facilitar o acoplamento do globo ocular,
levando as versdes a serem descritas tanto pelo didmetro superior D, quanto por um

novo didmetro (maior), definido como o diédmetro inferior Dy,.
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Neste segundo caso é importante considerar a altura a partir de qual se inicia
o alargamento do meio doador (Hp, Hin € Hout), uma vez que tal pardmetro demonstrou
consideravel impacto sobre a acomodagédo do globo ocular, conforme discutido a

seqguir.
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Figura 17. Esquema representativo dos parametros caracteristicos do meio doador
para fixagdo ocular no modelo dinadmico ex vivo de penetragcdo ocular indicando as
dimensdes alteradas. Imagem adaptada de Barbalho et al., (2023).

Considerando-se a Figura 18 e a tabela 2, a primeira versao do compartimento
doador contou com altura global (H) de 43,96 mm e é descrita por um unico valor de
D:, ou seja, ndo apresentou alargamento inferior. No que diz respeito aos parametros
de fluxo,foram obtidos valores similares entre si para as alturas Hj, (8,70mm) e Hous
(7,44mm). Os didmetros de entrada e saida do fluxo lacrimal exibiram os valores de
2,05mm (din) e 3,61mm (dout), respectivamente.

A direcao do fluxo lacrimal, neste caso, foi estabelecida como colinear, ou seja,
os fluxos de entrada e saida seguiram a mesma diregao entre si, ambos formando um
angulo de 90° em relagao ao eixo vertical (altura do compartimento doador). Esta
versao se mostrou problematica por diferentes motivos, entre os quais se destaca a
dificuldade de acoplar o globo ocular ao sistema e o represamento de fluidos (fluido
lacrimal e formulagdo) em contato com a superficie ocular.

Buscando evitar a ocorréncia do represamento de fluidos, alteragbes foram
propostas tanto nos parametros de fluxo, quanto nos parédmetros geométricos
(versdes 2, 3 e 4).

Nas versodes 2 e 3 optou-se por empregar angulos © < 90 ° na diregédo de saida
do fluxo, buscando aumentar a ejegao de possiveis volumes de fluido represado, o

que se mostrou uma abordagem bem-sucedida. Ainda nestas versdes, os didmetros
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de entrada e saida do fluxo foram variados de modo que as razdes entre os valores
de doute din fossem sempre maiores em comparagdo com a primeira versao (Tabela
2). Isto de fato auxiliou na redugdo da quantidade de fluido represado no
comportamento doador. E importante ressaltar que apesar das versdes 2 e 3
apresentarem menor altura global (H) em relagao ao primeiro compartimento doador,
os valores de Hin, Hout, Dt, Db, € H foram mantidos praticamente inalterados entre
essas versoes.

Portanto, tais versdes permitiram explorar o papel da angulagao e das razoes
entre os didmetros de entrada e saida, demonstrando que estes sao fatores chave
para evitar o represamento de fluidos.

Levando em consideracao as versdes 3 e 4, buscou-se avaliar o papel do
alargamento da parte inferior do meio doador, a fim de otimizar o acoplamento do
globo ocular no sistema. Conforme mostrado na Tabela 2, observa-se que apesar do
diametro inferior Dy, ser igual nas duas versdes, o parametro Hy, (altura de onde se
inicia o alargamento) assume os valores de 9,30 mm e 7,15 mm nas versdes 3 e 4,
respectivamente. Os testes de acomodacao do globo ocular indicaram uma melhor

performance para o maior valor de Hb (versao 3).

Figura 18. Imagens das versdes dos compartimentos doadores fabricadas em
vidro. Imagem adaptada de Barbalho et al., (2023).
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Tabela 2. Pardmetros de fluxo e geométricos avaliados nas versdes testadas do

compartimento doador.

Parametros Fluxo Parametros Geométricos
Versdo | din  dout dout/ Hin Hout Hin/ © Dt Db Hb H
(mm) (mm) din (mm) (mm) Hout (mm) (mm) (mm) (mm)
1 205 361 176 7,44 8,70 0,85 90° (12,18 - - 43,96
2 261 534 204 430 300 143 <90° (14,27 - - 30,17
3 1,29 29 224 13,0 13,0 1,00 <90° (14,37 20 9,30 28,08
4 1,26 295 234 108 11,5 0,93 90° (14,37 20 7,15 20,14
5 243 500 205 101 560 1,8 <90° |13,38 20 12,7 18,63
0 2
6 249 3,00 1,20 70 3,00 233 <90° (12,14 20 8,44 18,12
(3D)

Na versdo 5 finalmente sdo combinadas todas as variaveis de otimizacéo
exploradas, como a angulagéo ©, os diametros de entrada e saida e o alargamento
inferior do meio doador; esta ultima variavel teve um aumento do Hp para 12,72 mm.
Além disso, outra variavel ainda nao explorada baseada no escoamento
hidrodinamico do fluido represado foi testada neste modelo.

Para esta finalidade, a versdo 5 foi produzida buscando estabelecer um
desnivel mais significativo entre as alturas de entrada e saida do fluxo lacrimal. Esse
desnivel é indicado tanto na Figura 18, quanto através da razdo Hin/Hout entre as
alturas Hin € Hout (Tabela 2). Conforme esperado, o escoamento hidrodindmico
garantiu outra abordagem de otimizacdo no compartimento doador, evitando o
represamento de fluidos. Assim, a versdo 5 foi escolhida para ser utilizada como
compartimento doador no modelo dinamico.

No que diz respeito a versdo 6, obtida via impressdo 3D (Figura 19), é
importante destacar que, apesar de ser o mais facil de produzir e ajustar seus
parametros (além de potencialmente possuir o menor custo de fabricagédo), ao longo
dos testes preliminares houve preocupacao no que diz respeito a sua durabilidade e
ao contato dos farmacos testados com as paredes poliméricas de tal compartimento.
Desta forma, para prevenir a liberacao de possiveis interferentes oriundos do material
polimérico durante os testes, tal versdo nao foi considerada para as proximas fases

do projeto.
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Figura 19. Imagem do compartimento doador, fabricado via impressao 3D.

A adaptacido de testes estaticos de permeacao de farmacos na via ocular,
através da criagdo de canais adicionais relacionados a linhas de perfusdo que
simulam o fluxo lacrimal e a drenagem da superficie ocular, acrescentam uma maior
complexidade a esses testes. Isso permite o estabelecimento de um modelo mais
sensivel para evidenciar o impacto no perfil de permeacao do farmaco resultante de
pequenas diferencas entre as formulagdes testadas.

Isso ocorre porque a dindmica da area pré-corneal tem um impacto extremo na
absorcao do farmaco, pois diminui o tempo de contato da formulagdo com a superficie
de absorgao (Almeida et al., 2015).

No entanto, existem diversos fatores que influenciam o desempenho da
formulacdo em termos de permeacgéao de farmacos e tempo de permanéncia (Estlack
et al., 2017). Muitos desses fatores ou caracteristicas da formulagdo podem nao ser
evidenciados por experimentos de permeacdo estatica, por isso métodos incluindo
variaveis dinamicas podem ser mais sensiveis do que métodos estaticos.

Em condigbes fisioldgicas, o filme lacrimal € submetido a um ciclo continuo de
producdo, evaporacgdo, absorgédo e drenagem, o que leva a um equilibrio dindmico.
Logicamente o “clearance” da formulagdo ndo pode ser extrapolado levando-se em
consideragao apenas a renovagao basal, visto que, apds a administracdo oftalmica,
inicia-se 0 mecanismo de reflexo de defesa. Esse mecanismo tem inicio com a
producdo extra de fluido lacrimal e reflexos mecanicos, como a alteragdo da
frequéncia do piscar, incrementando a drenagem.

Portanto, a drenagem de farmaco da camara doadora proposta aqui ndo tem a
pretensao de produzir resultados que possam ser diretamente correlacionados com a

biodisponibilidade in vivo. Ainda assim, um experimento de permeacao ex vivo que
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leva em consideracao, pelo menos a depuracao basal esperada, pode fornecer muita
informacédo sobre o desempenho esperado de uma formulacéo in vivo, sendo Uutil,

portanto, para comparar conjuntos de formulagdes.
5.2. Descricao matematica dos efeitos da depuracao do sistema

Considerando que a depuragado do sistema pode levar a ejecdo de uma
quantidade consideravel da formulagdo em contato com a superficie ocular, buscou-
se através de uma abordagem matematica obter o entendimento quantitativo sobre o
volume disponivel no sistema em funcdo do tempo. Assumindo que as depuracgdes
adotadas aqui (11 %/min, 16%/min e 2min a 16% + 13 min a 11%) sdo constantes e
levam a uma redugdo progressiva e nao linear da quantidade de formulagdo no
compartimento doador, foi possivel estimar a evolugao temporal do volume disponivel

neste compartimento.

Tomando inicialmente como caso de estudo a menor depuragédo de 11%/min,
verificou-se que apos os trés primeiros minutos de ensaio o volume disponivel foi para
89%; 79,21%; e 70,51% do seu valor inicial, respectivamente. Este comportamento
revela um perfil exponencial decrescente associado a depuragdo do volume de
formulac&o, demonstrado pela Equagéao 1.

Sem perda de generalidade, esta abordagem matematica também foi aplicada
para o caso da depuragao ajustada em 16%/min. A Figura 20 demonstra a evolugao
do percentual de volume disponivel no meio doador em fungdo do tempo para as
depuragdes de 11%/min (linha verde) e 16 %/min (linha vermelha), respectivamente,
rendendo os coeficientes de depuragéo de 0,117 s e 0,174 s para estas condigoes.
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Figura 20. Simulagcdo matematica da evolugdo temporal do percentual de volume
disponivel no meio doador em fungcédo da depuragdo empregada. Fluxos lacrimais de
33uL/ min, 48 pL/min e da combinagcdo de ambos sdo representados em verde,
vermelho e azul, respectivamente. Imagem adaptada de Barbalho et al., (2023).

Conforme esperado, para tempos fixos o volume disponivel € maior quanto
menor o coeficiente de depuragdo. Por exemplo, comparando ambos 0s casos, apos
15 minutos de operagéo do sistema o volume foi reduzido para 17,29% e 7,35% do
seu valor inicial sob depuracdes de 11 e 16 %/min, respectivamente. Conforme
mostrado na Tabela 3, um aspecto central desta modelagem matematica da
depuracdo do sistema foi a possibilidade de correlacionar o volume disponivel de

formulagéo com os resultados obtidos nos ensaios de permeacao.
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Tabela 3. Volume percentual disponivel no compartimento doador no modelo
dindmico de penetracido ocular previsto matematicamente em fungcédo das condicoes
de depuracgao adotadas.

Tempo Volume Percentual disponivel (%)

(min)  1° Condicdo 2° Condicao 3° Condicao
(11%/min) (16%/min)  (16%/min-11%/min)

0 100 100 100

1 88,96 84,03 84,03
2 79,14 70,61 70,61
3 70,40 59,33 62,81
4 62,63 49,86 55,88
5 55,71 41,90 49,71
6 49,56 35,20 44,22
7 44,09 29,58 39,34
8 39,22 24,86 34,99
9 34,89 20,89 31,13
10 31,04 17,55 27,69
11 27,61 14,75 24,64
12 24,56 12,39 21,92
13 21,85 10,41 19,50
14 19,44 8,75 17,34
15 17,29 7,35 15,43

No que diz respeito a terceira condigdo, a adogédo de dois regimes de fluxo
(depuragdo) pode ser modelada sequencialmente, estimando-se a evolugao
percentual em dois estagios. O primeiro estagio obedecendo a expressao V(t) =
300e~%174 equivalente aos primeiros dois minutos, e o segundo estagio sendo

expresso pela equagéo V(t) = 211,83e~%117(t=2) nos tempos posteriores.

E importante notar que na primeira express&o, o coeficiente B equivale ao valor
encontrado para a maior depuragao (16%/min) e o volume inicial corresponde ao
volume total no compartimento doador (300uL). Por outro lado, na segunda expresséo
assume-se como volume inicial a quantidade disponivel apos este primeiro regime de
depuragédo (ocorrido nos primeiros dois minutos), ou seja, 211,83 pyL. Além disso, é
importante notar que o coeficiente de depuragdo nesta segunda expressao
corresponde aquele encontrado para a depuracdo de 11%/min. A alteracao sutil no
parametro temporal levou a mudanga de t para (t — 2), que foi necessaria pois, neste

segundo estagio, os primeiros dois minutos ja foram decorridos. Através desta
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descricdo sequencial foi mostrado que operando-se o sistema a 16%/min nos
primeiros 2 minutos e continuando a operacao por mais 13 minutos, o valor percentual
de volume disponivel resulta em 15,43%, diferindo do que é encontrado no mesmo
tempo para as outras condi¢des. A evolugcédo do percentual de volume disponivel em
funcao do tempo neste caso segue o perfil bi-exponencial, demonstrado pelas esferas

azuis da Figura 20.

5.3. Fixagao dos globos oculares e montagem do modelo dindmico (passo a

passo)

Para a fixagdo dos globos oculares no modelo dindmico foram necessarias
adaptagdes da montagem tradicionalmente adotada nos testes estaticos. Neste caso,
uma placa de cultura celular de doze pocgos foi adaptada para atuar como
compartimento receptor, onde o globo ocular foi inserido, entre o pogo desta placa e o
compartimento doador (Figuras 21 a 25).

Vale destacar que os pogos vazios adjacentes foram utilizados como
recipientes para coleta do fluxo lacrimal. Ou seja, ao lado de cada pogo contendo o
globo ocular, também ha um pogo especifico para a coleta de fluidos que escoaram
pela superficie ocular durante o teste.

Para a fixagdo adequada de todos os elementos no sistema, foram projetadas
por meio de impressao 3D, duas placas planas poliméricas. E com o auxilio de
parafusos geometricamente equilibrados foi possivel garantir o melhor ajuste do
sistema. Ambas as placas possuem as mesmas dimensdes e diferenciam-se apenas
pelo fato de que a placa inferior € totalmente plana, enquanto a placa superior possui
oito aberturas que se encaixam perfeitamente ao didametro D¢ do compartimento

doador.
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Passo a passo da montagem do Modelo Dinamico ex vivo de olho suino

1° passo:

Figura 21. Dissecagdo ocular. A) Globo ocular com palpebras. B) remog&o das
palpebras do globo ocular. C) Globo ocular limpo, pronto para o experimento.

2° passo:

Figura 22. Montagem da base de encaixe dos globos oculares. D) placa de 12 pogos
posicionada junto ao suporte 3D inferior. E) e F) Posicionamento do globo ocular. G)
Quadruplicata de globo ocular posicionada na placa.

65



Figura 23. Montagem superior do modelo dinamico. H) Graxa de silicone passada nas
laterais do meio doador para evitar vazamento da formulagédo. 1) Meios doadores
fixados aos globos oculares. J) Fechamento do sistema com a tampa superior
impressa em 3D. K) Montagem do modelo finalizada para acoplar as mangueiras de
fluxo.

4° passo:

Figura 24. L) Modelo mostrando as corneas expostas. M) Mangueiras de fluxo
acopladas a entrada do meio doador. N) Modelo dindmico completamente montado:
a esquerda os meios doadores e receptores fixados, ao centro a bomba peristaltica e
a direita um béquer contendo a solugao lacrimal.

66



5° passo:

Figura 25. O) Retirada do Globo ocular apos o teste. P) Lavagem do Globo ocular
inteiro com agua ultrapura para retirada do excesso de formulagdo. Q) Perfuragao do
globo ocular com bisturi. R) Remog¢do da coérnea. S) Lavagem da cornea apos
remogao. T) Cdérnea excisa pronta para o processo de extragdo do farmaco.

O compartimento doador do sistema foi projetado e construido para ser
conectado a uma bomba peristaltica (MINIPLUS evolution, Gilson, Middleton, EUA),
mantendo uma vazao de tampé&o fosfato isoténico pH 7,4, com o objetivo de mimetizar
o fluxo lacrimal sobre a superficie do olho. Assim, o compartimento doador foi
preenchido com o volume das formulagdes em gel ou solugdo aquosa de FLU.
Imediatamente apds a instilagdo de cada formulag&o, a bomba peristaltica foi ligada e
o fluxo de solvente aquoso iniciado.

Apods os 15 minutos totais de experimento, o globo ocular foi removido do
dispositivo, e as corneas foram separadas para extragdo dos farmacos (Figura 25).
Para retirar o excesso de farmaco da superficie da cornea, o globo ocular inteiro foi
lavado com agua ultrapura. Em seguida, apds a cornea ser excisada, foi lavada

novamente. Por fim, as cérneas foram picotadas e inseridas em frascos de vidro
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ambar, onde foram adicionados 5 mL de tampado HEPES para recuperacdo do
farmaco, seguindo o protocolo de extragdo do FLU. Ao fim, foi realizada a coleta e
filtragdo (em membrana de 0,45 ym) de cada amostra para analise em HPLC.

5.4. Estabelecimento das condicoes de operacdao do modelo dinamico de
penetragcao ocular

Apo6s a montagem do sistema, as placas fixadas contendo os globos oculares
foram conectadas a bomba peristaltica conforme mostrado na Figura 24. Isto permitiu
a exploragcao das variaveis de operagcao do modelo dindmico de penetracdo ocular
como: (i) o volume de formulagbes aplicado no compartimento doador, (ii) as
configuragbes de fluxo da bomba peristaltica, e (iii) o tempo de residéncia da
formulac&o sobre o globo ocular.

A respeito da primeira variavel optou-se por injetar o volume maximo de
formulacdo que o compartimento doador é capaz de comportar. Assim, ficou
padronizada a aplicagcao de 300 uL das formulagcdes em teste para todos os ensaios,
garantindo o fluxo e depurac&o adequado produzido pela bomba peristaltica.

Sendo a depuracéo um fator crucial para a performance do modelo, buscou-se
realizar os testes em condi¢gdes capazes de emular o comportamento descrito em
condigdes in vivo, ou seja, depuragdes de ~11-16% /min. Essa finalidade foi alcancada
operando a bomba peristaltica sob rotacées de 9 rpom e 11 rpm, 0 que estabelece
fluxos de 33 uL/min e 48 uL/min no sistema, os quais, por sua vez, correspondem a
depuragdes de 11%/ min e 16 %/min, respectivamente. Tais valores foram adotados
ao longo dos ensaios.

Buscando estabelecer relagdes entre o tempo de penetracédo da formulagao e a
performance do modelo, foram estabelecidas condi¢cdes de operacdo de acordo com
a simulagdo matematica da evolugao temporal do percentual de volume disponivel no

meio doador em fung&o da depuragdo empregada, conforme descrito na Figura 26.
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Figura 26. Esquema operacional do modelo dindmico destacando a condigdo de
operagao.

Com base na simulagdo matematica foram estabelecidos 2 diferentes regimes
de fluxo e tempo de operagdo, da seguinte maneira: com um volume no
compartimento doador de 300 pL o sistema foi inicialmente operado sob um fluxo de
48 yL/min durante os primeiros 2 minutos de teste. Posteriormente, o fluxo foi reduzido
para 33 uL/min, mantido até completar o tempo de 15 minutos. Ou seja, sob um fluxo

lacrimal menor, o sistema continuou operando por mais 13 minutos.
5.5. Estudos de penetracao com formulagées contendo farmaco modelo (FLU)

A escolha dos geéis de PLX/FLU e PLX/QS/FLU permitiram a avaliagdo da
capacidade do sistema em interagir com formulagdes, apresentando propriedades de
viscosidade e mucoadesao distintas. Considerando inicialmente os géis de PLX/FLU,
conforme apresentado na Figura 27, foi possivel verificar que a quantidade de FLU
permeado na cérnea nao apresentou diferenga estatistica significativa, demostrando
que os resultados independem das porcentagens de PLX que alteram de forma direta
a viscosidade da formulacdo. Apesar desse fato, os resultados apresentados em
ambos os modelos (estatico e dinamico) sugerem que a permeagao nao € favorecida
por este parametro fisico.

Contudo, comparando o mesmo grupo de amostras de PLX/FLU, podemos
observar na relagao entre modelos que os resultados apresentados no ensaio estatico
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com células de difusdo de Franz s&do maiores em relagdo ao grupo submetido ao

modelo dindmico.
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Figura 27. Resultados do ensaio de permeacao do FLU em diferentes formulagdes
de PLX e PLX contendo QS nas concentracdes de 0,5%, 1,0% e 1,25%. A) Resultados
de penetracdo do FLU em cérnea no modelo ESTATICO ex vivo por 15 min. B)
Resultados de penetragdo do FLU em cdérnea sob acdo de FLUXO LACRIMAL
seguindo a 3° condicdo do modelo (2 minutos sob depuracdo de 16 %/min + 13
minutos sob depuragao de 11%/min). Imagem adaptada de Barbalho et al., (2023).

Nos ensaios utilizando géis com e sem QS foi possivel verificar claramente que
a presenca da QS aumenta a efetividade da penetracdo de FLU em ambos os
modelos. Esse fato esta correlacionado com o aumento da mucoadesividade da
formulacdo, a qual é favorecida principalmente pela presenga dos grupos funcionais
amino (-NH2) na estrutura da QS (lbrahim et al., 2023). Devido a esses grupos
funcionais, os géis contendo QS tem a capacidade de aderir a mucina presente na
superficie da cornea através da formacdo de interagdes quimicas por atragao
eletrostatica (Pai; Monpara; Vavia, 2019).

De acordo com os resultados, fica claro que os ensaios estaticos superestimam
os valores de permeacdo de ativos nos géis contendo QS, cerca de duas vezes o
valor, e nos géis de PLX cerca de cinco vezes o valor. Contudo, quando observamos
os resultados de penetragéo apresentados pelos géis contendo QS no modelo estatico
foi observada diferenca estatistica significativa entre PLX16+QS0,5% e
PLX+QS1,0%, quando a concentracdo do componente mucoadesivo dobrou. Foi
observada também uma tendéncia nos resultados dessas formulag¢des: quanto maior

a porcentagem de QS, maior a mucoadesividade exercida pela formulagao, e, por sua
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vez, maior quantidade de FLU permeando na camada da cérnea. Esse fato pode ser
explicado pelo formato da cérnea posicionado na célula de difusdo do tipo Franz
modificada ndo reproduzir o formato do globo ocular, permitindo que a formulagao
permaneca maior tempo de residéncia na superficie de contato, e, consequentemente,
maiores interagdes quimicas com as mucinas na superficie dos olhos.

Comparando o mesmo grupo de géis contendo QS, mas agora submetidos ao
ensaio no modelo dinamico, os resultados afirmam mais uma vez o sucesso desse
modelo de penetragao ocular. O modelo dindmico demonstrou valores contundentes
para as formulagdes com o componente mucoadesivo, exibindo comportamento
esperado: mostrou que o aumento do percentual de QS nao altera a penetragao nesse
modelo, sugerindo que as formulagdes sofrem uma forga de drenagem, sendo entao
lavadas da superficie da area aplicada e reduzindo as interagdes quimicas entre a QS
e a mucina da camada da cérnea. Assim, o modelo dindmico proporcionou maior
complexidade ao teste e se mostrou mais sensivel e realista quanto ao perfil de

penetracdo de medicamentos na cérnea.
5.6. Formulagoes contendo curcumina

Formulagdes inovadoras contendo CUR foram testadas para desafiar o modelo
ex vivo de penetragdo ocular com fluxo lacrimal simulado (modelo dindmico) e o
modelo estatico. As caracteristicas das formulagbes seguem descritas nas segdes
abaixo.

5.6.1 Lipossomas

Os lipossomas contendo CUR — LP-CUR (Figura 28) apresentaram um
diametro hidrodindmico de 143,20 + 1,16 nm. O indice de polidisperséo foi de 0,09 £
0,02, indicando a preservagao das caracteristicas de monodispersao e uniformidade

desejaveis. O potencial zeta da formulagéo registrou um valor de —13,87 mV.
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Figura 28. Formulagao de lipossomas (LP-CUR) contendo curcumina.

5.6.2 Nanoemulsao nao aquosa baseada em solventes Alcanos Semifluoranatos

A nanoemulsédo contendo CUR — NANE-CUR (Figura 29) foi obtida por meio
de uma mistura de solventes constituida por alcanos semifluoranatos, conforme
descrito por Agarwal et al. (2018). Apresentou tamanho de particula de 38,41 £ 1,35
nm e indice de polidispersao de 0,25 + 0,01.

.
LT

nanoemuisdo

Figura 29. Formulagao de nanoemulséo (NANE - CUR) contendo curcumina.

5.6.3 Solucgao oleosa

Uma solugao oleosa foi utilizada como controle, representando uma formulagao

convencional. Apos a produgao da formulagao, a solugao de triglicerideo caprilico de
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cadeia molecular média contendo CUR — MCT-CUR (Figura 30) apresentou-se de

forma homogénea, e translucida quando completa a solubilizagdo do farmaco.

Figura 30. Solugéo oleosa (MCT - CUR) contendo curcumina.

5.7.1 Penetracao ocular ex vivo de curcumina na regiao central e lateral da

cornea nos modelos dinamico e estatico.

O ensaio de penetragdo ocular buscou desafiar os modelos dindmico e estatico
com formulagdes inovadoras contendo CUR.

A anadlise da penetracao das formulagées MCT-CUR, LP-CUR e NANE-CUR
na regido central da cornea pode ser visualizada na Figura 31, apresentando ambos
os modelos de penetragao de olho inteiro (Dinamico - com fluxo lacrimal simulado - e

Estatico - sem fluxo lacrimal simulado).
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MODELO DE PENETRAGAO DINAMICO (COM FLUXO) - REGIAO CENTRAL DA CORNEA

MCT - CUR

LP-CUR

NANE- CUR

1 2 3 4 5

MODELO DE PENETRAGAO ESTATICO (SEM FLUXO) - REGIAO CENTRAL DA CORNEA

MCT - CUR

LP-CUR

NANE- CUR

Figura 31. Resultado representativo das imagens capturadas por microscopia de
fluorescéncia da penetragdo de CUR no epitélio corneano no modelo de penetragao
de olho inteiro dinamico (com fluxo) e no modelo estatico (sem fluxo), na regiao central
da coérnea através das formulagées MCT-CUR, LP-CUR, NANE. A posicdo das
imagens esta representada dos numeros de 1-5.

A formulagdo MCT-CUR foi utilizada como controle, representando uma

formulacdo convencional e apresentou menor intensidade de fluorescéncia,
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confirmando uma dificuldade de entrega do ativo na penetragdo ocular em ambos os
modelos de penetragdo. Quando exposta ao modelo dinamico (com fluido lacrimal
simulado) apresentou menor penetragcdo, o que pode ser explicado pela baixa
capacidade mucoadesiva da formulagéo, levando a uma alta drenagem pelo fluxo
simulado. Dessa forma, foram demostradas as mesmas dificuldades descritas para
formulagdes convencionais, resultando em baixas concentragdes nos tecidos oculares
devido ao baixo tempo de residéncia, causando uma biodisponibilidade oftalmica
bastante reduzida.

A penetracdo da CUR liberada pelo LP-CUR no modelo de penetragao
dinamico apresenta uma intensidade de fluorescéncia mais baixa. No entanto, é
possivel observar uma penetracdo mais profunda nas camadas da cornea quando
comparada ao modelo estatico. Nesse modelo, a CUR liberada pelo LP-CUR
apresentou uma alta intensidade de fluorescéncia, contudo sua concentragao ficou
delimitada no epitélio corneano, sugerindo a formagao de um filme superficial por
conta do ressecamento da cornea.

Diante desses resultados, os LP-CUR, devido a sua composicao e estrutura
semelhante as membranas celulares, poderiam aumentar a taxa de liberacédo e a
penetracdo de medicamentos na superficie ocular, resultando em uma
biodisponibilidade oftalmica melhorada (Chudasma et al., 2023). Além disso, de
acordo com alguns estudos, o desenvolvimento de lipossomas podem, de fato,
aumentar a penetracdo em todas as camadas epiteliais da coérnea e sao capazes de
atingir o estroma (Agarwal et al., 2016; Lopez-cano et al., 2021; Natarajan et al., 2012;
Soriano-romani et al., 2017). Entretanto, a LP-CUR n&o apresentou penetragcdo nas
camadas mais profundas da cérnea pelo modelo estatico, apenas no modelo com
fluxo lacrimal simulado.

Isso pode ser explicado pela influéncia do fluxo lacrimal simulado, permitindo a
movimentagdo das nanoestruturas sobre a superficie do olho, evitando secagem, e,
consequentemente, a liberacédo e penetracao do ativo. Além disso, outro mecanismo
pode ser sugerido para explicar essa penetragdo, sendo por meio da fusdo da
membrana plasmatica das células com a membrana lipossomal, o que leva a liberagéo
simultanea do conteudo veiculado pelo lipossoma no citoplasma (Sheikholeslami et
al., 2022). Esses dados corroboram o entendimento dos potenciais mecanismos de
penetracéo realizado pelo LP-CUR em ambos os modelos testados, visto que em
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ambos os modelos (dindmico e estatico) o lipossoma aumentou a prevaléncia da CUR
na superficie da cornea.

Ja a NANE-CUR teve penetracdo mais profunda nas camadas da cérnea em
ambos os modelos de penetragdo (dindmico e estatico), podendo ser observada
entrega da CUR até o estroma. Devido as propriedades apresentadas por esse
sistema, a NANE-CUR possui caracteristicas capazes de interagir com as camadas
do filme lacrimal do olho (camada lipidica, camada aquosa e camada de mucina) para
aumentar o tempo de residéncia, o espalhamento das goticulas na superficie ocular,
e portanto, aumentar a biodisponibilidade do ativo (Singh et al., 2020).

Outra caracteristica importante para o sucesso na penetracdo da CUR tendo a
NANE-CUR como veiculo esta no tamanho de particula apresentado. O tamanho das
particulas ficou em 35 + 16 nm e com indice de polidispersdo de 0,09 + 0,02. De
acordo com a literatura, faixa de tamanhos nanométrico (100-200 nm) para
nanoemulsdes podem ser internalizadas por mecanismos de captacao de endocitose
mediados por receptores através das células presentes na cornea (Youssef et al.,
2021). Além disso, sistemas nanoemulsionados contendo pequenas gotas
apresentam uma possibilidade aumentada de cobrir uma grande area de superficie
do olho, permitindo maior penetragdo do ativo (Shaker et al., 2019).

Contudo, para a regido central, resultados semelhantes foram obtidos. A
formulacgao controle teve menor penetragao nos dois modelos. Enquanto a formulagao
de LP apresentou maior intensidade de fluorescéncia nos dois modelos, logo uma
maior penetragao de curcumina foi observado na superficie da cérnea. A NANE-CUR
teve uma profundidade de penetracdo maior quando comparada as outras
formulacdes, esse ocorrido pode ser explicado pela capacidade da nanoemulsdo em
manter a superficie do olho hidratada.

A analise da penetracao das formulagées MCT-CUR, LP-CUR e NANE-CUR
na regiao lateral da cornea pode ser visualizada na Figura 32, apresentando ambos
os modelos de penetragdo de olho inteiro (Dindmico - com fluxo lacrimal simulado;

Estatico - sem fluxo lacrimal simulado).
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MODELO DE PENETRAGAO DINAMICO (COM FLUXO) — REGIAO LATERAL DA CORNEA

MCT - CUR

LP-CUR

NANE- CUR

1 2 3 4 5

MODELO DE PENETRAGAO ESTATICO (SEM FLUXO) — REGIAO LATERAL DA CORNEA

MCT - CUR

LP-CUR

NANE- CUR

1 2 3 4 5

Figura 32. Resultado representativo das imagens capturadas por microscopia de
fluorescéncia da penetragdo de CUR no epitélio corneano no modelo de penetragao
de olho inteiro dindmico (com fluxo) e no modelo estatico (sem fluxo), na regido lateral
da cornea através das formulagbées MCT-CUR, LP-CUR, NANE. A posicdo das
imagens esta representada dos numeros de 1-5.

As formulagdées MCT-CUR, LP-CUR e NANE-CUR apresentaram as mesmas

tendéncias de mecanismos de entrega na parte lateral da cornea quando comparadas
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a regido central da cornea, porém, demonstraram menor homogeneidade na
intensidade de penetracdo de CUR nas diferentes se¢des analisadas. Esse dado pode
ser explicado pelo formato convexo da cérnea; a curvatura apresentada € uma
caracteristica anatdmica importante, que pode afetar a administracdo de farmacos ou
ativos oftalmicos, facilitando o escoamento rapido das formulagdes.

Portanto, o modelo de penetracao estatico de olho inteiro, demonstrou nas duas
regides analisadas, um acumulo de CUR no epitélio corneano, sugerindo que o
modelo estatico pode estar sofrendo um ressecamento da cérnea e, logo, que a
liberacao das formulagdes pode estar sendo afetada por esse mecanismo, sugerindo
assim um modelo de doenga de olho seco. Ja o modelo de penetracdo dinamico
demonstrou que a penetracdo de CUR em todas as formulagdes tivessem uma
distribuicdo mais homogénea nas camadas da cornea causada pelo fluxo lacrimal
simulado sugerindo, assim, uma condicdo mais realista de aplicagdo de

medicamentos em um olho saudavel.

5.7.2 Penetragao ex vivo de curcumina na conjuntiva nos modelos dinamico e

estatico

A anadlise da penetracao das formulagées MCT-CUR; LP-CUR e NANE-CUR
na conjuntiva pode ser visualizada na Figura 33, apresentando ambos os modelos de
penetracdo de olho inteiro. A conjuntiva consiste em uma membrana mucosa
transparente que reveste a parte anterior do globo ocular e a parte interna das
palpebras, formando uma camada fina que se estende desde a borda da cérnea até
a parte posterior das palpebras (Downie et al., 2021). O epitélio da conjuntiva também
apresenta uma possibilidade para a penetracdo de medicamentos através de
formulagdes topicas oftalmicas.

78



MODELO DE PENETRAGAO DINAMICO (COM FLUXO) — CONJUNTIVA

MCT - CUR

NANE- CUR

MODELO DE PENETRAGAO ESTATICO (SEM FLUXO) — CONJUNTIVA

MCT - CUR

LP-CUR

NANE- CUR

Figura 33. Resultado representativo das imagens capturadas por microscopia de
fluorescéncia da penetracdo de CUR no modelo de penetracdo de olho inteiro
dinamico (com fluxo) e no modelo estatico (sem fluxo), na conjuntiva através das
formulagbées MCT-CUR, LP-CUR, NANE. A posi¢cado das imagens esta representada
dos numeros de 1-5.

A cornea apresenta uma area de superficie menor (area ~1,1 cm?) quando
comparada com a area de superficie a conjuntiva, cerca de 17 vezes maior. Além
disso a cornea conta com cinco camadas distintas e as tight junctions, que atuam
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como mecanismo de defesa a entrada de substancias exdgenas, o que pode refletir
em uma penetracdo menor quando comparada a conjuntiva, que apresenta maior
espacos intercelulares e maior permeabilidade aos ativos (Onugwu et al., 2023;
Ramos; Scott; Ahmad, 2015). Essa diferenga é um fator importante ao considerar a
administragao de ativos oculares.

A formulagdo MCT-CUR representando uma formulagdo convencional,
apresentou uma ligeira melhora na penetragdo da CUR, sendo observada uma maior
intensidade de fluorescéncia no tecido da conjuntiva tanto no modelo dinédmico, quanto
no modelo estatico.

O LP-CUR apresentou maior intensidade de fluorescéncia na conjuntiva
quando comparado a regido central e lateral da cornea. Esse fato também foi
observado quando comparado com as formulagbes MCT-CUR e NANE-CUR,
sugerindo que a formulacdo de lipossomas apresenta potencial para liberagdo maior
e para a penetragao do ativo nos tecidos analisados. No modelo estatico apresentou
novamente uma alta intensidade de fluorescéncia (delimitada ao epitélio corneano),
quando comparado com o modelo dinamico, demostrando mais uma vez a
importancia da aplicagéo do fluxo lacrimal simulado para a analise das formulagdes.

A NANE-CUR também apresentou maior intensidade de fluorescéncia na
conjuntiva quando exposta ao modelo estatico em comparagdo ao modelo dinédmico,
0 que corrobora com 0os mesmos mecanismos de ressecamento da superficie ocular
e drenagem da formulagdo, respectivamente. Além disso, foram evidenciadas
alteragdes quando comparado a regido central e lateral da cérnea no modelo
dinamico.

O aumento observado na intensidade de fluorescéncia em todas as
formulacdes analisadas nesse estudo e, consequentemente, maior penetracido da
CUR, pode ser explicado pela estrutura do epitélio da conjuntiva, que se apresenta
relativamente hidrofilico e altamente permeavel, com baixa resisténcia trans epitelial.
Esse epitélio apresenta espacos intercelulares cerca de 230 vezes maior do que a
cérnea, permitindo a penetragado de farmacos e ativos através das vias transcelular e
para celulares (Agarwal; Rupenthal, 2023). No entanto, a penetragdo de farmacos ou
ativos oculares topicos aplicados pela via conjuntival/escleral € considerada pouco
efetiva e ndo produtiva. Isso se deve a presenga de capilares sanguineos e linfaticos
que reduzem a biodisponibilidade ocular ao produzir um fluxo significativo do farmaco

na circulagao sanguinea (Onugwu et al., 2023).
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5.7.3 Penetragao ex vivo de curcumina na palpebra nos modelos dinamico e

estatico

As palpebras sdo estrutura anatdbmicas que incluem tecido conjuntivo,
musculos e glandulas, desempenhando um papel importante na protegdo dos olhos e
na manuteng¢ao da umidade da superficie ocular. Além disso, tém uma funcéao vital na
remocao de particulas estranhas que podem entrar em contato com a superficie do
olho: esse mecanismo também inclui aplicacdo de ativos para o tratamento de
disturbios oculares. Além da sua fungdo protetora, as palpebras também
desempenham papel importante na produgdo e distribuicdo das lagrimas,
indispensaveis para manter a superficie do olho devidamente lubrificada e limpa, o
que também auxilia na drenagem das formulagdes aplicadas.

Nos modelos estudados, a palpebra suina ex vivo foi posicionada sobre a
superficie ocular, cobrindo parcialmente a cérnea, embora nio tivesse mobilidade
para auxiliar na drenagem das formulagbdes sob aplicagdo de forga. Portanto, esse
tecido foi empregado exclusivamente para avaliar a capacidade de penetragdo da
CUR na conjuntiva palpebral. Ja no modelo dinamico, a palpebra foi posicionada de
modo a permitir que o fluxo lacrimal simulado pudesse lavar a formulacgao.

A penetracdo da CUR na palpebra nos modelos dindmico e estatico
demonstrou um padrdo semelhante aos resultados previamente divulgados para
outros tecidos, validando o perfil de entrega das formulagdes. Também foi possivel
observar a presenca sulcos de penetracdo de CUR, possivelmente entre o musculo
orbicular da parte da palpebra (Figura 34), sugerindo a possibilidade de que possa

atuar como um potencial reservatorio para as formulagodes.
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MODELO DE PENETRAGAO DINAMICO (COM FLUXO) — PALPEBRA

MCT - CUR

LP-CUR

NANE- CUR

MODELO DE PENETRAGAO ESTATICO (SEM FLUXO) - PALPEBRA

MCT - CUR

NANE- CUR

Figura 34. Resultado representativo das imagens capturadas por microscopia de
fluorescéncia da penetracdo de CUR no modelo de penetracdo de olho inteiro
dindmico (com fluxo) e no modelo estatico (sem fluxo), na palpebra através das
formulagbées MCT-CUR, LP-CUR, NANE. A posi¢cado das imagens esta representada
dos numeros de 1-5.
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Na Figura 35, as analises de quantidade de CUR penetrada nos tecidos atraves
da intensidade de fluorescéncia corroboram as imagens representativas da
fluorescéncia das formulacbes em cada tecido. Todas as formulacdes testadas
demostraram uma afinidade maior pelo tecido palpebral em comparagcdo com a coérnea
e a conjuntiva nos dois modelos. Esse fato € comprovado pelo aumento da intensidade
de fluorescéncia observado na penetragdo de todas as formulagcdes, com destaque
para LP-CUR. Também, ao final de cada experimento, foi observado que a palpebra
continuava impregnada com a formulagdo LP-CUR mesmo apds a lavagem exercida
pelo fluxo lacrimal simulado. A formulagcdo convencional MCT-CUR teve o menor
desempenho de penetracdo em todos os tecidos e nos dois métodos. Esses
resultados afirmam as dificuldades que as formulagdes convencionais t€ém em superar
as barreiras anatémicas e fisiolégicas do olho.
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Figura 35. Resultados de intensidade de fluorescéncia de penetracdo da CUR.
Comparagbes realizadas entre influéncia do modelo (dindmico e estatico),
formulagées (MCT-CUR, LP-CUR e NANE-CUR) e tecidos (cornea, conjuntiva e
palpebra). As comparagdes estatisticas foram realizadas entre os tecidos e por
modelo, sendo em cinza claro estatistica referentes ao modelo estatico e cinza escuro
estatistica referente ao modelo dinamico.

Foram observadas semelhancas estatisticas entre os modelos dinamico e

estatico de olho inteiro através da quantificacdo por intensidade de fluorescéncia.
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A diferenga nos modelos se tornou aparente quando analisada a quantificagao
da penetracdo de curcumina por meio da profundidade das camadas do tecido. Na
Figura 36, é visivel que as formulagbes LP-CUR e NANE-CUR atingiram maior
profundidade de penetragao no modelo dindmico na regiao central e lateral da cérnea.
Isso deixa evidente que o modelo dindmico afeta a distribuicdo da formulagdo na
superficie da cornea. A formulagdo MCT-CUR, por outro lado, demonstrou uma menor
penetracdo de curcumina quando comparada as outras formulagdes. No entanto, ao
analisar ambas as regides da cornea, foi observado que o modelo dindmico também

influenciou a distribuicao da formulacado nesse caso.

MCT-CUR LP-CUR NANE-CUR
Estatico

200
-ooe

I Cérnea Lateral ] Cérnea Central [] Conjuntiva [ ] Pélpebra

Figura 36. Resultados do ensaio de penetragao de curcumina por profundidade das
diferentes formulagées LP-CUR, NANE-CUR e MCT-CUR em cérnea suina no modelo
estatico de olho inteiro e no modelo dinamico ex vivo por 15 min.

Ambos o0s modelos de penetracdo ocular ex vivo demonstraram-se
fundamentais para investigagdo da penetragao de farmacos nas diferentes condigoes
e também para examinar os mecanismos de entrega de farmacos de diversas
formulagdes. O modelo dindamico indicou mais uma vez ser mais preciso e sensivel

para a entrega de medicamentos em olhos saudaveis, enquanto o modelo estatico
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representou uma possivel reproducdo do mecanismo de distribuicdo de substancias

em casos de disturbios, como a doencga do olho seco.

5.7 Parte 2: Modelo OphthalMimic

5.7.1 Desenvolvimento e montagem do modelo in vitro OphthalMimic

As pecas do dispositivo foram projetadas usando o software Autodesk Fusion
360 (Autodesk Inc., Califérnia, EUA) e suas pecas foram produzidas por impressao
3D no Ipé Lab (Goiania, Goias) usando uma impressora MakerBot Replicator 2
Desktop 3D (MakerBot Industries, New York, EUA). O sistema de engrenagem foi
composto por um Micro Servo MG90S TowerPro (Tensdo de operagao: 4.8-6.0V,
Torque: 1.8kg/cm (4.8V), 2.2kg/cm (6V), Velocidade de operagao: 0.1sec/60graus
(4.8v), 0.08sec/60graus(6v), Peso: 13.4g, Dimensdes: 35,5 x 32,5 x 12mm), um
microcontrolador ESP32 e uma fonte de energia de 5V. O modelo ja conta com uma

patente de inovacéo do dispositivo.

Patente: Privilégio de Inovacdo. Numero do registro: BR102022009997,
Instituicao de registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial.
Depésito: 25/05/2022.

GRATIERI, T.; GELFUSO, G.; CUNHA-FILHO, M.; BARBALHO, G. 'Dispositivo para
avaliacao do desempenho de formulagoes oftalmicas in vitro em relagao a sua
capacidade de resisténcia as barreiras dindmicas que levam a drenagem de
farmacos e método de avaliagao do desempenho de formulagdes oftalmicas
utilizando tal dispositivo'.
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Figura 37. Imagem do dispositivo OphthalMimic da patente BR 10 2022009997 para
avaliagdo do desempenho de formulagbes oftalmicas impresso em 3D indicando as
seguintes partes correspondentes. Em (B), ao centro: area exposta (1); area simulada
de cul-de-sac (2); entrada para fluxo lacrimal aquoso simulado (3); entrada para fluxo
de lacrimal lipidico simulado (4) e porta de drenagem (5). Em (C), a direita: sonda
usada para stress mecanico (6) e, em (A) a esquerda: plataforma de suporte (8).

9 10

Figura 38. Foto do dispositivo OphthalMimic da patente BR 10 2022 00999 7 para
avaliacao do desempenho de formulagées oftalmicas impresso em 3D acoplado a uma
bomba de peristaltica e um sistema de engrenagem (9) para mover a plataforma. A
tampa de fechamento é aderida a plataforma de suporte usando grampos apropriados
(10).
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5.8 Testes exploratérios do modelo OPHTHALMIMIC

ApOs a realizagédo dos testes exploratorios, foram identificados alguns pontos
de melhoria no modelo OphthalMimic. Esses pontos incluiam a formagao de caminhos
preferenciais, o escoamento rapido da formulagdo, a baixa reteng¢ao no cul-de-sac e
vazamentos em alguns pontos especificos do dispositivo.

A formacgéo de caminhos preferenciais é indesejada, pois pode resultar em uma
distribuicdo desigual da formulagcdo e influenciar os resultados dos testes. O
escoamento rapido da formulacéo pode levar a uma rapida remogao do modelo, o que
pode afetar a precisdo das medi¢cdes. A baixa retengcado no cul-de-sac pode resultar
em uma menor permanéncia da formulagao nos locais desejados, comprometendo a
avaliacao correta da permeacao e dos efeitos do produto. Além disso, os vazamentos
em pontos especificos podem causar perda de formulagao e interferir na validade dos
resultados.

Identificar esses pontos de melhoria é crucial para aperfeicoar o modelo
OphthalMimic e garantir a confiabilidade dos experimentos. Com base nesses
resultados, foram realizadas modificagbes no design e no funcionamento do

dispositivo, visando minimizar ou eliminar esses problemas identificados.

Surgimento de caminhos preferenciais

Figura 39. Imagens do modelo OphthalMimic em testes iniciais demonstrando o
surgimento de caminhos preferenciais.
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Foram conduzidos testes exploratérios no modelo OphthalMimic, com o
objetivo de investigar os parametros de fluxo, tempo de teste, volume de aplicagéo da
formulacao e condi¢cdes de operagao utilizando como formulagdo teste uma solugao
de azul de metileno.

O modelo proposto é adicionar essas "forcas" fisicas em uma superficie
contendo os mesmos residuos quimicos para interacdo, de modo que a capacidade
das formulagdes em resistir e permanecer em contato com essa superficie possa ser
avaliada. Mesmo que as extrapolagdes e as correlagbes com o tempo de residéncia
in vivo talvez ndo sejam possiveis, 0 modelo seria util para comparar as formulagoes,
permitindo um rastreio de alto rendimento durante a fase de desenvolvimento e

pesquisa.
5.9 Otimizacao de desigh do modelo OphthalMimic

Apos a realizacado desses testes, foram realizadas alteragdes na entrada do
fluido lacrimal simulado, na saida e na posigdo do cul-de-sac no modelo
OphthalMimic. Essas modificagdes foram implementadas com o objetivo de otimizar
o fluxo e a distribuicdo da formulacdo, melhorando assim a representatividade do
modelo em relagao as condi¢des oculares.

A alteracao na entrada do fluido lacrimal simulado visa proporcionar um fluxo
mais controlado e uniforme, evitando o surgimento de caminhos preferenciais e
garantindo uma distribuicdo mais homogénea da formulagdo nos locais desejados.
Com uma entrada otimizada, é possivel simular de forma mais precisa o fluxo lacrimal
natural e suas interagées com a formulagao.

A modificagdo na saida tem como objetivo garantir um escoamento adequado
e evitar vazamentos indesejados. Uma saida aprimorada permite um controle mais
eficiente do fluxo do fluido lacrimal simulado e evita perdas da formulagado durante os
testes, contribuindo para a precisao e a confiabilidade dos resultados.

A posicado do cul-de-sac também foi ajustada para melhorar a retencédo da
formulag&o no local desejado, simulando mais fielmente as condigbes oculares como
demonstrado na imagem 36, versdo 2. Essa alteragdo visa minimizar a remogéo
precoce da formulacdo e permitir um tempo de exposicdo adequado, possibilitando

uma avaliagdo mais precisa dos efeitos da formulagao no cul-de-sac.
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Essas alteragcbes nas entradas, saidas e posicdo do cul-de-sac representam
melhorias significativas no modelo OphthalMimic, proporcionando condi¢ées mais

realistas e representativas para a avaliagao das formulagdes oftalmicas.

1 Versao 2 Versao

Figura 40. Imagens demonstrando a modificagdo do dispositivo OphthalMimic.

Figura 41. Imagens do dispositivo OphthalMimic impresso em 3D com material ABS,
e devidas modificagbes para 2 versdo. A) base do dispositivo que acopla a membrana
polimérica. B) Parte superior com simulag&o da bolsa de cul-de sac, entrada de fluxo
lacrimal (lateral superior direita) e saida de fluxo lacrimal simulado na regido central
do dispositivo. C) Dispositivo com montagem completa.

Esperava-se que essas modificagdes contribuissem para uma distribuicdo mais
uniforme da formulacdo, um escoamento controlado e uma retengao adequada,
resultando em resultados mais confiaveis e relevantes para a pesquisa e o
desenvolvimento de produtos oftalmicos. O novo modelo apos a modificagédo (Figura

40 e 41) possui tamanho de 6.8x4.8mm.
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5.10. Sintese de uma membrana polimérica contendo mucina dispersa

Inicialmente, a fabricagdo das membranas poliméricas utilizou apenas PVA e
gelatina, conforme o protocolo descrito por Pal; Banthia; Majumdar, (2006). No
entanto, durante a secagem em estufa, observou-se que a membrana resultante era
fragil e rasgava facilmente. Para abordar esse problema, foram realizadas alteragdes
nas proporcdes, passando de PVA a 5% para PVA a 10%, e notou-se que as
membranas adquiriam maior resisténcia. Diante dessa observagao, a porcentagem de
PVA foi fixada em 10%.

Além disso, foi conduzido um teste utilizando PVP (Polivinilpirrolidona) como
polimero, seguindo o mesmo processo de produgao. No entanto, observou-se que a
membrana resultante ficou totalmente rigido e quebradigo mesmo na presenca da
gelatina, o que levou a exclusdo do PVP da lista de polimeros para a produc¢ao das
membranas.

Para replicar a camada de mucina presente na cornea, a mucina foi introduzida
na dispersdo da membrana para avaliar sua compatibilidade com os demais
elementos. A mucina foi facilmente incorporada a dispersdo devido a sua natureza
aquosa. No entanto, mesmo com essa adigdo, a membrana ainda mantinha sua
caracteristica de rigidez. A porcentagem de mucina também foi alterada para verificar
o potencial de mucoadesividade das membranas e quantidade maxima suportada pela
suspensdo, como mostrado na tabela 4.

Um dos mecanismos de resisténcia mais frequentemente adicionados a
formulagdes oftalmicas inovadoras € a capacidade de interagdo da formulagédo com
mucinas presentes na superficie ocular. De fato, estudos demonstram que as
interacdes entre polimero e mucosa sdo mediadas principalmente pelas mucinas
(Mantelli; Argueso, 2008). As mucinas compreendem uma grande classe de
glicoproteinas expressas pelos tecidos epiteliais das mucosas, protegendo os tecidos
através de suas propriedades antioxidantes, lubrificantes e antibacterianas Duffy;
Laurent; Thomas, 2015). Podem ser secretadas no fluido lacrimal mucinas soluveis
ou formadoras de gel, ou associadas as membranas oculares (Mantelli; Argueso,
2008).
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Tabela 4. Composicdo das membranas poliméricas

Teste PVA PVP Gelatina Mucina PLX Resultado
1 10% - 2,5% - - Rasgando
2 5% - 2,5% - - Rasgando
3 10% - 2,5% 2,5% - Rigido
4 - 10% 2,5% 2,5% - Quebradico
5 10% - 2,5% 5,0% - Pegajoso
6 10% - 2,5% 10% - Rigido
7 10% - 2,5% 0,5% 0,5% Flexivel
8 10% - 2,5% 0,5% 1,0% Flexivel
9 10% - 2,5% 1,0% 0,5% Flexivel

Devido a caracteristica de rigidez da membrana, o PLX foi introduzido como um
plastificante, sendo testado em varias concentragdes diferentes (tabela 4). Notou-se
que esse plastificante conferiu flexibilidade as membranas. Como resultado,
desenvolveu-se um modelo no qual, apés a secagem em estufa, a membrana
apresentava facil remocdo da placa de Petri e caracteristicas de flexibilidade
adequadas para sua aplicagao no protétipo.

Consequentemente, realizou-se uma variagao das propor¢des de mucina suina
tipo Il e poloxamer para avaliar as distintas propriedades mecénicas e a capacidade
de emular a mucoadesédo em formulagdes oftalmicas utilizando o modelo que havia

sido desenvolvido.

Tabela 5. Composigdo em porcentagem das membranas poliméricas selecionadas,
variando as concentragdes de mucina e poloxamer.

Materiais Membrana 1 Membrana 2 Membrana 3
Gelatina 2,5% 2,5% 2,5%
PVA 10% 10% 10%
Poloxamer 0,5% 1,0% 0,5%
Mucina 0,5% 0,5% 1,0%
Tampao Hepes pH: 7.4 g.s.p 100% g.s.p 100% g.s.p 100%
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Membrana 1

Membrana 2

Membrana 3

Figura 42. Imagem das membranas apds a secagem com as composigcdes
apresentados na tabela 5.

As membranas que continham 0,5% e 1,0% de mucina e poloxamer

demonstraram caracteristicas mucoadesiva, boa flexibilidade, textura e maleabilidade

adequadas para serem utilizadas no protétipo como uma representacdo de uma

barreira biolégica, assim, definiu-se trés diferentes membranas com variagbes na

concentracado de plastificante e mucina para serem avaliadas quanto ao potencial

mucoadesivo e as propriedades mecénicas (tabela 5). Propor¢cbes de mucina e

poloxamer superiores a 1,0% resultaram em um excesso dos componentes.

Tabela 6. Condigbes de secagem das membranas em estufa com ventilagéao.

Temperatura Ventilagao Peso (g) | Tempo Resultado
60°C 100% 20 6h Perde muita agua
60°C 100% 10 5h Perde muita agua
60°C 100% 20 6h Mantem a espessura
60°C 100% 10 5h Perde muita agua
40°C 40% 20 24h Secagem regular
40°C 100% 20 24h Muitas bolhas
40°C 100% 50 24h Nao secou

Diversos periodos de secagem foram testados para as membranas selecionas,

conforme indicado na Tabela 6, a fim de determinar parametros ideais para a producao

em sextuplicatas das membranas na estufa de ventilagao. A secagem lenta a 24h a

40°C, com 40% de ventilagao, revelou-se como a condicdo mais favoravel para a
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secagem da membrana. Sob essas circunstancias, a membrana apresentou

caracteristicas homogéneas, aparéncia translucida e livre de bolhas.

5.11. Caracterizagao das membranas poliméricas
5.11.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR

Para analise da compatibilidade dos componentes das membranas, esses
foram analisados isoladamente e apds a produgao e secagem. Os dados obtidos das
analises FTIR indicam que PVA, PLX, gelatina e mucina apresentam grupos
funcionais caracteristicos compativeis com o descrito na literatura (Aslam et al., 2023;
Dey; Agnelli; Sartone, 2023; Fauziyah, 2023; Gavriely; Richter; Zucker, 2022; Rajati et
al., 2023; Rajora; Bal, 2023; Vasconcelos et al., 2021). Os espectros FTIR dos
componentes e das membranas 1 (M1), membranas 2 (M2) e membranas 3 (M3) s&o
apresentados na Figura 43.
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Figura 43. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier dos
componentes isolados e das membranas apos a secagem.

Nas membranas poliméricas produzidas (M1, M2 e M3) os espectros de FTIR
mostram que a banda de absorcéo referente ao PVA foi proeminente na faixa de
numero de onda de 3015-3690 cm™', devido a concentragéo relativamente alta de PVA
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(10%) nas formulagdes (Gyarmati et al., 2022). Portanto, vibragées do grupo —OH ou
grupos amida (estiramento —NH) presentes na gelatina e na mucina n&o podem ser
diferenciados do sinal de PVA. Além disso, ocorreu uma sobreposi¢cdo na faixa de
numero de onda 2700-3000 cm~', correspondendo as bandas de estiramento —CH
presentes em todos os componentes. Em contrapartida, a banda caracteristica do PLX
em 1105 cm™ relacionada ao grupo éter (estiramento —CO) foi confirmada sem
deslocamento aparente, no entanto, houve atenuacido da intensidade da banda,
especialmente para a membrana M2.

O espectro da membrana M1 também mostra bandas na mesma regido do
espectro da gelatina e da mucina, correspondendo as bandas da amida |, amida Il e
amida lll, contudo, apresentando uma grande atenuac&o na nitidez e na intensidade
dos grupos. Essas alteragbes nos espectros de FTIR sdo provavelmente
consequéncia da formacgédo de ligagdes de hidrogénio entre os componentes da
formulacéo.

Na membrana M2 obtida com maior concentragdo de PLX (1%) foi registrado
um espectro de FTIR semelhante ao apresentado pela M1. No espectro foi possivel
identificar as bandas atribuidas a amida |, amida Il e amida lll, apresentando uma
grande atenuacéo na intensidade desses grupos. As alteragdes nessas bandas, como
relatado anteriormente, sdo provavelmente consequéncia de interacdes quimicas
formadas por meio de ligagdes de hidrogénios entre os componentes. Mesmo com o
aumento da concentragdo do PLX a banda em 1105 cm™' relacionada ao grupo éter
(estiramento —CO) foi preservada sem deslocamento aparente.

Na membrana M3 obtida com maior concentragdo de mucina (1%) foram
observadas alteragdes evidentes no espectro de FTIR em comparagdo com a
membrana M1. Essa concentracao resultou no aumento da intensidade da banda na
faixa de 3015-3690 cm-1 e também para bandas em 1647 cm~', 1554 cm~' e 1236
cm™', correspondendo a amida |, amida Il e amida Ill, respectivamente.
Consequentemente, com o aumento da concentragdo de mucina nao foi possivel
estabelecer tantas ligacbes de hidrogénio entre os grupos funcionais da mucina,
deixando os grupos amida |, amida Il e amida Ill mais disponivel na formulagao final.

Com base nesses resultados, € viavel propor potenciais mecanismos de
mucoadesao para as membranas, como a atracdo eletrostatica. Isso pode ser
atribuido a presencga de grupos de acido sialico (inferiores a 1,2%) ligados a mucina,

0S quais possuem carga negativa. Outros mecanismos também podem ocorrer pelas
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ligagdes de hidrogénio com grupos funcionais presentes nas membranas, como 0s
grupos hidroxilas (-OH), carboxila (-COOH), amina (-NH2) e grupos funcionais
carbono e oxigénio (-C=0 e —CO). Por fim, a estrutura da membrana também pode
proporcionar mucoadesao pelo mecanismo de interpenetragdo e emaranhamento de

cadeias poliméricas (Ruiz-Pulido; Medina, 2021).
5.11.2. Calorimetria diferencial exploratéria — DSC

A analise térmica por DSC foi realizada para entender o comportamento de
transicdo de fase dos componentes isolados e das membranas poliméricos
produzidos, conforme apresentado na Figura 40. A temperatura de transigéo vitrea
(Tg), ponto de fusdo (Tm) e a temperatura de cristalizagdo (T¢) sdo as principais
caracteristicas que podem ser determinadas utilizando a varredura por DSC.

Os dados obtidos por DSC para PVA, PLX, gelatina e mucina apresentaram
comportamentos de transicdo de fases compativeis com o descrito na literatura
(Aslam et al., 2023; Jung; Lee, 2023; Mirek et al., 2023; Omerdic et al., 2022; Yadav;
Lahariya, 2023).
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Figura 44. Calorimetria diferencial exploratéria dos componentes da membrana
isoladas e das membranas completas.

Na analise DSC realizada para as membranas M1, M2 e M3 foi possivel

observar similaridade entre os termogramas registrados, como apresentado na Figura
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44. Um pico endotérmico na faixa de temperatura de 39 — 45°C foi atribuido a transigao
vitrea do PVA. Esse deslocamento da T4 para temperaturas menores sugere que o
PVA esta interagindo com os componentes da membrana, sendo atribuido a
interagdes moleculares, como ligagdes de hidrogénio. Os resultados de FTIR (Figura
43) corroboram a compatibilidade entre os componentes, relacionando as interagdes
por meio dos grupos funcionais —OH, —-NH, —-C=0 e —CO. Além disso, as membranas
apresentaram ponto de fusdo semelhante em relagédo ao PVA isolado e os eventos
foram registrados em torno de 170 — 205°C. Esse fato indica uma boa compatibilidade
entre os componentes.

Em contrapartida, o evento térmico registrado em torno de 52—-55°C foi atribuido
ao ponto de fusdo do PLX. O evento térmico apresentou uma grande atenuagéo da
intensidade do ponto de fusdo com deslocamento para menores temperaturas. Essa
alteragao observada sugere que o PLX esta parcialmente miscivel nas membranas.
De fato, esse resultado foi confirmado por FTIR, onde as bandas de absorcao
correspondentes aos grupos funcionais foram confirmadas. No entanto, a presenca
do PLX nas formulagdes se justifica por sua atuagdo como agente plastificante (Patel
et al., 2023). Sua presenga no processo de fabricagdo das membranas causa
mudangas na organiza¢gdo molecular entre os componentes, promovendo o aumento
da flexibilidade da matriz polimérica, reforcando os achados experimentais de
alongamento e deformagao nos testes mecénicos (Tabela 7).

Por fim, o evento com pico endotérmico proximo de 100°C foi atribuido a perda
de agua residual das membranas e da agua ligada, principalmente nas cadeias da
mucina e gelatina. Na membrana M1 o pico foi registrado em 98,46°C. Para a
membrana M2, obtida com maior concentragdo de PLX (1%) foi observado um
deslocamento do pico para temperatura de 89,50°C. Essa redugao de temperatura
ocorreu devido a alteragao da organizagéo estrutural da membrana pelas moléculas
do poloxamer 407, favorecendo a remog&o da agua residual. Para a membrana M3,
obtida com maior concentracdo de mucina (1%) foi observado um deslocamento do
pico para temperatura de 104,95 °C. Esse aumento da temperatura foi esperado,
devido a maior concentragdo da mucina na formulacao e retencdo de moléculas de

agua.
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5.11.4. Analise termogravimétrica — TGA

As analises térmicas por TG foram realizadas para entender o comportamento
e a estabilidade térmica dos componentes isolados e das membranas produzidas,
conforme apresentado na Figura 45. As analises termogravimétricas s&o
representadas pela primeira derivada termogravimétrica (DTG) da curva em fungao
da temperatura. Essa transformagdo matematica delimitou melhor os estagios de
perda de peso e forneceu informagdes sobre o nivel de interagdo polimero-polimero
(Granados et al., 2022).

Os dados obtidos por TGA para PVA, PLX, gelatina e mucina apresentaram
comportamentos térmicos compativeis com o descrito na literatura (Aslam et al., 2023;
Barbero et al., 2016; Channa et al., 2022; Malatani et al., 2023; Paula et al., 2023; Raja
et al., 2022; Younis et al., 2023).
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Figura 45. Analise termogravimétrica dos componentes da membrana isoladas e das
membranas completas.

Na analise térmica por TGA realizada para as membranas M1, M2 e M3 foi
possivel observar similaridade entre os termogramas registrados, exibindo trés
estagios de decomposic¢ao térmica bem definidos, como apresentado na Figura 41.

Todos as membranas sofreram uma ligeira perda de peso de cerca de 10 —
14% para a faixa de temperatura de 30 — 216°C. Nessa faixa de temperatura as perdas
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foram associadas a dois tipos de ligagbes de agua: a primeira esta relacionada a agua
fracamente ligada, que desidrata a membrana em aproximadamente 100°C, e a
segunda relacionada a agua fortemente ligada, que desidrata a membrana entre 100
—216°C, e podem ser atribuidas a afinidade das proteinas gelatina e mucina.

O Tmax apresentado pelas membranas M1, M2 e M3 foi registrado em cerca de
59,83%, 53,31% e 58,92%, respectivamente. Além disso, foram observados
deslocamentos do pico de decomposi¢cao para temperaturas maiores entre M1
(314,25°C), M2 (321.86°C) e M3 (316,85°C). Esses resultados demostram uma boa
estabilidade térmica das membranas produzidas e boa compatibilidade entre os
materiais utilizados. Também foi possivel observar que o0 aumento na concentragéo
de PLX (1%) em M2 gerou maior estabilidade térmica em relacdo as demais
formulagdes.

Por fim, o terceiro estagio foi registrado em uma faixa de temperatura de 390 a
500°C, apresentando picos intercalados para M1 (419,29°C e 444,84°C) e M2
(414,19°C e 432,34°C), contudo, para M3 foi registrado unico pico em 417,07°C. Essa
diferenga pode estar relacionada a maior concentragdo de mucina presente na
membrana M3. Dessa forma, os eventos foram atribuidos a quebra da matriz
polimérica do PVA e das ligagdes peptidicas e glicosidicas presentes na gelatina e
mucina.

A estabilidade térmica das membranas depende amplamente das interacdes
moleculares entre os materiais presentes na mistura. Quando a mistura de materiais
apresenta eventos bem definidos, mesmo com componentes individuais com faixas
bem distintas, isso sugere uma influéncia mutua entre os componentes, podendo
haver interacbes fisicas ou quimicas, resultando em modificagcdes da cinética de
decomposigéo.

Essas interagbes moleculares foram estudadas por FTIR (Figura 43) e DSC
(Figura 40). De fato, as principais bandas de FTIR dos componentes gelatina e mucina
foram apresentadas com grande atenuacéo na intensidade dos grupos amida |, amida
Il e amida lll, principalmente, nas membranas M1 e M3. Além disso, nos termogramas
DSC foram evidenciados um deslocamento da T4 do PVA e alteragéo da intensidade
do ponto de fusdo do PLX apods a producdo das membranas. Esses resultados
corroboram os dados apresentados nas curvas DTG, confirmando interacdes
favoraveis entre os polimeros, obtendo membranas com boa compatibilidade e

estabilidade térmica.
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5.11.5. Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas representam um importante conjunto de
caracteristicas para o sucesso na aplicacdo de membranas poliméricas como
estrutura mimética a cornea, uma vez que a estrutura precisa suportar as condi¢coes
fisicas para manuseio no modelo oftalmico e sua matriz polimérica precisa suportar
as condigdes fisioldgicas simuladas durante os testes.

E importante ressaltar que ao realizar os ensaios mecanicos com as amostras
secas o0 equipamento calibrado com uma célula de forga de 5 kg, ndo teve forga o
suficiente para realizar o alongamento e posterior ruptura das membranas. Para
adequacao do estudo, foi necessario colocar as amostras em contato com agua por 1
minuto, para que ocorresse o intumescimento das cadeias poliméricas. O
intumescimento gradual das membranas em funcdo do tempo de contato esta
relacionado com a difusdo das moléculas de agua através da matriz polimérica;
conforme a membrana absorve agua, a matriz vai hidratando e suas cadeias
moleculares comegam a se afastar, causando um relaxamento entre os segmentos
poliméricos (Ribeiro, 2017).

Devido ao relaxamento das cadeias poliméricas presentes nas membranas
apo6s o intumescimento, foi possivel a realizacédo dos testes. O ensaio de resisténcia
a tragdo foi realizado para mensurar a forca de ruptura, alongamento, tenséo,
deformacgéo e o modulo de Young das membranas, conforme apresentado na Tabela
7.

Tabela 7. Propriedades mecéanicas das membranas poliméricas, M1, M2 e M3.

Amostras Forca de Alongamento Tensao Deformagdao Modulo de Young
Ruptura (N) (mm) (MPa) (%) (MPa)
M1 22.9+0.552 9.12 + 1.802 0.38+0.012  30.39 +5.992 0.29 £ 0.022
M2 45.61 + 4.66° 11.46 £ 1.03° 0.76 £0.09>® 38.21 + 3.45° 0.55 + 0.06°
M3 39.19 + 2.26° 8.55 + 1.382 0.65+0.05> 28.51+4.61° 0.51 £ 0.05°

Letras iguais em cada coluna indicam que n&o ha diferenca significativa entre os
valores médios (p>0.05).

A analise dos resultados nos ensaios mecanicos para forca de ruptura e tensao
mostraram que a adicdo do percentual maior de poloxamer (M2) e mucina (M3)

proporcionaram aumento nos valores da forga necessaria para romper as ligagdes
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entre as cadeias polimérica e na distribuicdo da forca aplicada sobre a area da matriz
polimérica, respectivamente. Apesar dos valores nominais apresentados, a analise
estatistica confirmou que ndo ha diferenga estatistica significativa entre M2 e M3
(p>0.05).

A resisténcia ao alongamento esta relacionada a mudanga na dimens&o das
membranas até o ponto de ruptura das ligagdes entre as cadeias poliméricas na
diregdo da forga aplicada. O maior alongamento foi registrado para M2 (p<0.05), isso
se deve ao aumento no percentual de poloxamer, que foi aplicado a formulagéo para
atuar como agente plastificante. Além disso, 0 aumento para 1% tambeém refletiu na
maior taxa de deformacgao registrada para as membranas, resultando em taxa de
38.21 £ 3.45% (p<0.05).

Esses resultados sugerem que a presenga das moléculas de poloxamer na
matriz polimérica pode aumentar a maleabilidade das membranas, evitando falhas
mecanicas como rachaduras e fraturas.

A analise dos dados do modulo de Young das membranas demostrou que a as
alteragdes nos percentuais de poloxamer (M2) e mucina (M3) resultaram em maior
rigidez para as membranas, no entanto, ndo apresentaram diferenca estatisticas
significativa (p>0.05). A unica diferenga estatistica foi observada para a amostra M1.
O médulo de Young é um ensaio que mede a rigidez apresentada pelo material,
quanto mais alto os valores do modulo, mais rigido é o material.

Embora n&o haja uma correlagéo direta e linear entre o modulo de Young e a
forga de ruptura, foi possivel observar uma tendéncia para as membranas, onde o
modulo de Young mais alto também apresentou maior for¢a de ruptura. Esse fato pode
acontecer porque uma membrana rigida e com mddulo alto tende a suportar uma
carga maior antes de atingir a regido da deformacéo plastica e, consequentemente, a
ruptura das ligagbes nas cadeias poliméricas.

5.11.5. Intumescimento

O intumescimento da membrana esta relacionado a quantidade de absorgao
de agua ou fluido a partir do meio circundante. Quando a membrana entra em contato
com um meio aquoso pode intumescer devido a interagdes hidrofilicas e a capacidade
exercida pelos componentes poliméricos de absorverem o liquido (Karoyo; Wilson,
2021; Modgill et al., 2016). A capacidade de absorg&o de liquido da membrana € uma
caracteristica funcional importante, pois afeta de forma direta outras propriedades do
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material, como mucoadesividade e resisténcia mecénica (Boateng; Popescu, 2016;
Du, X. et al., 2021). Desta forma, a capacidade de intumescimento das membranas
foi avaliada por contato em superficie hidratada. Os resultados obtidos sé&o
apresentados na Figura 42.
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Figura 46. Percentual de intumescimento das membranas poliméricas M1, M2 e M3.

A analise dos resultados evidenciou um intumescimento inicial acima de 15%
para todas as membranas no tempo de 1 minuto de contato (p>0.05). Apds 40 minutos
de contato, foram registrados valores superiores a 80% de intumescimento para todas
as membranas (p>0.05). De modo geral, a capacidade de intumescimento seguiu um
aumento gradual nos valores de absorgédo de liquido, contudo, apesar dos valores
nominais distintos registrados em cada tempo do estudo (1 — 40 minutos), ndo
apresentou-se diferengas estatisticas significativas entre M1, M2 e M3 (p>0.05).

Os resultados de intumescimento obtidos por meio das membranas constituem
um parametro crucial para a compreensdao dos potenciais mecanismos de
mucoadesao. Visto que o fluido lacrimal simulado utilizado no modelo ocular ao entrar
em contanto com a membrana polimérica causa a absor¢cado do fluido e aumenta a
area de superficie do material. Além disso, o processo de intumescimento promove o
relaxamento das cadeias poliméricas da matriz, favorecendo a formagao de espacos
intersticiais (poros) na membrana. A formagdo desses espagos pode servir como

locais para interpenetracdo e emaranhamento das moléculas do farmaco.
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5.8.12.4 Analise de morfologia da membrana polimérica

A estrutura morfolégica da superficie das membranas poliméricas e da cornea
suina foi avaliada por microscopia eletronica de varredura (MEV). A analise MEV
mostrou que a superficie da cornea suina apresenta rugosidade, que ndo se limitou a
uma zona O6ptica, mas também foi observada na periferia da amostra. Além disso,
exibiam morfologia uniforme e relevo suave. Nas micrografias (Figura 46 — C e 46 —
D) da membrana polimérica foram observadas presenga de poros e morfologia
superficial irregular, quando comparadas as caracteristicas apresentadas pela cérnea
suina (Figura 47 — A e 47 — B).

Figura 47. Imagens de microscopia eletronica de varredura da cornea regido superior
superficial e da membrana hibrida na regiao superior. A) Cornea superior no aumento
de 10 um B) Cornea superior no aumento de 1 um C) Membrana polimérica regido
superior no aumento de 10 um D) Membrana polimérica regido superior no aumento
de 1 um.

Ao analisar a regi&o tranversal da membrana polimérica também foi observada
a presenga de poros (Figura 48- D), porém com menor irregularidade em relagcéo a
cérnea suina. A rugosidade observada na regido transversa da cérnea apos o corte
também apresenta areas com textura granular (Figura 48-B).
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Figura 48. Imagens de microscopia eletrbnica de varredura da cérnea transversal e
da membrana hibrida transversal. A) Cornea transversal no aumento de 10 um B)
Cornea transversal no aumento de 1um C) Membrana polimérica transversal no
aumento de 10 um D) Membrana polimérica transversal no aumento de 1 um.

As caracteristicas superficiais apresentadas pela membrana polimérica podem
ser otimizadas para melhor reproduzir a superficie da cérnea. Contudo, € importante
destacar que a finalidade da membrana é a compatibilidade com os mecanismos de
mucoadesao realizados pela cérnea, permitindo assim melhor desempenho do

material em relag&o aos testes realizados com o modelo OphthalMimic.
5.11.6. Desafio das membranas poliméricas no modelo in vitro OphthalMimic

O modelo OphthalMimic foi desafiado com duas formulagbes de gel baseado
nos polimeros poloxamer e QS usando o FLU a 0,2%, utilizando as trés membranas
desenvolvidas e caracterizadas para avaliar a capacidade do dispositivo em
diferenciar formulagdes oftalmicas quanto a sua mucoadesividade perante a presenca
de fluxo lacrimal simulado. As formulagdes utilizadas para esse desafio foram PLX16
e PLX16QS1,0%, como ja descritas no item 4.2.1.

Para isso, os testes foram realizados com tempo total de 5 minutos, para
garantir a integridade das membranas apds o intumescimento. Foi utilizado o fluxo de
1mL/min levando em consideragcdo a area exposta do dispositivo a fim de simular a

capacidade lacrimal adequada. Foi aplicado 300uL de cada formulagao para os testes
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mantendo o mesmo padrédo das formulagdes dos testes ex vivos. Todas as amostras
foram realizadas em sextuplicatas.

Os resultados da membrana 1, conforme mostrado na Figura 49 (M1)
evidenciam a capacidade do modelo de distinguir as formulagées com base no seu
potencial mucoadesivo. No caso da formulagdo contendo 1,0% de QS, foi observada
uma menor drenagem (27 + 9,78%), indicando que a substéncia foi mais retida na
membrana em comparagdo com a formulacdo que ndo continha o componente
mucoadesivo (65 + 14%). Essa diferencga foi estatisticamente significativa (p<0,01).

Continuando os testes de desafio com a membrana 2, conforme mostrado na
Figura 49 (M2), o padrédo de drenagem permanece mesmo com O aumento do
plastificante mantendo assim capacidade do modelo de distinguir as formulagées com
base no seu potencial mucoadesivo. Na membrana 2, o PLX16 manteve valores
aproximados de drenagem (58 % 6,0%) quando comparada a M1. No caso da
formulacdo PLX16QS1,0%, foi observada uma drenagem levemente maior (39 +
9,0%), indicando que a substéncia pode ter sido mais retida na membrana em
comparagao com a M1, sugerindo assim menor interagdo com a membrana devido a
maior concentracédo de plastificante. Essa diferenga foi estatisticamente significativa
(p<0,05).

Nos testes a membrana 3, com o aumento da porcentagem de mucina para
1,0% é possivel confirmar uma interacdo mais eficaz da mucina contida na membrana
com a formulagdo, conforme mostrado na Figura 49 (M3). Isso resultou em uma
porcentagem de drenagem mais elevada quando comparada a M2, para a formulagao
PLX16QS1,0%, mas semelhante a M1. No entanto, a formulagdo PLX16 (55 + 6%)
apresentou maior porcentagem de drenagem comparada a PLX16QS1,0% (27 +
10%), com uma diferenga estatisticamente diferente (p<0,05), e manteve um padrao
de drenagem quando comparada as outras membranas, 0 que mais uma vez
comprova a capacidade do dispositivo em diferenciar as formulagdes.

Todas as formulagdes exibiram um comportamento semelhante nas diferentes
membranas, com a formulagdo contendo componente mucoadesivo apresentando
menor capacidade de drenagem, logo, maior mucoadeséo ao sistema quando exposta
ao fluxo lacrimal simulado em comparagédo com a formulacdo contendo apenas
poloxamer. Esses dados estdo alinhados com os resultados obtidos nos estudos de
penetracdo usando o modelo dinamico ex vivo com olhos suinos inteiros. Nesses

estudos, a formulagdo PLX16QS1,0% demonstrou uma maior penetragdo ocular,

104



mesmo quando exposta ao fluxo lacrimal simulado. Isso sugere uma maior
mucoadesividade a cornea e, por conseguinte, uma capacidade aprimorada de
penetracédo do farmaco. Esses achados sugerem que a formulagéo tem a capacidade
de permanecer por periodos prolongados na superficie ocular.
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Figura 49. Porcentagem de FLU drenado no modelo OphthalMimic a partir das
formulacdes de PLX16% e PLX16QS1,0%. A) Formulagdes testadas na membrana 1.
B) Formulagdes testadas na membrana 2. C) Formulagdes testadas na membrana 3.
As diferengas estatisticas foram verificadas pelo teste t-test. *p<0,05; **p<0,01.

Dessa forma, o dispositivo demonstra efetivamente que a formulagao contendo
um excipiente mucoadesivo em sua composigdo mantém uma retengédo prolongada
em contato com a membrana polimérica desenvolvida. E amplamente reconhecido
que a presenca de QS pode estender o tempo de retencdo na superficie ocular, e
esses resultados preliminares validam a capacidade desta tecnologia em reproduzir
essa caracteristica totalmente in vitro, distinguindo formulagées de maior tempo de
permanéncia na superficie ocular das formulagdes convencionais. Com base nesses
resultados, podemos concluir que as membranas também tém potencial para serem
utilizadas em uma variedade de formulacdes, oferecendo versatilidade em sua

aplicagao.
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5.11.7. Otimizagao do modelo “OphthalMimic”

Mesmo assim uma analise dos resultados revelou pontos de melhoria na
invencéo e destacou a necessidade de efetuar alteragdes no design do modelo, para
que fosse acoplada uma palpebra artificial e simular, assim, mais uma forgca de
drenagem. Essas modificagdes foram planejadas e implementadas com o objetivo de
aperfeicoar pontos especificos e maximizar o desempenho do dispositivo. Nessa nova
versdo, o modelo foi dividido em trés partes distintas: a base, o molde para a
membrana e uma parte superior que simula o cul-de-sac e possui a entrada do fluido

lacrimal.

Figura 50. Imagens demonstrando as melhorias na segunda modificagdo do modelo
OphthalMimic.

Durante o processo de aprimoramento foram consideradas variaveis, como a
eficacia do fluxo, a estabilidade temporal dos resultados, a precisdo das medicdes e
a confiabilidade das condi¢cées de operacdo. Com base nas limitagdes identificadas
nos testes exploratorios, foram desenvolvidas estratégias para superar esses desafios
e alcancar um desempenho aprimorado.

As alteragdes de design incluiram modificagdes estruturais e funcionais no
modelo OphthalMimic. Foram realizados ajustes no sistema de escoamento para
garantir uma distribuicdo adequada da formulagdo e uma simulagdo mais precisa das
condigdes oculares. A separagao em trés partes (Figura 51 - A, B e C) permitiu um

controle mais preciso do fluxo da formulagdo e o encaixe de uma palpebra movel
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(Figura 51-F). A base (Figura 51-A), fornece a estabilidade necessaria para o
dispositivo, enquanto o molde para as membranas (Figura 50-B), garante a formacéo
mais uniforme das membranas. A parte superior (Figura 50-C), com a area de cul-de-
sac simulada e a entrada do fluido lacrimal, permite uma melhor reprodugao das
condi¢cbes oculares e o fluxo controlado da formulagdo. Essa divisdo em partes
distintas contribui para a prevengao de vazamentos e garante uma maior eficiéncia e

confiabilidade do modelo OphthalMimic.

Figura 51. Imagens demonstrando as melhorias na segunda modificagdo do modelo
OphthalMimic completo.

Com essas alteragdes, o novo modelo proporcionou resultados mais precisos
e consistentes nos testes exploratérios, permitindo uma analise mais confiavel e
representativa do desempenho dos produtos. Esse modelo também teve a area
exposta reduzida para que se pudesse chegar mais proximo a condigdes de
reprodugao de uma superficie ocular. O modelo na Figura 51, conta com as dimensdes
de 2.4 x 3.4 cm.

5.8.11. Desenvolvimento das membranas hibridas baseada em hidrogel.

Os testes realizados apdés as melhorias no modelo também contou com

desenvolvimento de uma membrana hibrida baseada em hidrogel de trés camadas,
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mostrada na Figura 52, para a avaliagao de formulagdes oftalmicas in vitro, para que
fosse simulada a complexidade das camadas da cornea e também uma maior
resisténcia ao modelo utilizando a palpebra movel. Essa membrana hibrida baseada

em hidrogel foi desenvolvida como uma alternativa as membranas poliméricas.

Figura 52. Imagem passo-a-passo da montagem das membranas hibridas baseadas
em hidrogel na base do modelo OphthalMimic. A) A saida de fluxo lacrimal simulado
€ vedada com uma fita. B) Adigdo da gelatina metacrilato. C) Formag&o da primeira
camada base da membrana. D) Fotopolimerizagédo op6s a adigdo de cada camada. E)
Adigao da mucina metacrilato. F) Movimento da base para mistura das camadas. G)
Adigdo da camada de fosfolipidio. H) Armazenamento das membranas em placa de
petri para ser submetida ao tempo de cura por 3 dias.

Desta forma foi proposta a sintese de membranas hibridas baseadas em
hidrogéis para mimetizar as barreiras da cornea, desenvolvendo um hidrogel
composto por trés camadas distintas, (l) hidrofilica (Figura 51-B), (II) mucoadesiva
(Figura 51-E) e (Ill) fosfolipidica (Figura 51-G), como demonstrado na Figura 48.

Os hidrogéis sao redes poliméricas tridimensionais compostos por polimeros
hidrofilicos reticulados, sendo capazes de absorver e reter grandes quantidades de
agua em uma estrutura hidratada. Normalmente os hidrogéis possuem concentragdes
de 0.1 a 10% (m/m), possibilitando que sejam altamente porosos e possam permitir a
difusdo de nutrientes, gases, biomoléculas e metabdlitos.

A rede hidrofilica homopolimérica ou copolimérica dos hidrogéis € reconhecida

por sua capacidade de absorver agua, a qual é atribuida a presenga de grupos
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hidrofilicos como -CONH, -SO3H e -OH. Estes grupos funcionais permitem que os
hidrogéis se hidratem até 90% em relagdo a massa original dos polimeros. Esta
proporgao de agua e polimero afeta suas caracteristicas fisico-quimicas, que podem
ser muito semelhantes aos tecidos vivos, apresentando baixa tensao interfacial com
fluidos biolégicos e agua. Estes materiais sdo amplamente utilizados para cultura de
células, aplicagdes biomédicas e biotecnoldgicas por sua semelhanga com a matriz
extracelular encontrada em tecidos in vivo, muitas vezes similares aos tecidos moles
nativos.

Os hidrogéis baseados em polimeros naturais sao sintetizados a partir da
conjugagao de grupos metacrilamida aos grupos amino residuais do aminoacido lisina
resultando em metacrilamidas (ex.: gelatina metacrilamida). E entdo é realizada a
polimerizagao (Figura 51-D) e crosslink destes materiais, como estratégia mais
difundida a fotopolimerizagao, realizada na presenca de um fotoiniciador e exposicao
a luz ultravioleta. A fotopolimerizagao (reticulagao) de polimeros naturais conjugados
a metacrilamida permite a micro fabricagdo de hidrogéis unicos com diferentes
padrées, morfologias, estruturas e graus de polimerizagao.

Figura 53. Imagem da membrana hibrida baseada em hidrogel de trés camadas.

Esta membrana hibrida (Figura 49) apresenta caracteristicas inovadoras,
incluindo alta retengao de liquidos e resisténcia significativa ao fluxo. Sua capacidade
de retencao de liquidos € crucial para simular as condi¢gdes oculares e permitir uma
avaliacao precisa das formulagdes oftalmicas. Além disso, sua resisténcia ao fluxo

garante uma distribuigdo uniforme e controlada da formulagao durante os testes.
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Sua capacidade de alta retenc¢ao de liquidos, resisténcia ao fluxo e semelhanca
estrutural com a cérnea fornecem um ambiente mais realista e representativo para o
teste de formulagdes oftalmicas, permitindo uma avaliagdo mais precisa e confiavel
do desempenho dos produtos. Essas caracteristicas técnicas do hidrogel hibrido de
trés camadas representam um avango significativo na avaliacdo de formulagdes

oftalmicas in vitro.

5.8.12. Caracterizagdao das membranas hibridas baseada em hidrogel
5.8.12.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR

A anadlise por FTIR foi realizada para confirmar a sintese da gelatina
metacrilato, mucina metacrilato e do hidrogel hibrido de trés camadas. Os dados
obtidos no FTIR (Figura 54) indicam que a gelatina, mucina e o 2-metacriloiloxietil
fosforilcolina apresentam grupos funcionais caracteristicos compativeis com a
literatura (Aslam et al., 2023; Dey; Agnelli; Sartone, 2023; Fauziyah, 2023; Feliciano
et al., 2023; Gavriely; Richter; Zucker, 2022; Hou et al., 2020).
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Figura 54. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier dos
componentes isolados e da membrana hibrida baseada em hidrogel completa.
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O espectro da Gelatina metacrilato derivou da modificacdo da gelatina com o
anidrido metacrilato. Dessa forma, os espectros tiveram bandas de transmitancia com
numero de onda semelhantes, uma banda larga entre 3600 - 3300 cm~" (associados
a sobreposi¢ao de grupos na vibragao de estiramento das ligagcbes NH e OH) e as
bandas na regido de 2937 cm™' atribuido a vibragdo de alongamento do grupo CH.
Além da diferenca de intensidade observada entre os espectros, principalmente na
banda em 1637 cm~' que corresponde a vibragédo de alongamento da ligagdo C=0,
essa banda apresenta a interagdo entre a gelatina e o anidrido metacrilato (RAHALI
et al., 2017; RUIZ et al., 2020). Também foi observado o surgimento de duas novas
bandas no espectro da gelatina metacrilato em 1732 cm™ e 1163 cm™'. Esses
resultados fornecem evidéncias quanto ao sucesso na metacrilagdo da gelatina.

A mucina metacrilato apresenta um complexo espectro de FTIR devido a
estrutura de proteina e oligossacarideo presente na mucina. O espectro apresentou
uma banda larga entre 2990 cm~" e 3700 cm™" atribuido a vibragédo de estiramento
sobreposta das ligagdes NH e OH presentes em todas as unidades de aminoacidos.
As mudancgas observadas nessa regido indicam a agao do anidrido metacrilato.
Contudo, a presenca de uma banda adicional em um nimero de onda de 1745 cm™,
que surge na regido da ligagao C=0, corresponde aos residuos dos grupos carbonila
do anidrido metacrilato no processo de sintese (Barik; Kundu; Dash, 2021; Duffy;
David; Crouzier, 2015 ; Rickert et al., 2023), confirmando o sucesso na metacrilagao
da mucina.

Por fim, no espectro de FTIR do hidrogel hibrido de trés camadas foram
observadas alteragdes evidentes, como a atenuagéo das bandas na regido entre 3000
cm~' e 2800 cm~'. Em relagdo a gelatina metacrilato (primeira camada) foi observada
a atenuagao de intensidade das bandas correspondentes as amidas | (1646 cm™),
amida Il (1540 cm™') e amida Ill (1238 cm™), o que indica pontos de interagdes
quimicas.

Na segunda camada composta pela mucina metacrilato, também foi observada
atenuagado nas bandas caracteristicas dos aminoacidos e com leves deslocamentos
na amida | (1642 cm™') e na amida Il (1229 cm™).

Na terceira camada (fosfolipidica), embora as bandas caracteristicas
relacionadas ao 2-metacriloiloxietil fosforilcolina ndo tenham mostrado intensidades
proeminentes devido aos fracos sinais reflexivos, algumas bandas em numeros de

onda especificos podem ter sofrido sobreposigdo, como em 1639 cm~' (C=C), 1074
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cm™' (P-O-C) e 968 cm™' (N*-C), sugerindo interagbes do 2-metacriloiloxietil

fosforilcolina na superficie do hidrogel.
5.8.12.2. Calorimetria exploratoéria diferencial - DSC

A analise térmica do hidrogel hibrido de trés camadas e dos componentes
utilizados como matéria-prima foram realizadas para entender o comportamento de
transicdo de fases utilizando a calorimetria diferencial exploratéria — DSC. Os
termogramas da gelatina, mucina, 2-metacriloiloxietil fosforilcolina, gelatina

metacrilato, mucina metacrilato e hidrogel sdo apresentados na Figura 55.

Gelatina tipo A
Satina tpo Gelatina metacrilato

Mucina tipo Il

2-metacriloiloxietil
fosforilcolina

T T T T T
50 100 150 200 50 100 150 200

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 55. Calorimetria diferencial exploratéria dos componentes isolados e das
membranas hibridas baseada em hidrogel completa.

No termograma do hidrogel hibrido sintetizado foi observada a presenga de dois
picos endotérmico distintos. O primeiro evento térmico foi registrado em 58,07°C, com
onset: 28,08°C — endset: 118,48°C, esta relacionado a perda de moléculas de agua
ainda presentes na amostra, mesmo apos processo de liofilizacao.

O processo de liofilizagdo consiste na secagem por meio da remogéo de agua
de um material congelado por sublimagéo, sem a fus&o intermediaria da agua. O teor

de umidade final do liofilizado € um resultado importante para estabilidade, sendo
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dependente dos parédmetros de secagem por dessorcdo utilizados. Para produtos
farmacéuticos, € comum atingirem teores de matéria seca entre 98 a 99% (Nowak;
Jakubczyk, 2020; Tang; Pikal, 2004). Portanto, o hidrogel liofilizado pode reter uma
pequena quantidade de agua residual, uma vez que a liofilizagdo n&do remove toda a
agua da amostra. Contudo, podemos observar uma grande diferenga no conteudo de
agua presente na estrutura do hidrogel antes de sua secagem, onde o valor
apresentado foi 10 vezes maior ao seu peso seco apos liofilizacao.

Com o avancgo da temperatura, essa primeira transicdo também pode envolver
mudang¢as nas interagdes intermoleculares e na organizacdo espacial da base
proteica que compdem o hidrogel. Além disso, foi registrado um AH de 162,99 J/g,
sugerindo que essa transicao térmica requer uma quantidade significativa de calor
para elevar a temperatura do hidrogel.

O segundo evento térmico apresentado foi registrado em 170,96°C, indicando
uma segunda transicao térmica subsequente. Essa transicao pode ser correlacionada
com o inicio do estagio de decomposicéo térmica do hidrogel, fato também observado

pela analise de TGA.
5.8.12.3. Analise termogravimétrica — TGA

Na analise TGA realizada para a membrana hibrida baseada em hidrogel de
trés camadas foram registrados dois estagios distintos de decomposi¢cédo térmica,
como apresentado na Figura 56. O primeiro estagio observado foi registrado na faixa
de temperatura de 30 — 170°C, com um pico de perda de peso observado em 75,1°C.
Durante essa faixa de temperatura, o hidrogel apresentou uma perda de 8,57% de

seu peso total.
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Figura 56. Analise termogravimétrica dos componentes isolados e das membranas
hibridas baseadas em hidrogel completa.

Essa perda de peso inicial sugere que a membrana ainda continha uma
quantidade de agua residual, que estava sendo evaporada gradualmente, mesmo
apos o processo de secagem previa por liofilizagao para realizagdo da analise térmica.

No segundo estagio registrado na faixa de temperatura de 170 — 500°C,
correspondente a temperatura de decomposigdo maxima (Tmax) da membrana,
apresentou um pico de decomposigao significativo a 317,25°C. Durante esse estagio,
a perda de peso foi mais expressiva, totalizando 60,45%. Portanto, esse estagio indica
uma degradacgado térmica significativa da membrana, onde as ligagdes quimicas
presentes na matriz polimérica e que foram estabelecidas durante o processo de
fotopolimerizacdo comegaram a se quebrar.

De acordo com esse resultado, o pico a 317,25°C representa a temperatura na
qual ocorreu a decomposicdo maxima da amostra, indicando sua estabilidade térmica
até esse ponto. Além disso, ao final da analise térmica foi registrada uma massa
residual de 30,98%. Essa massa sugere que a membrana ainda continha residuos de
sua matriz polimérica que nao se decompde durante a faixa de temperatura utilizada

nesse experimento.
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5.8.12.3 Analise do conteudo de agua da membrana hibrida baseada em hidrogel

A membrana hibrida baseada em hidrogel de trés camadas foi avaliado quanto
ao seu conteudo de agua. O resultado obtido demonstrou uma capacidade
significativa de retenc&o, alcancando um valor de 86,25 + 0,35%. Essa caracteristica
é fundamental para a aplicagdo da membrana, buscando mimetizar a cérnea humana.

Estudos indicam que a cérnea humana apresenta um valor de conteudo de
agua que pode variar entre 72—-85% (Barroso et al., 2022; Liang et al., 2011; Phan et
al., 2019; Pircher et al., 2003; Yan et al., 2022).

De acordo com o resultado, a membrana hibrida baseada em hidrogel de trés
camada sintetizado neste estudo tem um valor de conteudo de agua préximo ao da
cérnea humana, uma caracteristica que pode garantir a estabilidade durante o tempo
de teste no Modelo OphthalMimic e prevenir que haja uma falsa “retengcdo” da

formulacéo pela higroscopia do gel.
5.8.12.4 Analise de morfologia da membrana hibrida baseada em hidrogel

As analises morfologicas revelaram que a membrana hibrida baseada em
hidrogel (Figura 57-C e 57-D) apresenta caracteristicas mais proximas a cérnea suina
(Figura 58-A e 58-B) do que as membranas poliméricas em termos de morfologia.

Figura 57. Imagens de microscopia eletronica de varredura da cornea regido superior
superficial e da membrana hibrida na regido superior. A) Cornea regido superior no
aumento de 10 um B) Codrnea regido superior no aumento de 1um C) Membrana
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hibrida regido superior no aumento de 1um C) Membrana hibrida regido superior no
aumento de 10 um D) Membrana hibrida regido superior transversal no aumento de 1
um.

Figura 58. Imagens de microscopia eletrbnica de varredura da cornea transversal e
da membrana hibrida transversal. A) cérnea transversal no aumento de 10 um B)
cornea transversal no aumento de 1 um C) Membrana hibrida transversal no aumento
de 10 um D) Membrana hibrida transversal no aumento de 1 um.

Quando observamos as imagens de corte transversal, nota-se que a membrana
hibrida baseada em hidrogel exibe algumas estrias semelhantes a cornea suina. Essa
estrutura laminar é vantajosa para a funcionalidade do dispositivo.

A superficie da membrana hibrida € uniforme, o que desempenha um papel
fundamental na garantia de uma interagdo adequada com formulag¢des oftalmicas. A
superficie lisa e a estrutura laminar s&o aspectos benéficos para garantir a eficacia e
a interacdo adequada com produtos oftalmicos, tornando-a uma alternativa

promissora para aplicagao no dispositivo.

5.8.13. Montagem do protétipo com as membranas hibridas em hidrogel e

realizagao dos testes desafios formulagoes

O modelo OphthalMimic foi desafiado utilizando uma palpebra simulada (3,53g)
com as seguintes especificagdes: prototipo de tamanho 2,4 x 3,4 cm, tempo de teste
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de 10 minutos, fluxo de 0,5 mL/min e quantidade de formulagéo aplicada de 300 pL,
(Figura 58).

Figura 59. Modelo OphthalMimic modificado com a palpebra simulada em
movimentagao, video do dispositivo em funcionamento disponivel no QRcode.

O modelo OphthalMimic foi desafiado por meio dos testes de sete formulacdes
de FLU 0,2%: trés formulagcdes de poloxamer PLX16, PLX14 e PLX20 e trés
formulagbes contendo componente mucoadesivo PLX16Q0,5%, PLX16Q1,0% e
PLX16Q1,25%, que possui maior viscosidade e propriedades mucoadesivas, e uma
solugdo aquosa; como também ja foi demonstrado nos primeiros testes do modelo
OphthalMimic na 2 versédo. Para cada formulacido, foram realizadas seis replicatas
para garantir a robustez dos resultados obtidos.

Apos os testes no modelo OphthalMimic (Figura 59) os resultados
demonstraram que a solugdo aquosa teve a maior porcentagem de drenagem
chegando a 97 + 8%, praticamente toda a formulagao foi drenada com o fluxo lacrimal
simulado e a forga da palpebra. As formulagdes de PLX14, PLX 16 e PLX 20, tiveram
drenagem de 79 + 5%, 72 + 4% e 57 + 25%, respectivamente. Ja para as formulagdes
com o componente mucoadesivo a capacidade de drenagem foi ligeiramente menor,
PLX16QS0,5% (69 + 1%), PLX16QS1,0% (65 = 3%) e PLX16QS1,25% (67 + 3%),
mas semelhantes entre si, devido a essa diferenga de concentragdo ser muito baixa
(Figura 60).
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Figura 60. Resultados de porcentagem de FLU drenado no modelo OphthalMimic
comparando sete formulacdes distintas contendo solugdo aquosa de FLU 0,2%:
PLX14; PLX16; PLX20; PLX16QS0,5%; PLX16QS1,0%; PLX16QS1,25%.

O dispositivo OphthalMimic foi capaz de diferenciar as formulagbes PLX14 e
PLX16 da formulagdo PLX16Q1,0% com base em suas taxas de drenagem do FLU.

Esse ultimo modelo sugere uma representacdo de drenagem mais fiel a
drenagem ocular in vivo, visto que a cornea tem alta complexidade e muitas camadas.
Juntamente com o fluxo lacrimal simulado e a forca da palpebra essas formulacdes
tem altas taxas de drenagem, consequentemente, baixas concentragdes de

penetracado dos farmacos.
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6. Resumo dos Resultados

Parte 1: Modelo dinamico

Um novo modelo alternativo, promissor e sensivel a analises de penetracao

ocular ex vivo com fluxo lacrimal simulado foi desenvolvido com sucesso.

O modelo de compartimento doador confeccionado em vidro (versdo 5) mostrou-
se adequado para a realizagao dos estudos de penetragcio ocular ex vivo de farmacos

em globo ocular inteiro com fluxo lacrimal simulado.

Uma equacado matematica foi formulada para descrever os efeitos da depuracao
tedrica do sistema na reproducao do fluxo lacrimal simulado. Uma taxa de 16% de
depuragcdo/min por 2 minutos + 11% de depuragcdo/min por 13 minutos mostrou-se
adequada para comparar formulagdes. A evolugao do percentual de volume disponivel

tedrico em fungao do tempo neste caso seguiu um perfil bi-exponencial.

Tais condicbes de operagcao foram estabelecidas utilizando uma bomba
peristaltica operando sob rotacdes de 11 rpm e 9 rpm, resultando em fluxos de 48
ML/min e 33 uL/min, respectivamente.

Para teste no modelo dinamico, foram obtidas seis formulagées contendo FLU
0,2% a partir de géis de PLX (14% / 16% / 20 %) e géis de PLX com QS (0,5% / 1,0%
1 1,25%) e trés formulagdes contendo CUR (1mg/mL).

A avaliacao de penetracgao e retencao de FLU 0,2% na cérnea ex vivo a partir de
geéis de PLX, géis de PLX+QS e solugdo aquosa, demostraram que ensaios estaticos
(utilizando células de difusdo do tipo Franz) superestimam os valores de penetragao
de ativos, enquanto o modelo dinamico (com fluxo lacrimal simulado) se mostrou mais

sensivel e realista quanto ao perfil de penetracdo dos ativos na cornea.

A avaliacdo da penetragao e retengdo de CUR no modelo dinamico indicou, mais
uma vez, que este é preciso e sensivel para avaliagdo da entrega de medicamentos

em olhos saudaveis, enquanto o modelo estatico de olho inteiro apresentou resultados
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que sugerem uma possivel reproducdo na entrega de medicamentos em casos de

disturbios, como a doenca do olho seco.

Parte 2: Modelo “OphthalMimic”

Um modelo sensivel e totalmente in vitro foi desenvolvido para avaliagdo do
desempenho de formulagdes oftalmicas em relacdo a sua capacidade de resistir as
barreiras dindmicas que levam a drenagem nasolacrimal de formulagdes oftalmicas

aplicadas topicamente.

Para simular a camada de mucina presente na coérnea, foram obtidas e
caracterizadas membranas a base de PVA/gelatina, contendo mucina suina tipo Il e
PLX combinados nas proporgdes de 1:1, 1:2 e 2:1 (m/m), obtendo as membranas M1,
M2 e M3, respectivamente. As membranas apresentaram caracteristicas
homogéneas, flexiveis, aparéncia translucida, livre de bolhas, com potenciais
mecanismos de mucoadesao da matriz polimérica, confirmando interacdes favoraveis

entre os polimeros, com boa compatibilidade e estabilidade térmica.

Foi obtida e caracterizada uma membrana hibrida a base de hidrogel que simula
a superficie ocular com trés camadas distintas: (I) hidrofilica, (II) mucoadesiva e (lll)
fosfolipidica, apresentando potenciais mecanismos de mucoadesdo, boa
compatibilidade e estabilidade térmica entre os materiais. A membrana hibrida
demostrou uma capacidade significativa de retencdo de agua (86,25 + 0,35%) e

morfologia semelhantes a cérnea humana.

Testes de desempenho no modelo desenvolvido totalmente in vitro foram
realizados para drenagem de FLU a partir de géis de PLX, géis de PLX+QS e solugao
aquosa contendo 0,2% de farmaco para estabelecimento de parametros operacionais
do modelo.

O dispositivo “OphthalMimic” totalmente in vitro foi desenvolvido e otimizado,

com fluxo lacrimal simulado e uma palpebra movel.
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A versao 2 do dispositivo “OphthalMimic” totalmente in vitro foi capaz de
diferenciar as formulagdes em gel de PLX16 e PLX16QS1,0% quanto a sua
capacidade de mucoadeséao atraves das taxas de drenagem do FLU na presencga das
membranas poliméricas desenvolvidas (M1, M2 e M3).

A versao 3 otimizada do dispositivo “OphthalMimic” foi capaz de diferenciar as
formulagdes contendo FLU 0,2% em géis de PLX e géis de PLX+QS (0,5% / 1,0% /
1,25%) e solugdo aquosa com base em suas taxas de drenagem do FLU, na presenga
da membrana hibrida baseada em hidrogel sugerindo a drenagem de formulagdes

mais fiel a drenagem ocular in vivo.
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho foram obtidos com sucesso dois modelos complementares
alternativos ao uso de animais de experimentacao para avaliagcdo do desempenho e
eficacia de produtos farmacéuticos de administragcdo oftalmica. O primeiro modelo,
utilizando globo ocular inteiro com fluxo lacrimal simulado, mostrou-se adequado para
avaliar o desempenho das formulagcdes quanto a penetragao do farmaco na cérnea.
Esse modelo representa uma inovagdo promissora no campo da avaliagdo de
desempenho de medicamentos oftalmicos, marcando um avango significativo na
reducdo e substituicdo de animais vivos em experimentagdo. Com sucesso, foram
estabelecidos parametros de montagem, otimizagcdo e operagédo, tornando-o
totalmente aplicavel na pesquisa e desenvolvimento de formulag¢des oftalmicas, uma
vez que os resultados obtidos indicam que este modelo é capaz de distinguir entre
formulagdes inovadoras, proporcionando, assim, uma alternativa mais realista em
relagdo aos tradicionais experimentos estaticos. O “OphthalMimic”, segundo modelo
desenvolvido, totalmente in vitro com uma superficie mucoadesiva para mimetizar a
cérnea, fluxo lacrimal simulado e uma palpebra mével, mostrou-se também util para
comparar formulagdes oftalmicas, permitindo uma triagem de alto rendimento durante
as fases de pesquisa e desenvolvimento. A capacidade desse dispositivo de imitar a
dindmica e as barreiras fisico-quimicas do olho sob condi¢des reais de aplicagao de
formulagbes oftalmicas pode permitir o desenvolvimento de sistemas de
administragdo de medicamentos mais eficazes e seguros. O dispositivo OphthalMimic
pode, portanto, servir como uma ferramenta de triagem de alto rendimento para

formulagdes oftalmicas como suspensdes, emulsdes, géis e solugdes.
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8. Outras consideragoes.

Durante este trabalho foi realizado estagio doutoral sanduiche no laboratério
Buchanan Ocular Therapeutics Unit — BOTU, Auckland — Nova Zelandia, onde foram
realizadas etapas experimentais com as formulagdes contendo curcumina utilizadas
nos o modelo dindmico ex vivo com fluxo lacrimal simulado e o modelo estatico ex

vivo de olho inteiro.

Sao produtos diretos do desenvolvimento da tese até o momento:

Barbalho, G.N.; Falcao, M.A.; Lopes, J.M.S.; Lopes, J.M.; Contarato, J.L.A.; Gelfuso,
G.M.; Cunha-Filho, M.; Gratieri, T. Dynamic Ex Vivo Porcine Eye Model to Measure
Ophthalmic Drug Penetration under Simulated Lacrimal Flow. Pharmaceutics. 2023,
15, 2325. DOI:10.3390/pharmaceutics15092325.

Patente: Privilégio de Inovagdo. Numero do registro: BR102022009997, Instituigcao de
registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial. Deposito: 25/05/2022.
GRATIERI, T.; GELFUSO, G.; CUNHA-FILHO, M.; BARBALHO, G. 'Dispositivo para
avaliacdo do desempenho de formulagdes oftalmicas in vitro em relagdo a sua
capacidade de resisténcia as barreiras dinamicas que levam a drenagem de farmacos
e método de avaliagdo do desempenho de formulagdes oftalmicas utilizando tal
dispositivo'.

Junto a esta protecéo esta em andamento, a obtengéo do certificado de adi¢ao
do pedido de patente de Invencao referente as melhorias feitas no dispositivo
OphthalMimic e a protecdo de Modelo de utilidade referente aos géis miméticos da
superficie corneana desenvolvidos para o produto e seu uso, além do pedido de
patente de Desenho Industrial referente as melhorias feitas no dispositivo
OphthalMimic.

Outros trés artigos estao sendo preparados, referentes a utilizagdo do modelo
com as formulagdes contendo curcumina; a descrigdo do modelo Ophthalmimic com
as membranas poliméricos e as possibilidades para fins comparativos e regulatérios

com o uso do hidrogel como base.
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8.1. Produtos indiretos do trabalho.

Durante o periodo do doutorado a aluna colaborou em outros trabalhos do
grupo, gerando as seguintes publicagdes:

Costa, R. H. F., Krawczyk-Santos, A. P., Martins Andrade, J. F., Barbalho, G. N.,
Almeida, R. M., Nobrega, Y. K. M., Cunha-Filho, M., Gelfuso, G. M., Taveira, S. F., &
Gratieri, T. (2023). a-Cyclodextrin-based poly(pseudo)rotaxane for antifungal drug
delivery to the vaginal mucosa. Carbohydrate polymers, 302, 120420.
DOI:10.1016/j.carbpol.2022.120420

Xavier, L.C.G.; Matos, B.N.; Barbalho, G.N.; Falcdo, M.A.; Cunha-Filho, M.; Gelfuso,
G.M.; Gratieri, T. In Vitro Performance Analysis of a Minoxidil Thermosensitive Gel with
Reduced Runoff for Eyebrow Hair Growth. Gels. 2023, 9, 269.
DOI:10.3390/gels9040269
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