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RESUMO

O glaucoma é uma doenca cronica e multifatorial, marcada por alteragdes caracteristicas no
disco do nervo oOptico e déficit visual, afetando mais de 70 milhGes de individuos
mundialmente e consolidando-se como principal causa de cegueira irreversivel. Atualmente,
o tratamento ¢é focado na reducéo da pressao intraocular, unico fator passivel de intervencéo,
por cirurgia ou prioritariamente com medicamentos. A acetazolamida, um inibidor da
anidrase carbénica, ¢ uma das mais importantes alternativas farmacoterapéuticas, mas até o
momento encontra-se disponivel apenas para uso sistémico, por via oral ou intravenosa, que
se associa a muitos efeitos adversos graves e pouco tolerados. O desenvolvimento de
formulagBes para administragdo ocular para o farmaco tem sido muito desafiador, limitado
por suas propriedades fisico-quimicas, como baixa solubilidade e baixa permeacgdo corneana.
Neste ambito, implantes intravitreos biodegradaveis emergiram como promissora alternativa
para propiciar liberacdo intraocular e prolongada de acetazolamida, minimizando efeitos
adversos e ampliando a biodisponibilidade e a adesdo ao tratamento. Portanto, no presente
trabalho, implantes intravitreos de &cido polilatico-co-glicolico contendo acetazolamida
foram produzidos por moldagem a quente e extensivamente caracterizados. Os implantes
apresentaram-se na forma de bastdes cilindricos brancos, de superficie uniforme e
comprimento, espessura e peso de cerca de 5,00 mm, 0,45 mm e 1,27 mg, respectivamente.
Estudo de compatibilidade farmaco-excipiente evidenciou auséncia de interagdes fisicas ou
quimicas e presenca de caracteristicas tipicas de sistemas de liberacdo matriciais. Os
implantes foram analisados por métodos cromatograficos desenvolvidos e validados e
demonstraram teor de 230 ug/g, uniformidade de doses unitarias e estabilidade por, no
minimo, seis meses, durante estudo de estabilidade acelerada, promovendo liberacéo
sustentada de aproximadamente 50% da dose declarada do farmaco por 42 dias. No mesmo
periodo, ndo foram observados sinais de irritacdo ocular ou toxicidade retiniana em estudos in
vitro e in vivo para os dispostivos e farmaco em concentracdes de até 0,020 mmol/L.
Ademais, houve efeito hipotensor significativo e clinicamente relevante com o uso dos
implantes em coelhos normotensos. Deste modo, os implantes intravitreos desenvolvidos
mostraram-se uma alternativa segura e potencialmente eficaz para administracao intravitrea e

liberagdo sustentada de acetazolamida em pacientes glaucomatosos.

Palavras-chave: acetazolamida; acido polilatico-co-glicolico (PLGA); inibidor da anidrase

carbbnica; compatibilidade farmaco-excipiente; toxicidade in vitro/in vivo; glaucoma.



ABSTRACT

Glaucoma is a chronic and multifactorial disease, characterized by typical structural changes
of the optic disc and visual impairment. It affects more than 70 million individuals worldwide
and is the main cause of irreversible blindness. Currently, the treatment is focused on
reducing intraocular pressure, the only factor that can suffer intervention, by surgery or
primarily with medications. Acetazolamide, a carbonic anhydrase inhibitor, is one of the most
important drugs for this purpose, but is currently available only for systemic use, orally or
intravenously, which is associated with many serious and poorly tolerated adverse effects.
The development of topical formulations for the drug is very challenging, limited by its
physicochemical properties, including low solubility and corneal permeation. In this context,
biodegradable intravitreal implants emerged as a promising alternative to provide intraocular
and prolonged release of acetazolamide, minimizing adverse effects and increasing
bioavailability and adherence to the treatment. Therefore, in the present study, polylactic-co-
glycolic acid-based intravitreal implants containing acetazolamide were produced by hot
molding and extensively characterized. The implants were presented as white cylindrical
rods, with uniform surface and length, thickness and weight of about 5.00 mm, 0.45 mm and
1.27 mg, respectively. A drug-excipient compatibility study showed no physical or chemical
interactions and typical and desirable characteristics of matrix release systems. The implants
were analyzed by chromatographic methods developed and validated and demonstrated a
content of 230 pg/g, uniformity of content and stability for at least six months during an
accelerated stability study. Sustained release of approximately 50% of the dose was observed
in 42 days. In the same period of study, no signs of ocular irritation or in vitro and in vivo
toxicity for the retina were observed for the devices and drugs at concentrations of up to
0.020 mmol/L. Moreover, there was significant and clinically relevant hypotensive effect for
the implants in normotensive rabbits. Thus, the proposed intravitreal implants proved to be a
safe and potentially effective alternative for intravitreal administration and controlled release

of acetazolamide in glaucomatous patients.

Keywords: acetazolamide; poly(lactic-co-glycolic acid (PLGA); carbonic anhydrase

inhibitor; stability; drug-excipient compatibility; in vitro/in vivo toxicity; glaucoma.
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gradiente de fase mdvel composta por mistura de acetonitrila e acido trifluoroacético 0,1% v/v, em vazédo de 1,0
mL/min, temperatura de 25 °C e detec¢do por ultravioleta a 265 nm para avaliagdo da seletividade do método de
substancias relacionadas, com auséncia de picos interferentes no tempo de retencdo do analito e adequada
resolucéo entre analito e produtos de degradacéo
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Figura 24 — Curva analitica e equacdo da reta obtidas durante avaliacdo de linearidade para método de teor de

acetazolamida, no intervalo de concentracao de 80 @ 120 UG/ML.....coiiiiiiiiiniie e e 125

Figura 25— Curva analitica e equacdo da reta obtidas durante avaliacdo de linearidade para método de



substancias relacionadas, no intervalo de concentracdo de 0,4 (LQ) @ 1,2 HG/ML...c..coveveieivivinsinne v 125

Figura 26 — Design spaces obtidos durante avaliagdo da robustez para os métodos de teor e substancias
relacionadas, com evidéncia de grande faixa de trabalho (em amarelo) em que a combinacdo das varidveis
criticas concentracdo de acido trifluoroacético (TFA, 0,1% v/v) e vazdo de fase moével produz resultados dentro
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Figura 27 — Sobreposicdo dos cromatogramas ampliados obtidos para diluente (em preto), agente degradante
(branco, em azul), placebo (em vermelho), insumo farmacéutico ativo (IFA, em verde) e mistura binaria (MF,
em roxo), na condigdo critica de estresse acido (HCI 1,0 M), sob eluicdo em gradiente de fase moével composta
por mistura de acetonitrila e acido trifluoroacético 0,1% v/v, em vazdo de 1,0 mL/min, temperatura de 25 °C e
deteccdo por ultravioleta a 265 nm, no metodo de substéncias relacionadas, com evidéncia de decaimento na

resposta do ativo e formacao de produtos de degradacao...........ccvvvrerereriiieieise e e 138

Figura 28 — Sobreposi¢do dos cromatogramas ampliados obtidos para diluente (em preto), agente degradante
(branco, em azul), placebo (em vermelho), insumo farmacéutico ativo (IFA, em verde) e mistura binaria (MF,
em roxo), na condigdo critica de estresse basico (NaOHO0,1 M), sob eluicdo em gradiente de fase movel
composta por mistura de acetonitrila e acido trifluoroacético 0,1% v/v, em vazao de 1,0 mL/min, temperatura de
25 °C e deteccdo por ultravioleta a 265 nm, no método de substdncias relacionadas, com evidéncia de

decaimento na resposta do ativo e formagdo de produtos de degradagao...........ccceevereriererriennienieieiee e 139

Figura 29 — Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos para implante intravitreo branco (em preto), insumo
farmaceéutico ativo depois de 3 e 6 meses (IFA, em azul e vermelho, respectivamente) e implantes intravitreos
contendo acetazolamida depois de 3 e 6 meses (em verde e em roxo, respectivamente), durante estudo de
estabilidade acelerada, sob eluicdo em gradiente de fase movel composta por mistura de acetonitrila e &cido
trifluoroacético 0,1% v/v, em vazdo de 1,0 mL/min, temperatura de 25 °C e detecgdo por ultravioleta a 265 nm,
no método de substancias relacionadas, com evidéncia de decaimento na resposta do ativo e formacdo de
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Figura 30 — Sobreposicdo dos cromatogramas ampliados obtidos para implante intravitreo branco (em preto),
insumo farmacéutico ativo depois de 3 e 6 meses (IFA, em azul e vermelho, respectivamente) e implantes
intravitreos contendo acetazolamida depois de 3 e 6 meses (em verde e em roxo, respectivamente), durante
estudo de estabilidade acelerada, sob eluigdo em gradiente de fase mével composta por mistura de acetonitrila e
acido trifluoroacético 0,1% v/v, em vazédo de 1,0 mL/min, temperatura de 25 °C e detec¢do por ultravioleta a 265
nm, no método de substancias relacionadas, com evidéncia de decaimento na resposta do ativo e formacéo de
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Figura 31 — Espectro de massas para o farmaco acetazolamida obtido em modo de aquisi¢ao negativo depois de

fragmentagdo do fon precursor de razdo massa-carga (M/Z) 221........cccueevureirsiirnesiseies e es 150

Figura 32 — Espectro de massas para o padrdo interno dorzolamida obtido em modo de aquisicdo negativo

depois de fragmentagao do ion precursor de razdo massa-carga (M/z) 323........ccccvervreieieieeienreieseienee e 150

Figura 33 — Diagramas de Pareto obtidos por planejamento de composto central (CCD) durante avaliacdo da



influéncia dos parametros de ionizacdo e fragmentacdo potencial de desagregacdo (DP), potencial de entrada
(EP), energia de colisdo (CE), potencial de saida da célula de entrada (CXP) e suas interacdes secundarias, na
intensidade da transicdo de massa de quantificacdo para o farmaco acetazolamida (parte esquerda) e para o

padrédo interno dorzolamida (parte direita), com evidéncia de parametros criticos a nivel de significancia de

Figura 34 — Superficies de resposta obtidas por planejamento de composto central (CCD) durante avaliagdo da
influéncia dos pardmetros de ionizacdo e fragmentacdo potencial de desagregacdo (DP), potencial de entrada
(EP), energia de colisdo (CE), potencial de saida da célula de entrada (CXP) e suas intera¢cdes secundarias, na
intensidade da transigdo de massa de quantificacdo para o farmaco acetazolamida (razdo massa-carga m/z 221-
83), para definicdo de condicBes Gtimas de ANALISE.........cccvveirvir e e e re s 154

Figura 35 — Superficies de resposta obtidas por planejamento de composto central (CCD) durante avaliacdo da
influéncia dos parametros de ionizacdo e fragmentacdo potencial de desagregacdo (DP), potencial de entrada
(EP), energia de colisdo (CE), potencial de saida da célula de entrada (CXP) e suas intera¢des secundarias, na
intensidade da transicdo de massa de quantificacdo para o para o padréo interno dorzolamida (razdo massa-carga

m/z 323-244), para definicdo de condigBes 0timas de ANALISE. .......ccovierriieriiriere e 155

Figura 36 — Superficies de resposta obtidas por planejamento Doehlert durante avaliacdo da influéncia dos
parametros da fonte electrospray gas de secagem, gas nebulizador, gas de colisdo e temperatura e suas
interagcBes secundarias, na intensidade da transicdo de massa de quantificacdo para o farmaco acetazolamida

(razdo massa-carga m/z 221-83), para definigdo de condi¢des 6timas de andlise..........coocevveiverenrierinieeienneeans 157

Figura 37 — Efeito dos aditivos modificadores de pH acido formico (AF 0,1% v/v), &cido trifluoroacético (TFA,
0,1 % v/v), acido acético (AAc 0,05% v/v e 0,1% v/v), acetato de amonio (5 e 10 mmol/L), hidréxido de amdnio
(0,02% viv, 0,05% viv e 0,1% v/v), trietilamina (TEA, 0,1% v/v) e tris-hidroximetilaminoetano (TRIS, 10
mmol/L) na intensidade do sinal de transicdo de massa de quantificagdo da acetazolamida (razdo massa-carga
MNIZ 221-83) .ttt bbb e bt b £ bR h R R R E R R R R h e Rt bR bbb st n shene s 161

Figura 38 — Diagrama de Pareto obtidas por planejamento Doehlert durante avaliagdo da influéncia dos
pardmetros proporcdo de fase aquosa, concentracdo de tris-hidroximetilaminoetano, vazdo de fase mével e suas
interacfes secundarias nos parametros cromatograficos combinados utilizando-se ferramenta desejabilidade

global, para definicao de CONIGOES GLIMAS...........cviiiriririeiieisee et es s eebe et sesnereerens 163

Figura 39 — Superficies de resposta obtidas por planejamento Doehlert durante avaliacdo da influéncia dos
parametros proporcao de fase aquosa, concentracdo de tris-hidroximetilaminoetano, vazdo de fase movel e suas
interagcBes secundarias nos parametros cromatograficos combinados utilizando-se ferramenta desejabilidade

global, para definicao de CONAIGOES GLIMAS..........eviiiieririeiieese e sttt e be et saereseens 164

Figura 40 — Cromatograma obtido para o farmaco acetazolamida e para o padrdo interno dorzolamida, nas
condi¢Bes Otimas finais, determinadas por planejamento experimental Doehlert e ferramenta desejabilidade,
depois de ajustes finos, utilizando cromatografia de interagdo hidrofilica (HILIC), em coluna ciano (150 x 4,6
mm, 3,5 um), sob eluicdo isocratica de fase modvel composta por mistura de acetonitrila e tris-

hidroximetilaminoetano a 12 mmol/L, na proporcdo de 93:7 v/v, em vazdo de 0,48 mL/min e temperatura de 21



°C, com deteccdo por espectrometria de massas em modo de aquisicdo negativo, com evidéncia de resolucdo

entre FAarmaco € PAATEO INTEINO. .......ccvivie e ettt e e et et e e teste st e st e s seessetesteanestesteseeseennaneas 166

Figura 41 — Sobreposicdo de cromatogramas obtidos para fase mével, diluente e placebo, nas condi¢Bes étimas
finais, determinadas por planejamento experimental Doehlert e ferramenta desejabilidade, depois de ajustes
finos, utilizando cromatografia de interacdo hidrofilica (HILIC), em coluna ciano (150 x 4,6 mm, 3,5 um), sob
eluicdo isocratica de fase movel composta por mistura de acetonitrila e tris-hidroximetilaminoetano a 12
mmol/L, na propor¢do de 93:7 v/v, em vazdo de 0,48 mL/min e temperatura de 21 °C, com detecgdo por
espectrometria de massas em modo de aquisicdo negativo, com evidéncia de resolucdo entre farmaco e padrao

interno, para avaliagdo da seletividade d0 MELOO.........cccouururirerirrireee et bbb 167

Figura 42 — Curva analitica e equacdo da reta obtidas durante avaliacdo de linearidade para método de teor de

acetazolamida, no intervalo de concentragdo de 0,5 a 1000 NG/ML........cccoiiriiniieiiiii e e 169

Figura 43 — Diagrama de Pareto obtido para os pardmetros proporcdo de fase aquosa, concentracdo de tris-
hidroximetilaminoetano, vazdo de fase movel, marca de coluna cromatogréafica e suas intera¢fes secundarias,
durante avaliacdo da robustez, com evidéncia de pardmetros criticos na resposta intensidade do sinal de
transicdo de massa para o farmaco acetazolamida (razdo massa-carga m/z 221-83).........cccevveiereienrenesenisienennns 173

Figura 44 — Avaliacdo do perfil de perda de massa (parte esquerda) e absor¢cdo de dgua (parte direita) pelos
implantes intravitreos contendo acetazolamida, durante 42 dias...........ccoceeveueiiiiiereiinece e 179

Figura 45 — Avaliac¢do do perfil de liberacdo acumulada, em percentual, do farmaco acetazolamida em tampéo
fosfato-salina (PBS) a 37 °C, a partir dos implantes intravitreos contendo acetazolamida, durante 42 dias, com
evidéncia de liberacdo em perfil bifasico, Sem BUrSt INICIaL........c.ccocvriiieiiiiis s 181

Figura 46 — Esquema demonstrativo de procedimento de aplicacdo de trocarte transescleral (parte esquerda)
seguida por insercdo dos implantes intravitreos contendo acetazolamida na cavidade intravitrea através do

trocarte transescleral (parte direita), em coelhos albinos da raca New Zealand............ccccoooeneviiiiiiiniiiiinicnne 199

Figura 47 — Determinagdo da sobrevida e viabilidade celular de células do epitélio pigmentar da retina humana
da linhagem ARPE-19 em percentual, durante avaliagdo da toxicidade in vitro do farmaco acetazolamida nas
doses de 0,001, 0,0025, 0,005, 0,01, 0,02 e 0,04 mmol/L por ensaio de citotoxicidade por incorporacdo do 3-
(4,5-dimetil-tiazol-2-il1)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)....coociiieereiee et e 203

Figura 48 — Comparacdo estatistica por andlise de variancia (ANOVA) de uma via, com pos-teste de
Bonferroni, entre as médias de viabilidade celular obtidas durante avaliacdo da toxicidade in vitro do farmaco
acetazolamida nas doses de 0,001, 0,0025, 0,005, 0,01, 0,02 e 0,04 mmol/L por ensaio de citotoxicidade por
incorporagdo do 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT), com evidéncia de auséncia de toxicidade

para doses iNferiores a 0,04 MMOI/L. ... ..ot ene s et sre st ae st e eneerenres 204

Figura 49 — Determinacdo da sobrevida e viabilidade celular de células do epitélio pigmentar da retina humana
da linhagem ARPE-19 em percentual, durante avaliagdo da toxicidade in vitro do farmaco acetazolamida nas
doses de 0,01 e 0,02 mmol/L por ensaio de citotoxicidade por incorporacdo do 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio



Figura 50 — Curvas de eletrorretinograma (ERG) nas condigOes escotdpicas de adaptagdo ao escuro 0,01
cd.s/me (parte superior) e adaptacdo ao escuro 3,0 cd.s/m: (parte inferior) obtidas um dia depois de administracdo
intravitrea de doses de 0,01 (parte esquerda, RB1), 0,02 (centro, RB2) e 0,04 mmol/L (parte direita, RB3) no
olho direito (em azul), em comparacdo com curvas obtidas depois de administracdo de veiculo gel de
carboximetilcelulose no olho esquerdo (em preto) de ratos da linhagem Wistar, para avaliacdo da toxicidade in
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Figura 51 — Curvas de eletrorretinograma (ERG) nas condicOes escotdpicas de adaptagdo ao escuro 0,01
cd.s/me (parte superior) e adaptacdo ao escuro 3,0 cd.s/m: (parte inferior) obtidas depois de um (parte esquerda),
sete (centro) e quinze dias (parte direita) depois de administracdo intravitrea de doses 0,02 mmol/L no olho
direito (em azul), em comparagdo com curvas obtidas depois de administracdo de veiculo gel de
carboximetilcelulose no olho esquerdo (em preto) de ratos da linhagem Wistar, para avaliacdo da toxicidade in
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Figura 52 — Curvas de eletrorretinograma (ERG) nas condices fotopicas de adaptacdo a luz 3,0 cd.s/m: (parte
superior) e adaptacgdo a luz flicker 30 Hz (parteinferior) obtidas um dia de administracdo intravitrea de doses de
0,01 (parte esquerda, RB1), 0,02 (centro, RB2) e 0,04 mmol/L (parte direita, RB3) no olho direito (em azul), em
comparagdo com curvas obtidas depois de administracdo de veiculo gel de carboximetilcelulose no olho
esquerdo (em preto) de ratos da linhagem Wistar, para avaliagdo da toxicidade in vivo do farmaco
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Figura 53 — Curvas de eletrorretinograma (ERG) nas condic¢@es fotopicas de adaptacéo a luz 3,0 cd.s/m: (parte
superior) e adaptacédo a luz flicker 30 Hz (parteinferior) obtidas depois de um (parte esquerda), sete (centro) e
quinze dias (parte direita) depois de administragdo intravitrea de doses 0,02 mmol/L no olho direito (em azul),
em comparacdo com curvas obtidas depois de administracdo de veiculo gel de carboximetilcelulose no olho
esquerdo (em preto) de ratos da linhagem Wistar, para avaliagdo da toxicidade in vivo do farmaco
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Figura 54 — Comparacédo das razBes b/a para avaliagdo do estado funcional da retina por eletrorretinografia

(ERG), antes e um, sete e quinze dias depois da administracdo de doses de 0,010 0,020 e 0,040 mmol/L no olho

direito de ratos da linhagem Wistar durante avaliacdo da toxicidade in vivo do farmaco acetazolamida........... 216

Figura 55 — Curvas de eletrorretinograma (ERG) nas condicdes escotopicas de adaptacdo ao escuro 0,01
cd.s/me (parte superior) e adaptagdo ao escuro 3,0 cd.s/m: (parteinferior) obtidas depois de um (parte esquerda),
sete (centro) e quinze dias (parte direita) depois de administracdo intravitrea de doses 0,02 mmol/L no olho
direito (em azul), em comparagdo com curvas obtidas depois de administracdo de salina estéril no olho esquerdo
(em preto) de ratos da linhagem Wistar, para avaliacdo de possivel efeito neuroprotetor do farmaco
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Figura 56 — Presenga do implante intravitreo na cavidade intravitrea dos coelhos albinos da raca New Zealand,

em fotografia retirada imediatamente depois da administracdo (a) e em imagens de fundo de olho obtidas por



oftalmoscopia confocal de varredura a lasr, depois de 21 dias (b) e 42 dias (c) da insercao dos dispositivos....221

Figura 57 — Imagens de fundo de olho de coelhos albinos da raca New Zealand obtidas por oftalmoscopia
confocal de varredura a laser para grupo sem intervencdo (a) e grupos depois de administracdo intravitrea de
salina estéril (b) e do farmaco acetazolamida a 0,020 mmol/L depois de trés (c) e sete dias (d), para avaliagdo da
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Figura 58 — Imagens de fundo de olho de coelhos albinos da raca New Zealand obtidas por oftalmoscopia
confocal de varredura a laser para grupo sem intervencdo (a) e grupos depois de administracdo de implante
intravitreo branco (b) e de implante intravitreo contendo acetazolamida depois de sete (c), quatorze (d), vinte e
um (e), vinte e oito (f), trinta e cinco (g) e quarenta e dois dias (h), para avaliacdo da toxicidade in vivo de

implantes intravitreos contendo aCetazolamida..........c.ccvieiiiiieiiiiiie e et 223

Figura 59 — Monitoramento da pressao intraocular nos olhos controle e administrados de implante intravitreo
contendo acetazolamida durante periodo de quarenta e dois dias (a) e variacdo da pressdo intraocular relativa aos
niveis basais reportados antes do procedimento de inser¢do de implanre intravitreo contendo acetazolamida (b),

para avaliacdo da toxicidade in vivo de implantes intravitreos contendo acetazolamida...............ccvcervverniennn. 224

Figura 60 — Corte transversal da retina de coelho albino da raca New Zealand, antes de administracdo
intravitrea, obtida por tomografia de coeréncia dptica (OTC), com discriminacdo de cada uma de suas
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Figura 61 — Cortes transversais da retina de coelhos albinos da raca New Zealand representativos para grupo
sem intervencdo (a) e grupos depois de administracdo intravitrea de salina estéril (b) e do farmaco
acetazolamida na dose de 0,020 mmol/L depois de trés (c) e sete dias (d) para avaliacdo da toxicidade in vivo de

implantes intravitreos contendo aCetaZolamida. ...........ceiviiriiee i e 228

Figura 62 — Cortes transversais da retina de coelhos albinos da raca New Zealand representativos para grupo
sem intervencdo (a) e grupos depois de administracdo de implante intravitreo branco (b) e de implante
intravitreo contendo acetazolamida depois de sete (c), quatorze (d), vinte e um (e), vinte e oito (f), trinta e cinco
(9) e quarenta e dois dias (h), para avaliacdo da toxicidade in vivo de implantes intravitreos contendo

ACETAZOLAMIAA. . ... ottt e 229

Figura 63 — Cortes histologicos (20x/0.40mm) da retina de coelhos albinos da raga New Zealand
representativos para grupo sem intervencdo (a) e grupos depois da administracdo intravitrea de salina estéril (b)
e do farmaco acetazolamida na dose 0,020 mmol/L depois de trés (c) e sete dias (d), para avaliacdo da
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Figura 64 — Cortes histologicos (20x/0.40mm) da retina de coelhos albinos da raga New Zealand
representativos para grupo sem intervengdo (a) e grupos depois da administracdo intravitrea de implante
intravitreo branco (b) e de implante intravitreo contendo acetazolamida depois de sete (c), quatorze (d), vinte e
um (e), vinte e oito (f), trinta e cinco (g) e quarenta e dois dias (h), para avaliacdo da toxicidade in vivo de

implantes intravitreos contendo aCEtaZOIAMITA. ..........cciviviieveiriiee it bbbt e 233
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1 INTRODUCAO

Glaucoma é uma denominacdo geral para se referir a um grupo de neuropatias Opticas
cronicas progressivas e multifatoriais, caracterizado por alteracdes tipicas, como 0 aumento
da escavacéo do disco optico, morte de células ganglionares da retina e afinamento da borda
neurorretiniana, em que o desfecho mais grave é a deficiéncia visual (JONAS et al., 2017;
QUIGLEY, 2011; WEINREB, AUNG, MEDEIROS, 2014). E a causa mais comum de
cegueira irreversivel e segunda causa de cegueira no mundo, superada apenas pela catarata
(COOK, FOSTER, 2012; SCHMIDL et al., 2015). Levantamentos de Cook e Foster (2012) e
Tham et al. (2014) apontam para mais de 70 milhdes de casos de glaucoma no mundo, com
prevaléncia entre 1 e 2% e incidéncia de aproximadamente 2,4 milhdes de novos casos/ano,
principalmente entre individuos de 40 a 80 anos. No Brasil, ainda que a escassez de estudos
dificulte uma estimativa mais correta, Sakata et al. (2007) relatam haver aproximadamente
um milhdo de casos. Este cenario epidemioldgico € ainda mais alarmante quando se considera
0 elevado indice de subdiagnostico, estimado em cerca de 50 a 90% dos pacientes
(QUIGLEY, BROMAN, 2006; TOPOUZIS et al., 2009).

Atualmente, diferentes mecanismos foram sugeridos para elucidar a fisiopatologia da doenca,
como perda de tecido conectivo, diminuicdo do aporte de fatores neurotréficos e nutrientes no
nervo Optico, estresse mecanico sobre lamina cribriforme, hipoxia e isquemia de vasos
retinianos, excitotoxicidade do glutamato, estresse oxidativo, atuagdo do fator de necrose
tumoral o, alteracdes no microambiente de células gliais e respostas inflamatorias
disfuncionais (BAKALASH et al., 2003; HARE et al., 2001; JONAS et al., 2017; KO et al.,
2000; MUNEMASA, KITAOKA, 2013; WEINREB, KHAW, 2004). Entre os fatores de risco
para 0 desenvolvimento e evolucdo, como idade, histérico familiar, etnia e condicGes
associadas (LUSTHAUS, GOLDBERG, 2019), o aumento da pressao intraocular é o mais
notorio e unico fator passivel de intervencdo, sendo, portanto, o alvo preferencial na terapia
anti-glaucoma (KALOUDA et al., 2017).

O aumento da pressdo intraocular é consequéncia de alteragdes anatomofisiologicas na malha
trabecular e canal de Schlemm, que impedem integral ou parcialmente a drenagem do humor
aquoso (FUCHSHOFER, TAMM, 2012; SCHMIDL et al., 2015). Estudos demonstram a
eficiéncia da reducédo da presséo intraocular na prevengédo da cegueira, preservacao da viséo e

aumento da qualidade de vida em portadores de glaucoma (MCKINNON et al., 2008;
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SALOMAO et al., 2009). Este objetivo pode ser atingido cirurgicamente, mas a intervenco
farmacoterapéutica permanece como primeira escolha (BRASIL, 2018; JONAS et al., 2017).
Diferentes medicamentos, geralmente administrados por via ocular, estdo disponiveis
comercialmente. Dentre esses, podem ser destacados os inibidores da anidrase carbonica,
farmacos de enorme relevancia clinica, por seu potente efeito hipotensor ocular, decorrente
da inibicdo da anidrase carb6nica nos processos ciliares e reducdo da producdo do humor
aquoso (BRECHUE, MAREN., 1993; HALL, 2017).

Primeiro e mais relevante representante dos inibidores da anidrase carbonica, a acetazolamida
encontra-se atualmente disponivel comercialmente apenas para administracdo sistémica, por
via oral ou intravenosa, para casos graves ou emergéncias. Contudo, 0 seu uso sistémico
associa-se a inumeros e graves efeitos adversos e pouca tolerabilidade, como ceratite,
sindrome de Stevens-Johnson, sonoléncia, letargia, cefaleia, tontura, formigamento e
parestesia, desequilibrio de pH e eletrolitico, discrasias sanguineas, litiase renal e depressao,
sendo limitada sua utilizacido na rotina (DIAMOX, 2019; MAREN, 1977).
Concomitantemente, o desenvolvimento de formas farmacéuticas para administracdo ocular
do farmaco encontra muitas dificuldades, em razéo de baixa solubilidade e baixa permeacéo
corneana, que reduzem significativamente a biodisponibilidade do farmaco nos corpos
ciliares, comprometendo sua efetividade (KAUR, SINGH, KANWAR, 2002). Neste
contexto, os implantes intraoculares, para administracdo intravitrea, produzidos a partir de
polimeros biocompativeis e preferencialmente biodegradaveis, como o &cido polilatico-co-
glicdlico (PLGA), representam promissora alternativa para administragdo direcionada e
sustentada do farmaco. Este tipo de dispositivo diminuiria a frequéncia de administracdes,
garantiria maior adesdo ao tratamento, minimizaria a toxicidade sistémica e sobrepujaria as
barreiras oculares (HEINIG et al., 2017; SINGLA et al., 2002; URTTI et al., 2017).

O desenvolvimento e registro de novos medicamentos € um processo muito complexo e
dispendioso, em que inumeras exigéncias devem ser cumpridas para aprovacao pelas
agéncias regulatorias. E imprescindivel assegurar que o produto desenvolvido é eficaz,
seguro e possui qualidade, durante todo seu ciclo de vida (ALLEN JR, POPOVICH, ANSEL,
2013; ANVISA, 2017; HOFF, CHEN, 2009). E por isso que, na fase pré-clinica, estudos de
pré-formulacdo e formulacdo devem ser conduzidos, visando compreender as propriedades
fisico-quimicas, farmacodinamicas e farmacocinéticas, para que o produto final possua 0s
atributos necessarios para a finalidade proposta (ALLEN JR, POPOVICH, ANSEL, 2013).

Durante o desenvolvimento de um medicamento, a compatibilidade entre farmaco e
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excipientes deve ser estudada minuciosamente, para investigacdo de interacdes, fisicas ou
quimicas, que possam afetar sua qualidade, eficacia ou seguranca. Diversos ensaios podem
ser utilizados para este propdsito, como calorimetria diferencial exploratoria,
termogravimetria, difracdo de raios X, espectroscopia de infravermelho, espectroscopia de
Raman, microscopia eletronica de varredura e cromatografia (CHADHA, BHANDARI,
2014; DAVE et al., 2015). Estes, conjuntamente com estudos de toxicidade in vitro, em
linhagens celulares especificas, e in vivo, em modelos animais, sdo fundamentais para

assegurar que a administracdo do produto desenvolvido é segura (DUSINSKA et al., 2017).

Da mesma forma, é de suma importancia que se avalie a qualidade e estabilidade da
formulacdo, uma vez desenvolvida, preferencialmente por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia, para garantir que os atributos esperados foram atingidos e sdo mantidos durante
todo o periodo de validade do produto. Estes ensaios certificardo que doses corretas estdo
sendo sistematicamente administradas e que eventuais produtos de degradacdo estdo ausentes
ou presentes em niveis toleraveis, pressupostos imprescindiveis para que eficicia e a
seguranca demonstradas nas etapas anteriores ndo sejam comprometidas no decorrer dos
processos de producdo até o uso pelo paciente. Deve-se, portanto, certificar-se de empregar,
em todos os estudos, métodos analiticos confiaveis, robustos, seletivos e com adequada
detectabilidade, especialmente para quantificacdo de farmacos no produto final e em amostras
bioldgicas oculares (HEINIG et al., 2017; XUE et al., 2012).

Atualmente, o manejo do glaucoma conta com diferentes medicamentos aprovados e
comercializados no Brasil e no mundo, capazes de reduzir a pressdo intraocular e prevenir
sua progressdo. Entretanto, existem muitos inconvenientes nas formulacbes disponiveis,
fazendo com que o controle dessa enfermidade ainda seja um desafio, como mencionado pelo
Instituto Europeu de Visdo (CURSIFIEN et al., 2019). Neste contexto, a presente tese versara
sobre o desenvolvimento de implantes intravitreos para administragdo ocular e sustentada de
acetazolamida e se dividira em dois capitulos. No primeiro capitulo, serdo relatados o
desenvolvimento e caracterizagéo fisico-quimica dos dispositivos, com um abrangente estudo
de pré-formulagdo e formulagdo, desenvolvimento e validacdo de métodos de analiticos para
avaliagdo da qualidade, estabilidade, perfil de liberacdo e farmacocinética em insumo
farmacéutico ativo, produto final e amostras biologicas oculares. No segundo capitulo, serdo
abordados o controle de qualidade microbioldgico e avaliacdo bioldgica dos implantes, com

foco nos estudos de toxicidade in vitro e in vivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver de implantes intravitreos de &cido poli-latico-co-glicolico contendo
acetazolamida para tratamento do glaucoma e avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas,

microbiolodgicas e biologicas.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver implantes intravitreos de acido poli-latico-co-glicélico contendo

acetazolamida.

e Desenvolver e validar método analitico por cromatografia a liquido de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas sequencial (CLAE-EM/EM), utilizando
planejamento experimental, para doseamento de acetazolamida em insumo
farmacéutico ativo, implantes intravitreos e amostras oculares, controle de qualidade e

estudos de perfil de liberacdo in vitro e farmacocinética.

e Desenvolver e validar método analitico indicativo de estabilidade por cromatografia a
liquido de alta eficiéncia com deteccdo por ultravioleta (CLAE-UV) para
determinacdo de acetazolamida, impurezas de sintese e produtos de degradacdo em

insumo farmacéutico ativo e implantes intravitreos, para estudo de estabilidade.

e Avaliar a compatibilidade farmaco-excipiente entre a acetazolamida e o &cido

polilatico-co-glicolico.

e Realizar a caracterizagdo fisico-quimica do insumo farmacéutico ativo, &cido

polilatico-co-glicolico e implantes intravitreos.

e Auvaliar a toxicidade in vitro da acetazolamida, em células do epitélio pigmentar da
retina da linhagem ARPE-19.

e Awvaliar a toxicidade in vivo do firmaco acetazolamida, em coelhos albinos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos anatdmicos e fisioldgicos do olho humano

O olho humano é um 6rgdo de enorme complexidade anatdmica e fisioldgica. E composto
pelo bulbo ocular, uma esfera situada na orbita, recoberto pela capsula de Tenon, e pode ser
dividido nos segmentos anterior e posterior. O segmento anterior, preenchido por humor
aquoso, comporta cornea, limbo, iris, cAmara anterior, cdmara posterior, rede trabecular,
canal de Schlemm, z6nula, corpo ciliar e cristalino, enquanto o segmento posterior compde-
se de humor vitreo, esclera, coroide, retina e nervo 6tico (KELS, GRZYBOWSKI, GRANT-
KELS, 2015; NETTER, 2014; STANDRING, 2016). O globo ocular constitui-se de trés
tlnicas concéntricas, uma mais externa, mais fibrosa, para protecdo e suporte, formada por
esclera, cornea e limbo; uma média, a Gvea ou trato uveal, vascular, para nutricdo, constituida
por iris, cordide e corpo ciliar; e uma mais interna, sensorial, representada pela retina
(MALHOTRA et al., 2011; PRESLAND, 2007).

A retina encontra-se internamente em contato com o humor vitreo e externamente com a
cordide, sendo nutrida pelos capilares coroidais e artéria retinal central (YASUKAWA et al.,
2005). E uma estrutura altamente especializada, em que ocorre recepcdo dos estimulos
luminosos e traducdo nos impulsos nervosos, que serdo direcionados e processados no
sistema nervoso central. Pode ser subdividida em retina sensorial ou neurorretina e células do
epitélio pigmentar da retina, unidas por z6nulas de oclusdo, z6nulas de aderéncia e
desmossomos que, conjuntamente com vasos retinianos, formam a barreira hematorretiniana,

uma estrutura que dificulta a difusdo passiva de substancias, como farmacos.

Na Figura 1, observa-se a estrutura da retina, composta histologicamente por ceélulas
neuronais, como bastonetes e cones, células horizontais, células bipolares, células améacrinas,
células interplexiformes e células ganglionares, células gliais e células do epitélio pigmentar
da retina, organizadas pelas camadas [1] membrana interna limitante, [2] camada de fibras do
nervo optico, [3] camada de células ganglionares, [4] camada interna plexiforme, [5] camada
nuclear interna, [6] camada externa plexiforme, [7] camada nuclear externa, [8] membrana
externa limitante, [9] camada de fotorreceptores projetados na camada pigmentada, [10]

camada externa contendo corpos celulares de fotorreceptores e [11] epitélio pigmentar da
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retina, delimitadas por [12] membrana de Bruch e [13] cor6ide (PRESLAND, 2007,
STANDRING, 2016).

Figura 1 - Estrutura representativa e corte histol6gico da retina e suas camadas.
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Fonte: Extraido, com modifica¢bes, de FERRARA et al. (2021) e DING, KUMAR, MOK (2017).

O humor aquoso é um fluido continuamente produzido no epitélio dos corpos ciliares. E
formado por aproximadamente 98% de &gua, além de eletrélitos, como sédio, cloreto e
bicarbonato, proteinas, citocinas, compostos organicos e fatores de crescimento. O ion
bicarbonato, imprescindivel para sua formagdo, € produzido pela reacdo de hidratacdo do
dioxido de carbono, catalisada pela enzima anidrase carb6nica (HALL, 2017; STANDRING,
2016). Seu influxo promove influxo de sodio e dgua para o interior das células epiteliais, nos
processos ciliares, com consequente formacéo do humor aquoso. Depois de formado, o fluido
é secretado ativamente, na velocidade de 2-3 ul/min. Uma vez secretado, deve fluir pelos
processos ciliares, cristalino e pupila até a camara anterior e, depois, para a cérnea
(KOTECHA et al., 2015; LOMELINO, MCKENNA, 2016).

Durante seu efluxo, o humor aquoso pode ser drenado por duas vias, a via convencional ou a

via alternativa ou uveoscleral. No mecanismo mais comum, pela via convencional, ocorre
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passagem do fluido pelo angulo iridocorneano e malha trabecular, que o filtra passivamente
para o canal de Schlemm, para ser removido pelas veias maiores da circulacdo ocular, por
processo dependente dos niveis de pressao intraocular, que encontra como principais pontos
de resisténcia a malha trabecular e a camada interna do canal de Schlemm (KOTECHA et al.,
2015; WEINREB et al., 2014). Na via uveoscleral, secundaria, o humor aquoso é drenado
pelos espacos supraciliar e supracoroidal, com remocdo pela circulacdo linfatica. O controle
da pressdo intraocular é regulado pelo equilibrio entre influxo e efluxo do humor aquoso. Em
individuos saudaveis, o equilibrio é suficiente para manter a pressdo intraocular em niveis
entre 10-21 mmHg. Em contrapartida, quando ocorre desequilibrio, observa-se aumento da
pressdo intraocular, fator de risco para o glaucoma (HALL, 2017; WEINREB et al., 2014).

3.2 Glaucoma

O glaucoma compreende um grupo heterogéneo de doencas crbnicas e progressivas, de
etiofisiopatologia multifatorial, que diferem quanto a sua causa, fatores de risco, demografia,
quadro clinico, duracdo, tratamento e progndstico (JONAS et al., 2017). Todavia,
compartilham como estagio final comum uma neuropatia éptica, marcada por alteraces
estruturais tipicas no disco Optico e/ou déficit funcional (WEINREB, AUNG, MEDEIRQOS,
2014). No glaucoma, observa-se morte ou perda axonal de células ganglionares da camada
mais interna da retina, em numero substancial, reducdo da espessura da camada de fibras
nervosas da retina e/ou aumento da escavacdo do disco Optico, com repercussdo no campo
visual (JONAS et al.,, 2017; QUIGLEY, 2011). Com a perda de células ganglionares e
deformac&o do tecido conectivo de suporte, o centro palido do disco optico sofre aumento da
escavacdo, modificagdo estrutural mais comum relatada no diagndéstico, conforme observado
na Figura 2. Uma segunda alteracdo marcante é o afinamento da camada de fibras nervosas
ou perda da borda neurorretiniana (COOK, FOSTER, 2012; QUIGLEY, 2011).
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Figura 2 — Aspectos morfoldgicos do copo do disco éptico, em um individuo sadio (a) e em um individuo com

glaucoma (b), com notavel aumento da escavagdo do disco optico.

Fonte: Extraido, com modificacGes, de QUIGLEY (2011)

O glaucoma pode ser subdividido em glaucoma de angulo aberto ou glaucoma de angulo
fechado, que podem ser primarios ou secundarios, ou ainda glaucoma congénito, de acordo
com critérios como modificaces anatdmicas no angulo iridocorneano e quadro hipertensivo
ocular (CASSON et al., 2012). O angulo irideocorneano €é a parte do globo ocular em que
ocorre 0 encontro da iris com esclera e cérnea. Em alguns pacientes glaucomatosos,
portadores de glaucoma de angulo fechado, a pressdo intraocular estd aumentada justamente
porque ocorre obstrucdo da malha trabecular pela iris, causando fechamento do angulo. Em
outros, no entanto, portadores de glaucoma de angulo aberto, ndo ha obstrucdo ao fluxo de
humor aquoso ao nivel do angulo irideocorneano, mas sim anormalidades na malha
trabecular que intensificam a resisténcia ao fluxo, com repercussdo na pressdo intraocular
(BRASIL, 2018; HALL et al., 2017).

No glaucoma primario de angulo aberto (POAG, primary open-angle glaucoma), forma mais
prevalente, ocorre dano ao nervo Optico com déficit visual compativel, mas sem
anormalidades oculares ou sistémicas para justificar um aumento na pressdo intraocular. E
crénico e insidioso, com progressao lenta, que pode demorar meses a anos para se manifestar.
Normalmente, o desfecho € a perda irreversivel da visdo periférica, com reducéo da acuidade
visual central e temporal nos quadros mais avancados (QUIGLEY, 2011). Frequentemente é
bilateral, assimétrica e possui prevaléncia que aumenta proporcionalmente com o aumento da
pressdo intraocular (ALMASIEH et al., 2012; CASSON et al., 2012; QUIGLEY et al., 2001).

Pode ocorrer de forma secundaria em decorréncia de sindrome de dispersdo pigmentar,
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sindrome esfoliativa, uveite, uso de corticosteroides, trauma ou aumento da pressao venosa
episcleral (BIELORY, 2006; SCHMIDL et al., 2015).

O aumento da presséo intraocular per si ndo pode ser considerada caracteristica definitiva ou
Unica para o glaucoma, que pode ocorrer com qualquer faixa de pressao intraocular, mesmo
nos pacientes normotensos. Além disso, ocorrem casos de portadores de hipertensdo ocular
em pacientes ndo-glaucomatosos (BRASIL, 2018). Entretanto, 0 aumento da pressao
intraocular € o mais notorio, relevante e amplamente estudado fator de risco para a doenca,
especialmente para o glaucoma de angulo aberto, em que exerce papel crucial para a
patogénese (STAMER, ACOTT, 2012; TAMM, 2009; VASS et al., 2007). E, ainda, o Unico
fator de risco notavelmente passivel de interferéncia sendo, portanto, o principal alvo

terapéutico.

O glaucoma é, indiscutivelmente, um grave problema de saude publica no Brasil e no mundo,
sendo a segunda causa de cegueira mais importante e a primeira causa de cegueira
irreversivel (COOK, FOSTER, 2012; KINGMAN, 2004). Estima-se que existem atualmente
mais de 70 milhdes de individuos portadores de glaucoma no mundo. Aproximadamente um
milhdo de casos ocorre no Brasil, em que se admite prevaléncia de cerca de 1% (BRASIL,
2018), podendo ser ainda maior em avalia¢cfes regionais, variando entre 2-3%, em individuos
com mais de 40 anos (CORAL-GHANEM, 1984; 1993; SAKATA et al., 2007). De acordo
com Gongalves et al. (2013), sua incidéncia pode ser estimada em 2,4 milhGes de novos casos

por ano.

Em virtude da importancia epidemioldgica, gravidade e irreversibilidade do desfecho, o
diagnostico precoce é imprescindivel para prevenir o desenvolvimento e a progressdo da
doenca (JONAS et al., 2017; SHARMA et al., 2008). O aumento da pressao intraocular é
importante indicio e deve ser monitorado como critério, mas ndo isolada ou definitivamente.
O foco deve incluir critérios diagnosticos como exame da cabega do nervo optico e camada
de fibras nervosas da retina, buscando alteracbes como perda de borda neurorretiniana,
aumento da escavacdo do disco, alargamento da zona parapapilar, afinamento da camada de
fibras nervosas da retina e hemorragias (QUIGLEY, 2011; SCHMIDL et al, 2015). Tanto o
diagndstico quanto a determinagdo da gravidade do glaucoma requerem profunda avaliagéo
oftalmoldgica, que deve incluir oftalmoscopia ou exame de fundo de olho, anamnese, exame
binocular, exame de acuidade visual, exame pupilar, biomicroscopia do segmento anterior,

tonometria de aplanacdo de Goldmann e biomicroscopia de fundo, fundoscopia sob midriase
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e, preferencialmente, retinografia colorida binocular (COOK, FOSTER, 2012; SCHMIDL et
al., 2015). Exames mais complexos e caros de imagem, incluindo tomografia de coeréncia
Optica de dominio espectral ou polarimetria de varredura a laser, podem ser utilizados
(QUIGLEY, 2011; SHARMA et al.,, 2008), enquanto gonioscopia pode ser til no
diagnostico diferencial entre os subtipos de glaucoma (BRASIL, 2018).

No Brasil, o Sistema Unico de Satde (SUS) oferece consultas e exames para diagndstico,
acompanhamento, tratamento, cirurgias e implantes de protese, gratuitamente. O Ministério
da Saude propde politicas publicas para a conscientizacdo e combate ao glaucoma, como o
Projeto Glaucoma e o Dia Nacional do Combate ao Glaucoma, organizado em maio, como
estabelecido na lei federal 10.456/2002. Uma vez que cada forma da doenca requer uma
abordagem terapéutica diferenciada, a escolha do tratamento adequado requer, antes de tudo,
um diagnostico preciso e abrangente. Portanto, no més de abril de 2018, a Secretaria de
Atencdo a Saude e a Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos, ambas
vinculadas ao Ministério da Saude, aprovaram uma portaria conjunta (nGmero 11/2018) que
aprova o protocolo clinico e as diretrizes terapéuticas do glaucoma no Brasil, sendo um guia

orientativo para seu diagndstico e manejo (BRASIL, 2018).

3.3 Tratamento do glaucoma

No cenario presente, a reducdo da pressdo intraocular é estratégia prioritaria na terapia anti-
glaucoma, objetivando, conforme afirmam Kalouda et al. (2017), a preservacdo da funcédo
visual e mais qualidade de vida, a custo sustentdvel. Embora de etiofisiopatologia
multifatorial, estudos clinicos, como os publicados por McKinnon et al. (2008) e Salomao et
al. (2009), demonstram efetividade da abordagem na prevencdo da cegueira ou perda parcial
de visdo. Para efeito clinicamente relevante, busca-se diminuigéo da presséo intraocular entre
20 e 50%, relativa aos niveis basais, que pode ser atingido por terapia a laser, intervencao
cirurgica ou farmacoterapia, com uso de medicamentos por via topica, oral ou intravenosa
(BRASIL, 2018; JONAS et al., 2017; QUIGLEY, 2012; SCHMIDL et al., 2015).

A farmacoterapia é padrao-ouro para o glaucoma de angulo aberto e para maioria de casos de
glaucoma de angulo fechado (EUROPEAN, 2017). Farmacos anti-glaucoma encontram-se

disponiveis desde 1875, quando Hardy descobriu a pilocarpina. Atualmente, muitos farmacos
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encontram-se disponiveis no mercado, mais comumente nas formas farmacéuticas solucédo ou
suspensdo de uso oftdlmico, também denominados colirios (BRASIL, 2018; SCHMIDL et
al., 2015). Escolher um esquema terapéutico deve ser pautado em diferentes parametros,
relativos ao paciente ou aos medicamentos, como eficécia, conveniéncia e riscos de cada via
de administracdo, perfil de seguranca, relacdo custo-beneficio, idade, gravidade e risco de
progressdao, comorbidades ou outras condi¢fes associadas (BRASIL, 2018; KALOUDA et
al., 2017).

Durante pesquisa no website da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), foram
encontrados registros para 12 farmacos utilizados no tratamento de glaucoma, quais sejam
acetazolamida, bimatoprosta, brinzolamida, cloridrato de betaxolol, cloridrato de
dorzolamida, cloridrato de levobunolol, cloridrato de pilocarpina, latanoprosta, maleato de
timolol, tafluprosta, tartarato de brimonidina e travoprosta. Entre os medicamentos
antiglaucomatosos aprovados pela agéncia regulatoria, ha ampla disponibilidade, uma vez
que 130 medicamentos foram aprovados, entre referéncia, similares e genéricos. Na sua
maioria sdo para uso topico, e contém farmacos isolados ou em associacdo, que foram
considerados mais efetivos (ANVISA, 2022; COX et al., 2008; HIGGINBOTHAM et al.,
2010; KASS et al., 2002).

Destes, o Ministério da Saude incluiu somente 8 farmacos na atual Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME, 2022), que foram acetazolamida comprimidos,
brinzolamida suspensdo oftalmica, bimatoprosta, dorzolamida, pilocarpina, brimonidina,
latanoprosta, timolol e travoprosta, todos na forma de solucdo oftdlmica. Em lista ainda mais
restritiva, a Organizacdo Mundial da Saude recomenda o uso de apenas quatro farmacos,
incluindo acetazolamida comprimidos, pilocarpina, latanoprosta e timolol solugdes oftalmicas
(WHO, 2021). A acetazolamida estd presente nas duas listas, sendo o Unico inibidor da
anidrase carbdnica. Percebe-se, assim, sua importancia na farmacoterapia do glaucoma,

mesmo depois de quase 70 anos de sua inser¢do no mercado.

Todavia, € necessario aumentar a adesdo dos pacientes ao tratamento, comumente 0 maior
empecilho, uma vez que se estima que, em média, somente 50% dos pacientes que fazem uso
de medicamentos para glaucoma mantenham-no ap6s um ano de seu inicio, sendo que
somente 60-70% das doses prescritas sdo realmente administradas (FRIEDMAN et al., 2007).

Os baixos indices de adesdo evidenciam a urgéncia de estratégias para que se alcance
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resultados mais efetivos, com alternativas mais simples, convenientes, eficazes, baratas,

seguras e com maior duracdo de efeito (OLTHOFF et al., 2005).

3.4 Inibidores da anidrase carbénica

Anidrases carbonicas sdo metaloenzimas contendo zinco como grupo prostético no sitio
ativo, gque participam na catalise das reacdes de hidratacdo e desidratacdo do dioxido de
carbono, ou seja, na interconversao de dioxido de carbono e agua em &cido carbbnico, com
posterior dissociacdo em ions bicarbonato e hidrogénio e vice-versa. O processo € importante
no equilibrio acido-base para manutencdo do pH, equilibrio hidroeletrolitico e transporte de
dioxido de carbono. Em humanos, as anidrases carbonicas dividem-se em diversas isoformas,
com ampla distribuicdo tecidual, sendo categorizadas em citosolicas (CA-1, CA-Il, CA-III,
CA-VII e CA-XIII), mitocondriais (CA-Va e CA-Vb), secretadas (CA-VI), associadas a
membranas (CA-1V, CA-1X, CA-XIl, CA-XIV e CA-XV) e acataliticas (CA-VIII, CA-X e
CA-X1) (LOVEJQOY et al., 1998; BRETON, 2001). No olho humano, principalmente nos
processos ciliares, encontram-se presentes as isoformas CA-I, CA-11, CA-IV e CA-XII, que
participam ativamente na producdo de humor aquoso (AGGARWAL et al., 2013;
MINCIONNE, SCOZZAFAVA, SUPURAN, 2008).

Os inibidores da anidrase carbdnica sdo farmacos quimicamente derivados de sulfonamidas,
que exercem seu efeito por inibicdo nos processos ciliares, ao se ligarem ao zinco presente no
seu sitio catalitico. Por isso, impedem a secrecdo ativa de humor aquoso, pela interrupcao da
formacéo de bicarbonato (SCHMIDL et al., 2015). De acordo com Brechue e Maren (1993),
€ necessaria inibigdo de cerca de 99% nos processos ciliares para diminuigdo perceptivel da
pressao intraocular. Estes inibidores foram introduzidos pela primeira vez em 1954, com a
sintese acetazolamida por Maren et al., sendo introduzidos na préatica clinica no tratamento do
glaucoma em 1955. Posteriormente, outros farmacos, como diclorfenamida, etoxzolamida,
metazolamida, dorzolamida e brinzolamida, foram desenvolvidos. Tradicionalmente
desenvolvidos para uso como diuréticos, estes farmacos possuem outras aplicacdes, mais
recentes, como anticonvulsivantes e antiepilépticos (MASEREEL et al., 2002; MILLICHAP,
WOODBURY, GOODMAN, 1955; THIRY et al., 2007), como agentes anti-obesidade
(SUPURAN, 2008), agentes antitumorais (LOMELINO, MCKENNA, 2016; NOCENTINI,
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SUPURAN, 2018), antimicrobianos, contra micobactérias (ASPATWAR et al., 2018;
JOHNSON et al.,, 2015) e na sindrome de Irvine-Gass (ORSKI, GAWECKI, 2021).
Atualmente, os representantes mais utilizados séo acetazolamida, dorzolamida e brinzolamida
(BRASIL, 2018).

De forma geral, o uso topico dos inibidores, mais precisamente da dorzolamida e da
brinzolamida, raramente se associa a efeitos adversos, exceto com o uso crénico, que pode
acarretar efeitos adversos oculares, como queimacdo e ardor, lacrimejamento, ceratite
superficial pontuada, dermatite de contato periorbital, conjuntivite alérgica e visdo turva
(LUSTHAUS, GOLDBERG, 2019; SCHMIDL et al., 2015). O uso de brinzolamida, 2 vezes
ao dia, e dorzolamida, 3 vezes ao dia, produz resultados satisfatorios, com reducéo da pressao
intraocular, entre 15 e 20% (KALOUDA et al., 2017; LI et al., 2016). Atualmente, a
acetazolamida é o Unico farmaco empregado para tratamento de glaucoma por via sistémica —

de forma oral ou intravenosa.
3.5 Acetazolamida

Quimicamente denominada N-[5-(aminosulfonil)-1,3,4-tiadiazol-2-il]acetamida ou ainda N-
(5-sulfamoil-1,3,4-tiadiazol-2-il)acetamida, a acetazolamida possui formula quimica
C4HsN403S;,, massa molar 222,237 g/mol e massa exata 221,988 Da. A estrutura quimica do
farmaco é demonstrada na Figura 3. E um p6 cristalino fino, branco, quase branco ou
levemente amarelado, insipido e inodoro (DRUGBANK, 2019; FARMACOPEIA, 2019;
MOFFAT, OSSELTON, WIDDOP, 2011; PUBCHEM, 2019).

Figura 3 — Estrutura quimica da acetazolamida
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O farmaco é pouco soltvel em agua, com solubilidade reportada entre 0,70 e 0,98 mg/mL,
mas moderadamente sollivel em agua fervente, ligeiramente solivel em etanol e acetona,
praticamente insollvel em solventes organicos, como tetracloreto de carbono, cloroférmio e
éter etilico e facilmente solivel em solucdes diluidas de hidréxidos ou carbonato de sédio
(CALLES et al., 2018; FARMACORPEIA, 2019; KAUR, SINGH, KANWAR, 2000). Possui
ponto de fusdo entre 258 e 261 °C, com decomposicao por efervescéncia. E um &cido fraco,
com duas constantes de dissocia¢do (pKa), de 6,55 e 7,28 (CHEMICALIZE, 2019), embora
outros trabalhos, mencionem diferentes valores, de 7,2 e 9,0 (MOFFAT, OSSELTON,
WIDDOP, 2011; SINGLA et al., 2002). Moffat, Osselton e Widdop (2011) relatam
coeficiente de particdo (log P) de -1,04, mas outras referéncias descrevem log P de -0,26
(DRUGBANK, 2019; PUBCHEM, 2019).

O log P é menor na medida em que o pH é aumentado, em virtude do aumento do percentual
da forma duplamente ionizada, mais polar (CHEMICALIZE, 2019). E, por isso, classificada
como farmaco classe 1V, segundo o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, ou seja,
possui baixa solubilidade e baixo poder de permeacdo, com coeficiente de permeabilidade de
apenas 4,1 x 10° cm/s (CALLES et al., 2018; GRANERO et al., 2008; KAUR, SINGH,
KANWAR, 2000). Em virtude de suas propriedades fisico-quimicas, desenvolver formas
farmacéuticas oculares para acetazolamida sempre foi um enorme desafio para pesquisadores

e indUstria farmacéutica.

A acetazolamida é rapidamente absorvida pela via oral, com picos de concentracdo maxima
(Cmax) variando entre 10.000-15.000 ng/mL, usualmente, entre 1-4 horas ap6s a
administracdo de doses recomendadas nas bulas do medicamento, por via oral. Contudo,
Sharp (1987) alerta que existe grande variabilidade individual nas concentragdes plasmaéticas,
que, segundo seu estudo, podem variar entre 5.000-30.000 ng/mL (BRUNTON, HILAL-
DANDAN, KNOLLMANN, 2018; SINGLA, 2002). Tem inicio e duracdo de acdo de,
respectivamente, 1-1,5 horas e 8-12 horas (MEDSCAPE, 2019). Suas concentracfes
plasmaticas médias obtidas por via oral estdo associadas a efeito terapéutico, uma vez que
concentragdes entre 5.000-20.000 ng/mL foram consideradas efetivas (; BERSON et al.,
1980; FRIEDLAND, MALLONEE, ANDERSON, 1977; LEHMANN, LINNER,
WISTRAND, 1970; SHARP, 1987). Moffat, Osselton e Widdop (2011) indicam que, para
glaucoma, niveis séricos de 4.000-5.000 ng/mL seriam suficientes para efeito desejavel,

enquanto concentra¢des maiores que 25.000 ng/mL causariam toxicidade.



38

Distribui-se facilmente por diferentes tecidos corporeos, com maior afinidade por aqueles
ricos em anidrase carbdnica, como rins e eritrocitos, em que se acumulam, figado, musculos,
sistema nervoso central e olhos (BRUNTON, HILAL-DANDAN, KNOLLMANN, 2018).
Encontra-se extensivamente ligada a proteinas plasmaticas, principalmente albumina, em
niveis superiores a 90%, de maneira concentracdo-dependente (SENG YUE, 2013). Um
volume de distribuicdo (Vd) de 3 L/kg foi relatado (ROY et al., 1992), mas atualmente
admite-se Vd entre 0,20 a 0,38 L/kg (MEDSCAPE, 2019; SCHWENCK et al., 1995), que
confirma o alto grau de ligagdo a proteinas plasmaticas e eritrocitos. N&o sofre
biotransformacao, sendo excretada, sem modificacdes, pela urina, por filtracdo glomerular e
secrecdo tubular ativa, por transportadores de pequenas substancias organicas carregadas
negativamente. Todo este processo é consideravelmente rapido, possuindo meia-vida de
eliminacdo de 2-12 horas e excrecdo de aproximadamente 70-90% da dose administrada na
urina em 24 horas, com aumento da depuracdo em urina alcalina. Existe eliminacdo, em
quantidades minimas, sem modificacGes, pela bile, mas qualquer eliminacdo extrarrenal €
insignificante (BRUNTON, HILAL-DANDAN, KNOLLMANN, 2018; KUNKA,
MATTOCKS, 1979; SCHWENCK et al., 1995; SINGLA, 2002; WISTRAND, 1972).

A administragdo de acetazolamida associa-se a muitos efeitos adversos oculares, como ardor
ocular, ceratite superficial, lacrimejamento e visdo turva, ou eventos mais raros € mais
graves, como edema corneano, miopia transiente e sindrome de Stevens-Johnson (DIAMOX,
2019; QUIGLEY, 2012; SCHMIDL et al., 2015). Todavia, sua baixa tolerabilidade, por via
oral ou intravenosa, deve-se primariamente aos graves efeitos sistémicos, decorrentes da
ampla distribuicdo da anidrase carbdnica pelo organismo, como sonoléncia, parestesias
cutaneas, sensacdo de gosto amargo, letargia, cefaleia, tontura, formigamento periférico,
disgeusia, nduseas, fraqueza, litiase, disfuncdo auditiva, desequilibrio hidroeletrolitico,
distarbios gastrintestinais, acidose metabdlica, diminuicdo de apetite, depressdo, diminuicao
de libido e discrasias sanguineas, como agranulocitose, anemia aplasica, trombocitopenia e
pancitopenia (DIAMOX, 2019; MAREN, 1977; EPSTEIN, GRANT, 1977).

Sistemicamente, reduz a pressdo intraocular em cerca de 30-40%, valor significativamente
superior aos 15-20% obtidos para outros inibidores da anidrase carbbnica por via ocular,
como dorzolamida e brinzolamida. Maus et al. (1997) observaram reducdo de 30% na
producdo de humor aquoso para o0 farmaco, enquanto apenas 17% para dorzolamida,
resultando em reducdo na presséo intraocular iguais a 19% e 13%, respectivamente. Ladas et
al. (1997) e Portellos, Buckley e Freedman (1998) relataram resultados similares, destacando
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que todos os representantes mais recentes dos inibidores eram igualmente ou menos efetivos
que a acetazolamida, confirmando o enorme potencial do farmaco para tratamento do
glaucoma, o que justifica os esforcos no desenvolvimento de formulagdes por via ocular para

o farmaco nos ultimos anos.

Em outros paises, encontra-se disponivel na forma de comprimidos de 125 e 250 mg, com
nome fantasia Diamox®, capsulas de liberacdo prolongada de 250 e 500 mg, com nome
fantasia Diamox SR®, e pé para solucdo injetavel de 500 mg contendo sal sédico de
acetazolamida, com nome fantasia Diamox Sédico®, usado por via intravenosa. Contudo, no
Brasil, encontram-se disponiveis somente comprimidos de 250 mg, produzidos pela Unido
Quimica, sem genéricos ou similares, sob mesmo nome fantasia. Em carater excepcional, a
importacdo do sal sodico para solucdo injetavel foi autorizado pelo Ministério da Salde,
desde 2014, pela Instrucdo Normativa 1/2014. Para comprimidos, recomenda-se
administracao de doses de 250 mg, 4 vezes por dia.

Todavia, como se sabe, a via ocular de administracdo de medicamentos apresenta beneficios
incontestaveis, como maior conveniéncia, maior seguranca, menor risco de toxicidade, menor
invasividade, efeito local e imediato, maior estabilidade, melhor relacdo custo-beneficio e
maior facilidade de administracdo, possibilitando, inclusive, a autoadministracdo (SINGLA et
al., 2002). Por isso, é a via mais prescrita no tratamento de doencas oculares, sendo
responsavel, atualmente, por mais de 80% do mercado de medicamentos oftalmicos
(AGRAHARI et al., 2016; RATHORE, NEMA, 2009). Entretanto, muitos empecilhos devem
ser sobrepujados na farmacoterapia ocular pela via ocular, pois, em virtude de sua
complexidade e particularidade anatomofisioldgica, o olho possui muitas barreiras estaticas e
dindmicas, incluindo inimeras camadas da cdrnea, conjuntiva e esclera, barreira
hematoaquosa e barreira hematorretiniana, melanina, um pigmento no qual muitos farmacos
ligam-se extensivamente, ato reflexo de piscar, clearance sanguineo e linfatico, drenagem
nasolacrimal e bombas de efluxo, que reduzem o tempo de residéncia e a biodisponibilidade
apos administracdo, de modo que apenas cerca de 5% ou menos da dose administrada é
efetivamente absorvida pelo olho (DEL AMO et al., 2017; GAUDANA et al., 2010; PATEL
etal., 2013; URTTI et al., 2017).

Como agravante, as propriedades fisico-quimicas da acetazolamida, como baixa permeacao
corneana e baixa solubilidade, justificam a falta de formas farmacéuticas para administracao

ocular do farmaco. Desde sua descoberta, no ano de 1954, muitas estratégias diferentes foram
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utilizadas para o desenvolvimento de formulacGes oculares e intraoculares. Entretanto, os
primeiros estudos de administracdo intraocular, pelas vias tdpica, subconjuntival, intravitrea e
com emprego de iontoforese, falharam, ndo conseguindo atingir resultados satisfatorios na
diminuigdo da pressdo intraocular em animais, como os trabalhos de Green et al. (1955), Foss
(1955) e Friendenwald (1955), interrompendo, por quase 20 anos, esforcos nesta direcdo
(KAUR, SINGH, KANWAR, 2002; SINGLA et al., 2002; SIRBAT et al., 2000).

3.6 Formulac@es contendo acetazolamida para uso topico

Muito tem sido investido para o desenvolvimento de formulacGes de uso topico contendo
acetazolamida. Entretanto, como discutiram criticamente Granero e Longhi (2010), sistemas
efetivos e seguros para liberacdo ocular de farmacos no geral, e mais especificamente para a
acetazolamida, seguem sendo enorme desafio para industrias farmacéuticas e centros de
pesquisa. Nos proximos paragrafos, serdo abordados estudos reportados nos ultimos anos em
que diferentes estratégias foram utilizadas para aumento da solubilidade, permeacdo corneana

ou tempo de permanéncia do farmaco, objetivando-se maior biodisponibilidade ocular.

3.6.1 Solucdes oftalmicas concentradas, em pH alcalino e em doses repetidas

Nos primeiros estudos, muitos autores propuseram que o0 uso de solucdes oftdlmicas com
concentragdes superiores a 10% m/v do farmaco, em pH alcalino, resolveriam o problema de
biodisponibilidade. Esta estratégia foi primeiramente sugerida por Flach e Peterson, em 1981,
utilizando-se coelhos pigmentados como modelo animal, em que se observou reducdo na
pressao intraocular que fora induzida experimentalmente. Todavia, anos depois, em 1984, o
mesmo grupo de pesquisa, em trabalho de Flach, Peterson e Seligmann (1984), concluiu que,
se comparado aos efeitos obtidos para administracéo via intravenosa, a diminui¢ao da presséo
intraocular, de 2-3 mm Hg contra 7-8 mm Hg, foi muito menor e clinicamente irrelevante.
Estes resultados corroboram com aqueles obtidos pouco antes por Stein et al. (1983) e Lewis

et al. (1984) que, com protocolos similares, encontraram que acetazolamida na concentragao
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de 10% m/v em pH alcalino ndo sé ndo diminuiu significativamente a pressao intraocular em

coelhos, como néo alterou a producédo de humor aquoso nos animais.

Duas razdes foram, a posteriori, propostas por Kaur, Singh e Kanwar (2010) como provaveis
justificativas, quais sejam maior irritacdo ocular, que causaria maior drenagem do farmaco
apos instilacdo, por causa da hipertonicidade da formulacdo; ou maior degradacdo do farmaco
em pH alcalino, como reportado por Gupta e Parasrampuria (1989) e por Parasrampuria
(1993). Diante dos resultados, uma sugestdo fornecida pelos pesquisadores seria administrar

doses oculares do farmaco, intercaladas com doses menores ou intermitentes por via oral.

3.6.2 Uso de viscosantes, bioadesivos, gelificantes e promotores de permeacao e absorcao

Diversos viscosantes, espessantes e agentes mucoadesivos, como os derivados da celulose,
alcool polivinilico e polivinilpirrolidona, tm sido comumente utilizados no desenvolvimento
de medicamentos oftalmicos. Estes excipientes aumentam a resisténcia da formulacdo aos
mecanismos de eliminacdo, aumentando, portanto, a residéncia e a biodisponibilidade do
farmaco. Por outro lado, os promotores de permeacdo, como sal sodico do acido
etilenodiaminotetracético e o cloreto de benzalcdnio, atuam no epitélio corneano, provocando
modificagOes estruturais e hidratacdo, reduzindo sua lipofilicidade e favorecendo o influxo de

agua e farmacos mais hidrofilicos.

Em estudo de Nagasubramanian et al. (1983), foi proposta formulagdo por via ocular
contendo acetazolamida a 3,8% m/v, em pH alcalino, com uso de cloreto de benzalcénio
como promotor de permeacgdo e hidroximetilpropilcelulose como viscosante. Em estudo
duplo-cego randomizado com pacientes glaucomatosos, a formulacao foi capaz de reduzir a
pressdo intraocular em 4 mmHg ou 17%, sem efeitos adversos, por seis horas, em 25
pacientes com hipertensdo ocular néo-tratada. No entanto, os autores declararam néo ser
possivel excluir qualquer efeito adicional na reducdo da pressdo intraocular possivelmente
provocado pela administracdo prévia, por via oral, do farmaco, que pode ser quantificado no

plasma dos pacientes durante o estudo.

Tous e Abd-EIl Nasser (1992) posteriormente propuseram o uso de polimeros hidrossoluveis,

viscosantes e promotores de permeacdo para favorecer o fluxo transcorneal e aumentar a
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absorcdo corneal do farmaco. Sua hipotese foi avaliada com o desenvolvimento de colirios,
pomadas e géis oftdlmicos, a partir de carboximetilcelulose sddica, contendo acetazolamida
previamente cristalizada por surfactante ndo-iénico, com concentragdes entre 5-7% m/v, em
diferentes composicdes. Todas as formulagdes foram ineficazes em reduzir a pressdo
intraocular, excetuando-se o0s géis de maiores propor¢Ges do farmaco. Estes, contudo,
demonstraram resultados varidveis, controversos e inconclusivos, pois, embora possivelmente
efetivos para coelhos e humanos com glaucoma de angulo aberto (nestes casos foi observada
uma diminuicdo da pressao intraocular por 8 horas), provaram-se ineficientes para pacientes

com glaucoma de angulo fechado.

Depois de uma abrangente revisdo das propostas e resultados anteriores, Kaur, Singh e
Kanwar (2000) formularam suspens@es in situ, em concentrac@es de 5-10% m/v, usando 0s
viscosantes hidroxipropilmetilcelulose, alginato de sédio e alcool polivinilico, os promotores
de permeacdo EDTA dissodico e cloreto de benzalcénio e o surfactante polissorbato 80.
Houve diminuicdo na pressao intraocular para todas as formulaces, mas apenas para metade
a reducdo foi considerada significativa, superior a 4 mmHg. Para os autores, para serem
eficazes, formulagOes oculares contendo acetazolamida devem utilizar, simultaneamente,
concentracdes elevadas do farmaco, promotores de permeacdo, viscosantes e pH inferior a 5.
Posteriormente, Chen et al. (2004) desenvolveram formula¢bes contendo metilcelulose,
cloreto de benzalcdnio, alcool n-butilico, dimetilsulféxido e 1-dodecilazaciclo-heptan-2-ona.
Somente o ultimo foi eficaz na melhoria da permeacdo corneana do farmaco em coelhos
normotensos, com aumentos varidveis entre 5 e 40%, enquanto o0s outros ndo demonstraram

nenhum efeito significativo.

Pelo exposto, observa-se que os resultados encontrados foram bastante controversos, com
relatos, na maioria das vezes, de reducdo insuficiente da pressédo intraocular. Ademais, deve-
se considerar que o uso de muitos destes promotores de absor¢do é limitado por sua
toxicidade, principalmente de cloreto de benzalconio e dimetilsulféxido (OKAHARA et al.,
2013; SINGLA et al., 2002). Para os viscosantes e gelificantes, ressalta-se ainda, como
desvantagens, inexatiddo na administracdo de doses multiplas para medicamentos oftalmicos
e possibilidade de turvacgéo da visdao (SHESHALA et al., 2015).
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3.6.3 Ciclodextrinas

Ciclodextrinas sdo polissacarideos ciclicos, compostos por 6-8 unidades de glicopiranose,
com superficie hidrofilica e cavidade central hidrofobica. Por sua estrutura quimica, possuem
enorme potencial para encapsulacdo de farmacos pouco hidrossollveis, permitindo aumentar
sua solubilidade em fase aquosa, sem comprometimento da lipofilicidade (JUG, 2020;
LOFTSSON et al., 2005). Essa estratégia tem sido a preferida para administracdo ocular de
acetazolamida, desde que fora utilizada ineditamente por Loftsson et al., no ano de 1994.
Nestes trabalhos, os autores propuseram co-complexos formados por ciclodextrinas e
hidroxipropilmetilcelulose ou polivinilpirrolidona para produzir suspensdes oftalmicas
contendo acetazolamida, sozinha ou combinada com etoxzolamida e timolol, e observaram

uma reducédo notavel na pressao intraocular em coelhos.

Em virtude do potencial demonstrado pela formulacdo, Loftsson et al. (1996) avaliaram o
efeito hipotensor desta vez em estudo com humanos, administrando-se suspensdo oftalmica
contendo 1% m/v do farmaco, 3 vezes ao dia, por 28 dias. Os resultados na reducdo da
pressao intraocular observados nos estudos pré-clinicos foram reproduzidos no ensaio clinico,
mas a duracdo do efeito foi mais curta que o desejavel. Ademais, 0s resultados tanto nos
animais quanto nos humanos foram consideravelmente inferiores aos encontrados para
medicamentos oftalmicos comercialmente disponiveis, contendo dorzolamida e timolol.
Deve-se considerar que, quando se usa ciclodextrinas como carreador, apenas a fragéo livre
do farmaco € capaz de permear pela cornea, de modo que a maior parte da dose administrada
permanece retida no seu interior, indisponivel, reduzindo marcantemente sua eficiéncia e

restringindo seu uso na rotina clinica (JUG, 2020).

O uso de ciclodextrinas foi avaliado posteriormente por Kaur et al. (2004), em combinacdes
com hidroxipropilmetilcelulose, alcool polivinilico, polivinilpirrolidona e carbdmeros, em
suspensdes oftalmicas. Palma et al. (2009) e mais recentemente por Calles et al. (2018)
também usaram este carreador nos seus trabalhos, em complexos multicomponentes com
trietanolamina, o Gltimo incorporado em filmes de hialuronano. O uso de trietanolamina na
formulacdo € justificavel justamente porque propicia maior porcdo de farmaco livre,
aumentando a absorcdo e, por isso, a eficiéncia. Todos os estudos indicaram aumento
significativo na solubilidade e permeac&o corneana do farmaco e suficiente mucoadesividade,

mas somente no estudo de Palma et al. (2009) foi avaliado o efeito hipotensor da formulagéo.
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Nele, o complexo ternario foi capaz de reduzir a pressdo intraocular de coelhos em
aproximadamente 30%, mantida por 4 horas apés a instilagdo, sem irritagdo, mas a avaliacao

da formulacgéo carece de estudos em humanos.

3.6.4 Lipossomas, niossomas e transfersomas

Os liposssomas sao pequenas vesiculas, em escala nanométrica, formadas por uma ou mais
bicamadas lipidicas, orientadas concentricamente ao redor de um compartimento aquoso. Em
geral, séo produzidos a partir de fosfatidilcolina e colesterol, mas podem diferir entre si em
caracteristicas fisico-quimicas como dimensdes, composicdo, estrutura e carga elétrica
superficial (LAl et al., 2019; MISHRA et al., 2011). Extremamente versateis, sdo carreadores
muito Gteis para farmacos hidrofilicos, lipofilicos ou anfifilicos, demonstrando enorme
penetrabilidade e menor toxicidade, decorrentes de sua estrutura, composi¢do e possivel
direcionamento sitio-especifico (AGARWAL et al., 2016; BHATTACHARIJEE et al., 2019).
Por isso, muitos medicamentos nesta forma farmacéutica encontram-se comercialmente
disponiveis ou em fases avancadas de ensaios clinicos, com foco principalmente em
neoplasias. Desde sua descoberta, sempre houve enorme interesse em lipossomas na pesquisa
por medicamentos de uso oftalmico (ARIAS, 2013; LIU, CHEN, ZHANG, 2022; YADAYV et
al., 2017).

El-Gazayerly e Hikal (1997) propuseram lipossomas de fosfatidilcolina e colesterol,
produzidos por evaporacdo em fase reversa, com ou sem estearilamina e dicetilfosfato, que
foram eficazes na inibig&o in vitro da anidrase carbonica e na reducdo da presséo intraocular
in vivo, em coelhos, com liberacdo controlada do farmaco. Entretanto, relataram eficiéncia de
encapsulacdo muito baixa. Dez anos depois, Hathout et al. (2007) propuseram formulagéo
similar, com pequenas modificacfes, comparando dois métodos de producéo, evaporacéo por
fase reversa e multilamelar. Foi obtida maior eficiéncia de encapsulagdo, entre 70-89%,
especialmente pelo método multilamelar. Além disso, os autores observaram maior redugéo
na presséo intraocular e estabilidade por 3 meses, sem sinais de irritacdo. Estudos posteriores
demonstraram que, para uso oftalmico, lipossomas carregados positivamente propiciavam
perfil de liberacdo sustentado e duradouro, por se ligarem aos polidnions e

mucoglicoproteinas, como a mucina, presentes na cornea e subconjuntiva.
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Outros estudos propuseram niossomas, carreadores estrutural e quimicamente inspirados nos
lipossomas, compostos por vesiculas ainda menores, entre 10-100 nm de didmetro, mas
produzidas a partir de surfactantes ndo-iénicos. No geral, niossomas conservam os beneficios
obtidos com os lipossomas como carreadores, mas possuem vantagens consideraveis, como
maior estabilidade e pureza dos insumos, menor custos de producdo e menor absorcao
sistémica do farmaco encapsulado (BHARDWAJ et al., 2020).

Pioneiros, Agarwal, Garg e Kaur (2004) avaliaram diferentes formulacGes e modos de
preparo de niossomas de colesterol e monoestearato de sorbitano contendo acetazolamida,
adicionadas ou néo de estearilamina ou dicetilfosfato e revestidas ou ndo com carbdémero. No
trabalho, constatou-se que o método de evaporacdo em fase reversa produzia niossomas com
maior eficiéncia de encapsulacdo que os métodos por hidratacdo em filme fino e por injecao
de éter. Reportaram maiores coeficientes de permeacdo para formulagdes neutras do que para
formulacGes carregadas e que, no geral, a adicdo de revestimento bioadesivo contribuiu para
aumento no tempo de residéncia e menor toxicidade corneana. Depois de otimizada, a
formulacdo demonstrou eficacia comparavel ao farmaco dorzolamida comercial na reducéo

da presséo intraocular em coelhos, mas duracdo do efeito duas vezes superior.

Entretanto, os autores encontraram pequena eficiéncia de encapsulacdo, menor que 50%,
problema que foi superado posteriormente por Guinedi et al. (2005) e EI-Menshawe (2012),
com niossomas multilamelares de monoestearato de sorbitano, monopalmitato de sorbitano e
colesterol, em que a eficiéncia de incorporacdo foi superior a 75% e efeito mais prolongado
na diminuicdo da pressdo intraocular. Todos os autores, entretanto, mencionaram irritacao
branda ou moderada como unico efeito adverso, mas destacaram que o quadro era reversivel
em poucos dias ou semanas. No ultimo ano, Abdelmonem et al. (2021) estudaram diferentes
formulacBes niossomais, produzidas pela mistura de colesterol mais surfactante ndo-iénico,
entre diversos eésteres de sorbitano, produzidos por evaporacdo em fase reversa, para uma
associacdo entre acetazolamida e carvedilol. Depois de produzidos, os niossomas eram ainda
incorporados em géis de carb6mero ou hidroxipropilmetilcelulose a 2-4%. Em comparacao
com solucdo dos farmacos, observou-se maior permeagdo corneana, maior biodisponibilidade
ocular e liberagdo controlada, com maior duracdo de efeito e eficdcia no tratamento de

glaucoma em coelhos albinos.

Transfersomas podem ser definidos como nanolipossomas ultraflexiveis e deformaveis,

compostos por fosfolipidios e tensoativos ou ativadores de borda, responsaveis por conferir
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propriedades plasticas aos carreadores, como ésteres de sorbitano, polissorbatos e
hidroxiestearato de macrogolglicerol. Demonstram excelente poder de encapsulacdo e
extraordinaria capacidade de penetragdo em poros muito pequenos no organismo (OPATHA,
TITAPIWATANAKUN, CHATOPRAPAT, 2020). Mazyed e Abdelaziz (2020)
desenvolveram transgelossomas, transfersomas adicionados de agentes gelificantes, que
formam géis in situ, com composicdo otimizada por planejamento experimental. Os
resultados encontrados foram muito promissores, com concentracdo maxima e area sob a
curva do farmaco, em humor aquoso, 14 e 80 vezes maior, respectivamente, residéncia 4
vezes maior na cdrnea, maior permeacdo, maior biodisponibilidade e maior reducdo da
pressdo intraocular por 14 horas, sem causar irritacdo. Todavia, o inicio de efeito foi

demorado, depois de 3 horas, insuficiente ou indesejavel para a maioria dos pacientes.

Lipossomas, niossomas e transfersomas provaram-se alternativas de inestimavel potencial
para erradicar problemas médicos ndo-resolvidos em oftalmologia, com eficécia e seguranca
indiscutiveis nos estudos pré-clinicos. Reitera-se, no entanto, que estudos clinicos em
humanos, preferencialmente portadores de glaucoma, devem ser realizados para confirmacao
dos resultados observados em animais (AGARWAL et al., 2016; SERCOMBE et al., 2015).
Pondera-se, ainda, que estas formulacdes sdo dificeis de serem esterilizadas e possuem
elevado custo de producdo, estabilidade e prazo de validade curtos, eficiéncia de
encapsulacdo variavel e rapido clearance, sendo removidas por fagocitos, fatores limitantes

para seu uso na pratica clinica (YADAV et al., 2017).

3.6.5 Formulag6es microestruturadas e nanoestruturadas

Formula¢fes microestruturadas e nanoestruturadas, como microparticulas e nanoparticulas,
sdo sistemas de liberacdo de farmacos, produzidos a partir de lipidios ou polimeros de
naturezas distintas, por diferentes métodos de producdo, nos quais farmacos hidrofilicos,
lipofilicos ou anfifilicos podem encontrar-se incorporados, encapsulados, dissolvidos ou
adsorvidos (ZIMMER, KREUTER, 1995). Estes potentes carreadores, que podem ser
administrados por muitas vias de administragéo, ganharam notoriedade no desenvolvimento
farmacéutico por aumentar a permeabilidade de farmacos, exibir perfis de liberagdo mais

controlada e acumular-se em tecidos especificos, garantindo maior biodisponibilidade, menor
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frequéncia de administracdo e menor ocorréncia de efeitos adversos (HALASZ et al., 2019;
MANDRACCHIA, TRIPODO, 2020). Enquanto as microparticulas possuem dimensfes
micrométricas, com didmetros na faixa de 0,001 a 1000 mm, as nanoparticulas estdo na
escala nanométrica, com didametros entre 1 e 1000 nm, diferenga que possui repercusséo em
fatores fisioldgicos, anatémicos e fisico-quimicos e, por isso, na aplicabilidade de cada uma
(KOHANE, 2006; JEEVANANDAM et al., 2018).

O uso de carreadores microestruturados ocorreu pela primeira vez para acetazolamida no
estudo de Haznedar e Dortung (2004), que desenvolveu microesferas de Eudragit® RL e
Eudragit® RS, por evaporacdo do solvente. Estes mesmos polimeros foram utilizados por
Duarte et al. (2007) na producdo de compdsito de microparticulas, pelo método anti-solvente
supercritico semi-continuo. Em ambos, concluiu-se que era possivel controlar a difusdo do
farmaco nas microesferas pelo ajuste na razdo entre os polimeros, obtendo-se perfil de
liberagdo ideal para administracdo intraocular. Todavia, nenhuma formulagéo foi avaliada in
vivo, ndo sendo possivel determinar se o perfil resultaria na diminuicéo suficiente e duradoura

da pressdo intraocular.

Eudragit® RL e RS foram utilizados por Verma et al. (2013) e por Singh, Chhabra, Pathak
(2014) para producdo de nanoparticulas poliméricas, em suspensédo, contendo acetazolamida,
pelo método de nanoprecipitagdo. No estudo de 2014, foi avaliado ainda o &cido polilatico-
co-glicdlico como matriz polimérica, sendo as nanoparticulas posteriormente incorporadas
em geis in situ de carbdémero 934P, induzidos por pH. Essa estratégia aumentou
significativamente o periodo de residéncia nos olhos, como discutido anteriormente. Em
ambos estudos, foram produzidas nanoparticulas esféricas, de superficie uniforme, sem
interacGes marcantes entre farmaco-excipiente, com elevada eficiéncia de encapsulacdo e
importante estabilidade. Desta vez, entretanto, as formulagbes propostas foram avaliadas in
vivo, em coelhos, observando-se perfil de liberagdo sustentado, suficiente para manter
concentragdes terapéuticas e para reduzir eficazmente a presséo intraocular por 8 horas. Em
seguida, Quinteros et al. (2016), desenvolveram nanocapsulas de Eudragit® RS100,
preparados pelo método de deposicdo interfacial de polimeros pré-formados, com grande
poder de encapsulacdo, estabilidade fisico-quimica, perfil de liberacdo compativel com
sistemas reservatorio, maior permeacdo corneana em virtude das propriedades mucoadesivas

e maior eficacia e duracgdo de efeito na reducdo da presséo intraocular em coelhos.
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Tamilvanan e Kumar (2011) desenvolveram nanoemulsdes diversas, neutras ou carregadas
positiva ou negativamente, utilizando 6leos de amendoim, sésamo, ricino, acido oléico,
quitosana, lecitina, alfa-tocoferol, glicerol e poloxamer como emulsificantes. Estas
apresentaram estabilidade durante esterilizacdo e ciclos de congelamento-descongelamento,
mas perfil de liberacdo erratico e dificil de ser caracterizado. Com poucas excecOes, a
permeacdo transcorneal foi insuficiente, inviabilizando sua avalia¢do in vivo e seu emprego

para portadores de glaucoma.

Em estudo do mesmo grupo de pesquisa, embasando-se no estudo anterior, Morsi et al.
(2014) propuseram modificacdes sutis na composicdo e procedimento para producdo de
nanoemulsdes, inserindo surfactantes e co-surfactantes, como Transcutol® P, ndo avaliados
anteriormente. Ensaios in vitro e in vivo, com coelhos como modelo animal, indicaram que
nanoemulsdes produzidas em conteldos maiores de fase aquosa apresentaram propriedades
fisico-quimicas, estabilidade e perfil de liberacdo adequados, sextuplicaram o coeficiente de
permeabilidade e aumentaram, portanto, a biodisponibilidade do farmaco, reduzindo de
forma imediata e prolongada a pressao intraocular. Deste modo, as formula¢des provaram-se
Uteis como possiveis medicamentos contra o glaucoma, por serem suficientemente seguras e
comparativamente mais eficientes que acetazolamida por via oral ou que brinzolamida, com
menos instilacBes diarias e efeitos adversos. Estas nanoparticulas foram posteriormente
incorporadas por Morsi et al. (2017) em diferentes géis, usando-se goma gelana, goma
xantana, hidroxipropilmetilcelulose e carbémero 934P como gelificantes. Estes geis, ativados
in situ por eletrélitos, demonstraram mucoadesividade consideravel, o que contribuiu para um
efeito ainda maior e duradouro que as propostas anteriores do grupo na reducdo da pressao

intraocular durante ensaio pré-clinico in vivo.

Tartara et al. (2012) avaliaram o efeito hipotensor de nanoestruturas ou coagéis de acido 6-o-
lauril-L-ascérbico, incorporados de 0,4% m/v do farmaco, em coelhos. Diferentemente do
trabalho anterior, as nanoestruturas permearam mais facilmente pela cornea. Por isso, notou-
se maior biodisponibilidade do farmaco nos segmentos anterior e posterior, reduzindo
notoriamente a pressédo intraocular, em intensidade superior aos obtidos para uma formulagéo
comercial contendo brinzolamida. Entretanto, os autores ressalvam que as formulagoes
propostas causaram irritacdo leve ou moderada nos animais, tempo-dependente, indicando

que estudos mais aprofundados devem ser realizados para seu aperfeicoamento.
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Sistemas de liberacdo nanoestruturados menos convencionais foram desenvolvidos nos
altimos anos. Natu, Sousa e Gil (2011), por exemplo, utilizaram electrospinning para obter
nanofibras contendo acetazolamida e timolol, pela copolimerizacdo de policaprolactona e
Lutrol® F127. Os pesquisadores conseguiram excelentes resultados para incorporagdo dos
farmacos nas nanofibras, mas o perfil de liberacdo observado foi considerado inapropriado,
pois a maior parte do farmaco presente foi liberada de uma unica vez, em burst, enquanto o
restante foi liberado em pequenas quantidades, mas em curto intervalo. Estes dispositivos ndo
foram, portanto, avaliados in vitro ou in vivo, uma vez que este perfil pode aumentar os riscos
de efeitos adversos e pode ser ineficaz para tratamento de doencas cronicas, para as quais se

deseja duracdo de efeito prolongada.

Dendrimeros nanoestruturados de polipropileno-imina foram propostos por Mishra e Jain
(2014). Estes carreadores promoveram liberacdo sustentada de mais de 80% da dose, por 24
horas, com aumento do tempo de residéncia e diminui¢do significativa na pressdo intraocular
nos coelhos. Todavia, reportaram reduzida eficiéncia de encapsulacdo e irritacdo fraca no
segmento anterior. Teba, Khalil e Sorogy (2021), por sua vez, desenvolveram cubossomas,
nanocarreadores modernos formados por nanoparticulas liquido-cristalinas que, dispersos em
fase aquosa, organizam-se em fases clbicas bicontinuas, que possuem enorme capacidade de
incorporar farmacos. Os cubossomas foram obtidos por emulsificacdo, com monooleato de
glicerila, poloxamer 407, propilenoglicol e 2-(2-etoxietoxi)etanol. Os estudos indicaram
aumento de quatro vezes na permeabilidade da acetazolamida, que contribuiu para maior
persisténcia e biodisponibilidade das formulagdes. Entretanto, embora n&o-irritantes e
eficazes na reducdo da pressdo intraocular em coelhos, o perfil de liberacdo ndo foi

sustentado, sendo que o efeito perdurou por pouco mais de 8 horas apenas.

Na maioria dos estudos, o beneficio das formulagdes propostas no aumento da permeacdo e
biodisponibilidade e na diminuigdo da presséo intraocular é evidente e indiscutivel. Todavia,
muitas consideracdes foram mencionadas nos estudos, especialmente no que se refere aos
efeitos toxicos causados pelos sistemas de liberacdo e pelos insumos, principalmente os
cronicos e desconhecidos, dificuldade de eliminacdo pelo organismo e risco de
bioacumulacdo, imprevisibilidade, perfil de liberacdo erratico e custo consideravel (ALLEN
JR, POPOVICH, ANSEL, 2013; MANDRACCHIA, TRIPODO, 2020).
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3.6.6 Outras formulacgdes de uso topico

Um dos primeiros estudos para administracdo ocular de acetazolamida foi o estudo proposto
por Friedman et al. (1985), com lentes de contato disponiveis comercialmente denominadas
Sauflon® PW, uma estratégia que fora muito utilizada para outros farmacos de importancia
oftalmoldgica. As lentes foram impregnadas por imersdo com o farmaco e posteriormente
inseridas nos coelhos. Ensaios in vitro confirmaram aumento marcante na permeacdo e
absorcdo corneana do farmaco, maior que para outros inibidores da anidrase carbdnica,
enquanto estudos in vivo apontaram para diminuicdo de cerca 6,3 mmHg na pressdo
intraocular, clinicamente relevante, mas que foi mantida por menos de 8 horas, requerendo
administracdes muito frequentes, inviavel para emprego na rotina em virtude dos custos

elevados para aquisicao.

De funcionamento similar, um filme polimérico mucoadesivo foi proposto por Tartara et al.
(2014). Produzido a partir de carb6meros ou carboximetilcelulose adicionados de poloxamer
407, os filmes apresentaram facil administracdo e perfil de liberagdo controlado e muito mais
duradouro, principalmente quando revestidos por Eudragit® RSPO, polimero mais apolar que
retardava a dissolucdo do farmaco pelos fluidos oculares. Todavia, o controle da liberacao
ainda foi discreto e insuficiente para ser aplicavel em problemas crénicos, como glaucoma.
Os filmes provaram-se néo-irritantes e reduziram a presséo intraocular em coelhos, mas em

menor intensidade, de modo que sua relevancia clinica foi considerada questionavel.

Embora a visdo geral demonstre que os sistemas de liberagdo desenvolvidos se configurem
como estratégia interessante para liberacdo intraocular de farmacos, muitas limitacées do uso
oftalmico dos carreadores foram discutida para justificar porque formulagcfes para uso topico

contendo acetazolamida ndo estdo disponiveis, no mercado.

Primeiramente, nos estudos disponiveis, a efetividade e seguranca dos carreadores foi
avaliada apenas em ensaios pré-clinicos, ndo sendo possivel prever se os resultados obtidos
seriam observados em humanos. Também foram realizados em coelhos normotensos,
excetuando-se o estudo de Manchanda e Sahoo (2017), em que a eficacia de nanoparticulas
mucoadesivas de quitosana e tripolifosfato de sodio foi comprovada em coelhos com
hipertensdo ocular induzida. Por isso, ndo se pode afirmar, com convic¢do, que 0s produtos

desenvolvidos manteriam, pelo menos parcialmente, sua eficiéncia para reduzir a pressao
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intraocular em pacientes glaucomatosos ou em quadro de hipertensdo ocular. Em muitos
estudos observou-se ainda que as formulagGes desenvolvidas eram igualmente ou menos
eficazes que medicamentos registrados para mesma finalidade e via de administracdo, nao

agregando beneficio nenhum para os usuarios.

Uma ressalva ainda mais importante refere-se aos possiveis efeitos toxicos que poderiam ser
apresentados pelas formulacdes. Muitos estudos sequer procederam uma avaliacdo biologica
de suas formulacgdes ou fizeram-na muito superficialmente, com ensaios simples de irritacdo
ocular, sem estudos histoldgicos ou avaliagdo funcional. Foi realizada apenas avaliacdo de
toxicidade aguda, de curto prazo, em poucas horas ou dias, ignorando-se eventuais efeitos
croénicos ou tardios. Esta é preocupacdo comum e particularmente relevante para sistemas
micro e nanoestruturados, incluindo lipossomas, e outras formulacdes inovadoras, sendo cada
vez mais discutida, como precaucdo, por profissionais e pesquisadores em saude
(SERCOMBE et al., 2015).

Ademais, os sistemas propostos demonstraram, na maioria dos casos, perfil de liberacdo
irregular e rapido, muito frequentemente com um burst inicial e liberacdo sustentada por
curto periodo, com duracdo de efeito inferior a 12 horas. Portanto, o uso clinico para
enfermidades cronicas € invidvel, por requererem administracdo frequente, o que dificulta a
adesdo dos pacientes, um dos maiores desafios da farmacoterapia anti-glaucoma. Além disso,
0 custo do tratamento-dia e do tratamento-total sdo geralmente elevados, uma vez que a
maioria dos produtos desenvolvidos possui producdo e insumos farmacéuticos caros. Existe,
finalmente, para a maior parte das formulacdes obtidas, grande dificuldade no scaling up, isto
é, na transposicdo da tecnologia de producdo de uma escala menor, de pesquisa, para um
cenario de producdo em larga escala, imprescindivel para despertar interesse das industrias
farmacéuticas (KAUR, SINGH, KANWAR, 2002; SINGLA et al., 2002).

3.7 Implantes intraoculares para administracao intravitrea

Como evidenciado nos ultimos paragrafos é grande o desafio do desenvolvimento de
formulacBes para administracdo intraocular de acetazolamida. Em um cenério de constante
insucesso, os implantes intraoculares emergiram como uma alternativa farmacotécnica para

aumentar a biodisponibilidade de farmacos administrados por via oftdlmica, para tratamento
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de doencas oculares, do segmento posterior, como retinopatia diabética ou degeneracao
macular, ou segmento anterior, como glaucoma. Estes implantes intraoculares sao
dispositivos de liberacdo modificada, cirurgicamente inseridos ou implantados no interior do
bulbo ocular, no espago intravitreo, pela pars plana, na esclera, na subconjuntiva ou na regiao
subtenoniana (KIMURA, OGURA, 2001; THRIMAWITHANA et al., 2011).

Por serem um dispositivo implantavel de liberacdo modificada, contribuem para a
manutencdo de niveis terapéuticos do farmaco por tempo prolongado, que podem ultrapassar
meses ou anos, reduzindo a frequéncia de administracdo e aumentando a adesdo ao
tratamento, principais desafios no tratamento farmacoterapéutico do glaucoma. Ademais, a
administracdo de farmacos diretamente no interior do globo ocular pode minimizar a
toxicidade sistémica, um importante fator limitante para o farmaco, e fornecer protecéo a
farmacos instaveis nas condigdes fisioldgicas. Destaca-se ainda que, uma vez que o olho ndo
possui células do sistema imune, é um 6&rgdo privilegiado para inser¢cdo de implantes.
Percebe-se, portanto, um grande nimero de vantagens, em termos de eficacia e seguranca,
para estes sistemas de liberacdo (ALHAFALI, 2017; AULTON, 2005; ELJARRAT-
BINSTOCK, PE’ER, DOMB, 2010; THRIMAWITHANA et al., 2011).

Os implantes podem ser subdivididos em matriciais e reservatorios. Os sistemas matriciais se
caracterizam por dispersdo homogénea ou por adsorcdo superficial do farmaco na matriz
polimérica, nos quais o farmaco pode ser liberado por difusdo pelos poros da matriz, por
degradacdo do polimero ou por associacdo entre os dois mecanismos. Nos sistemas de
reservatorio, o farmaco encontra-se em uma cavidade central, envolvida por uma membrana
polimérica responsavel pelo controle de sua liberagdo (KIMURA, OGURA, 2001). Podem
ser obtidos por diferentes métodos, como moldagem a altas temperaturas, extrusdo,

evaporacéo de solvente ou por eletrofiacdo (FIGUEIREDO, 2013).

Estes dispositivos podem ser produzidos nos formatos de bastdes, discos ou microparticulas
(CHRISTOFORIDIS et al., 2012) e devem ser formulados com polimeros obrigatoriamente
biocompativeis. No desenvolvimento, podem ser utilizados polimeros biodegradaveis, como
acido polilatico-co-glicolico, ou ndo-biodegradaveis, como silicone, alcool polivinilico e
polietileno-co-acetato de vinila (ALHALAFI, 2017). Conforme afirmam Fialho et al. (2003),
0 emprego de polimeros biodegradaveis é vantajoso porque sdo inteiramente degradados e

absorvidos pelo organismo, sem necessidade de nova cirurgia para remog¢édo apos a liberacao
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do farmaco. Todavia, curiosamente, um maior namero de implantes intraoculares foram

produzidos a partir de polimeros nao-biodegradaveis (PANOS, 2020).

O desenvolvimento de dispositivos implantaveis intravitreos iniciou-se nas ultimas duas
décadas do século XX e foi impulsionado pela necessidade da administracéo de farmacos por
via intravitrea para tratamento eficaz de infecgdes bacterianas e por citomegalovirus, em um
contexto em que infecgbes pelo virus da imunodeficiéncia humana se expandia (CAO et al.,
2020). Estes estudos pioneiros levaram ao desenvolvimento e aprovacdo do primeiro
implante intravitreo pela Food and Drug Administration denominado Vitrasert®, produzido
pela empresa pela Bausch & Lomb, em 1996. Esse implante continha ganciclovir, farmaco
indicado para retinite decorrente de infeccdo por citomegalovirus. Este dispositivo foi muito
bem-sucedido, reduzindo drasticamente a incidéncia de retinite, estimulando pesquisas para o
desenvolvimento de outros implantes intravitreos, como o Retisert®, em 2005, pela mesma
empresa. Este dispositivo contendo fluocinolona acetonida, foi originalmente produzido para
tratamento da retinite, mas provou-se mais efetivo no tratamento de edema macular diabético
crénico, uma das consequéncias mais graves do diabetes, finalidade para o qual se destina
atualmente (PANQOS, 2020).

Outros sistemas similares, contendo fluocinolona acetonida, foram desenvolvidos
posteriormente, como por exemplo o Iluvien®, produzido pela Alimera Sciences e o Yutig®,
desenvolvido pela EyePoint Pharmaceuticals. Posteriormente, dispositivos contendo
triancinolona acetonida, para a mesma indicacdo, foram aprovados por érgdos regulatorios,
como o I-Vation® (SurModics) e o Verisome® (Ramscor). Todos estes medicamentos,
incluindo os precursores Vitrasert® e Retisert®, sdo sistemas ndo-biodegradaveis, capazes de
liberar o farmaco em doses constantes, de forma controlada, por periodo entre 2,5 e 3 anos
(CAO et al., 2020; PANOS, 2020).

O uso de polimeros biodegradaveis para o desenvolvimento de dispositivos intravitreos foi
revolucionario. Estes podem possuir origem natural ou sintética, que apresentam como maior
beneficio a capacidade de manter a liberacdo de farmacos por maior periodo (FIALHO et al.,
2007). Dentre os principais polimeros biodegradaveis sintéticos utilizados para obtencéo de
implantes, pode-se citar o acido polilatico-co-glicélico (PLGA), aprovado pelo FDA, cuja

estrutura quimica € apresentada na Figura 4.
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Figura 4 — Estrutura quimica do acido polilatico-co-glicélico (PLGA).
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O 4cido polilatico-co-glicolico, alternativa mais viavel e frequentemente usada, pode ser
obtido por reacdo de abertura de anel em dimeros ciclicos de acido latico e de &cido glicdlico
(FIALHO et al., 2003). Em humanos, é degradado pela clivagem aleatéria da matriz
polimérica, por hidrélise das ligacGes éster, que produz oligdmeros e mondmeros (JAIN,
2000; MAKADIA, SIEGEL, 2011). No inicio, observa-se quebra da cadeia polimérica, sem
perda de massa, com consequente reducdo do massa molar acompanhada por perda notavel
de massa e degradacdo de oligbmeros em mondmeros sollveis, eliminados do organismo por
reacdes do ciclo de Krebs, ao serem degradados a dioxido de carbono e agua, ou eliminados
na urina (FIALHO et al., 2003; JAIN, 2000; RAJEEV, 2000; TAMBOLI, MISHRA, MITRA,
2012). A velocidade de degradacdo do polimero dependerad do seu grau de hidrofobicidade,
que se relaciona com proporcao entre os acidos latico e glicélico, durante seu processamento:
quanto maior a proporcdo de acido latico, menor a velocidade de degradacdo, porque ocorre
menor absorcao de agua pela matriz (FIALHO et al., 2003; MAKADIA, SIEGEL, 2011).

O primeiro implante intravitreo biodegradavel desenvolvido e aprovado pelo FDA foi o
Ozurdex®, produzido pela Allergan (KUNO, FUJII, 2010; LAMBIASE,
ABDOLRAHIMZADEH, RECUPERO, 2014). Trata-se de dispositivo em forma de
bastonete, de 6,5 x 0,45 mm, de é&cido polilactico-co-glicdlico, contendo 0,7 mg de
dexametasona por dose, recomendado para edema macular e uveite posterior ndo-infecciosa.
O medicamento foi comprovadamente eficaz por seis meses, mas embora a duragédo do efeito
fosse menor que a observada para os dispositivos ndo-biodegradaveis, demonstrou-se 5-20
vezes mais efetivo e possui como maior diferencial ndo requerer procedimento cirdrgico para
remoc¢do. Em virtude de sua eficécia, o Ozurdez® foi o primeiro e tnico implante intravitreo
aprovado pela ANVISA e comercialmente disponivel no Brasil, desde 2014. Nos anos

seguintes, outro implante intravitreo de &cido polilatico-co-glicolico e dexametasona, foi
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aprovado em Singapura e encontra-se em fase de estudo investigacional nos Estados Unidos,
como anti-inflamatério pés-operatério de catarata, o Surodex®, que, entretanto, era um pouco

menor (1 x 0,4 mm) e durava apenas 7-10 dias.

Diversos outros sistemas encontram-se em fase de estudos clinicos avancados para aprovagdo
e muitos outros foram estudados por grupos de pesquisa, com excelentes resultados, como os
reportados por nosso grupo de pesquisa, para acetato de dexametasona (FIALHO et al.,
2005), tacrolimo (SOUZA et al., 2014), ciclosporina (ALMEIDA et al., 2015; SALIBA et
al., 2012), vancomicina associada com dexametasona (RESENDE et al., 2016), clindamicina
(FERNANDES-CUNHA et al., 2017), lupeol (SOARES et al., 2017), sirolimo (PAIVA et
al., 2019), acido rosmarinico (VIEIRA et al., 2020) e &acido corosolico (TOLEDO et al.,

2018), sem contar aqueles desenvolvidos por outros pesquisadores.

Estes implantes intravitreos emergiram como uma alternativa plausivel para o tratamento de
doencas dos segmentos anterior e posterior. Entretanto, até recentemente, ndo haviam
dispositivos intravitreos para glaucoma disponiveis no mercado e mesmo nha pesquisa
cientifica. Todavia, em 2021, pela primeira vez foi reportado o desenvolvimento de implantes
intravitreos para administracdo de acetazolamida. No trabalho de Morais, Coimbra e Pina
(2021), foram desenvolvidas fibras uniaxiais ou coaxiais biodegradaveis, com
policaprolactona mais Lutrol® F127 ou Luwax® EVA 3, preparados por eletrofiacéo,
posteriormente moldadas em formato de pequenos cilindros e revestidas por filmes
poliméricos, por evaporacdo de solvente, para producdo dos implantes intravitreos. Estes
sistemas foram caracterizados e o perfil de liberacdo in vitro, em pH 7,4, foi estudado,
mostrando liberacdo sustentada do farmaco, por apenas 18 dias. Ndo foram realizados,
contudo, estudos in vivo e foi reportado que todos os métodos de esterilizacdo avaliados
impactaram negativamente na estrutura e performance dos seus sistemas, afetando em

especial a cristalinidade da policaprolactona.

Conclui-se, portanto, que ainda existe um enorme horizonte a ser explorado no
desenvolvimento de sistemas intravitreos de acetazolamida, que possuam eficécia, seguranca,
estabilidade e qualidade comprovadas, capazes de propiciar liberacdo sustentada do farmaco
por semanas, meses ou anos. Para isso, estudos de pré-formulacdo e formulagdo devem ser

realizados.



56

3.8 Estudos de pre-formulacédo, formulacgao e toxicidade in vitro e in vivo

Todo medicamento, antes de ser comercializado, deve ser aprovado por agéncias regulatdrias.
Tal processo de registro para medicamentos novos ou inovadores visa demonstrar, por meio
de evidéncias cientificas, que o medicamento é eficaz e seguro para a finalidade proposta e
que foi produzido segundo procedimentos e condigdes estritamente controladas e validadas
para assegurar sua qualidade (HOFF, CHEN, 2009). No Brasil, a ANVISA, autarquia do
Ministério da Salde, € responsavel pelo registro de medicamentos em todo o territdrio,
conforme prevé a lei n°. 6.360/1976. A ANVISA atua em convergéncia com outras agéncias
internacionais, como a Food and Drug Administration (FDA) e European Medicines Agency
(EMEA), tendo sido recentemente reeleita como membro do Comité Gestor do Conselho
Internacional de Harmonizacéo de Requisitos Técnicos para Produtos Farmacéuticos de Uso
Humano (ICH). Todo o processo e documentacdo requerida para registro de novos
medicamentos no pais encontra-se estabelecido conforme critérios da RDC n°. 136/2003
(BRASIL, 2017).

No geral, o caro e dispendioso desenvolvimento de novos medicamentos pode ser dividido
nas etapas de descoberta de novos farmacos, quando aplicavel, estudos pré-clinicos, estudos
clinicos, peticdo do registro e pos-comercializacdo ou farmacovigilancia (ALLEN JR,
POPOVICH, ANSEL, 2003). Uma das etapas mais importantes deste processo é a fase pré-
clinica ou ndo-clinica. Nesta fase, avaliam-se ndo sO as caracteristicas fisico-quimicas e as
propriedades farmacocinéticas, farmacodinadmicas e toxicoldgicas em curto e longo prazo do
farmaco, como sdo realizados estudos de formulacao e pré-formulacdo do produto, seguidos
por sua fabricagdo, controle de qualidade e desenvolvimento de embalagem, rétulos e bula.
Todos estes aspectos sdo requisitos estabelecidos por lei para aprovacdo de um novo
medicamento no Brasil e, portanto, imprescindiveis durante o desenvolvimento
farmacotécnico (BRASIL, 2017; SHAH et al., 2014).

Estudos de pré-formulagdo e formulagdo sdo estudos em que se propde uma forma
farmacéutica e composicdo que seja eficaz, segura e estavel para administracdo de farmacos
que foram, extensiva e previamente estudados e considerados promissores do ponto vista
fisico-quimico e biologico (JONES, 2018). Portanto, estudos de pré-formulacdo e formulagéo
visam aprofundar o entendimento do comportamento do farmaco e do produto para o

desenvolvimento de medicamentos com mais eficacia, seguranca e qualidade. Seu objetivo é
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definir uma formulacdo farmacéutica final, primeiramente em pequena escala ou escala
piloto, que posteriormente serd escalonada para producdo em larga escala pelas industrias
farmacéuticas (ALLEN JR, POPOVICH, ANSEL, 2013).

No estudo de pré-formulacdo, propriedades fisico-quimicas dos farmacos e excipientes sao
estudadas, como solubilidade, coeficiente de parti¢do, forma fisica, polimorfismo, velocidade
de dissolucdo ou perfil de liberacdo e estabilidade. Embasados pelos estudos de pre-
formulacdo e por informagdes como dose, forma farmacéutica e via de administracdo
definidas para os ensaios clinicos, procede-se ao estudo de formulacdo, em que se desenvolve
um medicamento primario, que sera utilizado nas préximas fases dos ensaios clinicos, em
humanos (SHAH et al., 2014).

Uma formulacdo farmacéutica é composta ndo apenas pelos farmacos, mas por excipientes,
também denominados adjuvantes farmacotécnicos. Os excipientes sdo adicionados com o
intuito de se obter uma forma farmacéutica adequada, permitindo que possa ser administrada
pela via de administracdo escolhida. Entretanto, podem eventualmente aumentar sua
estabilidade,  biodisponibilidade e  aceitabilidade pelo  consumidor.  Embora
farmacologicamente inertes, 0s excipientes contribuem notadamente para que um
medicamento possua eficacia e seguranca e, por isso, devem ser tratados com a mesma
importancia que se destina aos farmacos e avaliados nos estudos de pré-formulacdo (ALLEN
JR, POPOVICH, ANSEL, 2013). Muito mais do que garantir a aquisi¢cdo e uso de insumos de
qualidade, é necessario averiguar se 0s excipientes escolhidos para a formulacdo sdo
compativeis entre si, com os farmacos e com 0s possiveis materiais de embalagem. Esta
avaliacdo € realizada durante os estudos de pré-formulacdo, em que se estuda a
compatibilidade farmaco-excipiente, que pode ser afetada por propriedades do farmaco,
excipiente, formulacdo ou processo produtivo e por fatores ambientais (CHADHA,
BHANDARI, 2014).

Um estudo de compatibilidade farmaco-excipiente é crucial e indissociavel do estudo de pré-
formulagéo. Nestes estudos, foca-se em identificar incompatibilidades farmacéuticas, isto e,
interacOes fisicas e quimicas observaveis entre farmacos e excipientes que interfiram na
natureza quimica, estabilidade, solubilidade e absor¢do in vivo do farmaco, modificando o
produto final nos pardmetros fisico-quimicos, microbioldgicos e terapéuticos (GUPTA,
POUNIKAR, UMEKAR, 2019). Atualmente, a investigacdo é realizada por diferentes

métodos analiticos, incluindo calorimetria diferencial exploratdria, termogravimetria,
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difracdo de raio X, espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier,
microscopia eletronica de varredura, espectroscopia de Raman e cromatografia a liquido de
alta eficiéncia, utilizando-se misturas binarias de farmacos e excipientes, conforme
preconizado pela ANVISA (CHADHA, BHANDARI, 2014).

De acordo com a Farmacopeia Americana, a estabilidade pode ser compreendida como a
extensdo na qual um produto retém, dentro de limites especificados e durante todo o seu
periodo de armazenamento e uso, as mesmas propriedades e caracteristicas que possuia no
momento da sua fabricagdo (UNITED STATES, 2021). Parte integrante dos estudos de
compatibilidade farmaco-excipiente, o estudo de estabilidade visa avaliar se a qualidade do
insumo farmacéutico ou medicamento pode ser alterada no decorrer do tempo, por influéncia
de fatores ambientais, como temperatura, umidade e luz e ainda por fatores inerentes ao
farmaco e excipiente, forma farmacéutica e processo produtivo. A instabilidade pode levar a
administracdo de doses subterapéuticas ou de produtos de degradacdo potencialmente toxicos
(ALLEN JR, POPOVICH, ANSEL, 2013).

Requisito obrigatério para registro de medicamentos novos, similares ou genéricos no Brasil,
como determinado pela RDC n° 200/2017, da ANVISA, estes estudos de estabilidade sdo
Uteis para estabelecimento do prazo de validade dos medicamentos e sdo orientativos para
escolha de materiais de embalagem apropriados. Podem ser divididos em estudos de
estabilidade acelerada, estudos de estabilidade de longa duracdo e estudos de estabilidade de
acompanhamento. Os estudos de estabilidade acelerada, com duracdo de apenas seis meses,
determinam um prazo de validade provisério e condi¢Ges de armazenamento e sdo utilizados
no desenvolvimento farmacéutico e exigidos para registro. Estudos de estabilidade de longa
duracéo, exigidos na documentacao para registro, confirmam o prazo de validade e condicdes
de armazenamento definidos anteriormente. Por sua vez, os estudos de acompanhamento séo
usados no controle de qualidade, para verificagdo de mudancas na formulacéo ou processo de

producdo que afetem adversamente a estabilidade do produto (BRASII, 2019).

Um estudo de estabilidade deve ser conduzido segundo estabelecido na RDC n°. 318/2019 e
guia Q1A (R2) do International Conference on Harmonisation (ICH). Durante sua execucgéo,
deve ser realizado estudo de degradacéo forcada e o desenvolvimento de métodos indicativos
de estabilidade. Nos estudos de degradacdo forgada, conduzidos segundo a RDC n°. 53/2015,
0 insumo farmacéutico ativo, os excipientes, as misturas binarias e o produto séo submetidos

a condicdes extremas de estresse externos e internos, como calor, umidade, pH, oxidacao, luz
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e ions metalicos. Eventuais produtos de degradacdo formados serdo, posteriormente,
identificados e quantificados, para que se monitore problemas de qualidade e estabilidade do
farmaco e medicamento durante seu ciclo de vida. Geralmente, o perfil de degradacéo obtido
nestes estudos, denominado perfil de degradacdo potencial, é maior e pode ser diferente
qualitativa e quantitativamente que o obtido nos estudos de estabilidade acelerada e de longa
duracdo, denominado perfil de degradacéo real (BAERTSCHI et al., 2011).

Nos estudos de estabilidade, deve-se avaliar o decaimento na quantidade do farmaco,
identificar e quantificar os produtos de degradacdo formados, empregando-se um método
indicativo de estabilidade, que permite 0 acompanhamento dos resultados provenientes destes
estudos. Um método indicativo de estabilidade pode ser entendido como um procedimento
analitico quantitativo validado que pode detectar as alteracdes com o tempo das propriedades
relevantes do insumo farmacéutico e do medicamento. O método indicativo de estabilidade
deve ser capaz de mensurar com seletividade, precisdo e exatidao o farmaco e/ou produtos de
degradacdo, sem a interferéncia de produtos de degradacdo, impurezas do processo produtivo,

excipientes ou outras potenciais impurezas (DONG et al., 2020).

Durante pesquisa bibliogréfica, foram encontrados métodos indicativos de estabilidade para
quantificacdo de acetazolamida e substancias relacionadas, como impurezas e produtos de
degradacédo, em insumo farmacéutico e medicamentos. Descri¢cdes minuciosas e resultados

mais importantes destes métodos foram sumarizados e sdo apresentados na Tabela 1.



60

Tabela 1 — Métodos indicativos de estabilidade para determinagdo de teor e substancias relacionadas de acetazolamida em insumo farmacéutico ativo e em formas farmacéuticas.

Ensaio e amostra Condicbes cromatogréaficas Deteccéo LQ (ug/ml) Estabilidade Referéncia
Teor em comprimidos, FE: C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) UV 265 nm _ Degradacdo em NaOH 0,1 M, entre GUPTA,
capsulas de liberacao FM: fosfato de potassio 0,02 M-metanol-acetonitrila 46,7-60,5%. Estavel nas outras PARASRAMPURIA,
sustentada e p6 para injegdo (86:12:2) — eluigdo isocratica condicGes de estresse avaliadas 2008
Teor e substancias FE: C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) UV 254 nm 0,04 Estavel em todas as condicdes de SRINIVASU et al.,
relacionadas em IFA e FM: fosfato de potassio 0,02 M pH 3,0-acetonitrila estresse avaliadas. Degradacdo maior 2009
comprimidos (95:5) [A] + fosfato de potéssio 0,02 M pH 3- observadaem HCI 1 M e NaOH 1 M
acetonitrila (95:5) [B] — eluigdo em gradiente por 24 horas, mas < 10,0%
Teor em suspensdo em FE: C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) UV 254 nm 30,63 Estavel em todas as condigdes de OLIVEIRA et al.,
SyrSpend® SF pH 4,0 FM: acetato de sodio 4,1 g/L-metanol-acetonitrila estresse avaliadas 2014
(95:2:3) pH 4 — eluigdo isocrética
Teor em suspensdo FE: C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) UV 254 nm 68,40 Né&o houve estudo de degradagéo SILA-ON et al., 2015
extemporanea de FM: acetato de sédio 0,05 M-metanol-acetonitrila forgada, mas recuperacédo de 112,3%
comprimidos, em xarope (475:30:20) — eluicéo isocratica foi reportada no estudo
Substéncias relacionadas em FE: propoxibenzeno (150 x 4,6 mm, 4 um) UV 265 nm 0,004 _ EUROPEAN, 2019
IFA, comprimidos e p6 para  FM: fosfato de potéssio 6,8 g/L-acetonitrila (90:10) —
injecdo eluicdo isocratica
Substéncias relacionadas em FE: C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) UV 254 nm 0,06 Degradacdo maior observada em SURESH et al., 2020
comprimidos FM: fosfato de potéssio-acetonitrila (90:10) NaOH 1 M, mas < 5%
Teor em suspensao oral FE: C18 (150 x 4,6 mm, 5 um) UV 254 nm 25 N&o houve estudo de degradagédo GILLIUM et al.,
FM: acido heptafluorobutirico 0,15% [A] e &cido forcada, mas recuperaces de 73,0- 2020
heptafluorobutirico 0,15% em acetonitrila [B] — 103,0% foram reportadas no estudo
eluicdo em gradiente
Substancias relacionadas em FE: ciano (150 x 4,6 mm, 3,5 um) UV 254 nm 0,5 _ UNITED STATES,
IFA, comprimidos e p6 para FM: fosfato de potéassio-metanol (90:10) — eluicéo 2021
injecao isocratica
Teor e substancias relacionadas FE: ciano (150 x 4,6 mm, 3,5 pm) UV 254 nm 0,50 Degradacdo em NaOH 0,1 M, a85°C. CHINTA etal., 2021

em capsulas

FM: &cido fosforico 1%-metanol 90:10 pH 2 [A]
e 4cido fosfdrico 1%-metanol 40:60 pH 2 [B]

Estavel nas outras condicdes de
estresse avaliadas

C18: octadecilsilano — FE: fase estacionaria — FM: fase mével — IFA: insumo farmacéutico ativo — LQ: limite de quantificacdo — UV: espectrofotometria de absorcao no ultravioleta
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Pode-se observar que foram encontrados métodos compendiais e ndo-compendiais para
insumo farmacéutico ativo, comprimidos, capsulas de liberacdo sustentada, po para injetaveis
e solucdes extemporaneas preparadas com veiculos comerciais ou artificialmente produzidos,
mas nao para formulacdo de uso oftalmico. Em muitos estudos, fez-se degradacédo forcada,
como recomendado e, como visao geral, conclui-se que o fArmaco é estavel nas condicfes de
estresse, com susceptibilidade reportada apenas na condicao hidrolitica em pH alcalino, como
discutido anteriormente (PARASRAMPURIA, 1993).

Na fase pré-clinica, conduz-se ainda avaliacdo criteriosa de propriedades farmacodinamicas e
toxicodinamicas do farmaco e formulacdo, buscando maior compreensdo dos seus efeitos
bioldgicos, quando administrados no organismo (ALLEN JR, POPOVICH, ANSEL, 2013). A
avaliacdo é realizada inicialmente in vitro, em ensaios de citotoxicidade validados para
linhagens celulares relevantes, como as células do epitélio pigmentar da retina humana
(ARPE-19), no caso de medicamentos oftdlmicos (DUSINSKA et al., 2017). O uso dos
ensaios com membrana corio-alantéica (CAM ou HET-CAM), em ovos fecundados de
galinhas, para avaliar a toxicidade e potencial irritante de formulagdes oftalmicas,
especialmente para produtos desenvolvidos para doengas do segmento anterior, € muito
utilizado para avaliacdo prévia da seguranca dos medicamentos (BARILE, 2010; WILSON,
AHEARNE, HOPKINSON, 2015)

Posteriormente, os resultados obtidos durante avaliacdo da toxicidade ocular in vitro devem
ser confirmados por ensaios in vivo, em modelos animais apropriados para a finalidade
proposta. Para medicamentos oftdlmicos, os coelhos sdo modelos animais mais
frequentemente utilizados, pelas coincidéncias estruturais, fisiologicas e biomecanicas entre
os olhos de coelhos e humanos (AHN et al., 2016; ZERNII et al., 2016). Todavia, pelo
manuseio mais facil e custo mais barato, ratos e camundongos podem ser Uteis nestes estudos
preliminares. Diferentes técnicas instrumentais podem ser utilizadas para este proposito e um
estudo adequadamente delineado para toxicidade ocular deve incluir exames de imagem,
como tomografia de coeréncia Optica, oftalmoscopia binocular indireta e biomicroscopia de
lampada de fenda, avaliacdo histoldgica, estudo funcional da retina por eletrorretinografia e,
dependendo do farmaco, exames bioquimicos para quantificacdo de marcadores especificos.
Estes estudos séo decisivos para comprovar a seguranca dos produtos desenvolvidos para
serem futuramente avaliados nos estudos clinicos (EDELHAUSER, GREEN, 1997;
WILSON, AHEARNE, HOPKINSON, 2015)
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3.9 Quantificagdo de acetazolamida em insumo farmacéutico ativo, especialidades
farmacéuticas e fluidos bioldgicos oculares

O desenvolvimento de métodos analiticos para determinacdo quantitativa de farmacos em
insumos farmacéuticos ativos, produtos acabados e fluidos bioldgicos, como sangue, plasma,
urina, humor aquoso e humor vitreo, entre outros, € de fundamental importancia para que se
desenvolvam novos medicamentos e formas farmacéuticas, como implantes intraoculares,
para alteragdes, inclusbes e notificagbes pos-registro de medicamentos aprovados pela
ANVISA, para monitorizacdo terapéutica, para estudos farmacocinéticos, estudos de
biodisponibilidade e estudos de bioequivaléncia, requeridos na documentacdo para registro
(ABDEL-REHIM, 2011; CASSIANO et al., 2006; ; DEVANSHU et al.; 2010,FERNANDES
et al., 2007).

Atualmente, os métodos propostos priorizam o emprego de cromatografia a liquido de alta
eficiéncia ou ultra eficiéncia, com detecgéo por espectrofotometria de absor¢édo no ultravioleta
ou, preferencialmente, espectrometria de massas. Quando aplicados a amostras bioldgicas,
muitas vezes € requerido preparo prévio de amostras para clean up e ou pré-concentracdo do
analito, embora Silva et al. (2020) reportaram que, para fluidos oculares menos complexos,
principalmente humor aquoso, ndo necessariamente se requer tratamento anterior. EStes
métodos devem garantir confiabilidade, detectabilidade, seletividade e robustez em analises

quantitativas de farmacos em amostras biolédgicas (KING et al., 2000; ZHOU et al., 2005).

Com o0 aumento crescente na prevaléncia de cegueira e perda parcial de visdo por doencas
oculares, como o glaucoma, percebe-se investimento proporcionalmente crescente para o
desenvolvimento de medicamentos de uso oftalmico. Estes métodos s&o utilizados para
avaliar a qualidade dos insumos adquiridos para a producdo de medicamentos e dos proprios
medicamentos. Evidentemente, métodos bioanaliticos sdo extremamente importantes para se
determinar farmacos em fluidos corpéreos, produzindo dados que permitam estudar o perfil
de distribuicdo destes farmacos pelo organismo para compreensdo de sua farmacocinética,
exigéncia regulatoria para registro e sua farmacodinamica, auxiliando na determinagédo de
concentragOes terapéuticas, no desenvolvimento de formas farmacéuticas e na monitorizacdo
terapéutica em grupos especificos (HEINIG et al., 2017; XUE et al., 2012).
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Os primeiros métodos utilizados na quantificacdo de acetazolamida, desenvolvidos na década
de 1950, baseavam-se em determinar indiretamente inibidores da anidrase carbdnica, por
método enzimatico (HARKE, SCHIRREN, WEHRMANN, 1959; MAREN, ASH, BAILEY
JR, 1954; YAKATAN, MARTIN, SMITH, 1976). Contudo, os métodos foram apenas
parcialmente bem-sucedidos, pois, embora sensiveis, ndo possuiam seletividade e eram muito
demorados (BAYNE, RODGERS, CRISOLOGO, 1975). Posteriormente, métodos por
cintilografia liquida (KUNKA, MATTOCKS, 1978a) e polarografia de pulso diferencial
(BALUGERA, GOICOLEA, BARRIO, 1994) foram propostos, mas demonstraram baixa
detectabilidade e seletividade. Os métodos cromatograficos, desenvolvidos mais recentemente
para insumo farmacéutico, medicamentos ou amostras bioldgicas, encontram-se descritos na
Tabela 2.

Dos meétodos cromatograficos encontrados, a grande maioria empregou cromatografia liquida
de fase reversa, com excecdo de Hossie et al. (1981), Hartley et al. (1986) e Schwenk et al.
(1995), que utilizaram cromatografia de fase normal e reportaram menores tempos de corrida,
comparativamente aos métodos por fase reversa disponiveis. Predominou-se o uso de colunas
empacotadas com silica quimicamente modificada por octadecilsilano (C18) e foi observado
ainda que a composicdo das fases moveis continha, via de regra, maior proporcdo de fase
aquosa, variando entre 85-95%, e elui¢do isocratica, exceto pelo método de Herraez-
Hernandez, Campins-Falcé e Sevillano-Cabeza (1992), que empregaram eluicdo em
gradiente.

Na deteccdo, espectrofotometria no ultravioleta, mais acessivel e barata, foi mais
frequentemente utilizada, no geral realizada em 254 nm que, entretanto, ndo é o comprimento
de maxima absorcdo para a acetazolamida nem em pH &cido nem em pH alcalino.
Espectrometria de massas foi utilizada pela primeira vez somente em 2014, com Li et al., para
quantificar o farmaco em plasma de beagles. Posteriormente, Narapusetti e et al. (2015) e
Hampson et al. (2016) propuseram métodos bioanaliticos espectrométricos para
determinacGes em plasma e urina. Tanto Li et al. (2014) quanto Narapusetti et al. (2015)
utilizaram ionizacdo por electrospray, em modos diferentes, respectivamente negativo e
positivo, enquanto Hampson et al. (2016) preferiram, em contrapartida, utilizar ionizacao

guimica em pressdo atmosférica, em modo positivo.

Curiosamente, percebe-se que a maioria das analises bioanaliticas foi feita em plasma,

humano ou de ratos, cavalos e cachorros. Em poucos, o farmaco foi quantificado em outras
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matrizes, como sangue, soro, saliva, urina, cérebro, liquor e dialisato, mas apenas em dois
estudos o farmaco foi determinado em amostras bioldgicas oculares, quais sejam humor vitreo
e humor aquoso, algo imprescindivel para estudos de distribuicdo e farmacocinética ocular, o
que reforca a necessidade de desenvolvimento analitico de métodos seletivos e sensiveis para

a finalidade mencionada.
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Tabela 2 — Métodos cromatograficos para quantificacdo de acetazolamida em insumo farmacéutico ativo, formas farmacéuticas e amostras biolégicas, em ordem cronolégica.

Amostra e extracao Condicbes cromatograficas Deteccéo Padrao interno LQ e recuperacéo Referéncia
Plasma (humanos) FE: C18 (300 x 4,0 mm, 10 um) UV 254 nm  5-propionamido- LQ: 100 ng/mi BAYNE,
ELL (acetato de aménio 0,5 M pH 4,5; acetato  FM: acetato de sddio 0,05 M pH 4,5-metanol (85:15) 1,3,4-tiadiazol-2- R: 68,0-94,2% RODGERS,
de etila; glicina 0,25 M pH 2,0 e diclorometano) sulfonamida CRISOLOGO, 1975
Sangue, plasma e saliva (humanos) FE: coluna capilar 3% OV-17 DCE (Ni) Fluoranteno LQ: 5-100 ng/mL WALLACE, SHAH,
ELL (acetato de sédio 0,1 M pH 5,0; éter (180 x 0,3 cm, 100-120 mesh) R: 96,0-104,0% RIEGELMAN, 1976
etilico; diclorometano e isopropanol) FM: argbnio-metano (95:5)
Plasma (humanos) FE: coluna de vidro 1% SE-50 DCE (Ni)  2-[2-clorofenil]-5- LQ: 100 ng/mL FAGERLUND,
ELL (tolueno e solucéo saturada de sulfato de (150 x 0,18 cm, 80-100 mesh) sulfamoil-1,3,4- R: ndo reportado HARTVIG,
prata) FM: nitrogénio tiadiazol LINDSTROM, 1979
Plasma (humanos) FE: silica gel (250 x 3,2 mm, 5 um) UV 280 nm Clorotiazida LQ: 500 ng/mL HOSSIE et al., 1980
ELL (acetato de sddio 0,05 M pH 4,8 e acetato FM: hexano-cloroférmio-metanol-acido acético R: 94,0%
de etila) (65:25:10:0,25)
Soro (humanos) FE: C18 (250 x 4,6 mm; 5 um) UV 254 nm Clorotiazida LQ: 50 ng/mL CHAMBERS,
ELL (citrato de s6dio 0,05 M pH 4,6; cloreto de FM: acetonitrila-acetato de sédio 0,05 M pH 4,5 R: 95,9-97,6% WHITE,
sodio; acetato de etila e fosfato de sddio (10:90) KOSTENBAUDER,
monobasico 0,1 M pH 11,9) 1981
Soro e plasma (humanos e coelhos) FE: C18 (250 x 4,0 mm, 10 um) UV 254 nm 2-acetamido-4- LQ: 1000 ng/mL GAL, ELLIS,
Humor aquoso e humor vitreo (coelhos) FM: metanol-fosfato de amdnio monobésico 1,44 g/L metil-5- R: 83,5-86,7% RENDI, 1981
ELL (acetato de aménio 0,5 M pH 4,5 e acetato (5:16) com &cido fosférico 0,2% tiazolsulfonamida
de etila)
Plasma (humanos) FE: coluna de vidro 3% OV-225 ou 3% OV-17 (150 ECD (Ni) 2-[2-clorofenil]-5- LQ: 5000 ng/mL ALM etal., 1982
ELL (tolueno e solucéo saturada de sulfato de x 0,2 cm) sulfamoil-1,3,4- R: néo reportado
prata) FM: nitrogénio tiadiazol
Sangue total, plasma e urina (humanos) FE: C18 (300 x 3,9 mm) UV 254 nm Sulfadiazina LQ: 50-1000 ng/mL  CHAPRON, WHITE,
ELL (acetato de etila, glicina pH 10,0 e éter FM: acetonitrila-metanol-acetato de s6dio 0,05 M R: 20,0-36,0% 1984
etilico) (3:2:95)
Plasma (humanos) FE: C18 (300 x 3,9 mm) UV 265 nm Clorotiazida LQ: 1000 ng/mL HWANG et al., 1985

PPT (acetonitrila)

FM: acetato de sédio 0,05 M-acetonitrila (94:6)

R: 90,0%




66

Tabela 2 — Métodos cromatograficos para quantificacdo de acetazolamida em insumo farmacéutico ativo, formas farmacéuticas e amostras biologicas, em ordem cronolégica.

Amostra e extracao Condicbes cromatogréaficas Deteccéo Padrao interno LQ e recuperacao Referéncia
Plasma e saliva (humanos) FE: silica (300 x 3,9 mm, 10 um) UV 254 nm Propazolamida LQ: 100-125 ng/ml HARTLEY et al.,
SPE (C18) FM: agua-etanol-diclorometano (65:65:500) com R: 87,7-96,6 1986
acido acético 1,0%
Sangue total (humanos) FE: coluna capilar de silica DIC Alobarbital LQ: 10000 ng/mL SHARP, 1987
ELL (solucdo saturada de cloreto de aménio e (150 x 0,25 cm) R: 79,0%
acetato de etila) FM: hélio
Plasma (humanos) FE: C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) UV 254 nm Clorotiazida LQ: 900 ng/mL JOYCE et al., 1989
ELL (citrato de sédio 0,05 M pH 4,6; cloreto de FM: acetonitrila-acetato de sddio 0,05 M pH 4,5 R: ndo reportado
sodio; acetato de etila e fosfato de sddio (10:90)
monobaésico 0,5 M pH 11,9)
Suspensdes FE: C18 (250 x 4,6 mm; 10 um) UV 280 nm Teofilina LQ: ndo reportado HARIBHAKTI et al.,
FM: fosfato de potassio pH 5,0-metanol (65:35) R: ndo reportado 1991
Urina (humanos) FE: C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) UV 275 nm Hidroximetil- LQ: 750 ng/mL HERRAEZ-
ELL (fosfato de sddio monobésico-fosfato de FM: fosfato de sddio monobasico pH 3,0-acetonitrila teofilina R: 77,0-90,0 HERNANDEZ et al.,
sadio dibasico 99:1; cloreto de sddio; acetato de (eluicdo em gradiente) 1992
etila e acetato de chumbo)
Comprimidos e po para injecdo FE: C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) UV 254 nm Sulfadiazina LQ: ndo reportado GOMAA et al., 1993
FM: acetato de sodio pH 4-acetonitrila-metanol R: ndo reportado
(88:12:2)
Urina, soro e dialisato (humanos) FE: silica gel (250 x 3,2 mm, 5 um) UV 280 nm Clorotiazida LQ: 500 ng/mL SCHWENK et al.,
ELL (acetato de sodio 0,05 M pH 4,8 e acetato FM: hexano-cloroférmio-metanol-acido acético R: ndo reportado 1995
de etila) (65:25:10:0,25)
Soro (humanos) FE: C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) UV 254 nm Clorotiazida LQ: 100 ng/mL YANO et al., 1998

ELL (citrato de s6dio 0,05 M pH 4,6; cloreto de
sodio; acetato de etila e fosfato de sédio
monobésico 0,1 M pH 11,9)

FM: acetonitrila-acetato de sddio 0,05 M pH 4,5
(10:90)

R: ndo reportado
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Tabela 2 — Métodos cromatograficos para quantificacdo de acetazolamida em insumo farmacéutico ativo, formas farmacéuticas e amostras bioldgicas, em ordem cronolégica.

Amostra e extracao CondigGes cromatograficas Deteccéo Padréo interno LQ e recuperacéo Referéncia
Plasma, cérebro e FCE (ratos) FE: C18 (150 x 4,6 mm, 5 um) UV 266 nm Sulfadiazina LQ: 4-50 ng/mL ICHIKAWA et al.,
ELL (acetato de etila e éter etilico) FM: acetonitrila-acetato de sddio (10:90) pH 4,1 R: 96,1-105,7% 1998
Plasma (cavalos) FE: C18 (150 x 4,6 mm, 100A) UV 254 nm Clorotiazida LQ: 190 ng/ml ALBERTS et al.,
ELL (acetato de sodio 0,05 M e acetato de etila) FM: ndo reportado R: ndo reportado 2000
Plasma (humanos) FE: C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) UV 254 nm  Hidroclorotiazida LQ: 250 ng/mL ZARGHI,
PPT (&cido percloérico 24%) FM: acetato de sodio -acetonitrila-metanol (95:3:2) R: 91,9% SHAFAATI, 2002
Humor aquoso (coelhos) Na&o reportado UV 265 nm Nao reportado LQ: ndo reportado AGGARWAL et al.,
Extracdo por microdialise R: ndo reportado 2007
Plasma, urina e dialisato (humanos) FE: C18 (300 x 3,9 mm) UV 254 nm Sulfadiazina LQ: 10000 ng/mL SENG YUE et al.,
ELL (acetato de etila e sulfamato de am6nio) FM: acetonitrila-metanol-acetato de sddio (3:2:95) R: ndo reportado 2013
Plasma (beagles) FE: C18 (150 x 2,0 mm, 5 um) IES-EM-EM Sulfadiazina LQ: 200 ng/mL Lletal., 2014
PPT (acetonitrila) FM: 4dgua-acetonitrila (eluicdo em gradiente) (m/z 220,9- R: 93,8-98,4%
83,3)
Plasma (humanos) FE: C18 (50 x 4,6 mm, 5 um) IES-EM-EM  Acetazolamida- LQ: 50,3 ng/mL NARAPUSETTI et
PPT (&cido férmico 0,1%), SPE (DVB) FM: acido férmico 0,1%-acetonitrila (30:70) (m/z 223,1- H3 R: 79,4% al., 2015
181,0)
Plasma, sangue total e urina (humanos) FE: C18 (100 x 4,6 mm, 5 um) IQPA-EM- Acetazolamida- LQ: 10-50 ng/mL HAMPSON et al.,
ELL (4cido formico 10% em acetonitrila e éter FM: metanol-4gua-acido formico (15:85:0,05) com EM (m/z H3-N15 R: ndo reportado 2016
ter-butil metilico) formiato de aménio 2 mmol/L 223,1-181,0)
Comprimidos FE: C18 (100 x 4,6 mm) UV 254 nm Né&o reportado LQ: ndo reportado BAKET, BELAL,
FM: fosfato de potéssio pH 5-acetonitrila (78:22) R: ndo reportado 2018
Comprimidos, suspensao oral e pd para inje¢do FE: ciano (150 x 4,6 mm, 3,5 pm) UV 254 nm Né&o reportado LQ: néo reportado UNITED STATES,
FM: fosfato de potassio 13,61 g/L-metanol (90:10) R: ndo reportado 2021
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C18: octadecilsilano — C8: octilsilano — DCE: detector por captura de elétrons — DIC: detector por ionizagdo de chama — DVB: divinilbenzeno — ELL: extracéo liquido-liquido — EM-EM:
espectrometria de massas sequencial (em tandem) — FE: fase estacionaria — FM: fase mével — IES: ionizacédo por eletrospray — IQPA: ionizagdo quimica a pressdo atmosférica — LQ: limite de
quantificacdo — PPT: precipitacdo de proteinas — R: recuperagdo — UV: espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta
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SINTESE, ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO E FORMULACAO,
CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E CONTROLE DE QUALIDADE DE
IMPLANTES INTRAVITREOS CONTENDO ACETAZOLAMIDA
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1 MATERIAIS

1.1 Substéncias quimicas de referéncia e insumos farmacéuticos

e Acetazolamida substancia quimica de referéncia (SQR), BCBN3938V (Fluka, EUA),
grau de pureza de 99,9%

e Acetazolamida insumo farmacéutico ativo (Amphora, Brasil)

e Acido polilatico-co-glicélico 75:25 m/m (Boehringer Ingelheim, Brasil)

e Cloridrato de dorzolamida substancia quimica de referéncia (SQR), 007ZP0 (USP,
EUA), grau de pureza de 99,7%

e Hidroclorotiazida SQR (INCQS-Fiocruz, Brasil), grau de pureza de 99,5%

e Sulfadiazina SQR (INCQS-Fiocruz, Brasil), grau de pureza de 99,4%

1.2 Solventes e reagentes

1.2.1 Grau analitico

e Acetato de amonio (Sigma-Aldrich, EUA)

e Acetona (Vetec, Brasil)

e Acido acético (Sigma-Aldrich, EUA)

e Acido cloridrico (Sigma-Aldrich, EUA)

e Acido formico (Sigma-Aldrich, EUA)

e Acido trifluoroacético (Tedia, EUA)

e Cloreto de potassio (CRQ Quimica, Brasil)

e Cloreto de sodio (Synth, Brasil)

e Fosfato de sodio dibasico (Sigma-Aldrich, EUA)

e Fosfato de s6dio monobasico (Sigma-Aldrich, EUA)
e Hidrdxido de aménio (Quimex, Brasil)

e Hidrdxido de sddio (Vetec, Brasil)

e Nitrogénio gas (White Martins, Brasil)

e Nitrogénio liquido (White Martins, Brasil)

e Perdxido de hidrogénio (Perfyl Tech, Brasil)

e Sulfato de cobre pentaidratado (Sigma-Aldrich, EUA)
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e Tolueno (Sigma-Aldrich, EUA)
e Trietilamina (Sigma-Aldrich, EUA)

e Tris(hidroximetil)aminometano (Merck, Alemanha)

1.2.2 Grau cromatograéfico

e Acetonitrila (JT Baker, México)

e Acetonitrila (Merck LiChrosolv, Alemanha)
e Acetonitrila (Scharlau, Espanha)

e Acetonitrila (Tedia, EUA)

e Metanol (JT Baker, México)

e Metanol (Merck, Alemanha)

e Metanol (Vetec, Brasil)

1.3 Vidrarias, consumiveis e colunas cromatograéficas

e BalGes volumétricos de 1-2000 mL

e Barras magnéticas

e Bastbes de vidro

e Béqueres de 10-2000 mL

e Cadinho de aluminio

e Cadinho de alumina

e Coluna cromatografica Atlantis HILIC, 250 x 4,6 mm, 5 um (Waters, EUA)

e Coluna cromatografica C18, 100 x 2,1 mm, 2,7 um, (Agilent, EUA)

e Coluna cromatogréafica C18, 100 x 2,1 mm, 5 um (NST, Brasil)

e Coluna cromatogréafica Nova-Pak fenil 150 x 3,9 mm, 5 pm (Waters, EUA)

e Coluna cromatogréafica SeQuant Zic-HILIC, 150 x 4,6 mm, 5 um (Merck, Alemanha)
e Coluna cromatografica SunFire C18, 250 x 4,6 mm, 5 um (Waters, EUA)

e Coluna cromatografica Zorbax 300-SCX, 150 x 4,6 mm, 5 um (Agilent, EUA)
e Coluna cromatografica Zorbax-CN, 150 x 4,6 mm, 5 pm (Agilent, EUA)

e Coluna cromatogréafica Zorbax-CN, 150 x 4,6 mm, 3,5 um (Agilent, EUA)

e Dessecador

e Espatulas

e Filtros de membrana de celulose regenerada de 0,45 um (Sartorius, Alemanha)
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e Frascos para solventes e fase mével de 250-1000 mL

e Frascos de penicilina

e Frascos vial de 1-2 mL, com tampas de rosca e septos de silicone (Waters, EUA)
e Kit de filtracdo a vacuo

e Laminas de bisturi

e Micropipetas de 10-1000 uL modelo Labmate Soft (HTL Lab Solutions, Poldnia)
e Minitubos de 1,5-2 mL (Eppendorf do Brasil, Brasil)

e Parafilme

e Placa de politetrafluoretileno (PTFE) (Teflon)

e Pipetas de Pasteur

e Ponteiras descartaveis para micropipetas de 200-1000 puL

e Provetas de 1-1000 mL

e Seringas de 1-5 mL

e Trocarte transescleral

e Tubos Falcon de 15-50 mL

e Tubos insert de fundo plano de 250-400 pL

e Unidade filtrante de fluoreto de polivinilideno (PVDF), 0,45 um (Merck, Alemanha)

1.4 Equipamentos

e Agitador magnético (Nova Etica, Brasil)

e Agitador magnético com aquecimento modelo TMA20CF (Thelga, Brasil)

e Analisador térmico com termobalanca DTA-TG modelo DTG-60 (Shimadzu, Japao)
e Balanca analitica modelo AEG455M, com precisdo de 0,05 mg (Shimadzu, Jap&o)
e Balanca analitica modelo AUW2200, preciséo de 0,001 mg (Shimadzu, Jap&o)

e Balanca analitica modelo BP221D, preciséo de 0,01 mg (Satorius, Alemanha)

e Balanca semianalitica modelo AE20 (Mettler Toledo, EUA)

e Banho ultrassénico modelo Bransonic 220 (Branson Ultrasonics, EUA)

e Bomba de vacuo modelo KNF N842 (Laborport, Brasil)

e Calorimetro modelo DSC-50 (Shimadzu, Japéo)

e Camara climéatica modelo KBF LQC 720 (Binder, Alemanha)

e Camara de fotoestabilidade modelo KBF LQC (Binder, Alemanha)

e Chapa aquecedora modelo C-MAG HP-4 (IKA, Brasil)
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Cromatografo a liquido de alta eficiéncia modelo 1200 Series, equipado com bomba
quaternéria, amostrador automaético, forno, detector de arranjo de diodos e software
ChemStation (Agilent, EUA)

Cromatdgrafo a liquido modelo 1200 Series, equipado com bomba binaria, amostrador
automatico e forno acoplado a espectrdmetro de massas modelo QTRAP 5500 (AB
Sciex, Reino Unido)

Cromatdgrafo a liquido modelo Alliance €2695, equipado com bomba quaternaria,
amostrador automatico, forno, detector ultravioleta-visivel e software EmPower
(Waters, Estados Unidos)

Difratdbmetro modelo XRD-7000 (Shimadzu, Jap&o)

Espectrofotdmetro de absorcdo no ultravioleta-visivel modelo UV1800, equipado com
software UV Probe 2.33 (Shimadzu, Japéo)

Espectrometro de absor¢do no infravermelho modelo Spectrum One, equipado com
software Spectrum (Perkin Elmer, Estados Unidos)

Estufa modelo B180 (Nabertherm Inc., Estados Unidos)

Ultra-freezer modelo REVCO, temperatura de -80 °C (Thermo Scientific, Estados
Unidos)

Incubadora com agitagéo orbital e refrigeragéo tipo shaker (Agimaxx, Brasil)
Irradiador panordmico multiproposito categoria Il modelo IR-214 GB-127, com fonte
de cobalto-60, com atividade maxima de 2.200 TBg (MDS Nordion, Canada)
Liofilizador modelo Liobras K105 (Biobras, Brasil)

Microscopio eletronico SIGMA VP modelo GmbHa (Carl Zeiss, Alemanha)
Paquimetro digital Mitutoyo

Potenciémetro modelo 827 pH Lab (Metrohm, Suica)

Refrigerador, temperatura de 4 °C (Consul, Brasil)

Refrigerador modelo GRC-4PV, temperatura de 2 °C (Gelopar, Brasil)
Ultrapurificador de &gua modelo Millipore Direct Q3 (Merck, Alemanha)



74

2 METODOS

Os experimentos de desenvolvimento farmacotécnico e analitico, estudos de compatibilidade
farmaco-excipiente, caracterizacao fisico-quimica e controle de qualidade foram realizados no
Laboratorio de Controle de Qualidade de Medicamentos e no Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica, na Faculdade de Farmacia, e no Laboratdrio de Analise Térmica, do
Departamento de Quimica, ambos localizados na Universidade Federal de Minas Gerais, e no
Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear. Os estudos de estabilidade foram

desenvolvidos em colaboracdo com a Fundacdo Ezequiel Dias.

2.1 Desenvolvimento e sintese de implantes intravitreos de acido polilatico-co-glicolico

contendo acetazolamida

Os implantes intravitreos de &cido polilatico-co-glicolico contendo acetazolamida foram
produzidos pelo método de moldagem a quente, conforme descrito por Fialho e Silva-Cunha
(2005). Pesou-se, exatamente, 25 mg do insumo farmacéutico ativo e 75 mg de &cido
polilatico-co-glicolico 75:25 m/m. Transferiu-se, quantitativamente, a mistura fisica para
frasco de penicilina, dissolveu-se em 5 mL de acetona e congelou-se em nitrogénio liquido
por 5 minutos. Posteriormente, os frascos foram liofilizados, por 24 horas, a -100 °C, sob
vacuo, obtendo-se uma mistura solida homogénea, o liéfilo ou cake, que foi transferida, com
auxilio de espétula, para placa de politetrafluoretileno (PTFE) e mantida sob aquecimento, a
65 °C, em chapa aquecedora. Os implantes intravitreos foram moldados, na forma de bastdes
cilindricos, utilizando-se espatula de plastico, e padronizados com comprimento de 5,0 mm e
diametro de 0,4 mm, por paquimetro digital e trocarte transescleral. Implantes intravitreos
brancos foram preparados pelo mesmo procedimento, sem adicdo do insumo farmacéutico
ativo. Uma vez produzidos, os implantes intravitreos foram armazenados em minitubos e

esterilizados por irradiacdo gama, com dose de 15 kGy.
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2.2 Estudos de compatibilidade farmaco-excipiente e caracterizagdo fisico-quimica dos
implantes intravitreos de acido polilatico-co-glicélico contendo acetazolamida

2.2.1 Calorimetria exploratoria diferencial e termogravimetria

O comportamento térmico do farmaco, excipiente e implantes intravitreos foi avaliado
empregando calorimetria exploratoria diferencial (DSC, do inglés differential scanning
calorimetry), termogravimetria (TG, do inglés thermogravimetry) e anélise térmica diferencial
(DTA, do inglés differential thermal analysis). Na analise de DSC, foram obtidas curvas sob
atmosfera dindmica de nitrogénio, na vazdo de 50 mL/min, razdo de aquecimento de 10
°C/min, na faixa de 30 a 400 °C, em cadinho de aluminio fechado e massa de amostra
exatamente pesada de 1,5 mg, apds calibracdo prévia do equipamento com indio (Tonset =
156,59 °C, DH = 28,45 J/g). Na andlise de TG/DTA, foram obtidas curvas em termobalanca,
com razdo de aquecimento de 10 °C/min, na faixa de 30 a 600 °C, sob atmosfera dindmica de
nitrogénio, vazdo de 50 mL/min, em cadinho de alumina e massa exatamente pesada de 2,5

mg.

2.2.2 Difragéo de raios X

Nos estudos de compatibilidade farmaco-excipiente, medidas de difracdo de raios X foram
realizadas para farmaco, excipiente, mistura fisica, liofilo e implantes intravitreos a 40 kV, 30
mA, utilizando radiacdo de CuKo (A = 1,54056 A), em difratdmetro equipado com policapilar
para obtencédo de difratogramas em geometria paralela, acoplado a monocromador de grafite a
30 rpm, para minimizar orientacdo preferencial. Os experimentos foram conduzidos em faixa
angular de 5-35° (20), com tamanho de passo de 0,01° (20) e constante de tempo de 2 s/step.
Um refinamento pelo método de Rietveld, utilizando software FullProf, foi realizado para o
farmaco, avaliando-se o ajuste pelo fator numerico indice ponderado (Rw). Também foram

efetuadas medidas de difracdo de raios X de pequeno angulo com incidéncia rasante.
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2.2.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Espectros de infravermelho foram obtidos para farmaco, polimero, mistura fisica, liéfilo,
implantes intravitreos e implantes intravitreos brancos, pelo método de reflexao total atenuada
(ATR, do inglés attenuated total reflectance), na faixa de 650 a 4.000 cm™, por 32 varreduras

com resolugo de 4 cm™.

2.2.4 Microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de energia dispersiva

Microscopia eletronica de varredura (MEV), nos aumentos de 100 e 1000 vezes de
magnitude, e espectroscopia por energia dispersiva de raios X (EDS) foram utilizadas para
caracterizacdo superficial e microestrutural e mapeamento elementar do farmaco e implantes

intravitreos, conforme procedimento operacional padréo interno.

2.3 Estudos de estabilidade do insumo farmacéutico e implantes intravitreos de acido

polilatico-co-glicélico contendo acetazolamida

2.3.1. Desenvolvimento e validacdo de método analitico indicativo de estabilidade por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia com detec¢cdo por ultravioleta para gquantificacéo
de acetazolamida, impurezas e produtos de degradacdo em insumo farmacéutico ativo e

implantes intravitreos

Um estudo de degradagdo forcada foi conduzido para o insumo farmacéutico ativo, polimero
e misturas fisicas, na proporcéo de 25% m/m de farmaco, conforme preconizado pela RDC n°.
53/2015, pelo Guia 04/2015, pelos guias internacionais para testes de estresse ICH Q1A(R2)
(2003) e ICH Q1B (1998) e por Baertschi, Alsante e Reed (2011). O objetivo deste estudo foi
obter o perfil de degradacdo e utilizar as amostras degradadas para o desenvolvimento e
otimizagdo do método indicativo de estabilidade. Todas as condigdes de estresse quimico

(hidrolises acida e alcalina, oxidacdo e ions metalicos) e fisicas (umidade, fotdlise e calor),
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descritas na Tabela 3, foram avaliadas nos periodos de 24, 72 e 168 horas ou até que fosse
atingido nivel desejavel de degradacdo, em pequena extensdo, com decaimento do teor do

analito entre 10-30%, exceto para 0 estresse por ions metalicos, estudado apenas por 24 horas.

Tabela 3 — Condigdes de estresse e agentes de degradacdo empregados no estudo de degradacdo forcada.

Condicao de estresse Descricdo da amostra Estressante e outros parametros
Hidrolise acida Amostra em solucdo HCI0,1Mel0M-37°C
Hidrolise alcalina Amostra em solucdo NaOH 0,1 Mel1,0M-37°C
Oxidacéo Amostra em solucéo H,0, 0,3% e 3,0% — 37 °C
fons metalicos Amostra em solucéo CuSO; 5 mM -37°C
Calor seco Amostra em estado solido 70°C
Umidade Amostra em estado solido > 75% UR —25°C
Fotdlise Amostra em estado sélido 1,2 milhdes de lux.h, 200 watts.h/m? — 25 °C

UR: umidade relativa

Para as condi¢cdes de estresse quimico, pesaram-se, exatamente, cerca de 50 mg de insumo
farmacéutico e transferiram-se para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionaram-se 5 mL do
co-solvente acetonitrila e submeteu-se ao banho de ultrassom, por 10 minutos. Em seguida,
diluiu-se para volume com agua ultrapura e homogeneizou-se, obtendo-se solugdo estoque na
concentracdo de 2 mg/mL de farmaco. Pipetou-se 0,5 mL desta solucdo para vial, adicionou-
se 0,1 mL de agente degradante e manteve-se sob agitacdo constante, a 150 rpm, em
incubadora com agitagdo orbital. Decorridos os intervalos de tempo pré-estabelecidos,
adicionou-se volumetricamente 0,4 mL de agua ultrapura, homogeneizou-se e filtrou-se para
vial utilizando filtro de seringa de 0,45 um, obtendo-se solucdes na concentracdo de 1
mg/mL. SolucGes da mistura binéria e do polimero foram preparadas da mesma forma,
pesando-se 200 mg de mistura binaria (equivalente a 50 mg do farmaco) ou 150 mg de PLGA,

respectivamente.

Para as condicdes de estresse fisico, pesaram-se, exatamente, cerca de 10 mg de insumo
farmacéutico, 40 mg de mistura binaria (equivalente a 10 mg do farmaco) e 30 mg de PLGA.
Transferiu-se quantitativamente para placas de Petri, espalhando-se os materiais de modo a se
obter finas camadas de pd. Na condicao degradativa por calor, as amostras foram transferidas
para estufa, a 70 °C; na degradacdo fotolitica, foram transferidas para cémara de
fotoestabilidade; na degradacdo por umidade, foram transferidas para dessecador contendo

béquer de 100 mL preenchido com solucdo supersaturada de cloreto de potéssio (KCI),
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hermeticamente vedado. Decorridos os intervalos de tempo pré-estabelecidos, pesou-se,
exatamente, cerca de 1 mg de amostra degradada para vial, adicionou-se 0,1 mL do co-
solvente acetonitrila e submeteu-se ao ultrassom, por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se
volumetricamente 0,9 mL de agua ultrapura, homogeneizou-se e filtrou-se para vial utilizando

filtro de seringa de 0,45 pm, obtendo-se soluc¢des na concentragéo de 1 mg/mL.

Amostras brancas, contendo apenas diluente e estressante, na auséncia de farmaco, mistura
binaria e polimero, foram submetidas aos mesmos procedimentos. Também foram preparados,
ainda, controle de estresse quimico e fisico, conforme descrito anteriormente, sem exposi¢do
ao agente estressante. Na condicdo fotolitica, placas de Petri controle foram expostas na
camara de fotoestabilidade, mas protegidas por papel aluminio, para prevenir exposicéo a luz.

Em sequéncia, as amostras foram preparadas conforme descrito anteriormente.

Todas as amostras degradadas, controle e brancas, foram analisadas em triplicata e utilizadas
no desenvolvimento e otimizacdo das condi¢bes cromatograficas do método indicativo de
estabilidade para quantificacdo do farmaco e das substancias relacionadas por cromatografia a

liquido de alta eficiéncia com detec¢do por ultravioleta.

No desenvolvimento, um gradiente exploratério foi utilizado para entendimento do perfil
cromatografico das amostras degradadas, mantendo-se condi¢des cromatogréaficas
provenientes de métodos publicados anteriormente (Tabela 1). As condi¢des cromatograficas
empregadas no método inicial proposto sdo descritas na Tabela 4 e o gradiente exploratério é

descrito na Tabela 5.

Tabela 4 — Condicdes cromatograficas do método inicial.

Parametro Condicao
Coluna cromatogréfica Zorbax C18 250 x 4,6 mm, 5 um
Fase movel Agua ultrapura e acetonitrila
Eluicdo Gradiente
Temperatura da coluna 25°C
Vazéo de fase movel 1,0 mL/min
Volume de injecéo 20 pL
Comprimento de onda 254 nm
Tempo de corrida 60 min

C18: octadecilsilano
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Tabela 5 — Gradiente exploratério inicial.

Tempo (min)  Fase aquosa (%)  Fase organica (%)

0 95 5
55 5 95
56 95 5
60 5 5

Posteriormente, parametros como comprimento de onda de deteccdo, composicdo e vazdo de
fase mével, modo de eluicdo, modificador orgéanico e aditivos, temperatura da coluna, fase
estaciondria e volume de injecdo foram otimizados, objetivando-se desenvolver um método
com elevada detectabilidade, capaz de identificar e quantificar analito e produtos de
degradacéo, com suficiente resolucdo entre os picos do farmaco e dos interferentes e tempo de
corrida mais curto. Verificou-se, durante o desenvolvimento, ser necessario desenvolver
métodos distintos para a determinacdo do teor de acetazolamida e teor das substancias

relacionadas, por causa dos intervalos de concentracdes muito diferentes.

Depois de desenvolvidos, os métodos foram validados, conforme RDC n°. 53/2007, RDC n°.
166/2017, guia Q2(R1) da International Conference on Harmonisation (ICH), por Souza e
Junqgueira (2005), Souza (2007) e apéndice F do Guia Para Padronizacdo de Requisitos de
Performance de Métodos da Association of Official Agricultural Chemists Peer-Verified
Methods Program (AOAC, 2016). Os parametros avaliados foram seletividade, linearidade,
repetitibilidade (precisdo intradia), precisdo intermediaria (precisdo inter-dias), exatiddo,
limites de quantificacdo e deteccdo e robustez. Os resultados foram analisados nos softwares
Excel 10 (Microsoft, Estados Unidos), ActionStat (Portal Action, Brasil) e Prism 7.0
(GraphPad, Estados Unidos).

Para a avaliacdo da seletividade, amostras de diluente, fase movel, placebo contendo PLGA,
amostras brancas e amostras degradadas do IFA e mistura fisica, nas respectivas
concentracdes de trabalho, foram filtradas para vial e analisadas, em triplicata. Os
cromatogramas obtidos foram comparados, avaliando-se a presenca de picos interferentes, nos
tempos de retencdo do analito e a resolucdo entre analito e produtos de degradacgéo. A pureza
cromatografica do pico do analito foi confirmada a posteriori, em um segundo equipamento,

com detector de arranjo de diodos.
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Para a linearidade, foram preparadas, de forma independente, trés curvas de calibragéo, a
partir de solucBes estoques do farmaco, a 1,0 mg/mL, em diluente composto por mistura de
agua ultrapura e acetonitrila, na propor¢do 50:50 v/v. No método para determinacao do teor
de acetazolamida, foram preparadas solu¢des em cinco niveis de concentracdo equidistantes
entre 80-120% da concentracdo de trabalho, ou 80-120 pg/mL, pela diluicdo das solucdes
estoques utilizando-se agua ultrapura como diluente. No método para determinagdo das
substancias relacionadas, procedeu-se de modo similar, mas a faixa adotada variou do limite
de quantificacdo do método (0,4 pg/mL) até 120% do limite de notificacdo de impurezas
(0,1% ou 1 pg/mL), que é 1,2 pg/mL. Todas as diluicGes realizadas para se obter as solugdes

empregadas na avaliagdo da linearidade estdo descritas na Tabela 6 e na Tabela 7.

Tabela 6 — Descricao do preparo das solugdes de linearidade, para 0 método de determinacdo do teor de

acetazolamida

Nivel (%) Volume SE (mL)  Volume final (mL)  Concentragéo (ug/mL)
80 0,8 10 80
90 0,9 10 90
100 1,0 10 100
110 1,1 10 110
120 1,2 10 120

SE: solucéo estoque

Tabela 7 — Descricdo do preparo das solugdes de linearidade, para 0 método de determinacdo do teor de

substancias relacionadas

Nivel (%) Volume SE (mL)  Volume final (mL)  Concentragéo (ug/mL)
40 (LQ) 0,04 100 0,40
60 0,06 100 0,60
80 0,08 100 0,80
100 0,10 100 1,00
120 0,12 100 1,20

SE: solugdo estoque

Todas as solucbes foram preparadas, filtradas para vial e analisadas aleatoriamente. As areas
obtidas para o analito foram plotadas, em funcdo da concentracéo, para representacdo gréafica

e estimativa da equacdo da reta. Todos 0s pressupostos requeridos para modelo de regressao
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linear simples pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQOQO), conforme
preconizado pela RDC n.° 166/2017, por Souza e Junqueira (2005) e por Souza (2007), foram
verificados pelos testes estatisticos do residuo padronizado de Jacknife, Shapiro-Wilk,
Cochran e Durbin-Watson, utilizados na avaliacdo de outliers e normalidade,

homocedasticidade e independéncia dos residuos, respectivamente.

Depois, 0 MMOQ e andlise de variancia (ANOVA) foram utilizados para se verificar
significancia da regressdo e desvio da linearidade e para estimar parametros de regressao
linear, como coeficiente angular (b), intercepto (a) e coeficientes de determinagdo (R?) e
determinacéo (r?). Todos os ensaios consideraram nivel de significancia de 0,05 (o= 0,05). Os
critérios esperados foram residuos normais, homocedasticos e independentes, no maximo
22% de outliers, regressao significativa, coeficiente de correlagdo maior que 0,99 e intercepto
estatisticamente igual a 0 (INTERNATIONAL, 2005; SOUZA, JUNQUEIRA, 2005.
SOUZA, 2007. BRASIL, 2017).

Exatiddo e precisdo foram verificadas por meio da adicdo ao placebo de solucdo estoque de
farmaco, preparados de forma independente, em ftriplicata, obtendo-se solucGes nas
concentracdes baixa, média e alta, ou seja, 80, 100 e 120 pug/mL para teor de acetazolamida e
0,4, 0,8 e 1,2 ug/mL para teor de substancias relacionadas. A precisao foi avaliada nos niveis
de repetibilidade ou precisdo intradia e precisdo intermediaria ou interdias. Na repetibilidade,
as amostras foram avaliadas nas mesmas condicOes de operacdo, analista e instrumentacéo,
em uma Unica corrida, enquanto a precisdo intermediaria foi avaliada no mesmo laboratério,
mesmas condi¢cdes de operacdo e mesma instrumentacdo, mas em diferentes dias e com
diferentes analistas. Determinou-se a recuperacdo e o desvio padrdo relativo (DPR),
admitindo-se DPR de 5,3% e 11,0% e recuperagdes entre 90-107% e 80-110% para métodos
de teor de acetazolamida e teor de substancias relacionadas, respectivamente (AOAC, 2016).

Os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados pelos parametros da curva
(coeficiente angular e desvio padrdo do intercepto) e pela razéo sinal:ruido, definida como, no
minimo, 2:1 para LD e 10:1 para LQ. Os resultados estimados para LQ foram confirmados
pela determinacdo da exatiddo e precisdo na concentracdo encontrada, admitindo-se DPR e
recuperacdo conforme preconizado para preciséo e exatiddo (INTERNATIONAL, 2005;
BRASIL, 2017; AOAC, 2016).

No estudo da robustez, empregou-se planejamento experimental fatorial 2°, com ponto

central, para avaliar o efeito de variacdes deliberadas nas condi¢bes cromatograficas. Os
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pardmetros concentracdo de aditivo [X1], propor¢éo de acetonitrila [X2], vazao de fase movel
[X3], inclinagdo do gradiente [X4] e comprimento de onda de detecgédo [X5] foram escolhidos
como fatores enquanto recuperacéo, fator de retencao, assimetria, razdo sinal:ruido e nUmeros
de pratos teoricos foram estudados como respostas. Na Tabela 8, estd apresentada a matriz
experimental proposta. Os resultados foram avaliados estatisticamente no software Design
Expert 12 (Stat-Ease, EUA), a nivel de significancia de 0,05 (a = 0,05), pelo diagrama de
Pareto e por ANOVA.

Tabela 8 — Variaveis, niveis e matriz experimental de planejamento fatorial 2° para avaliacéo da robustez

Variavel
Experimento X1 (%) X2 (%) X3 (mL/min) X4 (min) X5 (nm)
1 0,05 [-1] 3[-1] 0,8 [-1] 4[-1] 263 [-1]
2 0,15 [+1] 3[-1] 0,8 [-1] 4[-1] 263 [-1]
3 0,05 [-1] 7 [+1] 0,8 [-1] 4[-1] 263 [-1]
4 0,15 [+1] 7 [+1] 0,8 [-1] 4[-1] 263 [-1]
5 0,05 [-1] 3[-1] 1,2 [+1] 4[-1] 263 [-1]
6 0,15 [+1] 3[-1] 1,2 [+1] 4[-1] 263 [-1]
7 0,05 [-1] 7 [+1] 1,2 [+1] 4[-1] 263 [-1]
8 0,15 [+1] 7 [+1] 1,2 [+1] 41-1] 263 [-1]
9 0,05 [-1] 3[-1] 0,8 [-1] 6 [+1] 263 [-1]
10 0,15 [+1] 3[-1] 0,8 [-1] 6 [+1] 263 [-1]
11 0,05 [-1] 7 [+1] 0,8 [-1] 6 [+1] 263 [-1]
12 0,15 [+1] 7 [+1] 0,8 [-1] 6 [+1] 263 [-1]
13 0,05 [-1] 3[-1] 1,2 [+1] 6 [+1] 263 [-1]
14 0,15 [+1] 3[-1] 1,2 [+1] 6 [+1] 263 [-1]
15 0,05 [-1] 7 [+1] 1,2 [+1] 6 [+1] 263 [-1]
16 0,15 [+1] 7 [+1] 1,2 [+1] 6 [+1] 263 [-1]
17 0,05 [-1] 3[-1] 0,8 [-1] 4[-1] 267 [+1]
18 0,15 [+1] 3[-1] 0,8 [-1] 4[-1] 267 [+1]
19 0,05 [-1] 7 [+1] 0,8 [-1] 4[-1] 267 [+1]
20 0,15 [+1] 7 [+1] 0,8 [-1] 4[-1] 267 [+1]
21 0,05 [-1] 3[-1] 1,2 [+1] 4[-1] 267 [+1]
22 0,15 [+1] 3[-1] 1,2 [+1] 4[-1] 267 [+1]
23 0,05 [-1] 7 [+1] 1,2 [+1] 4[-1] 267 [+1]
24 0,15 [+1] 7 [+1] 1,2 [+1] 4[-1] 267 [+1]
25 0,05 [-1] 3[-1] 0,8 [-1] 6 [+1] 267 [+1]
26 0,15 [+1] 3[-1] 0,8 [-1] 6 [+1] 267 [+1]
27 0,05 [-1] 7 [+1] 0,8 [-1] 6 [+1] 267 [+1]
28 0,15 [+1] 7 [+1] 0,8 [-1] 6 [+1] 267 [+1]
29 0,05 [-1] 3[-1] 1,2 [+1] 6 [+1] 267 [+1]
30 0,15 [+1] 3[-1] 1,2 [+1] 6 [+1] 267 [+1]
31 0,05 [-1] 7 [+1] 1,2 [+1] 6 [+1] 267 [+1]
32 0,15 [+1] 7 [+1] 1,2 [+1] 6 [+1] 267 [+1]
33 0,10 [0] 5 [0] 1,0 [0] 5 [0] 265 [0]
34 0,10 [0] 5 [0] 1,0 [0] 5 [0] 265 [0]

35 0,10 [0] 5 [0] 1,0 [0] 5 [0] 265 [0]
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2.3.2 Estudo de estabilidade acelerada

Depois de desenvolvidos e validados, os métodos foram aplicados em estudo de estabilidade
acelerada. No estudo, amostras do insumo farmacéutico ativo, implantes intravitreos,
implantes intravitreos brancos e polimero foram pesadas e transferidas, individualmente, para
frascos de penicilina, que foram fechados hermeticamente, com parafilme, e envolvidos com
papel aluminio, para simular os materiais de embalagem e dispositivos de insercdo utilizados
para a forma farmacéutica. Todas as amostras foram cuidadosamente acondicionadas em
camara de estabilidade, a 40 °C e 75% UR. Decorridos trés e seis meses de exposicdo, as
amostras foram retiradas e analisadas pelo método indicativo de estabilidade para

quantificacdo do analito e dos produtos de degradagéo.

2.4 Controle de qualidade fisico-quimico dos implantes intravitreos de acido polilatico-

co-glicolico contendo acetazolamida

2.4.1 Determinacao de peso médio

O peso médio dos implantes intravitreos foi determinado em 20 unidades, conforme descrito
no método geral da Farmacopeia Brasileira 62 edicdo, determinando-se média, desvio padréo
absoluto, desvio padrdo relativo (DPR) e variagédo individual (%), admitindo-se ndo mais que
5,0% de DPR, ndo mais que duas unidades fora da especificacdo de + 10,0% e nenhuma

unidade fora da especificacdo de + 20,0%.

2.4.2 Determinacdo de comprimento, espessura, volume e area superficial

O comprimento e a espessura dos implantes intravitreos foram determinados nas mesmas 20
unidades, com paquimetro digital, enquanto o volume e a area superficial foram calculados
pelas equacdes para determinacdo de volume e area superficial de cilindros, determinando-se

média, desvio padrdo absoluto, desvio padrdo relativo (DPR) e variacdo individual (%),
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admitindo-se ndo mais que 5,0% de DPR, ndo mais que duas unidades fora da especificacédo
de + 10,0% e nenhuma unidade fora da especificacdo de + 20,0%.

2.4.3 Desenvolvimento e validacdo de método analitico por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial para quantificacdo de

acetazolamida em insumo farmacéutico ativo, implantes intravitreos e fluidos bioldgicos

Desenvolveu-se método por cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial para quantificacdo do farmaco no insumo farmacéutico
ativo, nos implantes intravitreos, no humor vitreo e humor aquoso. Decidiu-se utilizar padrédo
interno (PI) no desenvolvimento e, portanto, na primeira etapa focou-se na sua escolha,
avaliando-se a dorzolamida, a hidroclorotiazida e a sulfadiazina. A escolha foi pautada em
critérios como similaridade estrutural e quimica, capacidade de ionizacéao e resolugéo entre Pl

e analito.

Todas as condicdes espectrométricas e cromatograficas foram criteriosamente estudadas, em
sequéncia, de modo a se obter método analitico com seletividade e detectabilidade suficientes
para ser aplicavel a matrizes diferentes. Durante a otimizacao, foram utilizadas solu¢cbes do
analito e substéncias candidatas a padrdo interno, na concentracdo de 50 ng/mL empregando

acetonitrila como diluente.

De inicio, priorizou-se otimizar parametros operacionais do espectrdmetro de massas, como
condigdes de ionizagdo, de fragmentacdo e da fonte de ionizacdo por electrospray. Os
parametros estudados foram modo de ionizacdo, transi¢cfes de massa para quantificacdo e
confirmacéo, potencial de desagregacdo (DP, do inglés declustering potential), potencial de
entrada (EP, do inglés entrance potential), energia de colisdo (CE, do inglés collision energy),
potencial da célula de saida (CXP, do inglés collision cell exit potential), voltagem do capilar
(ISV, do inglés ionspray voltage), dissociacdo induzida por colisdo (CID, do inglés collision-
induced dissociation), gas contracorrente (CUR, do inglés curtain gas), temperatura (T) e
pressdo dos gases de nebulizacdo (GS1) e secagem (GS2). O gas nitrogénio foi empregado

como gas contracorrente, gas de nebulizacdo, gas de colisdo e gas de secagem.

Nesta fase, a analise prévia foi realizada para verificar-se a influéncia dos solventes

acetonitrila, metanol e agua ultrapura e aditivos modificadores de pH, como hidréxido de
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amonio, acido formico, &cido acético, acido trifluoroacético, tris(hidroximetil)-aminometano
(TRIS), acetato de amonio e trietilamina, em concentragcdes usuais, preparados em &gua
ultrapura, na intensidade do sinal de analito e padréo interno. Todos os solventes, aditivos,
analito e padrdes internos foram avaliados por infusdo direta, em vazao de 10 puL/min, nos
modos negativo e positivo, por varredura em modo full scan, na faixa de razdo massa-carga
(m/z) de 200 a 400 Da. Esse procedimento foi realizado para identificacdo de interferentes ou
modo de varredura do ion precursor para monitoramento da intensidade do sinal dos ions
precursores de analito e Pl nos solventes e aditivos. Posteriormente, perfis de fragmentacéo
foram obtidos para a faixa de razdo m/z de 50 a 250 Da para analito e 100 a 350 Da para Pl,

em ampla faixa de energia de colisdo, no modo varredura do ion produto.

Posteriormente, parametros espectrométricos foram otimizados utilizando-se planejamentos
experimentais, separadamente, de forma multivariada. Para os parametros de ionizagdo e
fragmentacédo, propos-se planejamento experimental de composto central (CCD, do inglés
central composite design), composto por planejamento fatorial 2%, pontos axiais e ponto
central, avaliado em triplicata, conforme matriz experimental descrita na Tabela 9, que
descreve os niveis e condigdes para os fatores DP [X1], EP [X2], CE [X3] e CXP [X4],
conforme intervalo anteriormente definido por procedimento semiautomético univariado do
equipamento. Nos experimentos, analito e Pl foram analisados por infusdo direta, no modo de
monitoramento de rea¢fes multiplas (MRM, do inglés multiple reaction monitoring). Definiu-
se a intensidade das transicbes de massas de quantificacdo como resposta, que foram
avaliadas estatisticamente no software Statistica 10.0 (StatSoft, EUA).

Na sequéncia, os parametros da fonte de ionizacdo por electrospray ISV, temperatura, CID,
CUR, GS1 e GS2. Todos os experimentos foram conduzidos no modo MRM por anélise de
injecdo em fluxo (FIA, do inglés flow injection analysis), conectando-se o espectrometro de
massas ao cromatografo, mas sem coluna cromatografica. No procedimento, uma mistura de
acetonitrila e 4gua ultrapura, na propor¢do de 80:20 v/v, foi utilizada como fase movel, sob
vazdo de 0,5 mL/min, dwell time de 250 ms, tempo de corrida em 0,7 min. Todos 0s
experimentos foram conduzidos com solucdes de analito e Pl a 10 ng/mL, em acetonitrila.
Depois de uma triagem prévia dos fatores mais significativos, os parametros mais criticos
GS2 [X1], temperatura [X2], GS1 [X3] e CID [X4] foram selecionados como fatores para
planejamento Doehlert, enquanto ISV e CUR foram mantidos nos niveis definidos pelo
equipamento. Todos os niveis e intervalos avaliados estdo descritos na matriz experimental,

na Tabela 10. Os resultados, mensurados como a intensidade dos sinais obtidos a partir das
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transicfes de massa do analito e do PI, foram avaliados estatisticamente com o software

Statistica 10.0 (StatSoft, EUA).

Tabela 9 — Variaveis, niveis e matriz experimental de planejamento de composto central para otimizacéo de

condigGes espectrométricas de ionizagdo e fragmentacdo para analito e padrédo interno.

Variavel — Analito

Variavel — Padrao interno

Experimento  X1(V)  X2(V) X3(V)  X4(V) X1(V)  X2(V)  X3(V)  X4(V)
1 160 [-1]  -11[1]  -35[1]  -13[-1] A180[1] -11[1]  -35[1]  -18[-1]
2 140 [+1] -11[1]  -35[1]  -13[-1] 120 [+1]  -11[1]  -35[1]  -18[-1]
3 160[-1]  -5[+1]  -35[1]  -13[-1] 180[-1] -5[+1]  -35[1] -18[-1]
4 140 [+1] -5[+1]  -35[1]  -13[-1] 120[+1]  -5[+1]  -35[1]  -18[-1]
5 160 [-1]  -11[1] -25[+1]  -13[-1] 180 [-1]  -11[1] -25[+1] -18[-1]
6 140 [+1] -11[1] -25[+1] -13[-1] 120 [+1]  -11[1]  -25[+1]  -18[-1]
7 -160[-1]  -5[+1]  -25[+1]  -13[-1] 180[-1]  -5[+1]  -25[+1]  -18[-1]
8 -140[+1]  -5[+#1]  -25[+1]  -13[-1] 120 [+1]  -5[+#1]  -25[+1]  -18[-1]
9 160 [-1]  -11[1]  -35[1]  -7[+1] -180[-1]  -11[1]  -35[-1]  -10[+1]
10 140 [+1]  -11[1]  -35[1]  -7[+1] 120 [+1]  -11[1]  -35[1]  -10[+1]
11 160 [-1]  -5[+1]  -35[1]  -7[+1] 180[-1]  -5[+1]  -35[1] -10[+1]
12 140 [+1]  -5[+1]  -35[1]  -7[+1] 120 [+1]  -5[+#1]  -35[1]  -10[+1]
13 160[-1]  -11[1]  -25[+1]  -7[+1] 180[-1]  -11[1]  -25[+1] -10[+1]
14 140 [+1]  -11[1]  -25[+1]  -7[+1] 20 [+1]  -11[1]  -25[+#1]  -10[+1]
15 160[-1]  -5[+1]  -25[+1]  -7[+1] 180[-1]  -5[+1]  -25[+1]  -10[+1]
16 140 [+1]  -5[+#1]  -25[+1]  -7[+1] 120 [+1]  -5[+#1]  -25[+#1] -10[+1]
17 170[-2]  -81[0] -30[0]  -10[0] 210[-2]  -8[0] -30[0]  -14[0]
18 A130[+2]  -810] -30[0]  -10[0] 90 [+2]  -8[0] -30[0]  -14[0]
19 -150[0]  -14[-2]  -30[0]  -10[0] 150[0]  -14[-2]  -30[0]  -14[0]
20 -150[0]  -2[+2]  -30[0]  -10[0] -150[0]  -2[+2]  -30[0]  -14[0]
21 -150[0]  -8[0] “40[2]  -10[0] -150[0]  -8[0] A40[2]  -14[0]
22 150[0]  -8[0] -20[+2]  -10[0] -150[0]  -8[0]  -20[+2]  -14[0]
23 -150[0]  -8[0] 30[0]  -16[-2] -150[0]  -8[0] 30[0]  -22[-2]
24 -150[0]  -8[0] 30[0]  -4[+2] -150[0]  -8[0] 30[0]  -6[+2]
25 -150[0]  -8[0] 30[0]  -10[0] -150[0]  -8[0] 30[0]  -14[0]
26 -150[0]  -8[0] 30[0]  -10[0] -150[0]  -8[0] 30[0]  -14[0]
27 -150[0]  -8[0] 30[0]  -10[0] -150[0]  -8[0] 30[0]  -14[0]




fonte electrospray para analito e padréo interno.

Variavel

Experimento X1 (psi) X2 (°C) X3 (psi) X4 (psi)
1 45,0 [0] 550 [0] 45,0 [0] Meédio [0]
2 45,0 [0] 550 [0] 45,0 [0] Meédio [0]
3 45,0 [0] 550 [0] 45,0 [0] Meédio [0]
4 50,0 [+1] 550 [0] 45,0 [0] Médio [0]
5 47,5 [+0,5] 650 [+0,866] 45,0 [0] Médio [0]
6 475 [+0,5] 583 [+0,289] 50,0 [+0,817] Médio [0]
7 475 [+0,5] 583 [+0,289]  47,0[+0,204]  Alto [+0,791]
8 40,0 [-1] 550 [0] 45,0 [0] Meédio [0]
9 42,5[-0,5] 450 [-0,866] 45,0 [0] Meédio [0]
10 42,5[-0,5] 517 [-0,289] 40,0 [-0,817] Meédio [0]
11 42,5[-0,5] 517 [-0,289] 43,0 [-0,204]  Baixo [-0,791]
12 47,5 [+0,5] 450 [-0,866] 45,0 [0] Médio [0]
13 47,5 [+0,5] 517 [-0,289] 40,0 [-0,817] Médio [0]
14 47,5 [+0,5] 517 [-0,289] 43,0[-0,204]  Baixo [-0,791]
15 42,5[-0,5] 650 [+0,866] 45,0 [0] Médio [0]
16 45,0 [0] 617 [+0,577] 40,0 [-0,817] Meédio [0]
17 45,0 [0] 617 [+0,577]  43,0[-0,204] Baixo [-0,791]
18 42,5[-0,5] 583 [+0,289] 50,0 [+0,817] Meédio [0]
19 45,0 [0] 483[-0,577] 50,0 [+0,817] Meédio [0]
20 45,0 [0] 550 [0] 49,0 [+0,613]  Baixo [-0,791]
21 42,5[-0,5] 583 [+0,289]  47,0[+0,204]  Alto [+0,791]
22 45,0 [0] 483 [-0,577]  47,0[+0,204]  Alto [+0,791]
23 45,0 [0] 550 [0] 41,0[-0,613]  Alto [+0,791]
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Tabela 10 — Variaveis, niveis e matriz experimental de planejamento Doehlert para otimizagao de condi¢Ges da

Na etapa de separagdo cromatografica, fases estacionarias de diferentes polaridades, em fase
reversa, fase normal ou interacdo hidrofilica (HILIC, do inglés hydrophilic interaction liquid
chromatography) foram testadas durante o desenvolvimento, avaliando-se parametros como
fator de retengdo (k) para analito e P e resolugdo dos picos. Na fase mdvel, verificou-se, por
infusdo direta nos modos varredura total (full scan) e MRM, interferéncia dos solventes e
aditivos na seletividade e detectabilidade do método, monitorando-se possiveis interferentes
com razdo m/z e perfis de fragmentacédo iguais ao analito ou Pl e efeito indutor ou supressor

na ionizacao de analito e PI, empregando-se como fase movel mistura de solvente orgénico e
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fase aquosa mais aditivo na proporgéo de 90:10 v/v, vazéo de 0,5 mL/min, dwell time de 250

ms e corrida de 0,7 min.

Uma vez definidos o solvente e aditivo que resultaram em métodos mais seletivos e sensiveis,
ajustes finos na composicao e vazao de fase movel e outros parametros cromatograficos foram
efetuados em planejamento Doehlert. Vazdo de fase mdvel [X1], proporcéo de fase aquosa
[X2] e concentragdo do aditivo [X3] foram escolhidos como fatores e 0s respectivos
intervalos para cada um foram determinados embasados por estudos preliminares, suficientes
para uma retencdo satisfatoria e corridas curtas, conforme matriz experimental disposta na
Tabela 11. Todos os experimentos foram conduzidos, de forma randémica, no modo MRM,
em triplicata, monitorando-se simultaneamente as transicdes de massas de quantificacdo e

confirmacdo para analito e PI, com dwell time de 250 ms e corrida de 10 min.

Como respostas, foram avaliados fator de capacidade, resolucdo e razdo sinal:ruido,
combinados em uma Unica resposta e otimizados simultaneamente, pela ferramenta
desejabilidade, e assimetria, que foi avaliada separadamente, a posteriori, por ajustes finos na
fase movel. Na estimativa dos valores de desejabilidades individuais, definiu-se que, para a
razdo sinal:ruido, quanto maior, mais desejavel, admitindo-se 1000 como minimo, engquanto
que, para fator de retencédo e resolucdo, o objetivo era aproximar-se dos alvos de 0,5 e 3,0,
respectivamente, admitindo-se resultados entre 0,1 e 1,5 e entre 1,5 e 6,5 como aceitaveis para
separacdo cromatografica apropriada e duracdo de corrida aceitdvel. Todos os resultados

foram estatisticamente avaliados no software Statistica® 10.0 (StatSoft, EUA).

Depois de desenvolvido, o método analitico foi validado, conforme preconizado pela RDC n°.
166/2017, pelo guia Q1(R2) da International Conference on Harmonisation (ICH), por Souza
e Jungueira (2005), por Souza (2007) e pelo apéndice F do Guia Para Padronizacdo de
Requisitos de Performance de Métodos da Association of Official Agricultural Chemists Peer-
Verified Methods Program (AOAC, 2016). Os resultados foram analisados nos softwares
Excel 10 (Microsoft, EUA), ActionStat (Portal Action, Brasil) e Prism 7.0 (GraphPad, EUA)
e nas planilhas de Souza (2007). Os parametros validados foram seletividade, linearidade,
repetitibilidade (precisdo intradia), precisdo intermediaria (precisdo inter-dias), exatid&o,

limites de quantificacéo e deteccéo e robustez.
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Tabela 11 — Variaveis, niveis e matriz experimental de planejamento Doehlert para otimizagdo da composicao

da fase mével.

Variavel

Experimento X1 (mL/min) X2 (%) X3 (mmol/L)
1 0,50 [0] 10,0 [0] 10,0 [0]
2 0,60 [+1] 10,0 [0] 10,0 [0]
3 0,55 [+0,5] 15,0 [+0,866] 10,0 [0]
4 0,55 [+0,5] 11,7 [+0,289] 15,0 [+0,816]
5 0,40 [-1] 10,0 [0] 10,0 [0]
6 0,45 [-0,5] 5,0 [-0,866] 10,0 [0]
7 0,45 [-0,5] 8,3 [-0,289] 5,0 [-0,816]
8 0,55 [+0,5] 5,0 [-0,866] 10,0 [0]
9 0,55 [+0,5] 8,3 [-0,289] 5,0 [-0,816]
10 0,50 [0] 13,3 [+0,577] 5,0 [-0,816]
11 0,45 [-0,5] 15,0 [+0,866] 10,0 [0]
12 0,45 [-0,5] 11,7 [+0,289] 15,0 [+0,816]
13 0,50 [0] 6,7 [-0,577] 15,0 [+0,816]
14 0,50 [0] 10,0 [0] 10,0 [0]
15 0,50 [0] 10,0 [0] 10,0 [0]

Na seletividade, foram obtidos, em triplicata, cromatogramas para os solventes, diluente, fase
movel, placebo contendo PLGA 75:25 v/v a 500 ng/mL e placebo fortificado com analito e Pl
na concentracdo de 50 ng/mL. Avaliou-se a presenca de picos interferentes nos tempos de
retencdo do analito e PI e determinou-se a recuperacdo de analito e Pl no placebo fortificado,
pela comparacdo das respostas encontradas para analito e Pl com as encontradas para solugdo
padrdo, em diluente, admitindo-se como critérios recuperagdes entre 98-102% e DPR inferior
a 5,0%. A pureza cromatogréafica dos picos de analito e Pl foram avaliadas pela observacao

dos espectros de massas referentes aos picos.

Na linearidade, foram preparadas, de forma independente, trés curvas de calibracéo, a partir
de solugdes estoque preparadas em fase movel, na concentragdo de 500.000 ng/mL, para
analito e PI. Para a acetazolamida, a solucdo priméria foi utilizada para se obter solucGes
estoque de concentragdes 5, 50, 500, 2.500 e 10.000 ng/mL, identificadas por SE1, SE2, SE3,
SE4 e SE5, enquanto para o padrdo interno foi preparada apenas uma solucdo estoque, a

10.000 ng/mL, codificada por SE6. A linearidade foi estudada em sete niveis, por diluigdes
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sucessivas das solugdes estoque, mantendo-se fixa em 250 ng/mL a concentracdo do PI,
conforme Tabela 12.

Tabela 12 — Descri¢do do preparo das solucdes de linearidade

Volume SE analito (mL) Volume SE PI (mL) Volume fase mdvel (mL)  Concentracdo (ng/mL)
0,100 [SE1] 0,025 [SE6] 0,875 0,5
0,100 [SE2] 0,025 [SE6] 0,875 50
0,100 [SE3] 0,025 [SE6] 0,875 50,0
0,100 [SE4] 0,025 [SE6] 0,875 250,0
0,050 [SE5] 0,025 [SE6] 0,925 500,0
0,075 [SE5] 0,025 [SE6] 0,900 750,0
0,100 [SE5] 0,025 [SE6] 0,875 1.000,0

PI: padréo interno — SE: solucéo estoque

Depois de preparadas, as soluc@es foram filtradas para vial e analisadas, de forma aleatoria,
em triplicata. As razdes entre areas obtidas para analito e Pl foram plotados em funcdo da
concentracdo do analito, para representacdo grafica e estimativa da equacdo da reta. Todas as
premissas requeridas para modelo de regressdo linear simples pelo método MMOQ foram
verificadas, conforme proposto pela RDC n.° 166/2017, por Souza e Junqueira (2005) e por
Souza (2007), pelos testes estatisticos do residuo padronizado de Jacknife, Ryan-Joiner,
Brown-Forsythe e Durbin-Watson, usados na avaliacdo de possiveis outliers e normalidade,

homocedasticidade e independéncia dos residuos, respectivamente.

Posteriormente, MMOQ e ANOVA foram utilizados para se verificar a significancia da
regressdo e o desvio da linearidade e para estimar parametros de regressdao linear, como
coeficiente angular (b), intercepto (a) e coeficiente de determinagdo (R?), com nivel de
significancia de 0,05 (a = 0,05). Os critérios esperados foram residuos normais,
homocedasticos e independentes, no maximo 22% de outliers, regresséo significativa,
coeficiente de correlagdo maior que 0,99 e intercepto estatisticamente igual a zero
(INTERNATIONAL, 2005; SOUZA, JUNQUEIRA, 2005. SOUZA, 2007. BRASIL, 2017).

Exatid&o e precisao foram verificadas pelo método de fortificacdo do placebo com padrdo, nas
concentragdes 0,5 ng/mL, 500 ng/mL e 1.000 ng/mL, preparadas de modo independente, em
triplicata. A precisdo foi estudada nos niveis de repetibilidade (precisdo intradia) e precisdo
intermediaria (precisdo inter-dias). Na repetibilidade, as amostras foram avaliadas nas

mesmas condi¢cdes de operacdo, analista e instrumentacdo, em corrida Unica, enquanto a
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precisdo intermediaria foi estudada no mesmo laboratorio, mesmas condi¢Ges de operacao e
mesma instrumentacdo, mas em dias e com analistas diferentes. Determinou-se a recuperacao
e desvio padréo relativo (DPR), admitindo-se recuperac@es entre 80-110% e DPR inferior a
11,0% para os dois maiores niveis de concentracdo e recuperacdo entre 40-120% e DPR
inferior a 30,0% para o limite de quantificacdo (AOAC, 2016).

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados pelos parametros da curva analitica,
utilizando-se coeficiente angular e desvio do coeficiente linear ou intercepto, e pela razdo
sinal:ruido, definida como, no minimo, 2:1 para LD e 10:1 para LQ. Os resultados estimados
para LQ foram confirmados pela determinacdo da exatiddo e precisdo na concentracao
encontrada, adotando-se 0s mesmos critérios discutidos no item anterior INTERNATIONAL,
2005; BRASIL, 2017; AOAC, 2016).

Na robustez, um planejamento experimental fatorial fracionario 2>, com ponto central, em
triplicata, foi utilizado para se monitorar a influéncia dos fatores vazdo da fase mével [X1],
proporcéo de fase aquosa [X2], concentracdo de aditivo [X3], marca de acetonitrila [X4] e
lote da coluna cromatogréfica [X5] na recuperacdo do analito. Os niveis e intervalos avaliados
estdo descritos na Tabela 13. Os resultados foram avaliados estatisticamente no software
Statistica (StatSoft, Estados Unidos), com nivel de significancia de 0,05 (a = 0,05), pelo
diagrama de Pareto e por ANOVA.
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Tabela 13 — Variaveis, niveis e matriz experimental de planejamento fatorial fracionario 2°* para avaliagio da

robustez.
Variavel
Experimento X1 (mL/min) X2 (%) X3 (mmol/L) X4 X5
1 0,46 [-1] 6 [-1] 9[-1] -1 +1
2 0,50 [+1] 6 [-1] 9[-1] -1 -1
3 0,46 [-1] 8 [+1] 9[-1] -1 -1
4 0,50 [+1] 8 [+1] 9[-1] -1 +1
5 0,46 [-1] 6 [-1] 15 [+1] -1 -1
6 0,50 [+1] 6 [-1] 15 [+1] -1 +1
7 0,46 [-1] 8 [+1] 15 [+1] -1 +1
8 0,50 [+1] 8 [+1] 15 [+1] -1 -1
9 0,46 [-1] 6 [-1] 9[-1] +1 -1
10 0,50 [+1] 6 [-1] 9[-1] +1 +1
11 0,46 [-1] 8 [+1] 9 [-1] +1 +1
12 0,50 [+1] 8 [+1] 91[-1] +1 -1
13 0,46 [-1] 6 [-1] 15 [+1] +1 +1
14 0,50 [+1] 6 [-1] 15 [+1] +1 -1
15 0,46 [-1] 8 [+1] 15 [+1] +1 -1
16 0,50 [+1] 8 [+1] 15 [+1] +1 +1
17 0,48 [0] 7[0] 12 [0] 0 0
18 0,48 [0] 7[0] 12 [0] 0 0
19 0,48 [0] 7[0] 12 0] 0 0

2.4.4 Determinacdo de eficiéncia de incorporacao, teor e uniformidade de doses unitarias

Depois de desenvolvido e validado, o método foi aplicado para quantificar acetazolamida nos
implantes intravitreos. A eficiéncia de incorporacdo do farmaco na matriz polimérica, durante
o procedimento de sintese, foi avaliada para 10 unidades, que foram individualmente pesadas
e transferidas para baldo volumétrico de 10 mL. Em seguida, adicionou-se cerca de 8 mL de
acetonitrila e submeteu-se ao ultrassom por 10 minutos. Pipetou-se 0,1 mL, adicionou-se
0,125 mL de solucdo de Pl a 10.000 ng/mL e transferiu-se para baldo volumétrico de 5 mL.
Completou-se 0 volume com fase movel, homogeneizou-se e filtrou-se para vial, analisando
em triplicata. Os resultados de incorporacdo foram expressos como a razao da concentracao
encontrada pela concentragdo tedrica, considerando-se o peso do implante intravitreo e a
proporcdo esperada de farmaco na matriz, igual a 25% m/m. Estimou-se média e DPR (%)
para as 10 unidades, admitindo-se DPR ndo maior que 5,0%. Este percentual de incorporacéo
foi utilizado para se determinar a dose declarada de acetazolamida por unidade de implante,

expressa em pg/mg.
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No doseamento, 5 unidades dos implantes intravitreos foram pesadas e transferidas para baldo
volumeétrico de 50 mL. Em seguida, adicionou-se cerca de 45 mL de acetonitrila e submeteu-
se ao ultrassom, por 10 minutos. Completou-se o volume com o mesmo diluente e
homogeneziou-se. Este procedimento foi feito em triplicata. Depois, efetuou-se 0 mesmo
procedimento de diluicdo e fortificagdo com padréo interno descrito anteriormente, filtrou-se
para vial e analisou-se em triplicata. Os resultados foram expressos como quantidade do
farmaco no implante intravitreo, em pg/mg, e percentual em relacdo ao valor rotulado,
determinado anteriormente. Determinou-se a media e o0 DPR (%), admitindo-se resultados
compreendidos entre 90,0 a 110,0% do valor rotulado e ndo mais que 5,0% de DPR,
especificacbes baseadas nas reportadas para implantes intravitreos registrados na ANVISA e

disponiveis comercialmente, como o Ozurdex®.

A uniformidade de doses unitérias foi realizada para 10 unidades conforme descrito na
Farmacopeia Brasileira 62 edi¢cdo (BRASIL, 2019), empregando-se 0 método uniformidade de
conteddo. Prepararam-se as amostras, individualmente, conforme procedimento realizado para
eficiéncia de incorporacdo, filtrou-se para vial, analisou-se em triplicata e estimou-se a
quantidade de farmaco nos implantes, em pg/mg e como percentual do valor rotulado.
Posteriormente, calculou-se o valor de aceitagdo (VA), ndo se admitindo VA superior a
15,0%.

2.4.5 Perda de massa in vitro e absorcéo de agua

Na avaliacdo in vitro da perda de massa e absor¢do de agua, 5 unidades dos implantes
intravitreos foram previamente pesadas, transferidas para frascos de penicilina, imersos em 20
mL de tampéo fosfato-salina pH 7,4 e incubados a 37 °C, sob agitacdo a 150 rpm, por 42 dias.
Em intervalos de tempo pré-determinados, os implantes intravitreos foram retirados do meio
de incubagdo, o excesso de liquido na superficie foi removido por papel de filtro e cada
unidade foi pesada, para registro do peso umido. Depois, foram secos em dessecador a vacuo,
a 25 °C, por 72 horas, e novamente pesados, para registro do peso seco final. Tanto a absor¢édo
de &gua, pelo peso umido, quanto a perda de massa, pelo peso seco final, foram estimadas
como a razdo, em percentual, da reducdo ou aumento de massa em relagdo ao peso inicial,

para cada unidade. Os resultados encontrados foram plotados em func¢éo do tempo.
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2.4.6 Estudo de liberagéo in vitro

O perfil de liberagdo dos implantes intravitreos foi avaliado para 5 unidades a 37 °C, sob
agitacdo constante de 150 rpm. Os implantes intravitreos, previamente pesados, foram
transferidos para tubos Falcon de 15 mL contendo 4 mL de tampao fosfato-salina pH 7,4. Em
intervalos de tempo pré-estabelecidos, 0,5 mL de meio de incubagcdo foram retirados, com
reposicdo, filtrados para vial e analisados. O perfil de liberagdo foi avaliado como o

percentual acumulado de acetazolamida liberada no meio de incubacdo durante 42 dias.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento e sintese de implantes intravitreos de acido polilatico-co-glicélico

contendo acetazolamida

Os implantes intravitreos foram convenientemente produzidos na propor¢do e procedimento
propostos, como ja realizado em outros trabalhos no grupo de pesquisa (FIALHO et al, 2006;
MOURA et al., 2011; PAIVA et al., 2019; SOARES et al., 2017; TOLEDO et al., 2018).
Apresentaram formato cilindrico, com superficie lisa, uniforme e homogénea, cor branca e
aspecto opaco, padronizados em comprimento e didmetro, como apresentado na Figura 5. Em
todos os lotes produzidos, houve uniformidade no aspecto e rendimento, sendo obtidos entre
65-70 unidades por lote, com rendimentos entre 82,6-88,9% em relacdo ao peso tedrico
esperado, considerando-se as massas pesadas para o0 insumo farmacéutico ativo e excipiente.
Uma vez que o procedimento de manufatura é manual, estes rendimentos foram considerados
satisfatorios e indicativos de que o processo pode ser escalonado para escala industrial, o que
é imprescindivel, porque o scaling up é fator limitante nos processos de transferéncia de
produtos desenvolvidos em centros de pesquisa para as industrias farmacéuticas. Todavia,
outros pontos importantes devem ser ressaltados para produgdo em escala industrial desses
dispositivos, como por exemplo o impacto do uso de acetona durante o processo produtivo no
custo e toxicidade dos implantes produzidos. Neste contexto, o ensaio de determinacdo de

solventes residuais deve ser mandatorio.

Figura 5 — Fotografia de um implante intravitreo de acido polilatico-co-glicélico (PLGA) contendo

acetazolamida, de 5,0 mm por 0,45 mm, produzido por moldagem a quente.
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3.2 Estudos de compatibilidade farmaco-excipiente e caracterizacdo fisico-quimica dos
implantes intravitreos de acido polilatico-co-glicélico contendo acetazolamida

3.2.1 Calorimetria exploratdria diferencial e termogravimetria

O comportamento térmico do farmaco, excipiente, misturas binarias e implantes intravitreos
foi investigado por calorimetria exploratoria diferencial, termogravimetria e analise térmica
diferencial. Na Figura 6, encontram-se sobrepostas as curvas termoanaliticas obtidas para o
farmaco acetazolamida. Na curva de calorimetria exploratéria diferencial, podem ser
observados dois picos, referentes a eventos endotérmicos. No primeiro evento, marcado por
pico mais discreto, que se inicia em aproximadamente 230 °C, ocorre a conversao polimorfica
do farmaco, do polimorfo I, mais estavel, para o polimorfo Il, metaestavel, uma vez que se
observa ganho energético. Buscando confirmar a hipétese proposta, o farmaco foi aquecido
até temperatura superior a 230 °C, mas inferior aquela da sua decomposicdo, e mantido em
isoterma por 10 minutos. O residuo foi retirado e analisado posteriormente por difracdo de

raios X.
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Figura 6 — Curvas termoanaliticas obtidas por calorimetria exploratoria diferencial (DSC, em preto),
termogravimetria (TGA, em vermelho) e analise térmica diferencial (DTA, em azul) para investigagdo do
comportamento térmico do fArmaco acetazolamida, nas faixas de temperatura de 25 a 400°C (DSC) ou 25 a 600
°C (TGA/DTA), com evidéncia de eventos endotérmicos referentes aos processos de conversao polimorfica e

fusdo com decomposicéo.
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No segundo e principal evento, verifica-se um pico mais agudo, intenso, estreito e fechado,
com Tonset de 272,1 °C e variacdo de entalpia de 229 J/g, que, pelo formato caracteristico do
pico, decorre da fusdo do farmaco. Este resultado difere ligeiramente dos reportados nos
compéndios e literatura cientifica para ponto de fusdo da acetazolamida, entre 259-262 °C
(BRASIL, 2019; MOFFAT, OSSELTON, WIDDOP, 2011), o que pode ser explicado muito
provavelmente em virtude da ocorréncia simultanea de decomposicgéo, apés fusdo, confirmada
na curva de termogravimetria, o que dificulta uma observagdo mais precisa do ponto de fusao
(ZHU et al.,, 2021). Uma explicacdo adicional plausivel € que, no geral, o ensaio €
determinado com o polimorfo I, mais estavel, que possui ponto de fusdo ligeiramente menor
gue o polimorfo Il (metaestavel) (LATOSINSKA, LATOSINSKA, 2011). Outro ponto
interessante a ser destacado é que o enorme ganho energético durante a fusdo é forte
indicativo de que o farmaco possui grande empacotamento e organizacdo na rede cristalina,

isto ¢, apresenta consideravel cristalinidade (LANY]1 et al., 2019).
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Na investigacdo por termogravimetria e anélise térmica diferencial, observa-se que o farmaco
se apresenta termicamente estavel em temperaturas inferiores a 250 °C, com decomposi¢do
observavel apenas com Tonset de 252 °C. O processo de decomposi¢cdo ocorre em trés etapas,
representadas nas curvas pelas trés diferentes inflexdes. Na primeira etapa, acredita-se que
ocorra liberacdo dos grupos de maior labilidade na estrutura, didxido de enxofre (SO,) e
amina volatil (NH;), com perda de massa de aproximadamente 36%. Em um segundo
momento, que se inicia em 276 °C, ocorreria perda de monéxido de carbono (CO) e um grupo
metila (CH3), com perda de massa de cerca de 20%. Na Ultima fase de decomposicéo, o anel,
porcdo mais seria tavel, é finalmente degradado, resultando em perda de massa final de cerca
de 94%. O residuo final corresponde ao residuo carbonizado, que pode ser evidenciado
visivelmente no cadinho. Todas as perdas de massa observadas foram condizentes com as
modificacdes esperadas na estrutura, por deducdo quimica e sdo corroborados pelos estudos
para avaliagdo da compatibilidade entre acetazolamida e diversos excipientes publicados
(ROJEK,WESOLOWSKI, 2018).

Curvas termoanaliticas para o estudo do comportamento térmico do excipiente &cido
polilatico-co-glicolico estdo apresentadas na Figura 7. Na curva por calorimetria exploratéria
diferencial, dois picos foram observados, referentes aos eventos endotérmicos. O primeiro,
mais sutil, ocorrido em 49,66 °C, com variacdo de entalpia de 3,6 J/g, representa a
temperatura de transicao vitrea (Tg). Este parametro foi determinado apenas ap0s corre¢do do
histérico térmico do polimero, que elimina desordens na matriz polimérica, decorrentes do
procedimento de sintese, que pudessem provocar flutuacdes no fluxo de calor e interferir na
visualizacdo do evento. O procedimento promove alinhamento e reorganizacdo da matriz
polimérica, permitindo mensuracdo correta. O segundo pico, intenso e bastante alargado,
refere-se ao processo de decomposicdo, ocorrido em uma Unica fase, a partir de 245 °C, com
perda de massa final de aproximadamente 98%. E importante ressaltar que o polimero se
decompde sem se fundir. Os resultados encontrados estdo em consonancia com os resultados
obtidos em outros trabalhos (MAKADIA, SIEGEL, 2011).

Portanto, confirma-se que a temperatura utilizada para producdo dos implantes (65 °C) foi
adequada, uma vez que supera a temperatura de transicdo vitrea, mas distancia-se das
temperaturas de instabilidade térmica. Na producdo de implantes intravitreos por moldagem a
quente, a temperatura empregada deve sempre ser obrigatoriamente maior que a transicdo

vitrea, pois apenas assim assegura-se que a matriz polimérica adquirira propriedades plasticas
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e elésticas necessarias, mostrando-se em estado mais maleavel e moldéavel que ndo s6 permite

seu molde, como favorece a incorporagdo, com mais homogeneidade, do farmaco.

Figura 7 — Curvas termoanaliticas obtidas por calorimetria exploratoria diferencial (DSC, em preto ou em verde,
para curva obtida depos de limpeza do histérico térmico), termogravimetria (TGA, em vermelho) e analise
térmica diferencial (DTA, em azul) para investigacdo do comportamento térmico do acido polilatico-co-glicélico
(PLGA), nas faixas de temperatura de 25 a 400°C (DSC) ou 25 a 600 °C (TGA/DTA), com evidéncia de eventos

endotérmicos referentes aos processos de transicdo vitrea e decomposicao.
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Sobreposicfes das curvas termoanaliticas, obtidas por calorimetria exploratéria diferencial,
para mistura binaria, lio6filo, implantes intravitreos contendo acetazolamida e implantes
intravitreos brancos, estdo demonstradas na Figura 8. A incorporagdo da acetazolamida nos
implantes intravitreos foi confirmada, uma vez que o pico endotérmico, referente a sua fuséo
com decomposigdo, com Tonset em 267,9 °C, Tmaximo em 272,8 °C e variacdo de entalpia de
3,35 J/g, encontra-se presente na curva termoanalitica referente ao implante contendo o
farmaco, mas ausente nos implantes intravitreos produzidos sem farmaco. Nos implantes
intravitreos brancos, observa-se comportamento térmico idéntico ao perfil para polimero,

discutido anteriormente.
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Figura 8 — Sobreposicéo de curvas termoanaliticas obtidas por calorimetria exploratoria diferencial (DSC) para
mistura binaria (em verde), li6filo (em preto), implante intravitreo (em azul) e implante intravitreo branco (em
vermelho), com evidéncia de incorporagdo do fA&rmaco na matriz polimérica e auséncia de incompatibilidade

fisico-quimica entre farmaco e acido polilatico-co-glicolico (PLGA).
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Nas curvas, percebe-se que o primeiro pico endotérmico, decorrente de converséo polimorfica
do farmaco, se faz presente apenas na mistura binaria, mas ndo no liéfilo ou nos implantes
intravitreos. Ademais, o pico endotérmico principal, que foi agudo, intenso e estreito no
farmaco e na mistura fisica, encontra-se menos intenso, mais irregular e mais largo depois da
liofilizacdo. Normalmente, alteracdes na intensidade e/ou perfil dos picos séo indicios de
incompatibilidade fisico-quimica (CHADHA, BHANDARI, 2013). Entretanto, como ndo se
observou nenhuma modificagdo no comportamento térmico na mistura binaria, pode-se

concluir que acetazolamida e o acido polilatico-co-glicélico sdo compativeis.

Propde-se que 0 que ocorre nesse caso € o processo de amorfiza¢do ou perda de cristalinidade
do farmaco durante sua liofilizacdo, com formacdo de entidade menos cristalina, que sdo
observadas nos perfis de comportamento térmico encontrados para liofilo e implantes
intravitreos, como discutido anteriormente em outro trabalho do grupo de pesquisa (COSTA
et al., 2018). Sabe-se que a liofilizagdo, por combinar um ambiente a vacuo e exposicao
prolongada, é capaz de modificar significativamente a estrutura e as propriedades

termodinamicas dos materiais no estado sélido, porque provoca enorme desarranjo na célula
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unitaria e desorganizacdo na rede cristalina. Entretanto, a amorfizacdo é benéfica, pois o
farmaco na forma amorfa € muito mais facilmente incorporado na matriz polimérica,
formando uma mistura mais homogénea. Também, a amorfizacao é favoravel em sistemas de
liberacdo, pois 0 aumento no grau de desordenamento espacial facilita a difusdo do farmaco,
com menor requerimento de energia, influenciando positivamente nas suas propriedades
biofarmacéuticas. Esses resultados foram corroborados pelos resultados da analise por
difracdo de raios X, como discutido posteriormente, similarmente aos resultados divulgados

por Arioglu-Tuncil et al. (2020), em estudo com cloridrato de tiamina.

Esse processo de amorfizacdo parece ser parcialmente revertido durante a moldagem dos
implantes intravitreos, uma vez que é perceptivel que, na curva termoanalitica dos implantes
intravitreos, o pico para fusdo da acetazolamida é um pouco mais agudo, estreito e regular.
Sugere-se, portanto, que durante esta fase, restaura-se moderadamente a entalpia e entropia e
promove-se certo reordenamento no sistema, em virtude da recristalizacéo parcial do farmaco,
embora o formato do pico do evento possa estar associado ao farmaco nao-incorporado,

superficialmente presente no dispositivo intravitreo.

Nota-se ainda desvio para a esquerda, para temperaturas menores, do pico associado a
decomposicdo do &cido polilatico-co-glicolico nas amostras contendo o farmaco, mas as
mudancas observadas ndo sdo significativas, por ocorrerem apds a fusdo do farmaco. O
farmaco é quem governa a cristalinidade do sistema e, uma vez que se funde e se decompde,
desordena todo o estado sélido, influenciando no comportamento térmico e no fluxo de calor.
Nos implantes intravitreos, ndo foi possivel observar pico relativo a transicdo vitrea do
polimero, préximo a 50 °C, mas vé-se pico muito mais agudo e estreito, deslocado para
Tonset de 147,8 °C, mesmo sem exclusdo prévia do historico térmico. Este resultado
demonstra a influéncia da notéavel cristalinidade do farmaco no arranjo tridimensional das
cadeias poliméricas lineares, cuja presenga provoca maior dificuldade de movimento, sendo,
portanto, mais uma prova de que o farmaco foi devidamente incorporado. Deve-se ressaltar
ainda que o aumento na temperatura de transi¢do vitrea é vantajoso porque impacta no perfil
de absorcdo de &gua pela matriz polimérica, causando uma diminui¢cdo na capacidade do
dispositivo em absorver agua, retardando a liberagdo do farmaco e propiciando um perfil de

liberacdo mais sustentado, como desejavel.
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O importante é confirmar que, até sua decomposicdo, nas temperaturas de manufatura,
estabilidade e armazenamento dos dispositivos, ndo foram observados resultados para refutar

a compatibilidade farmaco-excipiente.

3.2.2 Difracao de raios X

Difratogramas obtidos para farmaco e polimero sdo apresentados na Figura 9. Nesta figura,
pode-se observar a caracteristica amorfa dos polimeros, em virtude da auséncia de picos
indicativos de cristalinidade, uma vez que os dois picos, muito intensos, encontrados no final
do difratograma para o acido polilatico-co-glicolico devem-se a interferentes do porta-amostra
de aluminio. Em contrapartida, a acetazolamida mostrou cristalinidade consideravel, como se
percebe pelos inimeros picos de grande intensidade observados no seu difratograma, o que
corrobora os resultados discutidos anteriormente, como a grande variacdo entalpica reportada

para sua fusdo, durante estudo do comportamento térmico.

Figura 9 — Difratogramas obtidos para o acido polilatico-co-glicdlico (PLGA, parte superior) e para o farmaco

acetazolamida (parte inferior), com evidéncia de estrutura amorfa para o polimero e estrutura cristalina para o

farmaco.
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Os valores em graus 20 observados experimentalmente para o f&rmaco foram comparados
com os dados ajustados, previstos pela Lei de Bragg, conforme apresentado na Figura 10, que
inclui ainda, em destaque, representacdo para a célula unitaria do cristal de acetazolamida,
com z = 4. Pode-se confirmar que o insumo farmacéutico usado na producdo dos implantes
intravitreos encontra-se como polimorfo | do farmaco, com reflexdes intensas nos &ngulos
9,8% 20,1° 21,6% 24,7° e 29,3° (20). Os parametros de rede ajustados da acetazolamida
polimorfo I, pelo método de Rietveld s&o tipo de rede triclinica, grupo espacial P-1, a (A)
5.31621 + 0.00089, b (A) 9.06289 + 0.00158, ¢ (A) 9.43953 + 0.00163, a (°) 105.48317 +
0.00730, b (°) 98.62015 + 0.00528, g (°) 100.38875 + 0.00759, Rw = 10,76%, indicativo de
refinamento adequado (Rw £ 15%) (MCCUSKER et al., 1999). Contudo, pelas diferencas
observadas em certos trechos do difratograma, conclui-se que, ainda que de forma residual, o

polimorfo Il faz-se presente.

A difracdo de raios X do residuo do farmaco, ap6s aquecimento a 250 °C, a 5 °C por minuto, e
manutencdo em isoterma por 10 minutos, antes da decomposicdo, gerou difratograma
inteiramente distinto do observado para o polimorfo I, confirmando que o farmaco sofre
conversdo polimérfica termodinamica, depois de 230 °C, como especulado na sec¢do anterior.
No entanto, como os implantes intravitreos sdo produzidos em temperaturas muito inferiores,

encontra-se, na sua composicdo, o polimorfo 1.
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Figura 10 — Sobreposicdo entre dados experimentais (em preto, linha pontilhada) e dados ajustados (em
vermelho, linha inteira), para identificacdo da forma polimérfica | do farmaco acetazolamida presente no insumo

farmacéutico ativo utilizado na sintese dos implantes intravitreos.
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Tanto no difratograma para a mistura binaria quanto para o li6filo, dispostos na Figura 11,
notam-se picos referentes ao farmaco, como esperado. Todavia, na mistura ap6s liofilizacéo,
observou-se diminuicdo na intensidade dos picos, o que certifica que, de fato, o processo faz
com que a acetazolamida se amorfize, como discutido anteriormente. Novamente, a atenuagéo
na intensidade dos picos, mesmo que repercuta nas propriedades fisico-quimicas e
biofarmacéuticas do farmaco, ndo significa necessariamente que farmaco e excipiente sao

incompativeis.
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Figura 11 — Difratogramas obtidos para a mistura binaria (parte esquerda) e liofilo (parte direita), comparados
ao farmaco acetazolamida (em azul), com evidéncia de incorporacdo do farmaco na matriz polimérica e

sugestivo processo de perda de cristalinidade e amorfizag¢do induzido durante a liofilizac&o.

MISTURA FISICA | s A i LIOFILO

g2888

o2

‘ |

|

A N .
} WALV

|
'! ||
N N J"“\H“\‘» M

|1
' | \ m"J \/
\ JUVL/ VAR

£ 55868833

s 88888884

|;}‘|*
I

I ‘\H\ |
v MM J ‘w l\

'EEREEEREEEE:

=

Intensidade relativa
g 8

'|l“

10.00 1500 20,00 2500 2000 35.00 40.00 45.00 500 1000 1500 2000 2500 2000

Graus (20) Graus (20)

Né&o foi observado nenhum pico nos difratogramas dos implantes intravitreos brancos, como
se esperava, mas nos difratogramas para os implantes intravitreos contendo acetazolamida,
obtidos pelo método original ou por dispersao de raios X de pequeno angulo com incidéncia
rasante ou filme fino, a visualizacdo dos picos permite certificar que o farmaco foi
adequadamente incorporado. Observa-se, no primeiro difratograma da Figura 12, que a
intensidade dos picos obtidos com o implante intravitreo € maior que as intensidades obtidas
com o li6filo, mas razoavelmente menor que as obtidas para a mistura binaria, permitindo-nos
concluir que realmente o processo de moldagem a 65 °C contribui para recristalizagdo, mesmo
que parcial, do farmaco. Esse difratograma retrata a matriz polimérica como um todo, uma
vez que o feixe atravessa a amostra. O segundo difratograma, disposto na mesma figura, que
foi adquirido em filme fino, propicia uma investigagdo mais superficial dos dispositivos
intravitreos. Sao observados picos referentes ao farmaco, mas apenas resquicios, pois 0s sinais
sdo claramente menores. Assim, pode-se afirmar que quantidade consideravelmente menor do

farmaco encontra-se na superficie dos implantes intraoculares.

Em outras palavras, a comparacgéo entre os difratogramas obtidos para a mesma amostra, mas
com protocolos e objetivos diferentes, demonstra que a maior parte do farmaco presente nos
implantes intravitreos encontra-se no seu interior, ndo na superficie, demonstrando mais uma

vez, inequivocamente, a eficiéncia do procedimento de preparo na incorporacdo do farmaco.
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Esse perfil pode ser desejavel, especialmente para se prevenir um burst na liberacdo do

farmaco, assegurando perfil de liberagdo sustentado.

Figura 12 — Difratogramas obtidos para o implante intravitreo, pelo método original e por disperséo de raios X
de pequeno angulo com incidéncia rasante, com evidéncia de incorporagdo do farmaco na matriz polimérica e

pequena incidéncia de adesao de farmaco na superficie dos dispositivos.
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3.2.3 Espectrofotometria na regido do infravermelho por transformada de Fourier

Espectros de absor¢do no infravermelho, obtidos por transformada de Fourier, para
acetazolamida, acido polilatico-co-glicélico, mistura fisica e implante intravitreo contendo
farmaco ou ndo estdo apresentados na Figura 13. Ndo foram obtidos espectros para o liofilo,
uma vez que sua pulverizacdo, necessaria para a analise, ndo foi possivel. Previamente, o

espectro do insumo farmacéutico ativo foi comparado com o espectro da substancia quimica
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de referéncia, encontrando-se méximos de absor¢do somente nos mesmos comprimentos de
onda e com as mesmas intensidades relativas. As bandas de absor¢do mais relevantes e suas
respectivas atribuicdes, para farmaco e excipiente, estdo descritas nas Tabelas 14 e 15,

respectivamente.

Figura 13 — Espectros de absorg¢ao no infravermelho obtidos para o farmaco acetazolamida (IFA, em preto),
acido polilatico-co-glicolico (PLGA, em vermelho), mistura binaria (MF, em azul), implantes intravitreos (I-
ACZ, em verde) e implantes intravitreos brancos (I-BR, em roxo), com evidéncia de incorporacdo do farmaco na

matriz polimérica e auséncia de incompatibilidade fisico-qui.mica entre farmaco e acido polilatico-co-glicolico

(PLGA)
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Tabela 14 — Bandas de absorcao e respectivas atribui¢des para o farmaco acetazolamida

107

Banda de absorc¢éo

Atribuicéo

3294 [f]
3175 [m]
3089 [fr]
2980 [0], 2940 [0], 2890 [fr/a]
2770 [m/a]
1675 [f]

1573 0]
1548 [mf], 1537 [0]
1435 [m]
1362 [mf]
1319 [mf]
1285 [m]
1250 [m]
1173 [mf]
1120 [m]
1087 [m], 1045 [m], 1012 [m]
973 [m]

911 [f]

838 [m], 817 [m]
703 [m]

672 [f]

Estiramento assimétrico N-H (NH,SO,)
Estiramento simétrico N-H (NH,SO,)
Estiramento N-H (RCONH)
Estiramento CH;
Estiramento N-H no anel
Estiramento C=0 (amida I)
Deformagdo axial N—H no plano
Estiramento assimétrico C=N no anel

Estiramento simétrico C=N + deformacéo angular assimétrica CH3

Estiramento assimétrico SO,
Estiramento assimétrico C-N-C
Estiramento C—N no anel
Estiramento C-C
Estiramento simétrico SO,
Deformagdo angular CNNC no plano
Deformacdo e vibragdo no anel 1,3,4-tiadiazdlico
Estiramento N-N
Estiramento S—N
Deformag&o e vibracdo no anel 1,3,4-tiadiazdlico
Estiramento assimétrico C-S no anel
Estiramento simétrico C-S no anel

a: alargada — f: forte — fr: fraca — m: média — mf: muito forte — o: ombro

Tabela 15 — Bandas de absorc¢do e respectivas atribui¢des para o excipiente &cido polilatico-co-glicdlico

Banda de absorcéo Atribuigdo
3450-3500 Estiramento O-H
2947, 2992 Estiramentos C-H
1748 Estiramento C=0
1183, 1085 Estiramento C-O
1454, 1424, 1382, 1270, 1130, 1048, 956, 868 Deformacdes angulares C—H

Tanto no espectro do copolimero quanto no espectro do implante intravitreo branco, foram

observadas bandas de absorcédo caracteristicas do &cido polilatico-co-glicdlico, referentes aos

grupos carbonila dos ésteres e aos grupos metila, nas mesmas posi¢oes, conforme apresentado

na Tabela 14, resultados que foram semelhantes aos reportados para o excipiente em estudos

do nosso e dos outros grupos de pesquisa, como Saliba et al. (2012), Soares et al. (2017),

Vieira et al. (2020) e Toledo et al. (2020). Todos estes picos mais importantes para

identificacdo do copolimero, como esperado, foram encontrados nas mesmas posi¢Ges na

mistura fisica e no implante intravitreo contendo o farmaco.
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Bandas de absorcdo mais relevantes foram encontradas, nas mesmas posi¢6es, nos espectros
do insumo farmacéutico ativo, mistura fisica e implante intravitreo, permitindo identificar
grupos funcionais caracteristicos da acetazolamida e outras sulfonamidas, como deformacdes
no anel 1,3,4-tiadiazolico, estiramentos e deformacgdes angulares do grupo amida e

estiramentos simétrico e assimétrico do grupo sulfonamida.

Especialmente no implante intravitreo, percebeu-se sobreposicdo de bandas de absorcéo do
farmaco e do &cido polilatico-co-glicolico, o que, entretanto, ndo impediu a caracterizagdo
inequivoca de ambos nos sistemas. Também nesse produto, houve marcante diminui¢do nas
intensidades das bandas de absor¢cdo, mesmo das principais. No geral, a diminuicdo das
intensidades das bandas de absor¢do no infravermelho pode significar incompatibilidade
fisica ou quimica entre farmaco e excipiente. Entretanto, observou-se que o mesmo problema
foi observado com a amostra branca, de modo que esse comportamento parece estar mais
relacionado com a limitacdo do método utilizado do que com qualquer interacdo nao-

desejavel.

No método de reflectdncia total atenuada, as amostras sdo analisadas em estado sélido, na
forma de po6s, diretamente, sem nenhum preparo prévio. Desse modo, a mistura fisica
liofilizada e os implantes intravitreos precisaram ser pulverizados antes de serem adicionados
ao equipamento. Todavia, a pulverizacdo desses materiais, por suas caracteristicas fisico-
quimicas, foi muito dificil e pouco eficaz, o que pode ter influenciado na obtengéo do espectro
de absorcdo no infravermelho. Faz-se imprescindivel, portanto, que novos espectros no
infravermelho sejam obtidos para essas amostras, utilizando modo de analise mais apropriado

para sua natureza.

De todo modo, as proporcdes relativas entre as bandas de absor¢do foram mantidas e a
mistura fisica preservou o mesmo perfil e intensidades observadas para o farmaco sozinho.
Uma vez que ndo houve desaparecimento ou deslocamento significativo das bandas de
absorcdo, pode-se concluir que o farmaco foi suficientemente incorporado na matriz
polimérica e que a mistura fisica ndo proporciona interagdes fisico-quimicas entre farmaco e
excipiente, corroborando com os resultados anteriores sobre a compatibilidade entre farmaco

e excipiente.
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3.2.4 Microscopia eletrénica de varredura e espectroscopia de energia dispersiva

A microscopia eletrdnica de varredura foi combinada com espectroscopia de energia
dispersiva de raios X para caracterizacdo fisico-quimica dos implantes intravitreos com
acetazolamida. Nas micrografias apresentadas na Figura 14, nas magnitudes de 100 e 1000
vezes, foram observados detalhes da topografia geral dos dispositivos, como aspecto e
tamanho. Pode-se confirmar que os implantes intravitreos possuem formato de bastonetes
cilindricos, de cerca de 5 mm de comprimento, com superficie lisa, regular, densa e
morfologicamente homogénea, sem evidéncia de poros, canais ou outros caminhos
preferenciais. No aumento de 1000 vezes, percebe-se organizagcdo em camadas das cadeias
poliméricas, comum para sistemas de liberacdo matriciais ou monoliticos, dos quais se espera
uma liberacdo constante do farmaco a partir das multicamadas. Também pode-se observar a
presenca de resquicios de cristais de acetazolamida, que ndo foram incorporados durante a
sintese, aderidos na superficie dos implantes, que provavelmente resultardo em uma liberagéo
maior ou burst do farmaco nos primeiros minutos ou horas do perfil de liberagdo in vitro ou in
vivo. Este perfil se justifica pois o0 processo de producdo dos implantes foi manual, néo

mecanizado, o que causa alguma heterogeneidade ao sistema.

Figura 14 — Micrografias obtidas nas magnitudes de 100 (parte esquerda) e 1000x (parte direita), para 0s
implantes intravitreos contendo acetazolamida, com evidéncia de aspecto cilindrico, superficie lisa e uniforme e
organizacdo em multicamadas, com pequena incidéncia de cristais do farmaco aderidos na superficie dos

dispositivos.
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Na espectroscopia por energia dispersiva de raios X, faz-se mapeamento superficial, em
funcdo do numero atdbmico, atribuindo-se, nas imagens, uma cor diferente para cada nimero
atdbmico. uma vez que cada elemento quimico possui uma assinatura unica de absorcéo e
emissdo. Uma vez que o &cido polilatico-co-glicolico é composto apenas por carbono (C),
hidrogénio (H) e oxigénio (O), foi possivel monitorar a presenca do farmaco nos implantes
pelo mapeamento de elementos quimicos diferenciados de sua estrutura, como nitrogénio (N)
e enxofre (S). Na Figura 15, observa-se uniformidade na distribuicdo das coloracdes amarela e
azul, referentes ao enxofre e nitrogénio respectivamente, na micrografia dos dispositivos
intravitreos. Desse modo, conclui-se que o farmaco foi incorporado na matriz polimérica e,
mais do que isso, que possui distribuicdo relativamente homogénea, caracteristica que pode

influenciar positivamente no perfil de liberacdo do farmaco a partir dos implantes.

Figura 15 — Mapa elementar obtido por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) para os implantes
intravitreos, com mapeamento elementar de enxofre (S, em amarelo) e nitrogénio (N, em azul) para
monitoramento do fA&rmaco acetazolamida com evidéncia de homogeneidade na distribui¢do do fa&rmaco na

matriz polimérica.
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3.3 Estudos de estabilidade do insumo farmacéutico e dos implantes intravitreos de
&cido polilatico-co-glicélico contendo acetazolamida

3.3.1 Desenvolvimento de método analitico indicativo de estabilidade por cromatografia a
liguido de alta eficiéncia acoplado a deteccdo por ultravioleta (CLAE-UV) para
quantificacdo de acetazolamida, impurezas e produtos de degradagdo em insumo

farmacéutico ativo e implantes intravitreos

No desenvolvimento do método indicativo de estabilidade, notou-se que ndo haviam
disponiveis métodos cromatograficos para doseamento ou para quantificacdo de impurezas na
monografia do insumo farmacéutico ativo presente na Farmacopeia Brasileira 62 edicdo, na
qual s&o propostos o uso de volumetria e cromatografia em camada delgada para a realizagédo
desses testes, respectivamente. Por isso, fez-se pesquisa bibliografica preliminar, que

orientasse a escolha dos parametros cromatogréaficos.

Na maioria dos métodos disponiveis nos estudos cientificos, empregou-se silica quimicamente
liga a grupo octadecilsilano (C18) como fase estacionaria. Nos estudos preliminares,
percebeu-se que, na cromatografia de fase reversa com C18, o analito ficava fracamente retido
na coluna cromatografica, mesmo no gradiente exploratério e, ainda, sob proporcées
superiores a 85% de fase aquosa na fase mével. Observou-se, ainda, que ndo havia resolucao
suficiente entre analito, produtos de degradacdo, impurezas de sintese e outros interferentes
nas amostras mais criticas do estudo de degradacdo forcada. Nos métodos farmacopeicos,
entretanto, fases estacionéarias diferentes, com polaridade intermediaria, foram propostas. Na
indisponibilidade da coluna utilizada pela Farmacopeia Europeia, testou-se como fase
estacionaria cianopropil, como nos metodos desenvolvidos pela Farmacopeia Americana
(UNITED STATES, 2021) e por Chinta et al. (2022). O perfil cromatogréafico foi
consideravelmente melhor quando se usou cianopropil que, por isso, foi escolhida como fase
estacionaria. A reducdo do tamanho de particula de 5 pm para 3,5 um teve efeito favoravel na
separacdo dos picos, como melhor resolucéo e afinamento de picos, e foi escolhida.

No método farmacopeico, a fase mdvel utilizada € composta por mistura de tampéao fosfato de
potassio e metanol, na propor¢do de 90:10 v/v, por eluicdo isocratica. O método foi

reprodutivel, permitindo separacdo suficiente entre o analito e seus produtos de degradacao,
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mas dois problemas puderam ser identificados: fase movel incompativel com espectrometria
de massas e corridas muito demoradas, de aproximadamente 40 minutos. Uma vez que se
pretendia, em etapa posterior, identificar e elucidar estruturalmente os produtos de degradacéo
encontrados, era imprescindivel que a fase movel contivesse somente aditivos volateis, para
que pudesse ser usada, sem necessidade de desenvolver um novo método. Chinta et al.
(2022), por sua vez, controlaram o pH da fase movel com acido fosférico, mas o método,
desenvolvido para capsulas, ndo se reproduziu para as misturas binarias contendo acido
polilatico-co-glicdlico, uma vez que ndo houve resolucdo entre os picos do analito e
interferentes e 0s picos, no geral, eram assimétricos. Além disso, embora compativel com
espectrometria de massas, o acido fosférico ndo é recomendado por ser pouco volatil,

apresentando ponto de ebuli¢do de 158 °C.

Diferentes aditivos foram testados e resultados mais promissores foram obtidos com &cido
trifluoroacético (TFA), na concentracdo usual de 0,1% v/v, que era suficiente ndo s6 para
manter o pH da fase movel controlado, como funcionava como um pareador idnico,
aumentando a retencdo de analito e produtos de degradacdo e produzindo picos mais finos e
com maior razdo sinal:ruido, com impacto positivo para a separacdo cromatogréfica e
detectabilidade do método. Para o desenvolvimeto do método indicativo de estabilidade, foi
necessario realizar, em paralelo, estudo de degradacdo forcada. Foi necessario conhecer o
perfil de degradacdo nas diferentes condi¢bes de degradacdo para otimizar o método

cromatografico e maiores detalhes deste estudo serdo apresentados adiante, em se¢do propria.

No desenvolvimento, observou-se ainda que, diferentemente do proposto nos métodos
discutidos, a acetonitrila promoveu separacdes mais seletivas, com menor interferéncia e
maior resolucao entre 0s picos, sem contar outros impactos positivos na detectabilidade, pela
menor interferéncia, menor valor de cutoff no ultravioleta (190 nm), no formato dos picos, na
vida atil da coluna, pelas menores pressdes operacionais no seu uso, na forga eluotropica,

produzindo corridas mais curtas e na seguranga dos analistas.

Desse modo, decidiu-se que a fase movel se constituiria por mistura de acetonitrila e acido
trifluoroacético 0,1%. Em seguida, outros parametros cromatograficos, como temperatura,
volume de injecdo, proporcdo inicial e final de fase orgénica na fase movel e gradiente, foram
otimizados por ajustes finos, visando aumentar a seletividade do método, sem prolongar
desnecessariamente a corrida. Uma modificacdo decisiva foi reduzir o volume de injecéo de

20 para 10 uL, que repercutiu em afinamento e mais simetria no pico do analito no método de
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substancias relacionadas. De modo geral, a temperatura foi o pardmetro menos influente. A
eluicdo foi mantida por gradiente, considerando a ampla variacdo de polaridade, mas duas
rampas ou inclinagdes foram necessarias. No inicio, prop6s-se uma variacdo mais gradual e
lenta na composicdo da fase mdvel, para assegurar resolucao entre os picos, até a eluicdo do
analito, mas depois, aumentou-se a inclinacdo da rampa, para eluir produtos de degradacéo

menos polares e interferentes, reduzindo o tempo de corrida.

Todas as amostras do insumo farmacéutico ativo, misturas binarias e excipientes, degradadas
ou ndo, foram monitoradas nos comprimentos de onda 220 nm, 254 nm, como reportado nos
métodos disponiveis, 265 nm, comprimento maximo de absor¢do no ultravioleta para a
acetazolamida em meio &cido, e 280 nm. Em 254 nm e 265 nm foi identificado maior nimero
de produtos de degradacdo, sendo que todos os produtos de degradacao observados nos outros
comprimentos de onda foram também observados nestes comprimentos de onda. Entre eles,
265 nm demonstrou-se mais sensivel para o analito. Em relacdo aos produtos de degradacéo,
alguns absorveram mais em 254 nm, mas outros em 265 nm. Contudo, um melhor balanco de
massas foi obtido em 265 nm, portanto, este foi definido como comprimento de onda de

analise do método desenvolvido.

As condicBes cromatograficas otimizadas para o método indicativo de estabilidade estdo
descritas na Tabela 16, enquanto parametros do gradiente encontram-se apresentados na
Tabela 17. Um Gnico método provou-se aplicavel para o doseamento da acetazolamida e para
a determinacdo de substancias relacionadas, mas em faixas de concentragéo diferentes, como
discutido posteriormente. Nos métodos, a acetazolamida eluiu no tempo de retencdo de,

aproximadamente, 4,8 minutos.
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Tabela 16 — CondigBes cromatograficas para métodos indicativos de estabilidade para doseamento e substancias

relacionadas

Parametro Condicao
Coluna cromatografica Zorbax-CN 150 x 4,6 mm, 3,5 um
Fase movel Acido trifluoroacético 0,1% e acetonitrila
Eluicdo Gradiente
Temperatura 25°C
Vazéo de fase movel 1,0 mL/min
Volume de injegéo 10 pL
Comprimento de onda 265 nm
Tempo de corrida 15 min

CN: cianopropil

Tabela 17 — Gradiente para métodos indicativos de estabilidade para teor e substancias relacionadas

Tempo (min)  Fase aquosa (%)  Fase organica (%)

0 95 5
5 80 20
12 5 95

12,5 95 5

15 95 5

3.3.2 Validacdo do método analitico indicativo de estabilidade por cromatografia a liquido
de alta eficiéncia acoplado a deteccdo por ultravioleta (CLAE-UV) para quantificacdo de
acetazolamida, impurezas e produtos de degradacdo em insumo farmacéutico ativo e

implantes intravitreos

Os métodos desenvolvidos para doseamento e substancias relacionadas foram validados

conforme a RDC n°. 166/2017 e guias de validagédo internacionais.
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3.3.2.1 Seletividade

A seletividade foi comprovada uma vez que nos cromatogramas do diluente e placebo nédo
foram observados picos nos tempos de retencdo referentes ao analito ou aos produtos de
degradacdo relevantes. No cromatograma do acido polilatico-co-glicolico, obtido com o
método de doseamento, um pico interferente, no tempo de retencdo da acetazolamida, foi
relatado, mas sua area foi menor que 0,5% da encontrada para o analito na amostra controle,
sendo considerado insignificante. Este pico ndo foi observado no cromatograma do placebo
no método de quantificacdo de impurezas. Os cromatogramas de diluente, placebo, amostra
controle do farmaco e amostra controle da mistura fisica estdo sobrepostos na Figura 16 e na
Figura 18, para os métodos de doseamento e substancias relacionadas, respectivamente.
Versdes dos cromatogramas sobrepostos, com ampliacdo na escala no eixo Y, sdo fornecidos
na Figura 17 e na Figura 19 para ambos, para melhor visualizagdo da seletividade dos
métodos.

Figura 16 — Sobreposicdo dos cromatogramas para diluente (em preto), placebo (em azul) e amostras controle de
farmaco (IFA, em vermelho) e mistura fisica (MF, em verde), obtidos em coluna ciano (150 x 4,6 mm, 3,5 pm),
sob eluicdo em gradiente de fase movel composta por mistura de acetonitrila e acido trifluoroacético 0,1% v/v,
em vazdo de 1,0 mL/min, temperatura de 25 °C e deteccdo por ultravioleta a 265 nm, para avaliagdo da

seletividade do método de teor, com auséncia de picos interferentes no tempo de retencdo do analito.
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Figura 17 — Sobreposicdo dos cromatogramas ampliados para diluente (em preto), placebo (em azul) e amostras
controle de farmaco (IFA, em vermelho) e mistura fisica (MF, em verde), obtidos em coluna ciano (150 x 4,6
mm, 3,5 um), sob eluicdo em gradiente de fase mével composta por mistura de acetonitrila e acido
trifluoroacético 0,1% v/v, em vazédo de 1,0 mL/min, temperatura de 25 °C e deteccdo por ultravioleta a 265 nm

para avaliagdo da seletividade do método de teor, com auséncia de picos interferentes no tempo de retencéo do

analito.
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Figura 18 — Sobreposicdo dos cromatogramas para diluente (em preto), placebo (em azul) e amostras controle de
farmaco (IFA, em vermelho) e mistura fisica (MF, em verde), obtidos em coluna ciano (150 x 4,6 mm, 3,5 um),
sob eluicdo em gradiente de fase mével composta por mistura de acetonitrila e acido trifluoroacético 0,1% v/v,
em vazdo de 1,0 mL/min, temperatura de 25 °C e deteccdo por ultravioleta a 265 nm, para avaliacdo da

seletividade do método de substancias relacionadas, com auséncia de picos interferentes no tempo de retencéo do

analito.
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Figura 19 — Sobreposicdo dos cromatogramas ampliados para diluente (em preto), placebo (em azul) e amostras
controle de farmaco (IFA, em vermelho) e mistura fisica (MF, em verde), obtidos em coluna ciano (150 x 4,6
mm, 3,5 um), sob eluicdo em gradiente de fase mével composta por mistura de acetonitrila e &cido
trifluoroacético 0,1% v/v, em vazédo de 1,0 mL/min, temperatura de 25 °C e deteccdo por ultravioleta a 265 nm
para avaliacdo da seletividade do método de substancias relacionadas, com auséncia de picos interferentes no

tempo de retencdo do analito.
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Do estudo de degradacdo forcada (descrito na secdo 3.3.3), foram definidos endpoints para
cada condicdo de estresse, isto €, condicGes de exposicdo do insumo farmacéutico ativo e
mistura fisica que reduzissem o teor do ativo em 10-30%, considerados os limites de
exposicao maximos preconizados pelos guias internacionais e por Baertschi et al. (2011).

A sobreposi¢cdo dos cromatogramas obtidos para as amostras degradadas nas condigOes de
estresse finais é apresentada na Figura 20 e na Figura 21, ampliada, para 0 método de
doseamento, e na Figura 22 e na Figura 23, para substancias relacionadas. Pelas figuras,
percebe-se que os picos de analito, impurezas, produtos de degradacgéo e interferentes estdo
suficientemente resolvidos entre si, com resolugdo > 1,5 para analito e produto de degradacgéo
mais proximo e ou > 1 para produtos de degradacdo e interferentes, entre si. As amostras
foram analisadas, posteriormente, em equipamento equipado com detector de arranjo de
diodos, confirmando-se a pureza do pico de acetazolamida nas condigcdes de estresse.

Portanto, pode-se concluir que os métodos desenvolvidos foram seletivos.
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Figura 20 — Sobreposicdo dos cromatogramas para amostra controle (em preto) e amostras degradadas nas
condicdes de estresse acido (HCI 1,0 M, em azul), estresse basico (NaOH 0,1 M, em vermelho), estresse
oxidativo (H202 3,0%, em roxo), estresse por ions metalicos (CuSO4 5 mM, em verde), estresse imido (75%
UR, em cinza), estresse térmico (70 °C, em ciano) e estresse fotolitico (em dourado), sob eluicdo em gradiente de
fase movel composta por mistura de acetonitrila e acido trifluoroacético 0,1% v/v, em vazédo de 1,0 mL/min,
temperatura de 25 °C e deteccdo por ultravioleta a 265 nm para avaliacdo da seletividade do método de teor, com
auséncia de picos interferentes no tempo de retengéo do analito e adequada resolucédo entre analito e produtos de

degradacéo relevantes.
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Figura 21 — Sobreposicdo dos cromatogramas ampliados para amostra controle (em preto) e amostras
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degradadas nas condicdes de estresse acido (HCI 1,0 M, em azul), estresse basico (NaOH 0,1 M, em vermelho),

estresse oxidativo (H202 3,0%, em roxo), estresse por ions metalicos (CuSO4 5 mM, em verde), estresse Umido

(75% UR, em cinza), estresse térmico (70 °C, em ciano) e estresse fotolitico (em dourado), sob eluicdo em

gradiente de fase mével composta por mistura de acetonitrila e &cido trifluoroacético 0,1% v/v, em vazdo de 1,0

mL/min, temperatura de 25 °C e deteccdo por ultravioleta a 265 nm para avaliagdo da seletividade do método de

teor, com auséncia de picos interferentes no tempo de retencéo do analito e adequada resolucdo entre analito e

produtos de degradagdo relevantes.
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Figura 22 — Sobreposicdo dos cromatogramas para amostra controle (em preto) e amostras degradadas nas

condicdes de estresse acido (HCI 1,0 M, em azul), estresse basico (NaOH 0,1 M, em vermelho), estresse

oxidativo (H202 3,0%, em roxo), estresse por ions metalicos (CuSO4 5 mM, em verde), estresse Umido (75%

UR, em cinza), estresse térmico (70 °C, em ciano) e estresse fotolitico (em dourado), sob eluicdo em gradiente de

fase movel composta por mistura de acetonitrila e acido trifluoroacético 0,1% v/v, em vazao de 1,0 mL/min,

temperatura de 25 °C e deteccdo por ultravioleta a 265 nm para avaliacdo da seletividade do método de

substancias relacionadas, com auséncia de picos interferentes no tempo de retencdo do analito e adequada

resolucédo entre analito e produtos de degradacgdo relevantes.
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Figura 23 — Sobreposic¢do dos cromatogramas ampliados para amostra controle (em preto) e amostras
degradadas nas condicdes de estresse acido (HCI 1,0 M, em azul), estresse basico (NaOH 0,1 M, em vermelho),
estresse oxidativo (H202 3,0%, em roxo), estresse por ions metalicos (CuSO4 5 mM, em verde), estresse imido

(75% UR, em cinza), estresse térmico (70 °C, em ciano) e estresse fotolitico (em dourado), sob eluicdo em
gradiente de fase mével composta por mistura de acetonitrila e acido trifluoroacético 0,1% v/v, em vazdo de 1,0
mL/min, temperatura de 25 °C e deteccdo por ultravioleta a 265 nm para avaliacdo da seletividade do método de

substancias relacionadas, com auséncia de picos interferentes no tempo de retencéo do analito e adequada

resolucédo entre analito e produtos de degradagdo relevantes.
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3.3.2.2 Linearidade

Os dados obtidos na construcdo das trés curvas para avaliacdo da linearidade dos métodos
foram avaliados estatisticamente, para verificar o cumprimento das premissas do modelo de
regressdo linear pelo método dos minimos quadrados ordinarios e posteriormente estimar os
parametros de regressdo. Os resultados estdo sumarizados na Tabela 18, para 0 método de
determinacdo de acetazolamida, e na Tabela 19, para 0 método de determinacdo de

substancias relacionadas.
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Tabela 18 — Parametros para avaliagao da linearidade do método empregado para determinacao do teor de

acetazolamida

Parametro

Curval

Curva 2

Curva 3

Normalidade dos residuos
Homocedasticidade dos residuos
Independéncia dos residuos
Valores extremos ou outliers
Significancia da regressao
Significancia do intercepto
Desvio da linearidade
Coeficiente angular £ desvio padrdo
Coeficiente linear + desvio padréo
Coeficiente de correlagéo (r)
Coeficiente de determinagao (r%)

Equacéo da reta

p-valor = 0,06 > 0,05
p-valor = 0,15 > 0,05
p-valor = 0,88 > 0,05
0 pontos
p-valor = 0,00 < 0,05
p-valor = 0,25 > 0,05
Nao significativo
67079 + 1237
-155739 + 129712
0,9978 > 0,99
0,9956 > 0,99
y = 67079x - 155739

p-valor = 0,77 > 0,05
p-valor = 0,06 > 0,05
p-valor = 0,06 > 0,05
1 ponto
p-valor = 0,00 < 0,05
p-valor = 0,42 > 0,05
Né&o significativo
68677 + 1046
-89426 + 106696
0,9985 > 0,99
0,9970 > 0,99
y = 68677x — 89426

p-valor = 0,13 > 0,05
p-valor = 0,67 > 0,05
p-valor = 0,09 > 0,05
0 pontos
p-valor = 0,00 < 0,05
p-valor = 0,58 > 0,05
Né&o significativo
68562 + 546
-32143 + 56908
0,9996 > 0,99
0,9992 > 0,99
y = 68562x - 32143

Tabela 19 — Pardmetros para avaliacdo da linearidade do método para determinacdo de substancias relacionadas

Parametro

Curval

Curva 2

Curva 3

Normalidade dos residuos
Homocedasticidade dos residuos
Independéncia dos residuos
Valores extremos ou outliers
Significancia da regresséo
Significancia do intercepto
Desvio da linearidade
Coeficiente angular + desvio padrdo
Coeficiente linear + desvio padréo
Coeficiente de correlacéo (r)
Coeficiente de determinacéo (r%)

Equacdo da reta

p-valor = 0,06 > 0,05
p-valor = 0,63 > 0,05
p-valor = 0,06 > 0,05
0 pontos
p-valor = 0,00 < 0,05
p-valor = 0,90 > 0,05
N&o significativo
73893 + 343
37 +£302
0,9999 > 0,99
0,9997 > 0,99
y = 73893x + 37

p-valor = 0,88 > 0,05
p-valor = 0,47 > 0,05
p-valor = 0,48 > 0,05
0 pontos
p-valor = 0,00 < 0,05
p-valor = 0,39 > 0,05
N&o significativo
74001 + 358
273 + 307
0,9998 > 0,99
0,9997 > 0,99
y = 74001x + 273

p-valor = 0,13 > 0,05
p-valor = 0,18 > 0,05
p-valor = 0,85 > 0,05
0 pontos
p-valor = 0,00 < 0,05
p-valor = 0,21 > 0,05
N&o significativo
73327 + 164
186 + 143
0,9992 > 0,99
0,9996 > 0,99
y = 73327x + 186

Todos os pressupostos requeridos para regressao linear foram devidamente cumpridos para

ambos 0s métodos, uma vez que, nesses testes estatisticos, espera-se p-valor maior que 0,05,

adotando-se nivel de significancia de 0,05, para que ndo se encontre evidéncias para rejeicdo



124

da hipotese nula. Confirma-se que os residuos para todas as curvas foram independentes,
homocedasticos e normais e apenas na segunda curva do método de doseamento de
acetazolamida foi encontrado um unico valor extremo, que foi removido do conjunto de
dados. Esse mesmo raciocinio se aplica na avaliacdo da significancia do intercepto por
ANOVA, em que valores de p maiores que 0,05 encontrados nas seis curvas confirmam que
ndo se rejeita a hipotese nula de que o intercepto ndo difere estatisticamente de zero, como

desejado.

Em contrario, para a significancia da regressao, por ANOVA, o valor de p deve ser inferior a
0,05 (F estimado por ANOVA > F critico), para demonstrar que o coeficiente angular ou
inclinacdo é estatisticamente diferente de 0, ou seja, que variagBes na concentracdo do
farmaco resultam em variacdes nas areas do analito, como se espera, o que foi observado para
as curvas, sem excecdo. Tanto a falta de ajuste do modelo, quanto o desvio da linearidade nédo
foram significativos, conforme planilha disponibilizada por Souza (2007). Todos o0s
resultados obtidos por ANOVA confirmam que o modelo de regressdo linear é apropriado
para descrever o conjunto de dados, em ambos 0s métodos. Desse modo, foi possivel fazer
estimativa dos parametros de regressdo, equacdo da reta e coeficientes de correlacdo, que
foram superiores a 0,99, requisito final exigido pela RDC n°. 166/2017 e guias de validagédo
internacionais para comprovacdo da linearidade. Portanto, os métodos para doseamento e
substancias relacionadas provaram-se lineares, nos intervalos de 80-120 pg/mL, para

doseamento de acetazolamida, e 0,4-1,2 pug/mL, para impurezas.

As curvas foram comparadas estatisticamente, para cada método, a nivel de significancia de
5%, referente aos coeficientes angulares e aos coeficientes lineares. Uma vez que, do ponto de
vista estatistico, ndo houve diferenca significativa entre interceptos e inclinagbes, as curvas
foram combinadas em uma so, para construcdo de uma Unica curva que representasse 0
conjunto de dados. Esta curva Unica, para cada método, foi plotada como areas em funcédo da
concentracdo do farmaco, e estdo apresentadas na Figura 24 e na Figura 25, respectivamente.
Equacdes da reta estimadas para as novas curvas foram usadas para quantificar o farmaco e
produtos de degradacdo, por interpolacdo, nas amostras dos ensaios de validacdo

subsequentes, no estudo de degradagéo forcada e no ensaio de perfil de liberagéo in vitro.
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Figura 24 — Curva analitica e equacéo da reta obtidas durante avaliagdo de linearidade para método de teor de

acetazolamida, no intervalo de concentracdo de 80 a 120 ug/mL.
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Figura 25 — Curva analitica e equacdo da reta obtidas durante avaliagéo de linearidade para método de

substancias relacionadas, no intervalo de concentracéo de 0,4 (LQ) a 1,2 pg/mL
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3.3.2.3 Precisao

Dados obtidos na avaliagdo da repetibilidade e precisdo intermediaria dos métodos de
doseamento de acetazolamida e de substancias relacionadas sdo apresentados nas Tabelas 20 e

21, respectivamente. Ambos 0os métodos foram precisos nos dois niveis avaliados de preciséo,



126

uma vez que os valores de DPR obtidos no estudo, intradia e interdias, foram inferiores aos

valores de 5,3% e 11,0%, limites méximos especificados no guia utilizado (AOAC, 2016).

Tabela 20 — Recuperacdes e desvio padrdo relativos para avaliacdo da repetibilidade e precisao intermediaria do

método para determinacdo do teor de acetazolamida

Recuperacao (%)

Concentracéo (png/mL) Nivel (%0) Dia 1, analista 1 Dia 2, analista 2
80 80 97,91 101,29
80 80 99,55 97,83
80 80 97,08 100,35
100 100 101,94 97,38
100 100 99,19 96,96
100 100 98,60 102,09
120 120 101,48 97,24
120 120 100,97 98,38
120 120 98,95 100,56
Média - 99,52 99,12
DPR (%) intradia - 1,65 1,97
DPR (%) interdias - - 1,78

Tabela 21 — Recuperagdes e desvio padrdo relativos para avaliagdo da repetibilidade e precisao intermediaria do

método para determinacéo do teor de substancias relacionadas

Recuperacéo (%)

Concentracéo (ug/mL) Nivel (%) Dia 1, analista 1 Dia 2, analista 2
0,4 40 99,71 97,83
0,4 40 98,82 100,43
0,4 40 100,65 98,78
0,8 80 99,58 99,82
0,8 80 100,44 100,13
0,8 80 97,48 99,04
1,2 120 99,30 97,40
1,2 120 100,06 98,16
1,2 120 98,75 98,13
Média - 99,42 98,86
DPR (%) intradia - 0,98 1,09

DPR (%) interdias - - 1,25
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3.3.2.4 Exatidado

Dados obtidos na avaliacdo da exatiddo dos métodos de doseamento de acetazolamida e
substancias relacionadas estdo apresentados nas Tabelas 22 e 23, respectivamente. No método
para determinacao de teor de acetazolamida, foram obtidas recuperacGes variando entre 98,90
e 102,81% e DPR variando de 1,38 e 1,58%, com recuperacdo média de 100,88% e DPR entre
niveis de 1,30%. Estes resultados estdo dentro das especifica¢fes definidas pela AOAC
(2016), que admitem recuperacdes entre 90,0 €107,0% e DPR inferior a 5,3%. No método
para determinacdo de substancias relacionadas, as recuperacdes variaram entre 98,46 e
102,71% e o DPR entre 0,88 e 2,11%, com recuperacdo média de 100,55% e DPR entre niveis
de 1,27%, dentro dos limites estabelecidos pela AOAC de 80,0-110,0% e 11,0%,

respectivamente. Portanto, os dois métodos foram considerados exatos.

Tabela 22 — Recuperagdes e desvio padréo relativos para avaliagdo da exatiddo do método determinacéo do teor

de acetazolamida

Concentracéo

Nivel (%) Téorica (Mg/mL)  Estimada (ug/mL) Recuperagdo (%)

80 82,56 83,44 101,07
80 82,56 81,65 98,90
80 82,56 83,39 101,61
100 103,20 103,39 100,18
100 103,20 103,12 99,92
100 103,20 106,10 102,81
120 123,84 125,48 101,32
120 123,84 126,85 102,43
120 123,84 123,42 99,66
Média - - 100,88

DPR (%) - - 1,30
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Tabela 23 — Recuperacdes e desvio padrdo relativos para avaliagdo da exatiddo do método para determinagdo do

teor de substancias relacionadas

Concentracéo

Nivel (%) Téorica (ug/mL)  Estimada (ug/mL) Recuperagéo (%o)

40 0,4040 0,4067 100,66
40 0,4040 0,4095 101,37
40 0,4040 0,4024 99,61
80 0,8080 0,8299 102,71
80 0,8080 0,8110 100,37
80 0,8080 0,7956 98,46
120 1,2120 1,2339 101,81
120 1,2120 1,2138 100,15
120 1,2120 1,2096 99,80
Média - - 100,55
DPR (%) - - 1,27

3.3.2.5 Robustez

Na avaliagdo da robustez, avaliou-se a influéncia de diferentes fatores na recuperagdo, DPR,
fator de retencdo, assimetria, razdo sinal:ruido e nimero de pratos tedricos para o analito. Para
recuperacdo e DPR, foram utilizadas as mesmas especificacGes para precisdo e exatiddao. Na
assimetria, determinaram-se como aceitaveis valores entre 0,8 e 1,5. No fator de retencéo,
estabeleceu-se como critério valores de, no minimo, 0,5, como razdo sinal:ruido e pratos
teoricos, foi considerado apenas informativo, exceto para substancias relacionadas, em que a
razdo sinal:ruido foi fixada em pelo menos 10, necessaria para quantificacdo. Na Tabela 24 e
na Tabela 25 foram reportados os resultados obtidos durante a avaliagdo da robustez, nos
métodos de doseamento de acetazolamida e de substancias relacionadas, em que células

coloridas de vermelho destacam valores fora das especificagdes.



Tabela 24 — Resultados da avaliacao da robustez para o método de teor de acetazolamida

129

Parametro
Experimento R (%) DPR (%) k A Razao s/n N
1 104,59 0,10 1,88 1,14 36823 15740
2 106,25 0,23 1,84 1,18 18978 12118
3 105,28 0,19 1,64 1,13 32899 13281
4 106,22 0,08 1,61 1,20 22238 9776
5 95,02 0,09 1,02 1,11 14041 10006
6 97,34 0,02 1,00 1,16 7356 7891
7 95,28 0,03 0,80 1,10 17925 8139
8 97,14 0,03 0,78 1,15 9281 6522
9 104,81 0,42 2,05 1,15 67259 14021
10 105,03 0,07 2,01 1,20 62299 10210
11 103,93 0,84 1,72 1,14 41235 11954
12 103,86 0,09 1,69 1,21 41229 8574
13 94,99 0,50 1,12 1,13 16334 8426
14 95,50 0,08 1,09 1,19 11117 7028
15 96,51 0,07 0,84 1,11 21671 7519
16 95,29 0,10 0,82 1,17 15733 6100
17 104,90 0,21 1,88 1,14 32924 15930
18 106,67 0,98 1,86 1,19 27705 12113
19 105,60 0,22 1,64 1,14 30743 12400
20 107,30 0,26 1,61 1,20 21235 9483
21 95,07 0,06 1,02 1,11 14965 9458
22 95,77 0,71 1,01 1,16 8490 7772
23 95,42 0,06 0,80 1,10 20180 7983
24 93,98 2,18 0,78 1,15 14557 6439
25 102,72 0,11 2,04 1,15 66319 13533
26 103,78 0,33 2,02 1,21 63408 10094
27 102,33 0,17 1,72 1,13 43267 11496
28 104,06 0,20 1,69 1,21 45209 8573
29 96,41 0,26 1,11 1,13 19308 9008
30 97,99 0,13 1,09 1,18 11886 7032
31 96,12 0,08 0,83 1,11 27875 7741
32 97,39 0,01 1,10 1,18 4396 8404
33 99,47 0,25 1,28 1,17 4367 9756
34 99,45 0,04 1,30 1,16 4979 10778
35 98,45 0,97 1,30 1,17 4611 11001
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Tabela 25 — Resultados da avaliagéo da robustez para o0 método de determinagdo de substancias relacionadas

Parametro
Experimento R (%) DPR (%) k A Razao s/n N
1 103,28 0,31 1,87 1,15 2334 16186
2 103,10 0,51 1,87 1,20 2296 13702
3 104,25 1,09 1,61 1,15 1516 11957
4 105,06 1,22 1,61 1,20 1384 8645
5 97,06 0,01 1,01 1,12 389 9493
6 98,03 0,44 1,01 1,15 328 8415
7 99,03 0,37 0,79 1,10 445 8230
8 99,47 0,03 0,79 1,14 540 7088
9 105,45 0,16 2,03 1,17 5916 13712
10 104,89 0,35 2,04 1,21 3111 11611
11 105,82 0,12 1,71 1,16 5779 11195
12 105,83 1,07 1,71 1,20 2598 9622
13 95,25 0,02 1,11 1,13 808 8986
14 96,43 0,58 1,11 1,17 565 7986
15 98,61 0,06 0,84 1,12 1275 7808
16 98,10 0,60 0,83 1,14 803 6741
17 104,67 0,11 1,89 1,15 2664 16303
18 103,99 0,09 1,88 1,18 3241 13091
19 104,78 0,06 1,64 1,15 1546 13120
20 104,66 0,03 1,62 1,19 960 10295
21 97,80 0,07 1,02 1,11 463 10414
22 97,89 0,06 1,02 1,15 395 8674
23 98,67 0,28 0,80 1,10 543 8376
24 99,90 0,17 0,79 1,15 584 6962
25 103,50 0,07 2,06 1,16 2878 14437
26 103,94 1,18 2,05 1,22 1025 10403
27 104,15 0,25 1,72 1,16 4186 11658
28 104,78 0,33 1,71 1,22 1888 8405
29 98,23 0,48 1,12 1,13 1003 9190
30 97,44 0,98 1,11 1,17 544 7282
31 98,88 0,13 0,84 1,12 1478 7864
32 97,60 1,20 0,83 1,16 729 6267
33 99,97 0,03 1,27 1,17 146 10152
34 99,63 0,10 1,29 1,16 263 10500
35 100,40 0,04 1,30 1,16 286 10082

Todos os resultados foram analisados estatisticamente, pelo diagrama de Pareto e por

ANOVA, com conclustes similares para os métodos de doseamento de acetazolamida ou de

substancias relacionadas. No geral, os métodos foram robustos, principalmente para as

respostas mais relevantes, como recuperagdo e DPR, para as quais respostas encontradas

cumpriram as especificagdes no intervalo avaliado no delineamento, de modo que pequenas

variagOes nas condi¢Oes cromatograficas exerceriam influéncia sutil ou nula na qualidade e

confiabilidade dos resultados obtidos, como demonstrado na Figura 26. O design space
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compreende uma regido de trabalho nos quais, mesmo com pequenas mudancas nas condic¢oes
cromatograficas, seriam conseguidos resultados satisfatorios, dentro das especificaces
definidas para o produto. A assimetria foi 0 parametro mais sensivel mas, mesmo assim, ndo
houve resultados fora da especificagdo. Comparativamente, o método de substancias

relacionadas foi um pouco mais robusto.

Figura 26 — Design spaces obtidos durante avaliagdo da robustez para os métodos de teor e substancias
relacionadas, com evidéncia de grande faixa de trabalho (em amarelo) em que a combinacdo das variaveis
criticas concentracgdo de acido trifluoroacético (TFA, 0,1% v/v) e vaz&o de fase mével produz resultados

dentro das especificagdes.
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Estudo dos efeitos dos fatores sobre respostas mostrou que vazao de fase movel € o parametro
mais critico para todas as respostas, exceto DPR, contribuindo para cerca de 90% das
variacOes observadas para recuperagdo e assimetria e pelo menos 45% para fator de
capacidade, razdo sinal:ruido e nimero de pratos tedricos. No geral, quando vaz6es menores
foram utilizadas, resultados fora de uma ou mais especificacbes foram reportados, mas
simplesmente porque ndo se cumpriam 0S requisitos para assimetria, porque, para
recuperacgéo, resultados validos foram seguramente observados na faixa investigada. Este
parametro deve, portanto, ser rigorosamente controlado durante as analises. Em seguida,
concentracdo de TFA e proporcdo de acetonitrila foram, nessa ordem, os fatores mais
significativos, enquanto a rampa do gradiente exerceu pequeno efeito e 0 comprimento de
onda ndo foi estatisticamente relevante, nem mesmo para a recuperacdo do analito nas

amostras.
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3.3.2.6 Limites de deteccéo e quantificacdo

Limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados pelos parametros de regressao da curva
linear, apenas para o método de substancias relacionadas, para o qual sdo exigidos pela
legislacdo. Foram obtidos os valores de 0,009 pg/mL e 0,026 pg/mL para os limites de
deteccdo e quantificacdo, respectivamente. Solucbes do farmaco foram preparadas nestas
concentracdes e, para o limite de quantificacdo, preciséo e exatiddo foram determinadas. O
método conseguiu detectar o farmaco na concentracdo proposta para o limite de deteccao.
Todavia, mesmo que razdes sinal:ruido maiores que 10 fossem obtidas, 0 método nédo foi
capaz de quantificar o farmaco na concentracdo do limite de quantificacdo proposto. Testes
posteriores foram realizados e a menor concentragdo em que uma determinacdo precisa e

exata foi observada foi 0,08 pug/mL que foi, portanto, definido como limite de quantificacao.

Este método atendeu aos requisitos para validacdo e foi o primeiro método desenvolvido e
validado para quantificacdo de acetazolamida e produtos de degradacdo em implantes
intravitreos, uma vez que os outros ndo foram reprodutiveis para esta finalidade. Comparado
aos outros métodos disponiveis, 0 método apresentado neste trabalho foi mais rapido, com
duracdo de 15 minutos, mais econdémico, mais seguro para analistas e com detectabilidade
similar a dos métodos descritos por Srinivasu et al. (2009) e Suresh et al. (2020). Por isso,

mostrou-se adequado para ser aplicado na avaliacao do estudo de estabilidade acelerado.

3.3.3 Estudo de degradacéo forcada

As condic¢Oes finais de estresse ou endpoints definidos para o analito durante estudo de
degradacdo forcada, que foram utilizados para avaliacdo do decaimento e formacdo de
produtos de degradacéo, estdo dispostas na Tabela 26.
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Tabela 26 — Condigdes de estresse finais ou endpoints definidos no estudo de degradacéo forgada

Condicao de estresse Estressante e outros parametros Exposicéo (horas)
Hidrdlise cida HCI1,0M-37°C 24
Hidrolise alcalina NaOH 0,1 M -37°C 72
Oxidagdo H,0, 3,0% — 37 °C 168
fons metalicos CuS0O, 5 mmol/L — 37°C 24
Calor seco 70°C 168
Umidade >75% UR -25°C 168
Fotolise 1,2 milhdes de lux.h, 200 watts.n/m* — 25 °C 168

UR: umidade relativa

Apobs realizacdo do estudo de degradacao forcada, concluiu-se que o farmaco, sozinho ou em
mistura fisica, € estavel na maioria das condi¢cdes de estresse quimico e fisico, uma vez que,
para calor seco, oxidacdo, ions metélicos e fotdlise o seu teor se manteve entre 98,0-102,0%.
Contudo, o farmaco mostrou-se susceptivel a degradacao por hidrélise, pois nas condicGes de
hidrolise acida e alcalina e umidade o teor do farmaco decaiu 17,79, 12,65 e 3,96%, no IFA, e
17,19, 12,81 e 3,49% na mistura binaria, respectivamente, como demonstrado na Tabela 27.
Este resultado condiz com os reportados em outros estudos, como aquele descrito por
Srinivasu et al. (2009), que discutiram a instabilidade do f&rmaco em meios &cido e alcalino,
ou por Gupta e Parasrampuria (2008), Suresh et al. (2020) e Chinta et al. (2021), que
realizaram o estudo em diferentes formulagcbes e reportaram instabilidade somente no meio
alcalino. Em nenhum estudo, entretanto, a condicdo de estresse acido havia sido aquela em
que ocorreu maior porcentagem de degradacdo, diferenca que pode ser advinda dos

excipientes contidos nas formulagdes avaliadas.
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Tabela 27 — Teor do farmaco acetazolamida e dos produtos de degradacéo e balango de massas para condiges

de estresse no estudo de degradagéo

Insumo farmacéutico ativo Mistura fisica
Condigéo de estresse Teor (%) PD (%) BM (%) Teor (%) PD (%) BM (%)
Controle 100,0000 0,1825 100,1825 100,0000 0,1764 100,1764
HCI 1,0 M — 24 horas 82,2141 8,7082 90,9223 82,8105 7,2955 90,1060
NaOH 0,1 M — 72 horas 87,3538 6,7191 94,0729 87,1894 6,7404 93,9298
H,0, 3% — 168 horas 101,0971 1,2940 102,3911 99,3047 1,2902 100,5949
CuSO, 5 mmol/L — 24 horas 101,0387 05086  101,5473 101,0731  0,4368  101,5099
Calor 70 °C — 168 horas 100,5192  0,1708  100,6900 99,7905 0,1702 99,9607
Umidade 75% UR — 168 horas 96,0373 0,1771 96,2144 96,5121 0,1646 96,6767
Fotdlise — 168 horas 100,1795 1,7086 101,8881 100,0612 1,4328 101,4940

BM: balanco de massas — PD: produtos de degradacdo

Produtos de degradacdo foram encontrados nas amostras degradadas, sem exce¢do, mesmo
nas quais ndo houve decaimento significativo do farmaco. Pelo gradiente exploratdrio inicial,
verificou-se que, como esperado, a maioria dos produtos de degradacdo e impurezas de
sintese eram mais polares que o analito, eluindo no inicio do cromatograma, quando a fase
movel era composta por propor¢des maiores da fase aquosa. Os picos mais retidos decorriam

de interferentes presentes no diluente, que ndo precisavam ser quantificados.

Nas condicOes de estresse fisico por calor e umidade, os percentuais desses produtos foram
pequenos, idénticos aos encontrados para amostra controle, enquanto para as condi¢fes
oxidativa, por peroxido ou ions, e fotolitica, percebeu-se aumento qualitativo e quantitativo no
perfil de degradacéo, ainda que muito sutil. Interferentes presentes na amostra controle, néo
exposta, podem ser impurezas ou intermediarios de sintese ndo eliminados, contaminantes do
insumo farmacéutico ativo ou produtos de degradacdo formados por descumprimento de
orientagdes do fornecedor para seu armazenamento. Entretanto, ressalta-se que as quantidades
das substancias relacionadas encontradas na amostra controle, identificados pelos tempos de
retencdo relativos RRT~ 0,578 e RRT~ 1,814, foram de 0,0986% e 0,0839%, de modo que 0
IFA cumpre as especificagbes para substancias relacionadas requeridas na Farmacopeia
Europeia (EUROPEAN, 2020) e Americana (UNITED STATES, 2021), que estabelece limite
aceitavel de 0,1% para impurezas desconhecidas. Por isso, 0 insumo farmacéutico ativo
possui qualidade necessaria para uso. Os resultados para formacéo de produtos de degradacéo
estdo relatados na Tabela 27. Interferentes do placebo degradado e brancos foram
desconsiderados.



135

Na Tabela 28 e na Tabela 29, encontra-se resumo geral dos produtos de degradacédo formados
e outros picos interferentes, suas origens e seus teores, se aplicivel, para as condi¢des de
estresse, no insumo farmacéutico ativo e mistura binaria. Somados, 24 produtos de
degradacéo diferentes foram identificados. Nas exposi¢des ao hidroxido de sodio, peroxido de
hidrogénio, sulfato de cobre e luz ultravioleta, foram formados maior nimero de produtos de
degradacdo, mas, no geral, em teores muito pequenos. Somente 0s picos de RRT~ 0,578 e
RRT~ 1,820, mais os picos de diluente nos RRT~ 2,462, RRT~ 2,518 e RRT~ 2,659, foram
identificados nas amostras degradadas de IFA e mistura fisica, sem exce¢do. Eles foram
considerados impurezas de sintese, mas o pico no RRT~ 0,578, mais proeminente, deve ser
tratado como produto de degradacdo pois, embora presente na amostra controle, encontra-se
em quantidades significativamente maiores na maioria das condicdes de estresse, indicando

ser formado durante o processo de degradacdo do farmaco.

Uma importante conclusdo com o estudo de degradacdo forcada é que ndo se observou
incompatibilidade  fisico-quimica entre farmaco e excipiente, uma vez que,
independentemente da condicao de estresse, mesmo perfil de decaimento do ativo e formacéo
de produtos de degradacdo, qualitativa e quantitativamente, foi encontrado. Contrariamente,
na condi¢do mais critica, por hidrélise &cida, menos farmaco se degrada e menos produtos de
degradacédo foram formados, indicativo de que, em certa extensdo, o excipiente pode prevenir

ou pelo menos retardar a degradacao.
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Condicao de estresse, produtos de degradacéo (%6) e origens

PD Controle HCI 1,0M NaOH 0,1M H,0, 3,0% CuSO,5mM Calor 70°C Umidade Fotdlise Origem
RRT~ 0,370 - - 0,1226 - - - - - PD
RRT~ 0,384 - - 0,2161 - - - - - PD
RRT~ 0,393 - - 0,2044 - - - - - PD
RRT~ 0,406 - - - - 0,0018 - - 0,0014 PD
RRT~ 0,446 - - 0,5747 0,0871 0,0033 - - 0,0040 PD
RRT~ 0,524 - - 0,3696 - - - - - PD
RRT~ 0,554 - - - 0,0543 - - - - PD
RRT~ 0,578 0,0986 7,9039 5,1400 0,5010 0,3861 0,0926 0,0975 1,5144 IS+ PD
RRT~ 0,668 - - - 0,2231 - - - - PD
RRT~ 0,685 - 0,0020 - - - - - - PD
RRT~ 0,705 - - 0,0012 0,0610 - - - 0,0001 PD
RRT~ 0,816 - - - 0,0086 - - - - PD
RRT~ 0,871 - 0,1094 0,0074 0,2666 0,0026 - - 0,0027 PD
RRT~ 0,939 - - - 0,0024 - - - - PD
RRT~ 1,199 - - - - 0,0221 - - 0,0824 PD
RRT~ 1,237 - 0,0039 - 0,0105 - - - - PD
RRT~ 1,303 - 0,0005 - - 0,0026 - - 0,0026 PD
RRT~ 1,414 - - - 0,0031 - - - 0,0036 PD
RRT~ 1,551 - 0,0108 - - 0,0013 - - 0,0061 PD
RRT~ 1,597 - - - - 0,0096 - - 0,0102 PD
RRT~ 1,629 - - 0,0049 - - - - - PD
RRT~ 1,820 0,0839 0,0477 0,0676 0,0466 0,0793 0,0782 0,0796 0,0730 IS
RRT~ 1,970 - - - 0,0204 - - - - PD
RRT~ 2,234 - - 0,0107 0,0092 - - - 0,0082 PD
RRT~ 2,462 NA NA NA NA NA NA NA NA Diluente
RRT~ 2,518 NA NA NA NA NA NA NA - Diluente
RRT~ 2,659 - NA - NA NA - - NA Diluente

IS: impureza de sintese — mM: milimolar — M: molar — NA: presente, mas ndo quantificado — PD: produto de degradacdo — RRT: tempo de retencao relativo
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Condicao de estresse, produtos de degradacéo (%6) e origens

PD Controle HCI 1,0M NaOH 0,1M H,0, 3,0% CuSO,5mM Calor 70°C Umidade Fotdlise Origem
RRT~ 0,370 - - 0,1723 - - - - - PD
RRT~ 0,384 - - 0,1942 - - - - - PD
RRT~ 0,393 - - 0,4199 - - - - - PD
RRT~ 0,406 - - - - 0,0017 - - 0,0015 PD
RRT~ 0,446 - - 0,5927 0,1218 0,0039 - - - PD
RRT~ 0,524 - - 0,3596 - - - - - PD
RRT~ 0,554 - - - 0,0781 - - - - PD
RRT~ 0,578 0,0986 7,1372 4,8895 0,4584 0,3267 0,0917 0,0921 1,2745 IS+ PD
RRT~ 0,668 - - - - - - - - PD
RRT~ 0,685 - 0,0020 - 0,2634 - - - 0,0001 PD
RRT~ 0,705 - - 0,0023 0,0360 - - - - PD
RRT~ 0,816 - - - 0,0110 - - - - PD
RRT~ 0,871 - 0,1000 0,0072 0,2314 0,0024 - - 0,0042 PD
RRT~ 0,939 - - - 0,0041 - - - - PD
RRT~ 1,199 - - 0,0120 0,0118 0,0150 - - 0,0511 PD
RRT~ 1,237 - 0,0043 - - - - - - PD
RRT~ 1,303 - - - - 0,0018 - - - PD
RRT~ 1,414 - - 0,0131 0,0033 - - - 0,0027 PD
RRT~ 1,551 - 0,0066 - - 0,0010 - - 0,0053 PD
RRT~ 1,597 - - - - 0,0118 - - 0,0123 PD
RRT~ 1,629 - - 0,0045 - - - - - PD
RRT~ 1,820 0,0778 0,0455 0,0640 0,0362 0,0726 0,0785 0,0726 0,0724 IS
RRT~ 1,970 - - - 0,0255 - - - - PD
RRT~ 2,234 - - 0,0090 0,0093 - - - 0,0087 PD
RRT~ 2,462 NA NA NA NA NA NA NA NA Diluente
RRT~ 2,518 NA NA - NA NA NA NA - Diluente
RRT~ 2,659 - NA - NA NA - - NA Diluente

IS: impureza de sintese — mM: milimolar — M: molar — NA: presente, mas ndo quantificado — PD: produto de degradacdo — RRT: tempo de retencdo relativo
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Uma descricdo e discussdo mais minuciosa é fornecida para as condic¢des de hidrolise alcalina
e acida, que foram mais criticas no estudo de degradagdo. A Figura 27 e a Figura 28 mostram
o perfil de produtos de degradacdo, o cromatograma com ampliacdo, das amostras do insumo
farmacéutico ativo e misturas fisicas, degradadas nas condicdes de hidrolise acida e alcalina,

respectivamente, sobrepostos com diluente, placebo e brancos.

Figura 27 — Sobreposicdo dos cromatogramas ampliados obtidos para diluente (em preto), agente degradante
(branco, em azul), placebo (em vermelho), insumo farmacéutico ativo (IFA, em verde) e mistura binaria (MF,
em roxo), na condi¢do critica de estresse acido (HCI 1,0 M), sob elui¢cdo em gradiente de fase mével composta
por mistura de acetonitrila e acido trifluoroacético 0,1% v/v, em vazdo de 1,0 mL/min, temperatura de 25 °C e
deteccdo por ultravioleta a 265 nm, no método de substancias relacionadas, com evidéncia de decaimento na

resposta do ativo e formacdo de produtos de degradacéo.
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Figura 28 — Sobreposicdo dos cromatogramas ampliados obtidos para diluente (em preto), agente degradante
(branco, em azul), placebo (em vermelho), insumo farmacéutico ativo (IFA, em verde) e mistura binaria (MF,
em roxo), na condicdo critica de estresse basico (NaOHO0,1 M), sob eluicdo em gradiente de fase mével composta
por mistura de acetonitrila e acido trifluoroacético 0,1% v/v, em vazao de 1,0 mL/min, temperatura de 25°C e
deteccdo por ultravioleta a 265 nm, no método de substancias relacionadas, com evidéncia de decaimento na

resposta do ativo e formacédo de produtos de degradacéo.
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Em ambas, diferente do observado nas outras condicBes de estresse e apesar de valores muito
préximos, ndo se obtiveram balancos de massas desejaveis, entre 95,0-105,0%. Normalmente,
quando o balanco de massas é inferior a 95%, especula-se que foram formados produtos de
degradacdo volateis, insoltveis no diluente, sem croméforo, com absorgdo relativa menor que
o farmaco ou que ndo fiquem retidos na coluna, eluindo no volume morto. Nas condicdes,
observa-se produto de degradagdo predominante, de RRT~ 0,578, em niveis superiores a 5%.
Especula-se, pelos resultados encontrados, que o produto de degradacao seja formado a partir
da hidrolise da acetazolamida. Nos compéndios oficiais, relata-se entre as impurezas
conhecidas, a desacetil acetazolamida, produzida por reagédo de desacetilagdo do grupo amida,
na estrutura do farmaco. Uma reacdo de desacetilacdo pode ser catalisada por hidrélise e por
isso, é plausivel assumir que o pico de RRT~ 0,578 seja a substancia mencionada, mesmo
porque o grupo funcional amida é o mais labil na estrutura do farmaco para reagdes
hidroliticas. Na monografia da Farmacopeia Americana, orienta-se a usar fator de resposta

relativa de 0,48 nos calculos desta impureza. Se 0 mesmo fator fosse aplicado nos nossos
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calculos, os teores desse produto de degradacdo mais que duplicariam e balancos de massas
bastante proximos a 100% seriam obtidos. Outros fatores de resposta relativos, que poderiam
corrigir o balango de massas, sdo mencionados na monografia, mas a correlacdo entre as
impurezas conhecidas reportadas e 0s picos encontrados no estudo de degradacdo é menos

l6gica.

Entretanto, decidiu-se por ndo aplicar o fator de resposta relativa pois, na monografia, 0 RRT
para a desacetil acetazolamida é 0,45, diferente do 0,58 encontrados no método desenvolvido.
Como néo se pode afirmar com certeza que os tempos de retencédo relativos diferentes sejam
explicados pelas modificacbes na composicdo da fase mével e nem se, nas novas condicdes,
este fator de resposta se manteria. Por isso, estudos posteriores, empregando espectrometria
de massas, ressonancia magnética nuclear e outros, serdo propostos para identificar
estruturalmente este e outros produtos de degradacdo. Em seguida, os produtos de degradacao
mais relevantes serdo isolados e fator de resposta relativo, no método desenvolvido, sera

determinado para cada um.

3.3.2 Estudo de estabilidade acelerada

Depois de desenvolvidos e validados, os métodos foram aplicados no estudo de estabilidade
acelerado, para quantificacdo do farmaco e produtos de degradacdo reais formados no insumo
farmacéutico ativo e implantes intravitreos expostos a 40 °C e 75% UR por seis meses. Na
Figura 29 e na Figura 30 estdo sobrepostos 0s cromatogramas e cromatogramas ampliados
obtidos para placebo, insumo farmacéutico ativo, implantes intravitreos e implantes
intravitreos brancos no estudo de estabilidade, nos intervalos estipulados no estudo. Na Tabela
30, estdo sumarizados os resultados para doseamento de farmaco e produtos de degradacao

encontrados no IFA e produto, nos intervalos estipulados.
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Figura 29 — Sobreposicéo dos cromatogramas obtidos para implante intravitreo branco (em preto), insumo
farmacéutico ativo depois de 3 e 6 meses (IFA, em azul e vermelho, respectivamente) e implantes intravitreos
contendo acetazolamida depois de 3 e 6 meses (em verde e em roxo, respectivamente), durante estudo de
estabilidade acelerada, sob eluicdo em gradiente de fase mével composta por mistura de acetonitrila e &cido
trifluoroacético 0,1% v/v, em vazao de 1,0 mL/min, temperatura de 25 °C e deteccdo por ultravioleta a 265 nm,
no método de substancias relacionadas, com evidéncia de decaimento na resposta do ativo e formacéao de

produtos de degradacéo.
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Figura 30 — Sobreposicéo dos cromatogramas ampliados obtidos para implante intravitreo branco (em preto),
insumo farmacéutico ativo depois de 3 e 6 meses (IFA, em azul e vermelho, respectivamente) e implantes
intravitreos contendo acetazolamida depois de 3 e 6 meses (em verde e em roxo, respectivamente), durante

estudo de estabilidade acelerada, sob eluicdo em gradiente de fase mével composta por mistura de acetonitrila e
acido trifluoroacético 0,1% v/v, em vazdo de 1,0 mL/min, temperatura de 25 °C e deteccéo por ultravioleta a 265
nm, no método de substancias relacionadas, com evidéncia de decaimento na resposta do ativo e formacéo de

produtos de degradacéo.
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Tabela 30 — Sumario dos resultados obtidos para teor e produtos de degradacdo para insumo farmacéutico ativo e implantes intravitreo no estudo de estabilidade acelerada

Insumo farmacéutico ativo Implante intravitreo

Farmaco e produtos de degradacao Controle 3 meses 6 meses 3 meses 6 meses Origem
Acetazolamida 100,0000 98,7112 98,8433 98,4734 98,1458 Ativo
RRT~ 0,402 - 0,0021 0,0020 - - PD
RRT~ 0,446 - 0,0358 0,0372 0,0759 0,0802 PD
RRT~ 0,516 - - - 0,0031 0,0028 PD
RRT~ 0,578 0,0113 0,0261 0,0270 0,0428 0,0440 IS+ PD
RRT~ 0,871 - - - 0,0284 0,0265 PD
RRT~ 1,303 - 0,0021 0,0022 - - PD
RRT~ 1,238 - - - 0,0076 0,0085 PD
RRT~ 1,551 - 0,0019 0,0020 0,0010 0,0010 PD
RRT~ 1,820 0,0844 0,0874 0,0884 0,0690 0,0722 IS
RRT~ 2,109 - 0,0021 0,0019 0,0091 0,0077 PD
RRT~ 2,234 - 0,0057 0,0057 0,0034 0,0041 PD
RRT~ 2,278 - - - 0,0008 0,0011 PD
RRT~ 2,437 - 0,0019 0,0020 0,0011 0,0012 PD
RRT~ 2,462 NA NA NA NA NA Diluente
RRT~ 2,518 NA NA NA NA NA Diluente
RRT~ 2,659 NA NA NA NA NA Diluente
Teor (%) 100,0000 98,7112 98,8433 98,4734 98,1458 -
Decaimento (%) 0,0000 1,2888 1,1567 1,5266 1,8542 -
Impurezas totais (%) 0,0975 0,1651 0,1684 0,2701 0,2493 -
Balango de massas (%) 100,0975 98,8763 99,0117 98,7435 98,3951 -

IS: impureza de sintese — NA: presente, mas ndo quantificado — PD: produto de degradacdo — RRT: tempo de retencéo relativo
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Tanto o insumo farmacéutico ativo quanto os implantes intravitreos contendo acetazolamida
foram estaveis no estudo de estabilidade acelerada, durante os seis meses, uma vez que o teor
do farmaco se manteve dentro das especificacGes de 98,0-102,0% para o IFA e entre 90,0-
110,0% para o produto final e que foram cumpridos os critérios estabelecidos para impurezas
desconhecidas, pois nenhuma impureza individual superou 0,1% e a soma de impurezas foi
inferior a 1,0%, especificacdes preconizadas nos compéndios oficiais para o IFA e adotadas

neste estudo.

Né&o houve diferenca significativa entre resultados encontrados para 3 ou 6 meses de estudo,
mas em contraste com o que se verificou durante estudo de compatibilidade farmaco-
excipiente, observou-se maior formacdo de produtos de degradacdo, qualitativa e
guantitativamente (entre 50-65% maior), nos implantes intravitreos que no IFA. A diferenca
no teor deve-se ndo s6 ao maior nimero de produtos observados, mas ao fato de que as
recuperacdes dos produtos RRT~ 0,446 e RTT~ 0,578, dois dos produtos de degradacdo mais
relevantes e com maior concentracdo, foram duas vezes maior nos implantes intravitreos que
no IFA. Conclui-se, por isso, que os implantes intravitreos poderiam ser comercializados com

prazo de validade de, pelo menos, 2 anos.

As duas impurezas foram encontradas no estudo de degradacdo forcada. O produto de RRT~
0,578 é uma impureza de sintese e produto de degradacdo mais importante, que foi reportado
na amostra controle, mas encontrado em maiores quantidades nas amostras degradadas do
estudo de degradacdo, especialmente nas condi¢des de hidrolise por pH. O produto de RRT~
0,446 foi reportado apenas para a mistura fisica, na condicdo de hidrdlise alcalina. Portanto, €
I6gico admitir que esses produtos decorram do efeito hidrolitico da umidade sobre o farmaco,
provavelmente intensificado na temperatura mais elevada utilizada durante o estudo. No geral,
o perfil de degradacdo real foi coerente com o perfil de degradacdo potencial proposto no
estudo de degradagcdo, uma vez que a maioria dos produtos de degradacdo encontrados
haviam sido reportados anteriormente, exceto pelos produtos de RRT~ 2,054, RRT~ 2,278 e
RRT~ 2,364 encontrados no implante intravitreo e RRT~ 2,107 encontrado no IFA. Todos
estes produtos, no entanto, foram reportados em quantidades inferiores a 0,01%.

Deve-se discutir que o estudo de estabilidade acelerado ndo foi realizado apropriadamente,
uma vez que n&o foi realizado com o produto em sua embalagem primaria, indisponivel, mas
em embalagem simulada, muito mais permeavel. Desse modo, espera-se que, quando

armazenada em sua embalagem priméaria ou dispositivo para insercéo, a estabilidade seria
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aumentada. Estes resultados devem orientar, portanto, o desenvolvimento de uma embalagem
primaria impermeavel, para prevenir a penetragdo de umidade no interior do medicamento,
que parece ser o fator mais importante para degradacdo do farmaco. Este cuidado deve ser
recomendado nas condi¢des de armazenamento informadas no roétulo e bula do produto, que
deve conter precaugdes de armazenamento no que se refere a outras condigdes, como
temperatura que, mesmo aparentemente ndo sendo fonte de instabilidade direta para o
farmaco, pode fomentar os efeitos deletérios da umidade e ainda modificar o aspecto e

propriedades fisico-quimicas do implante intravitreo, se superar sua Tg.

3.4 Controle de qualidade fisico-quimico dos implantes intravitreos de acido polilatico-
co-glicélico contendo acetazolamida

3.4.1 Determinacédo de peso médio

Estdo apresentados na Tabela 31 0s pesos registrados para 20 unidades dos implantes
intravitreos, como preconizado no método geral da Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (2019).

Encontrou-se peso médio de 1,27 + 0,05 mg para os implantes intravitreos.

Tabela 31 — Determinacdo de peso dos implantes intravitreos

Unidade Peso (mg) Variag&o (%) Unidade Peso (mg) Variacéo (%)

1 1,24 -2,05 11 1,34 5,85

2 1,33 5,06 12 1,31 3,48

3 1,22 -3,63 13 1,17 -7,58

4 1,18 -6,79 14 1,20 -5,21

5 1,30 2,69 15 1,25 -1,26

6 1,29 1,90 16 1,28 1,11

7 1,29 1,90 17 1,30 2,69

8 1,27 0,32 18 1,32 4,27

9 1,23 -2,84 19 1,33 5,06
10 1,19 -6,00 20 1,28 1,11
Média - - - - 1,27
DPR (%) - - - - 4,19

DPR: desvio padréo relativo — mg: miligrama
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Todas as unidades apresentaram variacdo em relagdo ao peso medio entre + 10,0% e o DPR
foi menor que 5,0%. Depois de definido o peso médio, unidades produzidas que variaram
mais que = 10,0% do peso médio foram descartadas para 0s ensaios de controle de qualidade
e estudos in vivo posteriores, mas o percentual de unidades fora da especificacdo foi inferior a
10,0%.

3.4.2 Determinagdo de comprimento, didmetro e volume e &rea superficial

Tamanho, area superficial e volume dos implantes intravitreos foram determinados com
paquimetro digital e pelas equacdes para area superficial e volume de cilindros, formato
observado para os dispositivos por microscopia eletrénica de varredura. Os resultados estdo
sumarizados na Tabela 32. Os implantes intravitreos apresentaram dimensdes préximas aos
valores padronizados durante sua producdo, com comprimento médio de 5,00 = 0,02 mm e
espessura média de 0,44 + 0,01 mm, suficientemente pequena para ser inserido nos olhos por
trocarte transescleral. A area superficial e volume médios foram de, respectivamente, 7,34 +
0,18 mm? e 0,79 + 0,04 mm?®. Encontrou-se DPR nos ensaios inferior a 5,0% e nenhuma
unidade apresentou variagao superior a + 10,0%.
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Tabela 32 — Determinagdo de comprimento, espessura, area € volume dos implantes intravitreos

Ensaio

Unidade  Peso (mg)  Comprimento (mm) Espessura (mm) Area(mm?  Volume (mm®)

1 1,24 4,98 0,44 7,19 0,76
2 1,33 5,01 0,45 7,40 0,80
3 1,22 5,00 0,44 7,22 0,76
4 1,18 5,02 0,45 7,41 0,80
5 1,30 4,97 0,45 7,34 0,79
6 1,29 4,99 0,47 7,71 0,87
7 1,29 4,97 0,44 7,17 0,76
8 1,27 5,01 0,44 7,23 0,76
9 1,23 5,02 0,45 7,41 0,80
10 1,19 5,04 0,45 7,44 0,80
11 1,34 4,95 0,44 7,15 0,75
12 1,31 5,01 0,44 7,23 0,76
13 1,17 5,01 0,46 7,57 0,83
14 1,20 5,00 0,45 7,39 0,80
15 1,25 5,02 0,46 7,59 0,83
16 1,28 4,99 0,44 7,20 0,76
17 1,30 4,98 0,43 7,02 0,72
18 1,32 5,02 0,46 7,59 0,83
19 1,33 5,00 0,45 7,39 0,80
20 1,28 5,01 0,44 7,23 0,76
Média 1,27 5,00 0,45 7,34 0,79
DPR (%) 4,19 0,44 2,16 2,44 4,52

DPR: desvio padréo relativo — mg: miligrama — mm: milimetro

3.4.3 Desenvolvimento de método analitico por cromatografia a liquido de alta eficiéncia e
espectrometria de massas sequencial para quantificacdo de acetazolamida em insumo

farmacéutico ativo, implantes intravitreos e fluidos bioldgicos

Visto que se objetivava quantificar o farmaco em estudo farmacocinético, em amostras
oculares de natureza complexa, nas quais a concentracdo do farmaco pode estar em niveis
muito baixos, decidiu-se usar cromatografia a liquido de alta eficiéncia com deteccdo por
espectrometria de massas sequencial no desenvolvimento, por sua maior seletividade e
detectabilidade.

No desenvolvimento do método, ndo foi possivel adquirir um padrdo interno isotépico, em

virtude do seu custo. Por isso, outros farmacos de estrutura quimica relacionada, grande
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disponibilidade com pureza requerida e custo acessivel, foram avaliados, como a sulfonamida
sulfadiazina ou o inibidor da anidrase carbdnica dorzolamida. Diversos estudos propuseram o
uso de sulfadiazina como padrdo interno para o farmaco, mas estudos preliminares durante o
desenvolvimento mostraram que a dorzolamida seria uma alternativa mais viavel, por razdes

distintas.

Primeiramente, ndo se encontrou resolucdo entre sulfadiazina e analito durante as corridas
realizadas, mas sim para a dorzolamida, que se separou muito mais facilmente do analito.
Esse comportamento se justifica porque, como se observa na Tabela 33, a sulfadiazina possui
estrutura, massa molar e propriedades fisico-quimicas muito similares ao analito, como
coeficiente de particdo, constante de dissociacdo acida e solubilidade em meio aquoso,
enquanto a dorzolamida, mesmo sendo do mesmo grupo, possui apenas coeficiente de
particdo e dissociagdo parecidos, mas difere consideravelmente quanto ao massa molar,
estrutura e outras propriedades fisico-quimicas, com solubilidade cerca de 15 vezes superior.
No geral, resolucdo entre analito e padrdo interno ndo é parametro exigido para métodos por
espectrometria de massas, como no método proposto por Li et al. (2014), em que se percebe
coeluicdo entre acetazolamida e sulfadiazina. Contudo, a separagdo contribui para um método

ainda mais seletivo e foi, portanto, considerada desejavel.

Tabela 33 — Propriedades fisico-quimicas de analito e padr&es internos

Propriedade fisico-quimica Acetazolamida Sulfadiazina Dorzolamida
Massa molar (g/mol) 222,3 250,3 3244
Coeficiente de particdo (log P) -0,26 -0,20 -0,12
Constante de dissociacao acida (pka) 7,20 6,85 6,88
Solubilidade em H,0O (mg/mL) 0,98 <10 14,00

Trotzmuller et al. (2010) discutiram ser recomendavel o uso de padrdes internos de massa
molar superior a 300 Da, para que se reduza a interferéncia ou background quimico durante a
quantificacdo por massas. Esse foi outro fator ponderado na escolha pela dorzolamida, Gnico
farmaco que cumpria esse requisito. Deve-se mencionar ainda que o farmaco ionizou-se mais
facilmente nos modos positivo e negativos que as sulfonamidas e que era conveniente
desenvolver Gnico método que pudesse ser, posteriormente, validado para quantificar

dorzolamida nos implantes intravitreos e fluidos bioldgicos oculares, farmaco utilizado em
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trabalhos paralelos pelo grupo de pesquisa. Decidiu-se, pelos motivos discutidos, utilizar a

dorzolamida como padréo interno.

Seletividade, expressa pela quantidade de interferentes presentes, e detectabilidade,
mensurada pela intensidade do sinal para analito e padréo interno, orientaram uma otimizagéo
criteriosa dos parametros espectrométricos. Diferente do consenso e do que argumentam De
Vijlder et al. (2017), o0 modo negativo foi equiparavel no quesito detectabilidade ao positivo,
geralmente priorizado para quantificar farmacos por ser mais sensivel. A divergéncia se
justifica pela estrutura quimica de analito e padrdo interno, fracamente acidos, que favorece
sua ionizacdo no mecanismo de desprotonacdo regido no modo negativo. Outro critério
favoravel foi que ensaios no modo negativo demonstraram-se muito mais seletivas, menos
suscetiveis a interferéncias, uma vez que um namero limitado de substancias quimicas ioniza-

se nesse cenario, como discutido por Gioumouxouzis et al. (2015).

Posteriormente, perfis de fragmentacdo do ion precursor de analito (m/z 221) e padrdo interno
(m/z 323) foram obtidos, em diferentes niveis de energia de colisdo (20-40 V). Os espectros
de massas obtidos pds-fragmentacdo sdo demonstrados na Figura 31 e na Figura 32. Dois
fragmentos mais intensos e mais estiveis para cada analito foram escolhidos, conforme
Tabela 34, mantendo-se o fragmento de maior intensidade para quantificacdo e o fragmento
secundario para confirmacao. Preferencialmente, o uso de fragmentos com razdo m/z menor
que 100 Da, mais vulneraveis a interferéncias quimicas, deve ser evitado, mas 0s outros ions
produto encontrados para o analito foram muito pouco intensos ou muito instaveis,
comprometendo a detectabilidade do método desenvolvido. Os resultados encontram-se em
consonancia com estudo de Li e et al. (2014), o Unico trabalho no qual o farmaco foi

monitorado no modo negativo, nas mesmas transicoes.
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Figura 31 — Espectro de massas para o farmaco acetazolamida obtido em modo de aquisicdo negativo depois de
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Tabela 34 — TransicGes de massa de quantificacdo e confirmacéo para analito e padrdo interno

Transicéo

Farmaco

Quantificacdo (m/z)

Confirmacéo (m/z)

Acetazolamida

Dorzolamida

221 — 83
323 — 244

221 —» 80

323 — 154

Depois, os parametros de ionizagdo e fragmentacdo, como potencial de desagregacdo (DP),

potencial de entrada (EP), energia de colisdo (CE) e potencial de saida da célula de colisao

(CXP) foram otimizados por planejamento experimental, monitorando-se ndo s6 a influéncia

individual dos parametros na intensidade, mas provaveis interacdes entre dois ou mais fatores.

Na Figura 33, apresenta-se diagrama de Pareto que, concomitantemente com ANOVA (p-

valor < 0,05), mostram quais parametros exercem influéncia significativa sobre as

intensidades das transi¢cdes de quantificacdo de analito e padréo interno.

Figura 33 — Diagramas de Pareto obtidos por planejamento de composto central (CCD) durante avaliacdo da

influéncia dos pardmetros de ionizacdo e fragmentagdo potencial de desagregacdo (DP), potencial de entrada

(EP), energia de colisdo (CE), potencial de saida da célula de entrada (CXP) e suas interagdes secundarias, na

intensidade da transicdo de massa de quantificacdo para o farmaco acetazolamida (parte esquerda) e para o

padrdo interno dorzolamida (parte direita), com evidéncia de parametros criticos a nivel de significancia de 0,05.
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Tanto o potencial de desagregacdo quanto a energia de colisdo foram significativos para

analito e padréo interno, enquanto potencial de entrada foi significativo apenas para analito e

potencial da célula de entrada ndo exerceu influéncia para nenhum. Para o analito, a interacéo
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entre DP e CE foi significativa, resultado que reforca a necessidade de procedimento
multivariado de otimizacdo. O DP, o mais influente, é pardmetro critico na determinacéo de
analitos e deve ser estritamente controlado, porque € responsavel por prevenir ou pelo menos
minimizar a formacdo dos clusters, aglomerados formados entre moléculas da fase movel néo
evaporadas e ions precursores. Por isso, deve ser suficientemente grande para fornecer aos
ions precursores energia necessaria para se desagregar dos clusters e permitir sua passagem
no primeiro quadrupolo. Entretanto, se for desnecessariamente grande, poderia induzir uma
fragmentacdo antes do momento certo, repercutindo negativamente na detectabilidade e

linearidade da resposta.

No caso da CE, energia fornecida para o precursor ser direcionado para a célula de coliséo,
para fragmentacdo, deve-se definir nivel suficiente para que a fragmentacdo ocorra, mas que
ndo cause fragmentacdo secundaria dos ions produto. Caso seu valor seja muito baixo ou
muito elevado, o método sofreria perda de detecatabilidade. Para o padrdo interno, observou-
se que maiores CE favorecem a formacdo do fragmento de razdo m/z 154, mais dificil de ser
formado, enquanto CE mais brandos intensificam a formacéo do fragmento de razdo m/z 244,
mais facilmente produzido. O EP, em contrapartida, refere-se ao potencial aplicado para guiar
0s ions precursores ao primeiro quadrupolo e, no geral, possui menos influéncia que outros

parametros na resposta.

Com os dados obtidos no planejamento experimental, foram propostos modelos matematicos,
com residuos normais e independentes, erro puro e falta de ajuste ndo significativos e
excelente correlacdo entre resultados experimentais e previstos, que foram utilizados para se
obter superficies de resposta, separadamente, para analito e padrdo interno, dispostas na

Figura 34 e na Figura 35, respectivamente.

Pela inspecdo visual das superficies de resposta, percebeu-se que, para o analito, quanto
menos negativos os valores de DP, EP e CE, maior a intensidade do sinal, independentemente
do CXP, que pouco influenciou na resposta. Para o padréo interno, as maiores intensidades do
sinal foram adquiridas quando DP e CE foram mantidos proximos ao ponto central, enquanto
EP e CXP pouco influenciaram na resposta. Juntamente com a ferramenta preditiva disponivel
no software, a avaliacdo das superficies de resposta permitiu determinar condigdes 6timas
para parametros de ionizacao e fragmentacao dos dois farmacos, sumarizadas na Tabela 35. O
modelo mostrou grande poder preditivo, uma vez que respostas experimentais foram

compreendidas entre 87-90% das respostas preditas e o procedimento multivariado
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incrementou a detectabilidade do método em 22 e 46% para analito e padrdo interno,
respectivamente, quando comparado aos resultados obtidos nos pardmetros determinados

univariadamente pelo software, muito provavelmente por causa de interacdes significativas.

Tabela 35 — Parametros espectrométricos otimizados por planejamentos experimentais para analito e padréo

interno
Parémetro Analito Padrdo interno
Potencial de desagregacio (V) -100 -140
Potencial de entrada (V) -2 -2
Energia de coliséo (V) -20 -35
Potencial da célula de saida (V) -4 -14
Gas de colisdo (psi) 10 10
Gas contracorrente (psi) 10 10
Voltagem do capilar (V) -3500 -3500
Temperatura (°C) 650 650
Gas de nebulizagdo (psi) 50 50
Gas de secagem (psi) 40 40

V: volts



Figura 34 — Superficies de resposta obtidas por planejamento de composto central (CCD) durante avaliagao da influéncia dos parametros de ionizagdo e fragmentacédo
potencial de desagregacdo (DP), potencial de entrada (EP), energia de colisdo (CE), potencial de saida da célula de entrada (CXP) e suas interagdes secundarias, na

intensidade da transicdo de massa de quantificacdo para o farmaco acetazolamida (razdo massa-carga m/z 221-83), para definicdo de condicfes 6timas de analise.
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Figura 35 — Superficies de resposta obtidas por planejamento de composto central (CCD) durante avaliacdo da influéncia dos parametros de ionizacdo e fragmentacao
potencial de desagregacdo (DP), potencial de entrada (EP), energia de colisdo (CE), potencial de saida da célula de entrada (CXP) e suas interagdes secundarias, na

intensidade da transicdo de massa de quantificacdo para o para o padrédo interno dorzolamida (razdo massa-carga m/z 323-244), para definicdo de condi¢des 6timas de analise.
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Estudos prévios mostraram que, dentre os parametros da fonte de ionizacdo electrospray,
voltagem do capilar e pressdo do gas contracorrente ndo foram significativos e, portanto,
foram fixados nos niveis pré-determinados pelo equipamento. Diferentemente do usual, o gas
contracorrente foi mantido no seu nivel intermediario. Normalmente, recomenda-se que o
pardmetro, responsavel por repelir gotas dos solventes e outros interferentes ndo-ionizados
para minimizar o risco de contaminacdo, deve ser mantido nos maiores niveis, mas foi
observado que, em 15 psi, o gas reduziu notadamente a detectabilidade do método e, por isso,

foi necessario utilizar os niveis intermediarios.

Todos os outros parametros significativos para a resposta (p-valor < 0,05), como gés de
colisdo (CID), temperatura, gas de secagem (GS1) e gas de nebulizacdo (GS2), foram
investigados por planejamento experimental Doehlert, a partir do qual se construiu um
modelo matematico, com erro puro e falta de ajuste ndo significativos, residuos normais e
independentes e suficiente grau de correlacdo entre resultados previstos e experimentais,
usado para estimar superficies de resposta, apresentadas na Figura 36. Inspecdo visual das
superficies de respostas evidenciou que maiores resultados para a intensidade da transicao m/z
221—83 do analito foram encontrados para maiores niveis de GS1, GS2 e temperatura e para
niveis intermediarios de CID, préximos ao ponto central, o que foi confirmado pela
ferramenta preditiva do software. Os pardmetros 6timos estdo descritos na Tabela 35,
apresentada anteriormente e repercutiram em aumento de cerca de 25% na resposta, com 87%

de poder preditivo.
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Figura 36 — uperficies de resposta obtidas por planejamento Doehlert durante avaliagdo da influéncia dos parametros da fonte electrospray gas de secagem, gas nebulizador,

gas de colisdo e temperatura e suas interagGes secundarias, na intensidade da transigcdo de massa de quantificacdo para o farmaco acetazolamida (razdo massa-carga m/z 221-

83), para definicdo de condi¢des 6timas de andlise.
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Depois de definidos os parametros espectrométricos, focou-se na separacdo cromatografica.
Para fase estacionaria, o desenvolvimento foi iniciado com coluna octadecilsilano (C18),
conforme proposto na maioria dos métodos disponiveis para a acetazolamida. Entretanto, o
gradiente exploratorio demonstrou que analito e padrao interno ficavam fracamente retidos na
coluna, com eluigdo préxima ao volume morto. Este comportamento se manteve para colunas
C18 de outros lotes e marcas, colunas C18 contendo particulas de ndcleo fundido e outras
fases estacionarias também apolares, como C8 e fenil, que ndo foram, portanto, empregadas
no decorrer do desenvolvimento do método. A ineficiéncia destas fases estacionarias na
separagdo cromatogréafica dos analitos justifica-se porque tanto farmaco quanto padrao interno
apresentam log P menores que 0 e, portanto, sdo pouco lipossoluveis, interagindo muito

fracamente com grupos apolares.

Visando superar esse problema, os métodos j& descritos na literatura que empregaram fases
estacionarias apolares usaram fase movel com pouco poder eluotrépico, composta por nove
partes ou mais de fase aquosa, nas quais o analito ficava suficientemente retido. Essa
alternativa nédo foi, no entanto, aplicavel para o presente método, uma vez que uma proporcao
excessiva de fase aquosa na composicdo da fase movel é extremamente prejudicial para
métodos espectrométricos com ionizacao por electrospray, porque a fase aquosa evapora com
mais dificuldade do que solventes organicos e suprime a ioniza¢do do analito e padrédo
interno, reduzindo sua detectabilidade. Narapusetti et al. (2015) foram os (nicos a
desenvolver um método com fase mdvel composta majoritariamente por fase organica (70%
de acetonitrila), mas nos cromatogramas fornecidos pelos autores, percebe-se que a
acetazolamida eluiu em menos de um minuto, evidenciando uma retencdo insuficiente na
coluna cromatogréafica utilizada, segundo boas praticas em cromatografia (SNYDER et al.,
2009).

Testou-se, posteriormente, a fase estacionaria cianopropil, que possui uma polaridade
intermediaria, em fase reversa. Diferentemente do que se observou anteriormente, na coluna
ciano notou-se enorme diferenca na retencdo de analito, que era pobremente retido, com
eluicdo proxima ao volume morto, e padréo interno, extensivamente retido, com eluigédo
apenas depois de 10-15 minutos, mesmo em maiores proporcdes de fase organica. A retenco
do analito era adequada somente para propor¢des superiores a 85% de fase aquosa, que nao s
eram incompativeis com a espectrometria de massas, como produziam picos do padrédo
interno com ombros, caudas ou inteiramente repartidos, mesmo quando se aumentava

gradativamente a proporcdo de fase orgénica. Concluiu-se, portanto, que o0 modo em fase
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reversa nao seria adequado para o desenvolvimento do método, partindo-se para experimentos
com cromatografia de interacdo hidrofilica (HILIC, do inglés hydrophilic-interaction liquid
chromatography), geralmente recomendada para analitos mais polares e fracamente retidos e
na qual a separacdo cromatografica se processa em fase movel composta predominantemente
por solvente organico, com proporcdes de fase aquosa entre 5-20%, o que faria com que

analito e padréo interno se ionizassem com mais facilidade por electrospray.

Diferentes fases estacionarias mais polares, como silica-gel, troca catiénica e zwitterionica
foram avaliadas, mas ndo apresentaram bons resultados, porque ndo conseguiram separar oS
dois farmacos com a resolucdo necessaria. Todavia, 0 uso da coluna cianopropil no modo
HILIC mostrou-se muito eficiente, permitindo resolucdo superior a 1,5 para analito e padrédo
interno, em corridas curtas, menores que 10 minutos, sob eluicdo em modo isocratico,
cumprindo os critérios de adequabilidade do sistema de picos simétricos, finos e com boa
relacdo sinal ruido. Os resultados favoraveis podem ser justificados porque, por sua
polaridade intermediaria, uma coluna ciano no modo HILIC mistura mecanismos de parti¢ao
e adsorcdo no processo de separacdo. Desse modo, a coluna cianopropil, de 150 mm de
comprimento, 4,6 mm de didmetro interno e tamanho de particula de 3,5 micrémetros, foi
selecionada como fase estacionaria. Para o doseamento, apenas o0 método de Chinta et al.

(2021) prop6s o uso de coluna ciano, de mesmas dimensdes, mas particulas menores.

No estudo da composigdo da fase mdvel, inimeros solventes e aditivos foram avaliados. Entre
0s solventes organicos, a investigacdo mostrou que o metanol causava notavel interferéncia
guimica nas andlises, em virtude da presenca de interferente de mesma razdo m/z e perfil de
fragmentacdo semelhante ao analito. Desse modo, nas corridas com metanol, observava-se
uma linha de base com mais ruido, que afetava negativamente pardmetros de detectabiliadde,
como razdo sinal e ruido e limite de quantificacdo. Este efeito é previsivel, uma vez que,
como discutiram Trotzmuller et al. (2010), a faixa de razdo m/z compreendida entre 30 e 300
Da mostra-se especialmente suscetivel a interferéncias quando se utiliza ionizagdo por
electrospray no modo negativo. A hipotese foi confirmada pela varredura do metanol puro,
grau cromatografico, de diferentes marcas, nos modo full scan, monitoramento seletivo de
ions e ion produto, que apresentaram interferentes de razdo m/z 221 que fragmentavam nas
razdes m/z 83 e 80, como a acetazolamida. Além disso, é importante ressaltar que ndo foram
utilizados solventes com grau espectrométrico, indisponiveis no laboratorio em virtude do seu

alto custo, o que pode justificar a interferéncia quimica observada.
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Estes autores e Lentz e Houk (2007) afirmaram que o inevitavel background quimico
observado deve-se a presenca de contaminantes ou impurezas encontradas no solvente,
provenientes do processo de producdo, aos aditivos, materiais de tubulacdo e outras partes
integrantes dos equipamentos, como o polimero poliéter-éter-cetona, vidrarias e outros
utensilios de natureza polimérica, de contaminantes na fonte de ionizacdo ou nos gases
utilizados ou ainda de agregados estaveis entre solventes, contaminantes e aditivos, formados
por agregacdo ou solvatacdo e pode ser minimizado por ajustes nos parametros
espectrométricos e pelo uso de solventes e reagentes mais puros, o que nao foi suficiente para

0 metanol.

O metanol apresentou ainda um poder eluotrépico muito maior que a acetonitrila para analito
e padrdo interno no modo HILIC, causando pouca retencdo, auséncia de resolucdo e
deformacdo dos picos, com grande fator de cauda ou divididos. Nem mesmo o0 uso de
menores percentuais de metanol, em misturas com acetonitrila, foi capaz de reduzir o impacto
negativo do metanol. Em contrapartida, ndo foram encontrados picos interferentes com razéo
m/z do analito ou padrédo interno quando se utilizou acetonitrila, que foi eficaz na separacédo
dos picos com resolucdo e simetria. Deve-se, novamente, mencionar outras vantagens da
acetonitrila, como menores pressdes operacionais e menor toxicidade. Decidiu-se, portanto,
utilizar apenas acetonitrila como solvente organico nas etapas seguintes do desenvolvimento

analitico.

Durante pesquisa bibliogréfica, pode-se perceber que o uso de aditivos para controle do pH na
fase mdvel foi imprescindivel e muito comum para o farmaco acetazolamida. Esse
comportamento pode ser explicado porque o farmaco é um &acido fraco, que possui duas
constantes de dissociacdo e, por isso, dependendo do pH da fase movel e diluente, pode
coexistir em quatro microespécies diferentes, com propriedades fisico-quimicas, inclusive
polaridade, distintas, algo que poderia interferir na qualidade da separacdo cromatogréfica. No
caso particular do analito, esse cenario muito mais desafiador ocorre para pH entre 5,5 e 7,5,
que deve ser evitado. Considerando-se a faixa de pH compativel com a coluna cianopropil,
entre 2-8, seria necessario manter o pH inferior a 5,5 ou préximo a 8. Todavia, 0 uso de
aditivo deve ser avaliado ndo apenas na parte cromatografica, uma vez que muitos aditivos
podem interferir na ionizagdo dos farmacos. Por isso, para se conseguir perfil cromatografico
mais satisfatério e mais reprodutivel, o efeito de diversos aditivos, necessariamente volateis,
na intensidade das respostas do analito foi monitorado em modo MRM e encontram-se

ilustrados na Figura 37.
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Figura 37 — Efeito dos aditivos modificadores de pH acido formico (AF 0,1% v/v), acido trifluoroacético (TFA,
0,1 % v/v), acido acético (AAc 0,05% v/v e 0,1% v/v), acetato de amdnio (5 e 10 mmol/L), hidréxido de amdnio
(0,02% vlv, 0,05% v/v e 0,1% v/v), trietilamina (TEA, 0,1% v/v) e tris-hidroximetilaminoetano (TRIS, 10

mmol/L) na intensidade do sinal de transicdo de massa de quantificacdo da acetazolamida (razdo massa-carga

m/z 221-83)
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No geral, os métodos disponiveis mantiveram o pH da fase mdvel mais &cido, capaz de
manter o analito e padrdo interno quase que exclusivamente na forma ndo-ionizada.
Entretanto, notorio efeito supressor foi observado para os aditivos acidos propostos, mesmo
com o acido foérmico, utilizado como modificador de pH no outro método por espectrometria
de massas no modo negativo, desenvolvido por Narapusetti et al. (2014). Esse efeito era
esperado, pois, por sua capacidade em doar protons e maior acidez, interferem no mecanismo
de ionizagdo no modo negativo e ionizam-se mais rapidamente e mais facilmente que analito
e padrdo interno. Previsivelmente, o efeito supressor foi maior quanto menor era a constante
de dissociagdo do acido e quanto maior era sua concentracdo. Para o acido formico e acido
acético, o efeito supressor ocorre parcialmente pela formagdo dos adutos formiato e acetato,
comuns no modo negativo, que ndo foram monitorados no estudo. Para o acido
trifluoroacético, parte do efeito atribui-se ao seu funcionamento como pareador iénico, que
promove instabilidade no spray. Por isso, para assegurar que um método com maior

detectabilidade fosse desenvolvido, os aditivos acidos foram contraindicados.
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Efeito supressor pouco menor e néo significativo foi reportado para o sal acetato de amonio,
que, nas concentraces usadas, origina tampdes de pH levemente acidificado, préximo a 5.
Este sal interfere mais brandamente na ionizacdo do analito e padrdo interno, muito mais pela
formacgéo mais pronunciada de aduto que por sua capacidade de doar prétons, mas mostrou-se
pouco soluvel em acetonitrila experimentalmente, um fator operacional que limitou o seu uso.
Por raciocinio oposto, 0 uso de aditivos alcalinos no modo negativo deveria contribuir para
ionizacdo dos farmacos, exercendo efeito indutor. Todos os resultados obtidos corroboram
com essa afirmativa, uma vez que as intensidades encontradas foram maiores do que para
condicéo controle, sem aditivo nenhum. Excecdo deve ser feita para a trietilamina, para a qual

se nota efeito supressor, por originar adutos e por ser pareador i0nico.

Desempenhos positivos na resposta foram demonstrados para tris-hidroximetil-aminoetano e
hidréxido de aménio, que exibiram efeito indutor significativo para analito e ainda mais
pronunciado para padrdo interno. Entre eles, decidiu-se empregar o primeiro aditivo na
composicao de fase mdvel, pois o seu efeito indutor foi moderadamente maior e porque, nas
concentracdes utilizadas, resultava em misturas com pH dentro dos limites recomendados
pelo fornecedor da coluna, enquanto misturas com o hidroxido de ambnio eventualmente
apresentavam pH que superava 8. Deve-se destacar que em pH maior ou igual a 7,5, 0
farmaco apresenta-se predominantemente em (nica microespécie, como desejado, mas na

forma duplamente ionizada.

Em seguida, ajustes na composicdo da fase mdvel e outros parametros foram realizados por
planejamento experimental, monitorando-se o efeito das varidveis na razdo sinal:ruido,
medida indireta da detectabilidade do método, fator de retencdo e resolucdo, que foram
combinadas em uma Unica resposta por desejabilidade, mais a assimetria, analisada
individualmente. Por uma limitacdo operacional, ndo foi possivel incluir a temperatura do
forno da coluna no planejamento, adotando-se temperatura ambiente (21 °C) nas analises. O
diagrama de Pareto apresentado na Figura 38 e ANOVA permitiram concluir que todos 0s
parametros foram significativos, mas que a proporcdo de fase aquosa foi o fator mais
influente, como esperado, uma vez que, no modo HILIC, diferentemente da fase reversa, a
fase aquosa possui maior poder eluotropico, interferindo diretamente no fator de retencéo,
resposta mais critica (BUSZEWSKI, NOGA, 2012). Pelo mesmo motivo, a vazdo de fase
movel foi o segundo fator mais critico, enquanto a concentracdo do aditivo possui menor

influéncia.
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Figura 38 — Diagrama de Pareto obtidas por planejamento Doehlert durante avaliacdo da influéncia dos
parametros proporcéo de fase aquosa, concentragdo de tris-hidroximetilaminoetano, vazéo de fase mével e suas
interacGes secundarias nos parametros cromatograficos combinados utilizando-se ferramenta desejabilidade

global, para definicdo de condi¢des 6timas.

DESEJABILIDADE GLOBAL

PROPORGAQ DE FASE AQUOSA (L) -.1?_51

VAZAD DA FASE MOVEL (L) |-11 0544
CONCENTRACAO DE TRIS (Q) |9,405315
PROPORCAO-CONCENTRACAO ‘—8_?89?6
VAZAO-CONCENTRAGCAO ’-8,59?25
VAZAO-PROPORCAOQ |-6,09029
CONCENTRACAO DE TRIS (L) ‘4,?55196

PROPORGCAO DE FASE AQUOSA (Q) 3,095136

VAZAO DA FASE MOVEL (Q) -806343

Empregando os dados obtidos, foi proposto e utilizado um modelo estatistico de erro puro e
falta de ajuste ndo significativos, residuos normais e independentes e extraordinaria
correlacdo entre resultados experimentais e previstos para construir superficies de resposta,
presentes na Figura 39. A inspecdo visual das superficies de respostas demonstrou que
melhores resultados para desejabilidade foram obtidos para pequenos percentuais de fase
aquosa, concentracfes mais elevadas do aditivo e reduzida vazdo de fase mével. O uso da
ferramenta preditiva do software determinou, como condi¢bes otimizadas, fase mdvel
composta por mistura de acetonitrila e tris-hidroximetil-aminoetano na concentragdo de 15

mmol/L, na proporc¢éo de 93:7 v/v, na vazao de 0,45 mL/min.
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Figura 39 — Superficies de resposta obtidas por planejamento Doehlert durante avaliagdo da influéncia dos
parametros proporcéo de fase aquosa, concentragdo de tris-hidroximetilaminoetano, vazéo de fase mdvel e suas
interacGes secundarias nos parametros cromatograficos combinados utilizando-se ferramenta desejabilidade

global, para definicdo de condi¢des 6timas.
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O planejamento experimental, com ferramenta desejabilidade, comprovou-se eficiente na
otimizacdo concomitante dos parametros cromatograficos, uma vez que, nas condicdes
propostas, produziu-se corridas curtas, de apenas 5 minutos, fatores de retencdo adequados
para analito e PI, excelente resolucdo (> 2,0) e elevada razdo sinal:ruido. Entretanto, os picos
ndo apresentaram simetria desejada, muito provavelmente pela coexisténcia de microespécies
distintamente ionizadas para analito e padrdo interno no pH encontrado. Desse modo, ajustes
finos na composicdo da fase movel foram propostos visando picos mais simétricos,

utilizando-se os dados adquiridos durante o planejamento experimental para a assimetria
Como resposta.

De forma similar aos outros parametros, a proporcdo de fase aquosa foi o parametro mais
significativo para a assimetria. Entretanto, uma vez que variaces na variavel impactariam
negativamente nas outras respostas, pois o fator foi o mais critico para desejabilidade, fator de
capacidade, resolucdo e razdo sinal:ruido, decidiu-se manter a propor¢do fixada e modificar
outros fatores, de forma gradual. Em um primeiro momento, viu-se que concentragoes
menores do aditivo reduziriam a assimetria dos picos e, por isso, concentragdes
gradativamente menores foram avaliadas. Quando a concentracdo foi reduzida para 12
mmol/L, observou-se ajuste no pH da fase movel que repercutiu em uma sutil melhora na
resposta, sem prejudicar as outras. Todavia, diminuiges progressivas na concentracao

agregaram pouco ou nenhum beneficio na assimetria, mas interferiram acentuadamente na
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razdo sinal:ruido e na detectabilidade do método e, por isso, foram desconsideradas, fixando-
se a concentracdo em 12 mmol/L. Para compensar, um aumento sutil na vazao foi testado, de
0,45 para 0,48 mL/min, pois os resultados do planejamento mostraram que quanto maior a
vazao, menor a assimetria, o que é previsivel, uma vez que quanto menos retido o analito for,
mais simétrico serd seu pico. O uso de fase mdvel como diluente, durante preparo das
amostras, contribuiu positivamente para a assimetria. Os parametros cromatograficos finais

estdo descritos na Tabela 36.

Tabela 36 — Condicdes cromatograficas para métodos indicativos de estabilidade para doseamento e substancias

relacionadas

Parametro Condicéo
Coluna cromatogréfica Zorbax-CN 150 x 4,6 mm, 3,5 um
Fase mdvel Acetonitrila e tris-hidroxil-aminoetano 12 mmol/L, 93:7 v/v
Eluicdo Isocrética
Temperatura 21°C
Vazdo de fase movel 0,48 mL/min
Volume de injecdo 5uL
Tempo de corrida 5 minutos

CN: cianopropil

Um cromatograma, desenvolvido para solucdo de analito e padrdo interno a 50 ng/mL, nas
condigdes cromatograficas finais, esta apresentado na Figura 40. Os resultados encontrados
para fator de retencdo (>0,5), resolucdo (>2,0), razdo sinal:ruido e assimetria (<1,3)
cumpriram as especificacbes da legislacdo vigente e foram considerados satisfatorios. No
método desenvolvido, a acetazolamida e dorzolamida apresentaram tempos de retencdo de
2,68 e 3,55 minutos, respectivamente. O tempo de corrida foi de apenas 5 minutos. Partiu-se,

portanto, para a validagdo do método.
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Figura 40 — Cromatograma obtido para o farmaco acetazolamida e para o padrao interno dorzolamida, nas
condicdes 6timas finais, determinadas por planejamento experimental Doehlert e ferramenta desejabilidade,
depois de ajustes finos, utilizando cromatografia de interacdo hidrofilica (HILIC), em coluna ciano (150 x 4,6
mm, 3,5 um), sob eluicdo isocratica de fase mdvel composta por mistura de acetonitrila e tris-
hidroximetilaminoetano a 12 mM, na proporc¢éo de 93:7 v/v, em vazdo de 0,48 mL/min e temperatura de 21 °C,
com detecc¢do por espectrometria de massas em modo de aquisicdo negativo, com evidéncia de resolucao entre

farmaco e padrao interno.
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3.4.4 Validacdo do método analitico por cromatografia a liquido de alta eficiéncia e
espectrometria de massas sequencial para quantificacdo de acetazolamida em insumo

farmacéutico ativo, implantes intravitreos e fluidos biol6gicos

3.4.4.1 Seletividade

Para a avaliacdo da seletividade foi realizada inspecéo visual dos cromatogramas obtidos para
diluente, placebo (PLGA 75:25) e fase mdvel, apresentados na Figura 41. Como pode-se
perceber o método foi seletivo, pois foi observada auséncia de picos interferentes nos tempos
de retencdo referentes ao analito e padrdo interno. Avaliou-se ainda se a presenca de
interferentes que poderiam induzir ou suprimir a ionizacdo de analito e/ou Pl. Todavia,
comprovou-se que nenhum interferente exerceu influéncia nas areas dos picos de analito e
padrdo interno ou na razao entre as areas, por ANOVA. Espectros de massas para 0s picos do

analito e padrdo interno confirmaram a pureza espectral dos picos.
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Figura 41 — Sobreposicédo de cromatogramas obtidos para fase movel, diluente e placebo, nas condicdes 6timas
finais, determinadas por planejamento experimental Doehlert e ferramenta desejabilidade, depois de ajustes
finos, utilizando cromatografia de interacdo hidrofilica (HILIC), em coluna ciano (150 x 4,6 mm, 3,5 um), sob
eluicdo isocréatica de fase mdvel composta por mistura de acetonitrila e tris-hidroximetilaminoetano a 12 mM, na
proporcao de 93:7 v/v, em vazdo de 0,48 mL/min e temperatura de 21 °C, com deteccdo por espectrometria de
massas em modo de aquisi¢do negativo, com evidéncia de resolucdo entre farmaco e padréo interno, para
avaliacdo da seletividade do método.
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3.4.4.2 Linearidade

O primeiro passo na avaliagdo da linearidade e intervalo foi a investigagdo do cumprimento
dos pressupostos para uso do modelo de regressao linear por MMOQ, dispostos na Tabela 37.
Todos os pressupostos requeridos para regressdo linear foram devidamente cumpridos, uma
Vez que, nesses testes, espera-se p-valor maior que 0,05, adotando-se nivel de significancia de
5%, para que ndo se encontre evidéncias para rejeitar a hipétese nula. Confirmou-se que 0s
residuos para todas as curvas foram independentes, homocedasticos e normais e nao foram
identificados valores extremos. Da mesma forma, na avalia¢do da significancia do intercepto
por ANOVA, valores de p menores que 0,05 encontrados nas seis curvas confirmam que nédo

se rejeita a hipotese nula que o intercepto ndo difere estatisticamente de zero, como desejado.

Na significancia da regressdo, por ANOVA, o valor de p deve ser superior a 0,05, para
demonstrar que o coeficiente angular ou inclinacdo € estatisticamente diferente de 0, provando
que variagdes na concentracdo do farmaco causam variages proporcionais na resposta razao
de areas, o que foi observado para as curvas, sem excecdo. Nao foi observada falta de ajuste,

nem desvio da linearidade significativos. Todos os resultados obtidos por ANOVA
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demonstram que o modelo de regressdo linear provou-se apropriado e, por isso, foi possivel
fazer estimativa dos parametros de regresséo, equacdo da reta e coeficientes de correlagéo,
que foram superiores a 0,99, requisito final exigido pela RDC n° 166/2017 e guias de
validacdo internacionais para comprovacao da linearidade. Portanto, o0 método foi linear, no
intervalo entre 0,5 e 1000 ng/mL, o que confirma que o método possui excelente
detectabilidade e potencial para ser utilizado para determinacdo do farmaco em fluidos

bioldgicos.

As curvas foram comparadas estatisticamente, por ANOVA, no nivel de significancia de 5%,
referente aos coeficientes angulares e aos coeficientes lineares. Uma vez que, do ponto de
vista estatistico, ndo houve diferenca significativa entre interceptos e inclinagfes, as curvas
foram combinadas em uma sO, para construcdo de uma Unica curva que representasse o
conjunto de dados. Esta curva unica foi plotada como razdo das areas em funcdo da
concentracdo do farmaco, como apresentado na Figura 42. Estimou-se, por fim, a equacao da
reta, que foi utilizada para quantificar o fAirmaco nos ensaios de eficiéncia de incorporacéo,

doseamento e uniformidade de doses unitarias por uniformidade de conteudo.

Tabela 37 — Pardmetros para avaliagdo da linearidade

Parametro

Curval

Curva 2

Curva 3

Normalidade dos residuos
Homocedasticidade dos residuos
Independéncia dos residuos
Valores extremos ou outliers
Significancia da regresséo

Significancia do intercepto

Desvio da linearidade

Coeficiente angular + desvio padrdo
Coeficiente linear + desvio padréo
Coeficiente de correlacéo (r)

Coeficiente de determinacéo (r%)

Equacdo da reta

p-valor = 0,07 > 0,05
p-valor = 0,18 > 0,05
p-valor = 0,47 > 0,05
0 pontos
p-valor = 0,00 < 0,05
p-valor = 0,41 > 0,05
N&o significativo
0,01224 + 0,00003
0,01340 + 0,01600
0,9999 > 0,99
0,9999 > 0,99

y =0,01224x + 0,01340

p-valor = 0,27 > 0,05
p-valor = 0,12 > 0,05
p-valor = 0,07 > 0,05
0 pontos
p-valor = 0,00 < 0,05
p-valor = 0,39 > 0,05
N&o significativo
0,01218 + 0,00001
0,00620 + 0,00700
1,0000 > 0,99
1,0000 > 0,99

y =0,01218x + 0,00620

p-valor = 0,06 > 0,05
p-valor = 0,62 > 0,05
p-valor = 0,06 > 0,05
0 pontos
p-valor = 0,00 < 0,05
p-valor = 0,08 > 0,05
N&o significativo
0,01211 + 0,00003
0,03110 + 0,01670
0,9999 > 0,99
0,9999 > 0,99

y =0,01211x + 0,03110
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Figura 42 — Curva analitica e equacéo da reta obtidas durante avaliacdo de linearidade para método de teor de

acetazolamida, no intervalo de concentracdo de 0,5 a 1000 ng/mL.
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3.4.4.3 Precisao

O método teve sua precisdo avaliada em 2 diferentes niveis, repetibilidade e precisao

intermediaria. Dados obtidos na avaliacdo da repetibilidade e precisdo intermediaria estdo

dispostos na Tabela 38. O método provou-se preciso nos dois niveis avaliados de precisdo,

uma vez que os valores de DPR obtidos no estudo, intradia e interdias, foram muito inferiores

aos valores de 11,0%, para as concentragdes de 500 e 1000 ng/mL, ou 30,0%, para a

concentracédo de 0,5 ng/mL, como preconizado pela AOAC.
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Tabela 38 — Recuperacdes e desvio padrdo relativos para avaliagdo da repetibilidade e precisao intermediaria

Recuperacéo (%)

Concentragéo (ng/mL) Dia 1, analista 1 Dia 2, analista 2

0,5 98,43 99,22

0,5 99,07 99,80

0,5 99,81 101,14

500 99,87 101,29

500 100,38 98,65

500 98,03 98,40

1000 98,72 99,25

1000 99,13 99,34

1000 100,44 98,99
Média 99,32 99,56
DPR (%) intradia 0,86 1,02
DPR (%) interdias - 0,93

3.4.4.4 Exatiddo

Dados obtidos na avaliacdo da exatiddao estdo dispostos na Tabela 39. Percebe-se que o
método é exato para a finalidade proposta, uma vez que se encontrou recuperacdo média de
100,17%, com variacdo entre 98,70-101,94% e DPR igual a 1,18%, entre niveis, variando
entre 0,74-1,64% dentro de um Unico nivel. Estes resultados estdo dentro das especificacdes
definidas pela AOAC, que admitem recuperac6es entre 80,0-110,0% e DPR inferior a 11,0%
para as duas maiores concentraces ou recuperacdes entre 40-120% e DPR de 30,0% para a

menor concentragéo.
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Tabela 39 — Recuperaces e desvio padrdo relativos para avaliacdo da exatiddo

Concentracéo

Concentracao (ng/mL) Téorica (Mg/mL)  Estimada (ug/mL) Recuperagdo (%)

05 0,5016 0,4951 98,70
05 0,5016 0,5007 99,82
05 0,5016 0,5113 101,94
500 501,6000 500,3460 99,75
500 501,6000 507,6694 101,21
500 501,6000 503,0045 100,28
1000 1003,2000 1018,5490 101,53
1000 1003,2000 1000.6920 99,75
1000 1003,2000 989,0549 98,59
Média - - 100,17
DPR (%) - - 1,18

3.4.4.5 Robustez

Na avaliagcdo da robustez, avaliou-se a influéncia dos fatores na recuperacdo do analito, na
concentracdo de 500 ng/mL, utilizando-se 0s mesmos critérios preconizados pela AOAC para
precisdo e exatiddo. Os resultados foram sumarizados na Tabela 40. Todos os resultados
foram analisados estatisticamente, pelo diagrama de Pareto e por ANOVA, o que confirmou
que o método foi robusto, uma vez que as especificagdes foram cumpridas no intervalo
avaliado no delineamento, com recuperacdes entre 96,66-101,42% e desvio padrao relativo de
apenas 1,40%. Desse modo, concluiu-se que pequenas variagdes nas condicdes
cromatograficas exerceriam influéncia sutil ou nula na qualidade e confiabilidade dos
resultados obtidos. Como demonstrado na Figura 43, apenas propor¢cdo da fase aquosa e
concentracdo do aditivo influenciaram significativamente (p-valor < 0,05) na resposta e, por
isso, devem ser rigorosamente controlados. Todos os outros pardmetros e interaces foram
insignificantes, do ponto de vista estatistico, a 5% (p >0,05), incluindo marca de acetonitrila e

lote da coluna, que praticamente n&o exerceram nenhuma influéncia sobre a resposta.

No geral, aumentos na propor¢do de fase aquosa contribuem para diminuicdo na resposta,
muito provavelmente por dificultarem a ionizagdo de analito e padrdo interno na fonte
electrospray. Em contrapartida, quanto maior a concentracédo de tris-hidroximetil-aminoetano,

maiores foram as recuperac@es, pois o aditivo demonstrou, no desenvolvimento analitico,
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possuir efeito indutor para farmaco e padrdo interno. Os resultados obtidos durante o
desenvolvimento corroboram com os resultados encontrados aqui, ressaltando a necessidade
de que se controle precisamente a proporcao de fase aquosa e concentracao do aditivo. Além
disso, fica evidente que, quando uma otimizacdo multivariada é realizada durante o
desenvolvimento, robustez e qualidade sdo inseridas no método e ndo somente testadas no

final.

Tabela 40 — Resultados da avaliacdo da robustez

Recuperacéo

Experimento  Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3 Média
1 99,35 99,72 99,69 99,59
2 99,01 98,84 98,78 98,88
3 97,48 96,98 97,12 97,19
4 97,14 97,18 96,75 97,02
5 100,57 100,64 101,20 100,80
6 101,42 100,82 100,34 100,86
7 98,67 98,05 98,42 98,38
8 97,92 98,23 98,25 98,13
9 99,31 99,28 99,85 99,48
10 100,03 99,95 99,81 99,93
11 96,78 97,30 97,51 97,20
12 97,03 97,11 97.08 97,07
13 101,10 101,25 100,98 101,11
14 100,28 99,79 99,29 99,79
15 96,66 96,93 97,21 96,93
16 98,02 97,47 97,37 97,62
17 99,56 99,34 99,27 99,39
18 99,22 99,38 99,70 99,43
19

99,45 100,11 99,80 99,79
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Figura 43 — Diagrama de Pareto obtido para os pardmetros propor¢éo de fase aquosa, concentracdo de tris-
hidroximetilaminoetano, vazédo de fase mével, marca de coluna cromatografica e suas interages secundarias,
durante avaliacdo da robustez, com evidéncia de parametros criticos na resposta intensidade do sinal de transicéo

de massa para o farmaco acetazolamida (razdo massa-carga m/z 221-83).
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3.4.4.6 Limites de deteccdo e quantificacdo

Limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados pelos pardmetros de regressdo da curva
linear. Foram obtidos os valores de 0,03 ng/mL e 0,17 ng/mL, respectivamente, menores que
a menor concentragdo da curva no método desenvolvido. Solugdes do farmaco foram
preparadas nestas concentragdes e, para o limite de quantificacdo, precisdo e exatiddo foram
determinadas. O método conseguiu detectar e/ou quantificar o farmaco nas concentracdes
propostas, com razdo sinal:ruido maior que 10 para o limite de quantificagdo, com preciséo
(DPR = 3,87%) e exatiddo (recuperacdo = 98,80%). Com isso, confirma-se que o analito pode

ser quantificado exata e precisamente no LQ definido pela razéo sinal:ruido.

3.4.5 Avaliacé@o do método desenvolvido

O método atendeu aos requisitos para validacdo e foi o primeiro método desenvolvido e

validado para quantificacdo de acetazolamida, com dorzolamida como padrdo interno, em
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insumo farmacéutico ativo e implantes intravitreos. Ademais, mostrou-se com detectabilidade
suficiente para uso em estudos de liberagdo in vivo e farmacocinética. Contudo, o método
deve ser validado para a finalidade proposta, conforme RDC n°. 27/2012, para avaliar
ocorréncia de efeito matriz. Deve-se considerar ainda o desenvolvimento de método de
preparo de amostras, principalmente para humor vitreo e outras matrizes oculares, que

possuem composi¢do muito complexa.

Em comparacdo com os métodos disponiveis, 0 método desenvolvido apresentou
detectabilidade maior, com limite de quantificagdo pelo menos quatro vezes inferior ao
reportado por Hampson et al. (2016) e cerca de 25 vezes menor que o reportado por
Narapusetti et al. (2015), Unicos a empregar espectrometria de massas para o farmaco, ou
duas vezes menor que o desenvolvido por Ichikawa et al. (1998), por ultravioleta, muito em
virtude da extensa e minuciosa otimizacdo realizada no desenvolvimento. O método foi linear
em intervalo muito mais abrangente, permitindo uso para multiplas finalidades, analiticas ou
bioanaliticas, e cumpre preceitos de boas praticas em cromatografia, com farmaco e analito
possuindo fator de retencdo > 0,5, 0 que ndo se observa nos outros métodos, quando o analito
elui préximo do volume morto. Mesmo assim, o tempo de corrida foi curto, apenas 5 minutos,

comparavel aos reportados, permitindo analises muito rapidas na rotina.

O desenvolvimento foi mais racional, ndo empirico, o que permitiu que condi¢cbes mais
apropriadas fossem obtidas com numero menor de experimentos e com menor gasto de
solventes, reagentes e consumiveis. O emprego de planejamentos experimentais no
desenvolvimento analitico € uma ferramenta de qualidade recomendada para se obter métodos
mais robustos, que se alinham com os preceitos do Quality by design, que estabelecem que a
qualidade deve ser inserida durante o desenvolvimento farmacéutico e ndo apenas mensurada
no final do processo produtivo. Estas praticas foram propostas ineditamente no guia ICH Q8
(R2), mas o foco permaneceu, por muitos anos, no desenvolvimento farmacotécnico (YU et
al., 2014). Contudo, o interesse no desenvolvimento analitico aumentou consideravelmente na
ultima década, em que muitos métodos publicados foram desenvolvidos utilizando-se
ferramentas de analise de risco, estratégias de controle e planejamentos experimentais
diversos, o que fez com que fosse introduzido o conceito de Analytical quality by design
(BEG et al., 2021; VERCH et al., 2022).

Em abril de 2022, o ICH disponibilizou para consulta pablica, que estard aberta até julho do

mesmo ano, o guia ICH Q14, que trata especificamente do desenvolvimento analitico, que
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descreve abordagens cientificas baseadas em risco para desenvolver e manter métodos
analiticos adequados para uso na rotina da industria farmacéutica (ICH, 2022). O guia sugere
0 emprego de planejamentos experimentais e outras ferramentas quimiométricas no
desenvolvimento para melhor compreensdo do processo e dos efeitos dos fatores nos
pardmetros cromatograficos, que permitiria determinar uma regido operavel dentro dos
pardmetros analiticos, nas quais resultados dentro das especificagdes podem ser obtidos.
Desse modo, outros objetivos podem ser atingidos, como mais facilidade na transferéncia de
métodos analiticos, maior flexibilidade regulatdria antes e pos-registro e melhoria continua ao
longo do ciclo de vida do produto farmacéutico e método analitico. No mesmo &mbito, a
Farmacopeia Americana publicou novo capitulo geral <1220> em novembro do ano passado e
oficial desde maio, que orienta o uso de ferramentas de Quality by design no desenvolvimento
e validacdo analitica (UNITED STATES, 2021). Neste cenario, 0 método proposto foi

desenvolvido seguindo uma tendéncia regulatoria global.

3.4.6 Determinacéo da eficiéncia de incorporacao, teor e uniformidade de doses unitarias

O método desenvolvido e validado foi aplicado para determinar a eficiéncia de incorporacéo,
doseamento e uniformidade de doses unitarias, por uniformidade de contetido, do farmaco nos
implantes intravitreos. Os resultados para eficiéncia de incorporacdo do farmaco no sistema

polimérico sdo apresentados na Tabela 41.
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Tabela 41 — Determinagdo da eficiéncia de incorporagdo do farmaco

Unidade Eficiéncia (%) Teor (png/mg)
1 92,74 231,85
2 92,69 231,73
3 88,95 222,37
4 93,43 233,58
5 92,55 231,38
6 93,95 234,89
7 89,84 224,59
8 93,47 233,67
9 90,99 227,48
10 92,56 231,41
Média 92,12 230,30
DPR (%) 1,79 1,79

g: microgramas — mg: miligrama

Em média, o procedimento de preparo foi suficiente para incorporar 92,12% do farmaco
adicionado na mistura, variando entre 89,84-93,95%, o que faz com que a proporcdo de
farmaco nos implantes intravitreos seja, na verdade, aproximadamente 23% m/m, ndo mais
25% m/m. Embora o resultado seja apenas informativo, pode ser considerado confiavel uma
vez que o DPR no estudo foi 1,79%, menor que os 5,0% definidos internamente como
especificacdo. Desses resultados, estimou-se a dose dos implantes intravitreos, expressa como
a quantidade em pg do farmaco por mg do produto final, encontrando-se dose de 230,30 *

4,13 ug/g. Portanto, padronizou-se 230 pg/g como dose declarada do farmaco.

N&o estdo disponiveis muitos estudos que avaliaram a capacidade de incorporacdo de
farmacos em implantes contendo &cido polilatico-co-glicdlico na formulagdo. O Unico estudo
foi proposto por Bisht et al. (2017), que desenvolveram um sistema hibrido incorporando
nanoparticulas de PLGA em implantes intravitreos luz-responsivos in situ para administracéo
intraocular de peptideos, reportando eficiéncia de incorporacgéo entre 34,3-55,3% na etapa de
producéo de nanoparticulas, muito menores que os encontrados no presente estudo. Trabalhos
com outras formas farmacéuticas de 4&cido polilatico-co-glicolico para administracdo
intravitrea, como nanoparticulas e microparticulas, reportaram eficiéncias de incorporacdo
menores ou muito variaveis, como Song et al. (2008) para nanoparticulas contendo
quercetina, em que menos de 35% do farmaco foi incorporado. Estudos propostos por Sun et
al. (2015) e Maturavongsadit et al. (2021), entre outros, conseguiram resultados mais

satisfatorios, superiores a 85%, mas para farmacos mais lipofilicos.
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A incorporacdo em sistemas de liberacdo preparados a partir de &cido polilatico-co-glicolico é
mais desafiadora e reconhecidamente um grande problema para farmacos hidrofilicos como a
acetazolamida, uma vez que o acido polilatico-co-glicélico possui natureza hidrofébica. Kashi
et al. (2012) discutiram esse problema durante o desenvolvimento de nanoparticulas de
minociclina para tratamento de infecgdes bacterianas,. Deve-se ressaltar que uma baixa e
muitas vezes ineficiente incorporacdo de acetazolamida foi um dos empecilhos mais
comumente reportados para o fracasso no desenvolvimento de formulacdes oculares para o
farmaco, como discutido anteriormente. Por isso, considerou-se muito eficaz o procedimento
de sintese proposto, porque foi capaz de sobrepujar a pouca afinidade entre farmaco e
excipiente e produzir implantes intravitreos com dose maior e excelente aproveitamento, sem

muito desperdicio.

No doseamento, encontrou-se teor de 101,62% ou 233,72 pg/mg, dentro das especificagdes,
que estabelecem como aceitaveis limites entre 90,0-110,0% do valor rotulado ou 207,0-253,0
png/mg. Nenhuma amostra superou, individualmente, as especificacdes preconizadas, como
disposto na Tabela 42. O desvio padrdo relativo encontrado foi de 3,02%, menor que os 5,0%
admitidos, indicando que n&o houve grande dispersdo entre os resultados. Portanto, os

implantes intravitreos cumpriram os critérios para o ensaio de doseamento.

Tabela 42 — Ensaio de doseamento dos implantes intravitreos

Unidade Teor (%) Teor (ng/mg)
1 100,12 230,27
2 100,84 231,94
3 97,69 224,68
4 104,91 241,29
5 104,53 240,42
Meédia 101,62 233,72
DPR (%) 3,02 3,02

Hg: microgramas — mg: miligrama

A uniformidade de doses unitarias foi avaliada por uniformidade de contetdo, como definido
para outras formas farmacéuticas na Farmacopeia Brasileira 62 edicdo. Todos os resultados
sdo apresentados na Tabela 43. No ensaio, 0 teor médio encontrado foi de 99,03%,

equivalente a 227,77 pg/mg. Todos os resultados individuais variaram entre 95,27-104,75%,
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de modo que nenhuma unidade superou os critérios farmacopeicos definidos de + 20,0%.
Uma vez que o valor de aceitacdo calculado foi menor que 15,0, admite-se que os implantes
intravitreos atenderam aos requisitos e demonstraram uniformidade de contetdo. Desse modo,
mesmo manual, o procedimento de preparo se mostrou capaz de incorporar eficaz e

uniformemente o farmaco nos dispositivos intravitreos.

Tabela 43 — Ensaio de uniformidade de doses unitarias dos implantes intravitreos

Unidade Teor (%)
1 97,19
2 98,13
3 100,91
4 99,25
5 97,88
6 104,75
7 95,27
8 103,03
9 96,20
10 97,67
Média 99,03
Desvio padrédo 3,02
T 100,0
M 99,03
k 2,4 (n=10)
Valor de aceitacdo 7,25

k: constante de aceitabilidade — M: valor referéncia

n: nimero amostral — T: média dos limites especificados

3.4.7 Perda de massa in vitro e absorcéo de agua

Na Figura 44, sdo apresentados os dados de alteracdo de massa nos implantes intravitreos
contendo acetazolamida, demonstrada pela perda de massa percentual e pela absorcdo de agua
durante 42 dias. Nas duas primeiras semanas, o ensaio foi monitorado em intervalos de tempo
menores, de 3-4 dias, que foi estendido para uma avaliacdo semanal depois de 14 dias. Como
se observa no grafico, ocorreu perda de cerca de 40% em massa nos implantes no periodo, um

pouco superior aos resultados reportados por nosso grupo de pesquisa, por Solano et al.
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(2014), para implantes intravitreos, preparados conforme mesmo protocolo, contendo o
antitumoral etoposideo, em que a perda de massa, em 42 dias, ndo superou 30%. A diferenca
encontrada pode ser explicada por duas razdes. Primeiramente, os estudos de perda de massa
foram conduzidos nas mesmas condi¢fes, em 15 mL de tampéo fosfato-salina. Contudo, 0s
implantes produzidos pelos autores eram maiores em dimensdes e peso que o desenvolvido
neste trabalho, com peso de 2,26 mg (78% maior), comprimento de 6,34 mm (27% maior) e
espessura de 0,62 mm (38% maior). Desse modo, espera-se que o impacto do efeito
hidrolitico em dispositivos menores e menos pesados fosse moderadamente maior. Deve-se
ressaltar ainda que o etoposideo é um farmaco mais lipofilico, menos soltivel no meio, de
modo que se difunde mais lentamente dos implantes. Uma vez que parte importante da perda
de massa se justifica pela liberacdo do farmaco, a diferenca na solubilidade e difusao reflete

marcadamente na perda de massa do sistema.

Figura 44 — Avaliacdo do perfil de perda de massa (parte esquerda) e absor¢do de agua (parte direita) pelos

implantes intravitreos contendo acetazolamida, durante 42 dias.
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Todavia, a perda de massa ndo ocorre de forma constante. Nos 21 primeiros dias, observa-se
perda pouco significativa de 8,33%, em velocidade muito menor que no segundo estagio, nos
ultimos 21 dias, quando a massa se reduz em 30,82% adicionais. Desta vez, os resultados
foram coincidentes aos encontrados por Solano et al. (2014) e pode ser justificado pelo
mecanismo de degradacao do acido polilatico-co-glicélico. A fase preliminar da degradacéo é
marcada pela absorcdo de agua pelo polimero, seguida pela hidrolise das ligacGes éster
presentes na sua estrutura (LEE et al., 2010; SEQUEIRA et al., 2018). Esta afirmativa foi
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corroborada pelos resultados obtidos no ensaio de absor¢cdo de 4gua. Makadia e Siegel (2011)
discutiram, no entanto, que esse processo de quebra aleatdria da rede polimérica resulta
apenas na diminuicdo da massa molar, mas nao se observa perda consideravel de massa no

sistema nos primeiros dias.

No segundo estagio, sdo produzidos produtos de degradacdo de menor massa molar que, mais
hidrossoluveis, difundem-se no meio de incubacdo (KUNOU et al., 1995; DUQUE et al.,
2018). O processo provoca erosdo da matriz polimérica e formacéo de poros, favorecendo a
penetracdo de agua no interior dos implantes poliméricos, condizente com os resultados
observados para absor¢do de agua. Com o intumescimento, os poros vdo aumentando
gradualmente de tamanho, uma vez que as reactes de hidrolise e erosdo ocorrem de modo
continuo e sdo catalisados pelos préprios produtos de degradacdo formados, mondmeros
acidos, que diminuem o pH no meio. Suplementarmente, a degradacdo da matriz e a criacdo
dos poros propiciam caminhos preferenciais que facilitam a liberacdo do farmaco dos
implantes intravitreos. Portanto, a maior perda de massa observada no periodo decorre
concomitantemente da reducdo da massa molar, erosdo da matriz polimérica e dissolucdo dos
produtos de degradacdo e difusdo do farmaco (FREDENBERG et al., 2011; MAKADIA,
SIEGEL, 2011; SOLANO et al., 2014).

O perfil de absor¢éo de agua pelos dispositivos intravitreos foi similar ao observado no estudo
de Solano et al. (2014). Nos primeiros dias, percebe-se absorcdo apreciavel de agua, superior
a 10%, que cresce gradativamente até o dia 14, quando mais ou menos se estabiliza. Do
vigésimo primeiro ao ultimo dia de estudo, nota-se que a reta que expressa a quantidade de
agua absorvida torna-se muito mais inclinada, uma vez que, como discutido anteriormente, a
penetracdo de agua no interior dos implantes foi favorecida pelos poros formados pela erosdo
do acido polilatico-co-glicélico. Decorrido o intervalo de 42 dias, 0 ganho em massa ocorrido

em virtude da absorcéo de &gua foi de aproximadamente 46%.

3.4.8 Estudo de liberacéo in vitro

Dados de liberagdo da acetazolamida a partir dos implantes intravitreos foram utilizados para

construcdo de curva de perfil de liberagdo acumulada, disposta na Figura 45.
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Figura 45 — Avaliacédo do perfil de liberagdo acumulada, em percentual, do farmaco acetazolamida em tampé&o
fosfato-salina (PBS) a 37 °C, a partir dos implantes intravitreos contendo acetazolamida, durante 42 dias, com

evidéncia de liberacdo em perfil bifasico, sem burst inicial.
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E notéavel, pela analise gréfica, que os implantes apresentaram perfil bifasico de liberacéo,
ocorrendo em duas fases distintas, em consonancia com os resultados de perda de massa e
absorcdo de agua. Na primeira fase ou fase de laténcia, nos primeiros 28 dias, o farmaco
difunde-se vagarosamente a partir da matriz polimérica, com liberacdo de somente 9,36% da
dose declarada, em ritmo aproximado de 0,33% ou 0,77 pg de farmaco liberado por dia. Se o
comportamento se reproduzir in vivo, seriam obtidas concentracbes maximas aproximadas de
acetazolamida entre 150-200 ng/mL, faixa muito superior ao limite de quantificacdo do
método desenvolvido para posterior uso em estudo farmacocinético, o que confirma a

adequabilidade do método.

O processo € mais lento porque, durante os primeiros dias, ndo ocorre penetracdo marcante de
agua na matriz, dificultando a dissolucgéo e difusdo do farmaco (MAKADIA, SIEGEL, 2011,
STEWART et al., 2011). Portanto, a liberacdo do farmaco ocorre exclusivamente por sua
difusdo a partir dos implantes, antes da erosdo, processo dependente do seu coeficiente de
difusdo, sua solubilidade inerente e saturacdo no meio de incubacdo e do gradiente de
concentracdo (LEE et al., 2010; BOIMVASER et al., 2016). Visto que o perfil foi avaliado

em condigdes de esgotamento ou sink, com volume quatro vezes superior a0 necessario para
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se obter solucdo saturada do farmaco, conclui-se que os principais fatores limitantes no caso

seriam o coeficiente de difus&o e o gradiente de concentragé&o.

Posteriormente, na segunda etapa, entre os dias 28 e 42, mais 41,01% da dose foram liberados
no meio de incubagédo, de forma mais ou menos constante, de modo que, por dia, foram
liberados aproximadamente 2,93% ou 6,74 pg/mg, quantidade quase 10 vezes maior que nos
primeiros dias. Nesse ritmo, seriam obtidas concentracdes entre 1,35 e 1,68 pg/mL de
acetazolamida nos olhos, considerando volume de humor vitreo entre 4-5 mL e preterindo
efeitos de drenagem ocular e metabolismo. O aumento na velocidade de liberagdo do farmaco
se justifica pela clivagem hidrolitica do polimero e difusdo da acetazolamida favorecida pelo

aumento da porosidade, como discutido anteriormente.

O comportamento do &cido polilatico-co-glicolico em implantes intravitreos € muito bem
estudado e elucidado em estudos cientificos (COSSE et al., 2017; STEWART et al., 2018;
DUQUE et al., 2018). Admite-se que esse tipo de sistema de liberacdo, diferentemente do
observado, possuiria cinética de liberacdo em perfil trifasico, no qual se incluiria uma etapa
prévia, marcada pela difusdo do farmaco ndo-incorporado, mas aderido na superficie dos
dispositivos que, por isso, se solubilizariam mais rapida e facilmente para o meio externo
(FIALHO et al., 2003; LEE et al., 2010; MOURA et al., 2011). O resultado seria um aumento
repentino na concentracdo do farmaco ou burst. A auséncia de burst de liberacdo consideravel
nos primeiros dias no presente trabalho indica que, nas condi¢fes propostas para o preparo, a
acetazolamida foi eficientemente incorporada na matriz polimérica. Este resultado corrobora
0s resultados descritos anteriormente na caracterizacdo fisico-quimica por microscopia
eletrobnica de varredura e espectroscopia de energia dispersiva, que apontaram para
distribuicdo homogénea do farmaco nos implantes e presenca de poucos cristais na superficie.
Também ratificam os resultados encontrados no estudo de difracdo de raios X, uma vez que,
pelo método do angulo rasante ou filme fino, ndo foi detectada acetazolamida em quantidade

apreciavel na superficie dos implantes.

Embora menos comum, o perfil bifasico foi obtido por outros estudos com implantes
intravitreos de acido polilatico-co-glicélico, como reportado por Solano et al. (2014), Toledo
et al. (2018) e Costa et al. (2018). O perfil de liberacdo em duas fases é benéfico porque
impede uma liberacdo imediata do farmaco, que poderia ocasionar pico de concentragdo
potencialmente toxico, sem contar que assegura cinética de liberacdo mais sustentada e

prolongada, como desejavel para tratamento de maior conveniéncia de doengas cronicas,
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como o glaucoma. Este perfil é compativel com o que sugere o ensaio de microscopia de
varredura eletrénica, em maior magnitude, em que se encontrou organizacdo das cadeias
poliméricas em multicamadas, caracteristica de sistemas de liberacdo matriciais, ideais para

liberacdo sustentada.

Durante os 42 dias do estudo, metade do farmaco foi liberado dos implantes intravitreos,
resultados semelhantes aos descritos em estudos de liberagéo in vitro e/ou in vivo disponiveis.
No final, percebe-se tendéncia para estabilidade na liberacdo ou plat6, observado em sistemas

de liberacdo similares.
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4 CONCLUSAO

Implantes intravitreos biocompativeis e biodegradaveis de &cido polilatico-co-glicélico
contendo acetazolamida foram convenientemente produzidos por moldagem a quente. Os
dispositivos apresentaram-se na forma de bastdes cilindricos, de cor branca e superficie lisa e
uniforme, com didmetro de 5,00 + 0,02 mm, espessura de 0,45 £+ 0,01 mm e peso médio de
1,27 £ 0,05 mg. No processo de preparo, cerca de 92% do farmaco adicionado foi incorporado
na matriz polimérica, produzindo dispositivos com dose de 230 pg/g, com teor e

uniformidade de doses unitarias adequados.

Um método analitico indicativo de estabilidade por cromatografia a liquido de alta eficiéncia
com deteccdo por ultravioleta foi desenvolvido e validado para determinacdo do teor de
acetazolamida e teor de impurezas no insumo farmacéutico ativo e nos implantes intravitreos.
O método foi seletivo, linear, preciso, exato e robusto nas faixas de 80-120 pug/mL (método
para doseamento de acetazolamida) e 0,4-1,2 pg/mL (método para doseamento de impurezas),
em menor tempo de corrida que outros métodos descritos na literatura. O método foi aplicado
em estudo de estabilidade acelerada, que comprovou a estabilidade dos dispositivos
intravitreos por, no minimo, 24 meses. Desenvolveu-se e validou-se outro meétodo, por
cromatografia de interacdo hidrofilica com deteccdo por espectrometria de massas, para
quantificacdo do farmaco, que foi seletivo, linear, preciso, exato e robusto na faixa de 0,5-
1000 ng/mL. Ademais, apresentou maior detectabilidade e menor tempo de corrida em

relacdo a outros métodos disponiveis, sendo aplicavel em estudos farmacocinéticos.

Estudo de degradacdo forcada demonstrou que o farmaco é estdvel quando submetido a
diferentes condicdes de estresse, degradando-se somente nas condi¢bes de hidrélise acida e
alcalina. Esse estudo permitiu concluir que houve compatibilidade farmaco-excipiente,
resultado que foi corroborado por outros métodos de caracterizagdo fisico-quimica, como
calorimetria exploratoria, termogravimetria, difracdo de raio X, espectrofotometria no
infravermelho e microscopia eletronica de varredura associada com espectroscopia por

energia dispersiva de raios X.

Estes ensaios provaram ainda que farmaco e excipiente sdo estaveis em temperaturas de até
230 °C, que a acetazolamida se amorfiza durante a sintese, favorecendo sua incorporagao e

distribuicdo homogénea na matriz, com parcela pouco significativa aderida na superficie. Por
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isso, os dispositivos demonstraram perfil de liberagdo bifasico do fa&rmaco, sem burst inicial,
com liberagdo sustentada de cerca de 50% da dose em 42 dias, caracteristico de sistemas

matriciais e com perfil ideal para tratamento eficaz, seguro e prolongado do glaucoma.
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CAPITULO 2

AVALIACAO MICROBIOLOGICA E BIOLOGICA DOS IMPLANTES
INTRAVITREOS CONTENDO ACETAZOLAMIDA
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1 MATERIAIS

1.1 Insumos farmacéuticos e medicamentos

e Acetazolamida insumo farmacéutico ativo (Amphora, Brasil)

e Carmelose sodica 5 mg/mL (Genom, Brasil)

e Cloridrato de cetamina 100 mg/mL (CEVA, Brasil)

e Cloridrato de proximetacaina 5 mg/mL (Alcon, Brasil)

e Cloridrato de tetracaina 10 mg/mL + fenilefrina 1 mg/mL (Allergan, Brasil)
e Cloridrato de xilazina 20 mg/mL (CEVA, Brasil)

e Tiopental sodico (Cristalia, Brasil)

e Tobramicina 3 mg/mL + dexametasona 1 mg/mL (Novartis, Brasil)

e Tropicamida 10 mg/mL (Alcon, Brasil)

1.2 Reagentes bioldgicos

e Células do epitélio pigmentar da retina da linhagem ARPE-19 (BCRJ, Brasil)

e Coelhos albinos machos (Oryctolagus cunigulus) da raca New Zealand (Fazenda
Experimental Professor Hélio Barbosa, Brasil)

e Ratos machos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar (Faculdade de Farmécia,

Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil)

1.3 Solventes e reagentes

e Acido acético glacial grau analitico (Hexis Cientifica, Brasil)

e Alcool etilico absoluto grau analitico (Exodo Cientifica, Brasil)

e Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (Sigma-Aldrich, EUA)
e Carboximetilcelulose sdica (Exodo Cientifica, Brasil)

e Cloreto de potéssio grau analitico (CRQ Quimica, Brasil)

e Cloreto de sodio 0,9% estéril (Equiplex, Brasil)

e Cloreto de sddio grau analitico (Synth, Brasil)

e Dimetilsulfoxido grau analitico (Synth, Brasil)

e Didxido de carbono gas (Air Liquide, Brasil)

e Formalina tamponada 10% m/v (Exodo Cientifica, Brasil)
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e Fosfato de sodio dibasico grau analitico (Sigma-Aldrich, EUA)

e Fosfato de s6dio monobasico grau analitico (Sigma-Aldrich, EUA)
e Hipoclorito de sodio (Exodo Cientifica, Brasil)

e Meio de cultura caldo caseina-soja (KASVI, Brasil)

e Meio de cultura DMEM-F12 com soro fetal bovino (Gibco, EUA)
e Meio de cultura fluido tioglicolato (KASVI, Brasil)

e Parafina grau analitico (Synth, Brasil)

e Tripsina 0,025% (Nova Biotecnologia, Brasil)

e Xilol grau analitico (Dindmica, Brasil)

1.4 Vidrarias, consumiveis e correlatos

e Agulhas ultrafinas de 30 gauge (Becton Dickinson, EUA)
e Agulhas de 21 gauge (Becton Dickinson, EUA)

e Algodao estéril

e BalGes volumétricos de 1-2000 mL

e Barras de agitacdo magnéticas

e Bastbes de vidro

e Béqueres de 10-2000 mL

e Caixa de MDF equipada com lampadas de diodo emissor de luz (LED)
e Cassetes histoldgicos

e Contensores de acrilico para ratos

e [Espatulas

e Frascos de penicilina

e Gaze estéril

e Kit de filtragdo a vacuo

e LAaminas de bisturi

e Micropipetas de 10-1000 uL modelo Labmate Soft (HTL Lab Solutions, Poldnia)
e Micropipeta multicanal (KASVI, Brasil)

e Microplaca de poliestireno cultivo celular de 96 pogos

e Minitubos de 1,5-2 mL (Eppendorf do Brasil, Brasil)

e Papel aluminio

e Parafilme

e Pingas
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Pipetas de Pasteur

Pipetas volumétricas estéreis de 1-10 mL

Ponteiras descartaveis estéreis para micropipetas de 200-1000 puL
Provetas de 1-1000 mL

Seringas de 1-5 mL

Tesouras

Trocarte transescleral

Tubos de ensaio de 20 mL

Tubos Falcon de 15-50 mL

Unidade filtrante de 0,22 um de porosidade

1.5 Equipamentos

Agitador magnético com aquecimento modelo TMA20CF (Thelga, Brasil)
Agitador orbital do tipo vértex modelo AV-2 82328 (Gehaka, Brasil)

Balanga analitica modelo AEG455M, com precisdo de 0,05 mg (Shimadzu, Japao)
Balanga analitica modelo AUW2200, precisdo de 0,001 mg (Shimadzu, Japao)
Balanca analitica modelo BP221D, precisdo de 0,01 mg (Satorius, Alemanha)
Balanca semianalitica modelo AE20 (Mettler Toledo, EUA)

Banho ultrassonico modelo Bransonic 220 (Branson Ultrasonics, EUA)

Capela de fluxo laminar

Centrifuga modelo Heraeus Multifuge X1R (Thermo Fisher, EUA)

Clearview Optical Imaging System (Optibrand, EUA)

Dessecador

Eletrodos do tipo agulha modelo ERG Jet (Fabrinal SA, Suica)

Eletrodos do tipo lente de contato modelo ERG Jet (Fabrinal SA, Suica)
Estereomicroscépio Motic, equipado com camera Motic Cam® (Motic, China)
Estufa modelo B180 (Nabertherm Inc., Estados Unidos)

Fotoestimulador de diodo emissor de luz (LED) modelo ColorDome® Ganzfield,
equipado com software Espion E3 (Diagnosys LLC, EUA)

Freezer modelo REVCO, temperatura de -80 °C (Thermo Scientific, Estados Unidos)
Lampada de diodo emissor de luz (LED) cor branca

Lampada de fenda modelo SL 15 (Kowa, Japao)

Leitor de microplacas modelo ELISA VERSAmax (Molecular Devices, EUA)
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Leitor de microplacas modelo ELx800 (Biotek, EUA)

Microscopio 6tico modelo Axio Imager M2, equipado com cdmera modelo Axiocam e
software Zen (Carl Zeiss, Alemanha)

Potenciémetro modelo 827 pH Lab (Metrohm, Suica)

Oftalmoscopio binocular indireto modelo Omega 500 (Heine Optotechnik, Alemanha)
Oftalmoscopio modelo Spectralis HRA+OCT, equipado com software Spectralis OCT
(Heidelberg Engineering, Alemanha)

Refrigerador, temperatura de 4 °C (Consul, Brasil)

Refrigerador modelo GRC-4PV, temperatura de 2 °C (Gelopar, Brasil)

Tondmetro veterinario modelo Tono-Pen Vet (Reichert Technologies, EUA)

Ultrapurificador de &gua modelo Millipore Direct Q3 (Merck, Alemanha)
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2 METODOS

Os experimentos para caracterizagdo microbioldgica e estudos in vivo foram realizados no
Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de Farmécia e no Laboratorio de
Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, ambos na Universidade
Federal de Minas Gerais, na Fundacgéo de Ensino de Contagem, na Fundagdo Ezequiel Dias e
no Centro de Diagnostico Veterinario Celulavet. Todos os experimentos animais foram
conduzidos em conformidade com as normas da resolucdo para uso de animais em pesquisa
da Associacao para Pesquisa em Visdo e Oftalmologia (ARVO). Os estudos foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais,
sob os protocolos 238/2016 e 04/2020 e pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Fundacao Ezequiel Dias, sob protocolo 027/2021.

2.1 Teste de esterilidade dos implantes intravitreos contendo acetazolamida

Depois de produzidos, os implantes intravitreos foram transferidos para minitubos de 1,5 mL
hermeticamente fechados e foram esterilizados por irradiacdo gama, com dose de 15 kGy. Na
avaliacdo do controle de qualidade microbiolégico dos implantes intravitreos, o ensaio de
esterilidade, que visa verificar a auséncia de micro-organismos viaveis, foi executado

conforme preconizado na Farmacopeia Brasileira 62 edicéo.

De acordo com método geral farmacopeico, para produtos oftalmicos apresentados em
embalagem de dose Unica, para lotes com menos de 100 unidades, como é o caso do lote
produzido neste trabalho, o ndmero minimo de unidades a serem testadas deve corresponder a
10% do namero de unidades produzidas ou 4 unidades, o que for maior. Os implantes foram
transferidos, sob condicdes assépticas, para tubos de ensaio contendo caldo caseina-soja ou
meio fluido tioglicolato e incubados, respectivamente, nas temperaturas de 35 °C e 25 °C, em
estufa, por 14 dias. O crescimento microbiano foi avaliado durante todo o periodo e controles

negativo e positivos foram monitorados para assegurar a confiabilidade dos resultados.
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2.2 Avaliacao da toxicidade in vitro e in vivo do farmaco acetazolamida

2.2.1 Avaliagéo da toxicidade in vitro da acetazolamida por ensaio de viabilidade celular ou

ensaio de citotoxicidade por incorporacao de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

Na investigacdo da toxicidade in vitro da acetazolamida, foram utilizadas células humanas do
epitélio pigmentar da retina (ARPE-19), conforme estabelecido por Dunn et al. (1996). As
celulas ARPE-19 foram cultivadas em meio de cultura DMEM-F12, enriquecido com soro
bovino fetal (SBF) a 10% m/v, mantidas a 37 °C, em estufa, sob atmosfera umidificada de ar
e didxido de carbono a 5%, na propor¢do 95:5 v/v. Eventual efeito citotoxico do farmaco foi
avaliado pela determinacdo indireta da viabilidade celular em ensaio colorimétrico proposto
por Mosmann (1983), no qual o brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil]tetrazolio
(MTT), sal hidrossoluvel de cor amarela, é convertido, por clivagem promovida pela enzima
succinato desidrogenase mitocondrial, em 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan ou
formazan. O formazan é uma substancia de cor azul marcante, que produz cristais insolUveis
em meio aquoso, proporcionalmente ao nimero de células vidveis no estudo. Estes cristais sdo
posteriormente solubilizados em dimetilsulféxido, para mensuracdo da densidade dptica, por

espectrofotometria, no comprimento de onda de 570 nm.

O farmaco foi estudado nas concentracGes de 0,001, 0,0025, 0,005, 0,01, 0,02 e 0,04 mmol/L,
que foram preparadas por sua dissolucdo em mistura de cloreto de sédio 0,9% m/v estéril e
dimetilsulfoxido, na proporcdo de 99:1 v/v. O dimetilsulfoxido foi adicionado para garantir a
solubilizacdo da acetazolamida nas maiores concentracGes. No preparo do reagente MTT,
foram pesados 500 mg do sal, que foram dissolvidos em 100 mL de tampéo fosfato-salina
estéril e filtrados por filtro de seringa de 0,22 um. Desta solucéo, diluiu-se volumetricamente
1 mL em 9 mL de meio de cultura DMEM-F12 suplementado com soro fetal bovino, em

reservatorio estéril.

No procedimento, realizado em condi¢fes assépticas, células ARPE-19 foram semeadas em
placas de poliestireno de 96 pocos, na concentragdo de 10000 células/poco, utilizando
micropipeta multicanal, adicionadas de 0,1 mL do meio de cultura e incubadas por 24 horas
nas condigdes descritas anteriormente. Em seguida, o meio de cultura foi cuidadosamente

removido com micropipeta multicanal, sem permitir contato entre ponteiras e superficie em
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que as ceélulas estdo aderidas e os pogos foram lavados com 0,1 mL de tampé&o fosfato-salina
esteril para remover o excesso de soro fetal bovino. Depois, adicionou-se 0,1 mL do farmaco
em meio de cultura suplementado aos pocos, nas concentracfes propostas, e incubou-se a
microplaca por mais 24 horas. ApOs esse periodo, as solucBes de acetazolamida foram
removidas cuidadosamente, com micropipeta multicanal, os pocos foram lavados com 0,1 mL
de tampaéo fosfato-salina estéril e foram adicionados 0,1 mL do reagente MTT nos pogos, com
incubacdo por 3 horas. A microplaca foi centrifugada a 1000 rpm por 10 minutos, o
sobrenadante foi removido com micropipeta multicanal, os cristais de formazan formados
foram solubilizados com 0,05 mL de dimetilsulfoxido e procedeu-se a leitura em leitor de
microplacas, determinando-se a sobrevida ou viabilidade celular pela razdo percentual das
absorvancias encontradas para tratamento e controle de vida. Depois de selecionadas as doses
maiores que ndo foram consideradas toxicas, o ensaio foi repetido monitorando-se a

viabilidade celular por 24, 48 e 72 horas.

O meio de cultura DMEM-F12 foi utilizado como branco, meio de cultura DMEM-19
enriquecido com células ARPE-19 foi utilizado como controle de vida, o dimetilsulfoxido foi
utilizado como controle de morte e 0 meio de cultura adicionado de dimetilsulfoxido na
proporcao 99:1 foi utilizado como controle de solvente. Controles e concentragdes do farmaco
foram estudados em 9 replicatas, enquanto para o branco foram realizadas 8 determinacdes.
Os resultados foram expressos como viabilidade celular, em percentual, comparativamente ao
controle contendo meio de cultura mais células ARPE-19, como média + desvio padréo.
Depois, foram analisados por ANOVA de uma via, com pos-teste de Tukey, no software
Prism 5.0 (GraphPad, EUA), no nivel de significancia de 0,05% (p-valor < 0,05).

2.2.2 Avaliacdo da toxicidade in vitro da acetazolamida por eletrorretinografia de campo

total

Para avaliacdo da toxicidade in vivo em ratos utilizou-se eletrorretinografia (ERG), o Unico
ensaio capaz de avaliar o estado funcional da retina. O teste de eletrorretinografia consiste na
aplicacdo de estimulos luminosos, avaliando-se as respostas escotdpica (resposta dos
bastonetes), escotdpica maxima (resposta maxima de cones e bastonetes), fotopica (resposta
dos cones a flash Unico) e flicker (resposta dos cones a estimulos repetidos), além de registros

de potenciais oscilatorios, quando submetidos a fotoestimulador de diodo emissor de luz
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(LED), controlado por software que permite 0 monitoramento da frequéncia e duragdo dos
estimulos nos eletrodos em lentes de contato.

O procedimento foi realizado com ratos (Rattus norvegicus) machos da linhagem Wistar, com
6-8 semanas de idade e peso entre 200-250 g, adquiridos e mantidos no Biotério da Faculdade
de Farmécia da Universidade Federal de Minas Gerais. Todos animais foram acondicionados
em caixas, posicionadas em estantes, em sala com ar filtrado, condi¢cGes de temperatura
controlada de 27 °C, sob ciclos de claro/escuro de 12 horas e alimentacdo e agua ad libitum.
Todos os animais (n = 9) foram randomicamente divididos nos grupos 1, 11 e 111, contendo n =
3 por grupo, nos quais foram administrados doses diferentes do farmaco, conforme descrito na
Tabela 44.

Tabela 44 — Delineamento experimental para avaliagdo da toxicidade in vivo do farmaco acetazolamida por

eletrorretinografia em ratos Wistar

Grupo Amostra Dose (mmol/L)  Dose (ng/mL)

| 3 0,01 2,22
I 3 0,02 4,44
m 3 0,04 8,88

O farmaco foi utilizado na forma de suspensdo em gel de carboximetilcelulose a 0,5% m/v em
cloreto de sddio 0,9% m/v estéril, agitadas em vortex por 30 segundos imediatamente antes da
administragdo. Foram administrados volume de 5 pL, por inje¢do intravitrea, com seringa de
insulina e agulha de 30 gauge, a 2 mm do limbo, no olho esquerdo de cada animal, enquanto
igual volume de gel de carboximetilcelulose 0,5% em salina estéril, sem farmaco, foi
administrado contralateralmente, no olho direito, para controle. O procedimento foi executado
com auxilio de microscopio, para melhor visualizagdo da agulha na cavidade intravitrea.
Esperou-se cerca de 30 s para remover a agulha, para evitar vazamentos. Os animais foram
anestesiados anteriormente, para administracdo intravitrea e eletrorretinografia, com
cloridrato de cetamina 90 mg/kg e cloridrato de xilazina 10 mg/kg, por via intraperitoneal, e

cloridrato de proximetacaina 5 mg/mL, por instilacao.

Os registros eletrorretinograficos foram realizados conforme orientado no protocolo
estabelecido pelo Comité de Padronizacdo e Calibracdo da International Society for Clinical

Electrophysiology of Vision (ISCEV) e pelo Estatuto para o0 Uso de Animais em Pesquisa
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Oftalmica e Visdo da Associagdo para Pesquisa em Visdo e Oftalmologia (ARVO) (ODOM et
al., 2016; ROBSON et al., 2018), com aprovacio pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo 238/2016, Anexo 1). Durante o estudo, a
avaliacdo clinica foi realizada por profissional veterinario. Tonometria e oftalmoscopia foram

utilizados para monitorar a seguranca da administracao intravitrea do fa&rmaco.

As respostas foram adquiridas nos dois olhos simultaneamente utilizando eletrodos bipolares
do tipo lente de contato posicionados sobre a cdrnea, eletrodos do tipo agulha fixados
subcutaneamente na pele perto da regido frontal, no canto lateral de ambos os olhos,
utilizados como referéncia, e eletrodo-terra fixado subcutaneamente no dorso do animal,
préximo da cauda. A impedéancia do eletrodo foi verificada antes e depois de cada medicéo e
foi inferior a 5 kQ a 25 Hz. Quinze minutos antes do exame, foi instilada tropicamida 10
mg/mL para midriase. Os olhos dos animais foram constantemente lubrificados por instilacéo
de carmelose sodica 5 mg/mL.

Os exames escotopicos foram realizados com flashes de luz branca (6500 K), de duracéo de 4
ms, em 11 steps, com aumento da intensidade luminosa, com flashes de intensidade luminosa
de 0,01 cd.s/m? com 30 segundos de intervalo, para avaliar a funcéo de bastonetes, flashes de
intensidade luminosa de 3,0 cd.s/m? com 30 segundos de intervalo, para avaliar a fungdo de
bastonetes e cones e resposta escotopica maxima, e flashes de intensidade luminosa de 10
cd.s/m?, com 30 segundos de intervalo. O potencial oscilatério (PO) foi obtido pela resposta
do flash de 3 cd.s/m?, por meio de transformada de Fourier rapida, com filtragem de 60-300
Hz. Estimou-se o valor absoluto da area sob a curva para todos os potenciais oscilatorios,

entre os tempos implicitos das ondas a e b.

Exames fotopicos foram realizados depois de adaptacdo do animal a luz de fundo de 3,0
cd.s/m? por 10 minutos, por estimulos com flashes de intensidade luminosa de 3,0 cd.s/m? e
duracdo de 4 ms, seguidas por sinal flicker de 30 Hz, de mesma intensidade luminosa e
duracdo. Todas as respostas foram amplificadas, com filtragem de 0,3-300 Hz, depois de
média de 5-40 medic¢des individuais por step, de acordo com a raz&o sinal:ruido.

Todos os animais foram submetidos ao exame eletrorretinografico em 1, 7 e 15 dias apés a
administracdo intravitrea do farmaco. Antes dos registros eletrorretinograficos, os animais
foram mantidos em uma sala escura por 24 horas, para adaptacdo ao escuro. Durante o0 ensaio,
foram acomodados no interior de uma gaiola de Faraday, sob suporte de isopor, para manter a

adaptacdo ao escuro e minimizar interferéncias externas de campo elétrico, para registro
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eletrofisiologico mais fidedigno. O procedimento foi realizado sob fraca intensidade de luz

vermelha.

Sinais amplificados obtidos simultaneamente para olho esquerdo e direito foram processados
pelo software Espion E* e eletrorretinogramas foram adquiridos. Os resultados encontrados
para amplitude e tempo implicito das ondas a e b foram comparados com os valores médios
obtidos para 0s grupos antes da administracdo intravitrea, A razdo da amplitude das ondas a e
b (razdo b/a) foi estimada como indicador da integridade funcional da retina externa e interna,
como recomendado por diversos autores, como Lawwill et al. (1972), Evans et al. (1993),
Manna et al. (2016) e Paiva et al. (2021).

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software Prism 5.0 (GraphPad, EUA). As
diferengas nos parametros eletrorretinograficos entre os grupos, durante o periodo do estudo,
foram testadas para distribuicdo normal usando-se teste de Shapiro-Wilk. Para dados
paramétricos, a comparacdo multipla foi realizada por ANOVA de uma via, com pés-teste de
Bonferroni, enquanto a comparacdo Unica foi investigada por teste t. Dados nao-paramétricos,
foram avaliados por Kruskal-Wallis, com po6s-teste de Nemenyi, para comparacdo multipla,
enquanto a comparacao unica foi realizada por teste de Mann-Whitney. Para todos os testes, o

nivel de significancia de 0,05.

2.3 Avaliacéo do efeito neuroprotetor do farmaco acetazolamida por eletrorretinografia

de campo total

Um possivel efeito neuroprotetor da acetazolamida foi avaliado, por eletrorretinografia. Todos
0s ensaios foram conduzidos exatamente nas mesmas condi¢Ges, conforme descrito na
avaliacdo da toxicidade in vivo do farmaco, mas para apenas uma Unica dose do farmaco, de
0,02 mmol/L ou 4,44 ug/mL, por via intravitrea, em suspensdo de carboximetilcelulose a
0,5% m/v em salina estéril, nos olhos direitos de 5 animais (n = 5), enquanto os olhos

esquerdos foram mantidos como controle.

Depois da administragdo, os animais foram expostos a procedimento de degeneracdo forcada
da retina por exposicdo excessiva a luz, com iluminancia de 40000 lux, segundo modelo
experimental desenvolvido no grupo de pesquisa, em resultados ainda ndo publicados. Para

procedimento, os animais foram acondicionados no interior de contensores de acrilico e
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colocados, aos pares, em caixa de MDF, equipada com lampadas de diodo emissor de luz
(LED) na cor branca, posicionadas nas quatro paredes e na porc¢do superior, com espelhos
posicionados na porcao inferior para refletir a luz incidente. Os olhos foram previamente
instilados com tropicamida 5 mg/mL, para efeito midriatico. Fixou-se tempo de exposi¢do em
2 horas, por 8 dias consecutivos. Imediatamente depois do término do experimento de
degeneracgéo, os animais foram novamente mantidos sob condi¢Ges de escuro, por 24 horas.
Exames eletrorretinograficos foram efetuados em 1, 7 e 14 dias apds o experimento, como
descrito anteriormente, comparando-se a degeneracao induzida por luz nos olhos tratados e

controle.

2.4 Avaliacao da toxicidade in vivo dos implantes intravitreos contendo acetazolamida

Na investigacdo da toxicidade in vivo dos implantes intravitreos, foram utilizados coelhos
(Oryctolagus cuniculus) albinos machos, da raca New Zealand, com 2-3 meses de idade e
peso de 2,0-2,5 kg, adquiridos da Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa (lgarapé,
Brasil) e acondicionados aos pares em gaiolas, na sala de manutencao de coelhos no Biotério
de Experimentacdo Animal da Fundagéo Ezequiel Dias, mantidos entre 16-22 °C, com trocas
de ar completa e ciclos de claro-escuro de 12 horas, com alimentacdo e agua ad libitum,
acompanhados por profissional veterinario. Todos os animais foram mantidos em quarentena

for 14 dias e submetidos periodicamente a exame parasitolégico de fezes.

Os estudos in vivo foram conduzidos em conformidade com as normas da resolucdo para uso
de animais em pesquisa da Associacdo para Pesquisa em Visdo e Oftalmologia (ARVO), com
aprovacdo do Comité de Etica em Uso de Animais da Fundagio Ezequiel Dias (protocolo
027/2021, Anexo I11).

Os coelhos foram divididos aleatoriamente em 8 grupos, contendo quatro animais cada (n =
32), sendo que dois grupos receberam uma injecéo intravitrea de solucdo de acetazolamida
0,02 mmol/L em salina estéril, avaliados por (I) 3 dias e (II) 7 dias, e seis grupos receberam
administracdo intravitrea de implante contendo acetazolamida no olho direito e implante
branco no olho esquerdo, utilizado como controle, durante os seguintes tempos (111) 7 dias,
(IV) 14 dias, (IV) 21 dias, (VI) 28 dias, (VII) 35 dias e (VIII) 42 dias. O delineamento

experimental proposto é detalhado na Tabela 45. O numero amostral foi estimado conforme
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preconizado por Charan e Kantharia (2013) e com base em outros estudos do grupo de
pesquisa, como Solano et al. (2016), Paiva et al. (2019) e Vieira et al. (2020), estabelecendo
como varidvel biologica de maior instabilidade a distribuicdo do farmaco no segmento

posterior do olho.

Tabela 45 — Delineamento experimental para avaliagdo da toxicidade in vivo dos implantes intravitreos em

coelhos
Grupo Tratamento Exposi¢ao (dias) Coelhos
I Injecdo intravitrea 3 7,17,21, 24
I Injecdo intravitrea 7 2,12,27,30
Il Implante intravitreo 7 3,15, 20, 28
v Implante intravitreo 14 6, 13, 25, 32
\Y Implante intravitreo 21 8,19,22,31
Vi Implante intravitreo 28 1,4,11,23
Vil Implante intravitreo 35 9, 10, 16, 26
VI Implante intravitreo 42 5, 14,18, 29

2.4.1 Administracdo intravitrea de implantes ou injecGes na cavidade vitrea dos olhos de

coelhos

Para insercdo dos implantes intravitreos contendo acetazolamida ou brancos, 0s animais
foram previamente anestesiados por injecdo de 30 mg/kg de cloridrato de cetamina e 4 mg/kg
de cloridrato de xilazina, via intramuscular. Posteriormente, os olhos dos animais foram
anestesiados por instilacdo topica de cloridrato de proximetacaina 5 mg/mL. Os implantes
intravitreos foram inseridos por um trocarte de 25 gauge. Uma cénula transescleral, que foi
colocada através da pars plana do olho direito dos animais, no quadrante subtemporal
superior, foi utilizada para insercdo, conforme apresentado na Figura 46. O olho esquerdo foi
mantido como controle. N&o foi observado sangramento nos olhos que receberam o implante.
Para prevenir infeccdes bacterianas e inflamacéo, os olhos dos animais foram instilados no
poOs-operatdrio, diariamente, com tobramicina 3 mg/mL + dexametasona 1 mg/mL, por uma
semana. O mesmo procedimento foi adotado para administracdo de injecdes intravitreas do
farmaco, mas foram administrados 5 pL da solucdo na concentracdo de 0,02 mmol/L pela

pars plana, com agulha de insulina de 32 gauge e seringa.
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Figura 46 — Esquema demonstrativo de procedimento de aplicacdo de trocarte transescleral (parte esquerda)
seguida por insercao dos implantes intravitreos contendo acetazolamida na cavidade intravitrea através do

trocarte transescleral (parte direita), em coelhos albinos da raca New Zealand.

2.4.2 Avaliacdo clinica

A avaliagdo clinica foi realizada por oftalmologista veterinario, antes, durante e semanalmente
apos insercdao dos implantes intravitreos, por inspecdo ocular, oftalmoscopia binocular
indireta, biomicroscopia com lampada de fenda e fotografia de fundo de olho. Foram
observados se sinais clinicos como edema corneano, hiperemia ou secre¢do conjuntival,

hipopio, catarata, opacidade vitrea ou descolamento da retina surgiam durante o experimento.

2.4.3 Tonometria de aplanagdo de Goldmann

A pressdo intraocular foi monitorada utilizando tonémetro veterinario portatil em ambos os
olhos dos coelhos, antes e uma vez por semana depois da administracdo dos implantes
intravitreos ou injecdes intravitreas, durante toda a experimentacdo. Previamente, os coelhos
foram imobilizados e os olhos foram anestesiados por instilacdo ocular de cloridrato de
proximetacaina a 5 mg/mL. Para reduzir varia¢Ges, foram realizadas medicGes em triplicata
por olho, sempre na mesma faixa de horéario, entre 14:00 e 15:00. Os resultados foram
expressos como média * desvio padrdo e plotados graficamente para avaliar ndo somente a
toxicidade dos sistemas, mas seu efeito hipotensor em coelhos normotensos. A mudancga na

presséo intraocular foi estimada pela subtracdo dos valores obtidos em cada medicdo pelos
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valores encontrados antes da administracdo intravitrea. Os resultados foram comparados

estatisticamente pelo teste t, adotando-se p-valor < 0,05.

2.4.4 Tomografia de coeréncia optica de dominio espectral

A toxicidade in vivo dos implantes e injecdes intravitreas foi avaliada por tomografia de
coeréncia optica de dominio espectral de alta resolugdo, exame de diagndstico por imagem
ndo-invasivo, padrdo-ouro para avaliagdo do segmento posterior dos olhos, que mensura a
reflectdncia de luz infravermelho proximo de banda larga pela retina. O equipamento usado
permitiu ndo s6 obter imagens transversais da retina, como medir sua espessura e de suas

camadas e obter imagens de fundo de olho por laser de varredura confocal.

Depois dos intervalos pré-definidos para cada grupo, os coelhos foram anestesiados por via
intramuscular, como descrito no procedimento de insercdo dos implantes. Posteriormente,
administrou-se tropicamida na concentracdo de 10 mg/mL por instilacdo para midriase e
carmelose sddica a 5 mg/mL para lubrificacdo, procedimentos recomendados para melhorar a
nitidez e qualidade das imagens produzidas. Os coelhos foram confortavelmente posicionados
em suporte, de modo que seus olhos estivessem proximos o suficiente das lentes do
equipamento, com as pupilas centralizadas. Os parametros para aquisicdo padronizados pelo
fabricante foram mantidos, com pequenos ajustes finos sendo realizados na iluminagéo e
angulo de incidéncia quando necesséario para melhor visualizacdo. Diversos modos de

varredura foram utilizados para aquisicéo.

Todas as avaliacGes foram realizadas com lentes apropriadas para 0o segmento posterior e,
para reduzir a variabilidade, padronizou-se que as imagens seriam obtidas sempre na mesma
posi¢do, um pouco abaixo e a esquerda do disco Optico, que deveria estar visivel na imagem
de fundo de olho, e com qualidade maior que 10. Depois que imagens da retina e fundo de
olho foram obtidas, mediu-se, pelo software, a espessura das camadas da retina e sua

espessura total.

Os resultados obtidos para os olhos tratados foram comparados entre si e com os olhos
contralaterais, utilizados como controle, verificando-se se haviam alteragdes visiveis e
caracteristicas na estrutura da retina ou modifica¢fes na espessura das camadas. Os resultados

foram comparados estatisticamente pelo teste t, adotando-se p-valor < 0,05.
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2.4.5 Avaliacdo histologica

Uma vez que se concluiu a investigacdo da toxicidade in vivo por tomografia de coeréncia
Optica para 0s grupos, nos intervalos pré-estabelecidos, os animais foram eutanasiados por
injecdo de sobredose de tiopental (90 mg/kg), por via intravenosa, na veia marginal da orelha
esquerda. Posteriormente, os olhos foram enucleados conforme protocolo proposto por Ahn et
al. (2016) e cerca de 0,2 mL de humor vitreo dos olhos tratados foram coletados, com agulha
de insulina e seringa, transferidos para minitubos de 1,5 mL e congelados em ultrafreezer a -
80 °C. Os olhos foram transferidos para tubos de Falcon de 50 mL, contendo cerca de 25 mL

de solugéo de Davidson e fechados hermeticamente, para fixag&o, por 24 horas.

Depois, o fixador foi removido e o processamento foi realizado sequencialmente pela
desidratacdo dos olhos em concentracfes crescentes de alcool etilico, diafanizacdo por xilol e
impregnacdo e emblocamento em parafina fundida a 60 °C. Os blocos foram armazenados a -
20 °C até o momento do corte. LAminas dos olhos tratados e controle foram montadas
utilizando-se balsamo do Canada e laminula, com corte sagital de 4 um, ao redor do nervo
Optico, coradas com hematoxilina/eosina e analisadas em microscopio éptico de luz branca,
para verificacdo de sinais de irritacdo, leséo ou inflamagdo, como edema, neovascularizacao,

presenca de infiltrado inflamatdrio ou quaisquer outras anormalidades.

Cortes no aumento de 20 vezes foram obtidos e utilizados para medir a espessura das camadas
da retina e para contar o numero de células ganglionares, em uma regido linear de 0,2 mm. Os
resultados foram comparados estatisticamente por ANOVA de duas vias, com pos-teste de

Bonferroni, adotando-se p-valor < 0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teste de esterilidade dos implantes intravitreos contendo acetazolamida

De acordo com o compéndio, o teste é aplicavel a insumos farmacéuticos, medicamentos e
produtos para salude que devem ser estéreis, como medicamentos oftalmicos, sendo
adequados para revelar a presenca de bactérias e fungos. O teste de esterilidade foi realizado
pelo método de inoculacdo direta para avaliar a eficiéncia do processo de esterilizacdo por
irradiagdo gama. Durante o ensaio de esterilidade, ndo foi observado crescimento microbiano
em nenhum dos tubos de ensaio contendo os meios caldo caseina-soja ou fluido tioglicolato.
A validade do teste foi confirmada pela presenca de crescimento microbiano no tubo controle
positivo e auséncia no tubo controle negativo. Portanto, confirmou-se a esterilidade dos

implantes intravitreos e a eficiéncia do procedimento de esterilizacao por irradiacdo gama.

3.2 Avaliacdo da toxicidade in vitro e in vivo do farmaco acetazolamida

3.2.1 Avaliagéo da toxicidade in vitro da acetazolamida por ensaio de viabilidade celular ou

ensaio de citotoxicidade por incorporacao de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

Os resultados de viabilidade celular, expressas como percentual de sobrevida em comparacao
com a amostra controle de vida, composta por células e meio de cultura, para o ensaio de
citotoxicidade por incorporacdo do MTT, sdo apresentados na Figura 47, para 0s controles de

vida, solvente e morte e para as seis doses de farmaco avaliadas no estudo preliminar.
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Figura 47 — Determinacdo da sobrevida e viabilidade celular de células do epitélio pigmentar da retina humana
da linhagem ARPE-19 em percentual, durante avaliacdo da toxicidade in vitro do farmaco acetazolamida nas
doses de 0,001, 0,0025, 0,005, 0,01, 0,02 e 0,04 mmol/L por ensaio de citotoxicidade por incorporacdo do 3-

(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT).
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Por ANOVA, com pos-teste de Dunnett, cada grupo foi comparado ao controle, em nivel de
significancia de 5% (p-valor < 0,05), para certificar se havia ou ndo diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos. Percebe-se que o teste foi valido, uma vez que
o controle de vida ndo impediu a proliferacdo celular e que o controle de morte demonstrou
viabilidade celular significativamente menor que o controle de vida, confirmando seu efeito
citotoxico e capacidade em suprimir o crescimento celular. Todos os grupos foram
comparados com o controle de vida e entre si por ANOVA de uma via e pés-teste de Tukey,
escolhido por ser o mais adequado para comparagdes pareadas mdaltiplas. Por ANOVA,
encontrou-se diferenca estatistica entre os grupos, pois F estimado (F = 101,8) foi muito

superior ao F critico e o p-valor foi inferior a 0,05.

O gréfico para comparagdo de médias, apresentado na Figura 48, mostra que, excetuando-se 0
controle de morte que desejavelmente deveria diferir dos outros, apenas a maior dose do
farmaco (0,04 mmol/L), marcada em vermelho, difere significativamente do controle de vida
e das outras doses. O controle de solvente ndo demonstrou diferenca do grupo controle de

vida, confirmando ser possivel e segura seu uso no estudo. Concluiu-se que apenas a dose de
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0,040 mmol/L foi citotoxica para células ARPE-19, mas ndo as doses menores, entre as quais
as doses de 0,010 e 0,020 mmol/L.

Figura 48 — Comparacdo estatistica por analise de variancia (ANOVA) de uma via, com pos-teste de
Bonferroni, entre as médias de viabilidade celular obtidas durante avaliagdo da toxicidade in vitro do farmaco
acetazolamida nas doses de 0,001, 0,0025, 0,005, 0,01, 0,02 e 0,04 mmol/L por ensaio de citotoxicidade por
incorporacdo do 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT), com evidéncia de auséncia de toxicidade

para doses inferiores a 0,04 mmol/L.
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O estudo foi posteriormente repetido, seguindo o mesmo protocolo, para confirmacédo da
auséncia de toxicidade do farmaco nas doses de 0,010 e 0,020 mmol/L. Todavia, para se
avaliar um possivel efeito citotoxico a longo prazo, as células ARPE-19 foram expostas aos
farmacos nas duas concentragdes por 24, 48 e 72 horas. A sobrevida e a viabilidade celular

encontradas na nova investigacao estdo demonstradas na Figura 49.
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Figura 49 — Determinacdo da sobrevida e viabilidade celular de células do epitélio pigmentar da retina humana
da linhagem ARPE-19 em percentual, durante avaliacdo da toxicidade in vitro do farmaco acetazolamida nas
doses de 0,01 e 0,02 mmol/L por ensaio de citotoxicidade por incorporacdo do 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazélio (MTT).
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Os resultados obtidos estdo em consonancia com o0s reportados na primeira avaliacéo,
comprovando que as doses de 0,010 mmol/L e 0,020 mmol/L ndo foram citotoxicas para
células ARPE-19 em 24 horas, uma vez que ndo diferiram significativamente do grupo
controle (p-valor < 0,05). Toxicidade foi ausente mesmo durante a exposicdo das células
ARPE-19 ao farmaco por periodos maiores, de 2 e 3 dias, pois ndo se observou diferenca
estatisticamente significativa entre controle de vida e tratamentos. Por isso, as doses foram
consideradas seguras para administracdo intravitrea do farmaco. E importante destacar que
estas doses seguras sdo maiores que as doses maximas reportadas no estudo de perfil de
liberacdo in vitro da acetazolamida a partir dos implantes intravitreos, como descrito no
capitulo anterior. Por isso, admite-se que ndo ha risco de que, durante o uso, o implante possa

liberar quantidade de farmaco capaz de provocar efeito citotoxico para a retina.

A sobrevida depois de 48 ou 72 horas foi, em média, superior a 100%. Viabilidade celular
superior a 100% ¢ algo comum em ensaios de toxicidade utilizando-se linhagens celulares
proliferativas, como ARPE-19 e ndo se associa necessariamente com efeito estimulante do

tratamento no crescimento celular, podendo ocorrer geralmente em virtude de flutuacdes



206

experimentais randémicas, contaminagdes ou efeito redutor do farmaco sobre o reagente,
fatores que, inclusive, sdo limitacGes importantes do seu uso para ensaios de toxicidade in
vitro, como discutido extensivamente por Karakas et al. (2017), Kamiloglu et al. (2020) e
Ghasemi et al. (2021). De fato, observou-se uma variabilidade muito maior e gradativamente

crescente nas replicatas obtidas em 48 ou 72 horas de exposicao.

Poucos estudos encontram-se disponiveis para investigar os efeitos da acetazolamida em
células do epitélio pigmentar da retina. No geral, como discutido na revisdo bibliogréafica,
estudos de novas formulacdes para administracéo intraocular do farmaco foram focados mais
nos aspectos farmacocinéticos do que nos farmacodindmicos. Na maioria, sequer foi
realizada qualquer avaliacdo do potencial toxico do farmaco ou formulagGes in vitro ou in

Vvivo ou, quando presente, buscou-se apenas por sinais de irritacdo ocular.

Mannermaa et al. (2010) estudaram células ARPE-19 como modelo para estudos de
permeacdo ocular, em que a acetazolamida foi um dos farmacos testados. Embora discutam
que a linhagem celular demonstrou ser um excelente modelo para a finalidade proposta, 0s
autores ndo reportaram se foram conduzidos previamente estudos para investigar se 0s
farmacos propostos seriam citotdxicos. O unico estudo que avaliou a toxicidade do farmaco
nas células foi proposto um pouco antes, por Uematsu et al. (2006), que se propuseram a
verificar se inibidores da anidrase carb6nica poderiam ser utilizados satisfatoriamente como
agentes para visualizacdo de corpos vitreos, em substituicdo ao tratamento convencional com
o farmaco triancinolona acetonida. No trabalho, os autores reportaram sobrevida maior ou

igual a 50% para células ARPE-19 para doses de acetazolamida de até 10 mg/mL.

O resultado grandemente destoa dos encontrados neste estudo, que demonstrou efeito
citotoxico para concentracfes consideravelmente menores, mais do que 1000 vezes inferior.
Todavia, os autores ndo mencionam os metodos utilizados no seu estudo, incluindo, por
exemplo, informagdes sobre o cultivo celular, periodo de exposi¢cdo ou diluente/solvente
utilizado para preparo das amostras. Sabe-se que a acetazolamida possui solubilidade limitada
em meio aquoso, inferior a 1,0 mg/mL, e que nem mesmo nas concentracdes permitidas de
dimetilsulfoxido seria possivel obter solugdes do farmaco na concentracdo reportada. Por
isso, 0 mais provavel é que o farmaco tenha sido administrado na forma de suspensdes, que
podem limitar a difusdo do farmaco e diminuir seu contato com a monocamada celular,

reduzindo a precisao e confiabilidade dos resultados de avaliacédo da toxicidade in vitro.
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3.2.2 Avaliacéo da toxicidade in vitro da acetazolamida por eletrorretinografia

A avaliacdo da toxicidade de dispositivos intravitreos para liberacdo sustentada de farmacos é
imprescindivel para seu uso seguro. O eletrorretinograma é uma ferramenta ndo-invasiva
frequentemente utilizada em animais, como ratos, camundongos e coelhos, para avaliagéo do
estado funcional e diagnostico de possiveis alteragdes na retina, ap0s administracdo
intravitrea de farmacos e medicamentos (HUANG et al., 2015; BOYES et al., 2016). Muitos
estudos empregaram eletrorretinograma de campo total para estudo da biocompatibilidade e
seguranga de implantes intravitreos, para farmacos como ciclosporina, dexametasona,
triancinolona, talidomida e sirolimus (ROBINSON et al., 2002; FIALHO et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2012; ALMEIDA et al., 2015; PAIVA et al., 2020).

O procedimento mede a atividade elétrica da retina apds exposi¢do a estimulos luminosos de
diferentes intensidades e durac@es, registrando uma onda senoidal bifasica, constituida por
dois componentes principais, a onda a, deflexdo negativa, e a onda b, deflexdo positiva com
origem na camada nuclear interna, nas células bipolares e células de Muller (HUANG et al.,
2015; BENCHORIN et al., 2017). De acordo com Rong et al. (2014), a onda a
fisiologicamente ocorre em virtude de hiperpolariza¢do dos cones e bastonetes, decorrente do
fechamento de canais de sédio na membrana plasmatica, enquanto a onda b decorre do fluxo
de corrente elétrica nas células de Muller, em resposta a concentracbes aumentadas de
potéassio no ambiente extracelular, um processo dependente das células bipolares presentes na

camada nuclear interna.

Ambas sdo parametros importantes para avaliacdo do status funcional da retina, por meio de
elementos temporais, como laténcia, duracdo e tempo implicito, ou elementos bioelétricos,
como amplitude. Conforme demonstra Gasparin (2013), o padrdo das ondas a e b em ratos é
similar ao padrdo humano, viabilizando o emprego destes reagentes bioldgicos para avaliar a
toxicidade in vivo de farmacos por exames eletrorretinograficos. Muitos outros potenciais
oscilatorios observaveis ndo possuem origem definida, mas € imprescindivel observar sua
presenca ou auséncia e morfologia no exame eletrorretinogréfico, o que permite obter

informacdes suplementares das func¢des das camadas da retina (RONG et al., 2014).

O estudo funcional da retina foi realizado por exame eletrorretinogréafico, antes e um, 7 e 15
dias depois de administracdo intravitrea do farmaco, nas condigdes escotoOpica, fotopica e
flicker. O estudo foi realizado para as doses de 0,010 e 0,020 mmol/L, que ndo foram



208

citotoxicas conforme avaliacdo in vitro, e com a dose de 0,040 mmol/L, para confirmacéo in
vivo da toxicidade encontrada no ensaio supracitado, preparadas na forma de suspensfes em
gel de carboximetilcelulose. Dados amplificados e processados do exame foram exportados e
utilizados para construcdo de curvas eletrorretinograficas nas condigdes escotopicas, apos
adaptacdo ao escuro, e fotopicas, apos readaptacao a luz. Todas as curvas foram comparadas
com curvas obtidas para controle (gel de carboximetilcelulose), visual e estatisticamente.
Foram avaliados outros parametros, como amplitudes e tempos implicitos das ondas a e b e
razdo a/b. A investigacao foi avaliada separadamente para as condigdes escotopica e fotdpica,

como orientado pelo ISCEV.

Na Figura 50 apresentam-se as curvas eletrorretinograficas obtidas, apds adaptacdo ao escuro,
nos estimulos luminosos de 0,01 cd.s/m® e 3,0 cd.s/m® (flash Gnico), um dia apés a
administracdo. O primeiro estimulo permite avaliar a resposta funcional dos bastonetes,
advinda de células bipolares, pela onda b, enquanto o estimulo mais intenso permite avaliar a
resposta maxima padrdo combinada para os fotorreceptores cones e bastonetes, marcada por
uma onda a e por uma onda b, decorrente da excitacdo das células bipolares. As amplitudes
das duas ondas a e b e os tempos implicitos nos diferentes estimulos luminosos em condicgéo
escotopica, critério decisivo para estudo da integridade dos fotorreceptores, expressas pela

média e desvio padrdo, estdo sumarizados na Tabela 46.

Os graficos de eletrorretinograma para as concentraces de 0,010 e 0,020 mmol/L
apresentaram perfis visualmente muito similares aos obtidos para o controle, enquanto para a
dose de 0,040 mmol/L percebeu-se visualmente distingdo notavel entre os perfis para farmaco
e controle. Estatisticamente, pelo teste de Kruskal-Wallis, com poés-teste de Dunn,
recomendados para dados ndo-paramétricos, para p-valor < 0,05, a concluséo foi idéntica, ou
seja, apenas para a maior dose de farmaco houve diferenca significativa comparativamente ao
controle. A possibilidade de efeito de toxicidade tardia para a dose de 0,020 mmol/L foi
descartada, uma vez que exames eletrorretinograficos, apresentados na Figura 51 para os
ratos que receberam a dose, depois de 7 e 15 dias mostraram n&o haver diferenca visual nem
estatistica das curvas obtidas quando comparadas ao controle, o que confirma que a dose nao
possui efeito citotoxico para a retina. Em contrapartida, o perfil mostrou-se ainda piorado
para exposi¢cdes mais prolongadas ao farmaco para dose de 0,040 mmol/L, descartando

hipbtese de que os efeitos citotoxicos poderiam ser apenas transitorios.
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Figura 50 —Curvas de eletrorretinograma (ERG) nas condic@es escot6picas de adaptacdo ao escuro 0,01 cd.s/m2 (parte superior) e adaptacdo ao escuro 3,0 cd.s/m2 (parte

inferior) obtidas um dia depois de administracdo intravitrea de doses de 0,01 (parte esquerda, RB1), 0,02 (centro, RB2) e 0,04 mmol/L (parte direita, RB3) no olho direito
(em azul), em comparagdo com curvas obtidas depois de administracdo de veiculo gel de carboximetilcelulose no olho esquerdo (em preto) de ratos da linhagem Wistar, para
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Tabela 46 — Parametros para avaliacdo do estado funcional da retina, para ondas a e b, antes e 1, 7 e 15 dias apds administracdo de suspensao de acetazolamida em gel de

carboximetilcelulose 0,5% m/v, nas doses de 0,010 mmol/L, 0,020 mmol/L e 0,040 mmol/L

Controle 0,010 mmol/L
Parametro Pré-injecao Dial Dia 7 Dia 15 Dial Dia7 Dia 15
Amplitude onda a (x10'3 V) -281,01 +10,95 -235,43 +13,76° -269,03 £ 8,60 -317,40 £ 20,33 -239,20 + 19,24° -268,57 + 6,01 -292,20 + 4,81
Tempo implicito onda a (ms) 17,67 +0,58 17,00 + 0,00 18,33 £ 0,58 17,67 £ 0,58 17,33 +£0,58 16,67 £ 2,08 17,33+1,15
Amplitude onda b (x10°V)  -692,93+14,03  -698,07 16,36  -701,07+14,12  -691,20 + 11,71 -709,80 + 8,63 -697,37 + 4,00 -689,33 + 5,01
Tempo implicito onda b (ms) 56,57 £ 1,00 56,67 + 2,08 57,67 £1,53 56,67 £ 1,53 54,33 £ 0,58 54,00+ 1,73 56,67 + 0,58
Pré-injecdo 0,020 mmol/L 0,040 mmol/L
Parametro Dial Dia7 Dia 15 Dia1l Dia 7 Dia 15
Amplitude onda a (x10'3 V) -281,01 £ 10,95 -207,50 + 10,50° -282,20 £ 14,58 -309,20 £ 8,93 -192,80 + 8,13% -246,97 £ 6,73 -348,13 + 12,75®
Tempo implicito onda a (ms) 17,67 £0,58 17,33+ 0,58 17,67 +1,53 18,00 + 1,00 20,00 £ 1,00 18,33+ 1,53 17,00 + 1,00
Amplitude onda b (x10°V)  -692,93+14,03  -677,00+£20,92  -668,00 + 14,66 -677,15 + 3,89 -609,51 + 15,24®  -366,33 + 22,71  -279,43 + 9,95%
Tempo implicito onda b (ms) 56,57 £ 1,00 58,00 = 1,00 57,67 £ 0,58 56,67 £ 1,53 54,67 £ 0,58 55,67 + 1,53 57,33 + 0,58

a: diferenca significativa em relagdo ao grupo pré-injecédo — b:

diferenca significativa em relacdo ao grupo controle
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Figura 51 — Curvas de eletrorretinograma (ERG) nas condi¢des escotdpicas de adaptacdo ao escuro 0,01 cd.s/m2 (parte superior) e adaptacdo ao escuro 3,0 cd.s/m2 (parte
inferior) obtidas depois de um (parte esquerda), sete (centro) e quinze dias (parte direita) depois de administracdo intravitrea de doses 0,02 mmol/L no olho direito (em azul),
em comparagdo com curvas obtidas depois de administracdo de veiculo gel de carboximetilcelulose no olho esquerdo (em preto) de ratos da linhagem Wistar, para avaliacdo

da toxicidade in vivo do farmaco acetazolamida.
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Todos os parametros de amplitude e tempo implicito, para ondas a e b, foram comparados
estatisticamente para 0s grupos tratados com os resultados encontrados pré-administracéo e
para grupo controle. N&do houve diferenca significativa nos tempos implicitos para nenhum
dos grupos e, no geral, foram inferiores a 20%, portanto pode-se dizer que ndo héa relevancia
clinica para o resultado encontrado (PETERS et al., 2017). No primeiro dia ap6s a
administracdo, observou-se pequena, mas significativa reducdo no parametro amplitude da
onda a, varidvel entre 14,88-31,39%, mesmo para os olhos utilizados como controle.
Todavia, as alteracOes reportadas ndo foram clinicamente relevantes e possivelmente néo
causaram dano permanente para a retina, uma vez que foram somente transitdrias e os valores
se normalizaram depois de 7 e 15 dias. A diminuicdo deve, portanto, justificar-se pelo efeito

negativo do procedimento de injecdo intravitrea.

Excecdo deve ser feita para grupo que recebeu a dose de 0,040 mmol/L, para o qual
persistiram resultados significativamente diferentes, relativos aos grupos pré-injecdo e
controle, mesmo depois de 15 dias. Contudo, ap6s 15 dias, observou-se, na verdade, aumento
na amplitude da onda a, de cerca de 23%, que, mesmo incomum, pode decorrer de reacoes
inflamatdrias, mudancas que afetem a circulacdo na retina ou por modulacdo da camada
interna da retina, como discutido por Heckenlively, Tanji e Logani (1994) e Ropstad e
Narfstrom (2007). Este grupo ainda foi o Unico que diferiu estatisticamente dos dois grupos
controle na resposta amplitude da onda b, cuja resposta foi gradualmente reduzida do
primeiro ao ultimo dia do estudo, confirmando o que foi discutido anteriormente sobre
deterioracdo progressiva e tempo-dependente da retina dos animais do grupo expostos ao
farmaco. Decréscimos na amplitude da onda b sdo indicativos de morte precoce de bastonetes
e lesbes na camada interna da retina (PENNESI, WELEBER, 2010), mas o envolvimento das
células bipolares, ganglionares e amécrinas foi citada por outros estudos (ROPSTAD,
NARFSTROM, 2007).

Nas Figuras 52 e 53 apresentam-se as curvas eletrorretinograficas obtidas na condicéo
fotopica, ap6s adaptacdo & luz, nos estimulos luminosos de 3,0 cd.s/m? e flicker de 30 Hz,
para as concentrac@es de 0,010, 0,020 e 0,040 mmol/L, no dia seguinte ao que o farmaco foi
administrado, ou para a dose de 0,020 mmol/L, uma e duas semanas depois, respectivamente.
Uma conclusdo parecida pode ser obtida pela inspecéo visual e analise estatistica dos exames
eletrorretinograficos, mas que, aqui, estende-se para a dose mais elevada, de 0,040 mmol/L,
em que ndo se observou diferenca significativa, mesmo ap6s 15 dias, quando comparados aos

olhos antes da intervencdo medicamentosa, principalmente na condicdo flicker.
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Figura 52 — Curvas de eletrorretinograma (ERG) nas condicdes fotdpicas de adaptacdo a luz 3,0 cd.s/m2 (parte superior) e adaptacdo a luz flicker 30 Hz

(parteinferior) obtidas um dia de administragdo intravitrea de doses de 0,01 (parte esquerda, RB1), 0,02 (centro, RB2) e 0,04 mmol/L (parte direita, RB3) no olho

direito (em azul), em comparacdo com curvas obtidas depois de administracdo de veiculo gel de carboximetilcelulose no olho esquerdo (em preto) de ratos da linhagem

Wistar, para avaliacdo da toxicidade in vivo do farmaco acetazolamida.
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Figura 53 — Curvas de eletrorretinograma (ERG) nas condicdes fotdpicas de adaptacdo a luz 3,0 cd.s/m2 (parte superior) e adaptacédo a luz flicker 30 Hz

(parteinferior) obtidas depois de um (parte esquerda), sete (centro) e quinze dias (parte direita) depois de administracéo intravitrea de doses 0,02 mmol/L no olho

direito (em azul), em comparacdo com curvas obtidas depois de administracdo de veiculo gel de carboximetilcelulose no olho esquerdo (em preto) de ratos da linhagem

Wistar, para avaliacdo da toxicidade in vivo do farmaco acetazolamida.
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A condicdo fotdpica, com um flash Unico de luz branca, permite avaliar prioritariamente o
estado funcional dos cones, com uma sutil participacdo dos bastonetes. O uso do flicker,
exposicdo a estimulos luminosos de 30 Hz repetidos, permite, por sua vez, investigacao
exclusiva do funcionamento dos cones (DAMICO et al., 2012; ODOM et al., 2016). Por isso,
propde-se que o efeito citotoxico observado para a acetazolamida em doses superiores a
0,040 mmol/L relaciona-se majoritariamente a disfungdes nos bastonetes e outras células,

com menor comprometimento dos cones.

A razdo b/a é parametro importante na avaliacdo funcional da retina, que reflete a integridade
ndo so6 dos fotorreceptores, células de Muller e células bipolares, envolvidas nas ondas a e b,
mas ainda a transmissao do sinal entre as células e integridade da retina externa (DAMICO et
al., 2012; ODOM et al., 2016). Na Figura 54, as razdes b/a obtidas para as doses do farmaco
foram comparadas aos resultados encontrados para o controle, antes da injecdo intravitrea e
durante os 15 dias do estudo. Ndo foram observadas alteracdes significativas durante o
periodo avaliado na razdo b/a para as duas doses menores nem para a dose de 0,040 mmol/L
um dia depois da administracdo intravitrea, mas diferenca consideravelmente significativa foi
observada para a maior dose uma e duas semanas depois que o farmaco foi administrado, o
que corrobora com a discussdo anterior. Desse modo, concluiu-se que doses superiores a
0,040 mmol/L afetaram a integridade das células supracitadas, retina externa e transmissao
sinaptica.
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Figura 54 — Comparacdo das razBes b/a para avaliacdo do estado funcional da retina por eletrorretinografia

(ERG), antes e um, sete e quinze dias depois da administracdo de doses de 0,010 0,020 e 0,040 mmol/L no olho

direito de ratos da linhagem Wistar durante avaliacdo da toxicidade in vivo do farmaco acetazolamida.
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Todos resultados discutidos na avaliagdo da toxicidade in vivo por eletrorretinografia
convergiram com os reportados no estudo in vitro, permitindo concluir que a acetazolamida é
toxica para a retina apenas na concentracdo de 0,040 mmol/L e que a toxicidade se manifesta
imediatamente, poucas horas ap6s a administracdo, mas aumenta progressivamente com o
avancar dos dias. Entretanto, seu uso é seguro, por via intravitrea, em doses menores ou

iguais a 0,020 mmol/L, ndo provocando efeitos tdxicos por periodo de, no minimo, 15 dias.

Até 0 momento presente, poucos estudos se propuseram a avaliar a toxicidade in vivo da
acetazolamida por eletrorretinografia. Borhani et al. (1994) avaliaram a toxicidade de
acetazolamida em coelhos, apds administracdo intravitrea e concluiram que doses de até 0,5
mg ndo causariam efeitos toxicos para a retina, enquanto doses superiores a 1 mg reduziram a
amplitude da onda b e causaram danos aos fotorreceptores, confirmados por microscopia
Optica e microscopia eletrénica de varredura. Também em coelhos, anos depois, Uematsu et
al. (2006) reportaram que a administragdo intravitrea de doses de 10 mg/mL n&o alterou
significativamente nem amplitude nem laténcia das ondas a e b, ndo observando nenhuma
anormalidade na retina por microscopia Optica. Os resultados encontrados no presente

trabalho demonstraram, no entanto, que doses muito menores, de 0,040 mmol/L, foram
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suficientemente tdxicas para a retina, mas em ratos, o que dificulta a comparacdo dos

resultados, que podem nao ser reprodutiveis em outro modelo animal

E preciso ressaltar que, apos as injecdes intravitreas, ndo se observou alteracdes especificas,
como hemorragia, catarata e descolamento de retina, nos olhos dos animais, por avaliacdo
clinica e oftalmoscopia binocular indireta. Por tonometria de aplanagdo de Goldmann, ndo se
observou diferenca significativa, por ANOVA com pés-teste de Bonferroni, entre os niveis de
pressdo intraocular nos olhos em que foram administrados farmaco e veiculo. Por isso, as

doses de 0,010 e 0,020 mmol/L foram escolhidas para estudo posterior de neuroprotecéo.

3.3 Avaliacao do efeito neuroprotetor do farmaco acetazolamida por eletrorretinografia

Estratégias terapéuticas pautadas em potencial efeito neuroprotetor, com objetivo de garantir
0 bom estado dos fotorreceptores cones e bastonetes, foram desenvolvidas e avaliadas nas
Gltimas décadas, mas falharam em provar inequivocamente eficacia até o presente momento,
com resultados normalmente inconclusivos (VASUDEVAN et al., 2011; WANG et al.,
2016). Recentemente, o Instituto de Visdo Europeu, em consenso sobre necessidades néo
satisfeitas em oftalmologia, estabeleceu como prioridade para 2019-2025 o desenvolvimento
de alternativas medicamentosas ndo-dependentes de reducdo da pressdo intraocular,

especialmente focados em neuroprotecdo (CURSIFIEN et al., 2019).

Diferentes autores propuseram possiveis mecanismos que justificariam efeito neuroprotetor
por inibidores da anidrase carbdnica, entre 0s quais se destaca a acetazolamida. Laux e
Raichle (1978), Okazawa et al. (2001), Reitsamer et al. (2009), Torring et al. (2009) e Shih e
Calkins (2012) revelaram efeito vasodilatador pelo uso de farmacos da classe, enquanto
Martinez e Sanchez-Salorio (2009) relataram aumento do suprimento sanguineo apo0s
administracdo ocular. Harris et al. (1999), Ridderstrale e Wistrand (2000), Kniep et al. (2006)
e Sanchez-Pulgarin et al. (2011) discutem ainda que os farmacos modulam o pH do fluido
extracelular, que poderia contribuir para a manutencdo dos fotorreceptores. Entretanto,

nenhum estudo que confirmasse ou refutasse as propostas acima foi publicado.

Desse modo, propOs-se avaliar a capacidade da acetazolamida de produzir efeito
neuroprotetor, empregando eletrorretinografia, em ratos da linhagem Wistar. Exames

eletrorretinograficos, na condicdo escotépica, com estimulos luminosos de 0,01 cd.s/m?e 3,0
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cd.s/m?, foram realizados para quatro animais, apés administragdo intravitrea de 0,020
mmol/L do farmaco e exposi¢do posterior a 40000 lux de iluminancia, por 2 horas e por 8
dias consecutivos, utilizando o olho esquerdo como controle, apds administragdo de salina
estéril. O quinto animal apresentou problemas durante a injecdo intravitrea, desenvolvendo
catarata no olho direito, o que impossibilitaria o estudo funcional da retina e foi, portanto,

excluido do estudo. As curvas eletrorretinograficas sdo apresentadas na Figura 55.

Durante o estudo, observou-se deterioracdo significativa do estado funcional da retina
provocada pela exposicdo a luz, verificada pela reducdo nas amplitudes e aumento nos
tempos implicitos ou laténcia para as ondas a, como mostrado na Tabela 47. Todavia,
inspecdo visual das curvas e analise estatistica, comprovaram ndo haver diferenca
significativa entre os resultados obtidos para acetazolamida e controle, ou seja, a presenca do
farmaco ndo conseguiu prevenir nem sequer minimizar esse processo degenerativo. Por isso,
0s ensaios preliminares realizados indicaram auséncia de efeito neuroprotetor para a
acetazolamida, uma vez que a degeneracao da retina ap6s exposicao a luz, para o farmaco, é
estatisticamente idéntica ao que ocorre para o controle. Vishwaraj et al. (2022) discutiram
recentemente que, de fato, a neuroprotecdo conferida por inibidores da anidrase carbo6nica
esta diretamente correlacionada ao seu efeito redutor na pressédo intraocular, sem contribuicéo

consideravel de nenhum mecanismo secundario.
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Figura 55 — Curvas de eletrorretinograma (ERG) nas condicdes escotdpicas de adaptacdo ao escuro 0,01 cd.s/m2 (parte superior) e adaptacdo ao escuro 3,0 cd.s/m2
(parteinferior) obtidas depois de um (parte esquerda), sete (centro) e quinze dias (parte direita) depois de administracdo intravitrea de doses 0,02 mmol/L no olho
direito (em azul), em comparagdo com curvas obtidas depois de administracdo de salina estéril no olho esquerdo (em preto) de ratos da linhagem Wistar, para avaliacao

de possivel efeito neuroprotetor do farmaco acetazolamida.
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Tabela 47 — Parametros para avaliagdo do efeito neuroprotetor, para ondas a e b, antes e 5 dias apés

administracdo de suspenséo de acetazolamida em gel de carboximetilcelulose 0,5% m/v, na dose de 0,020

mmol/L
Parametro Controle Dia5
Amplitude onda a (x10 V) 345,23 £22,12 346,90 £ 33,78
Tempo implicito onda a (ms) 79,25 +2,87 77,25 +2,50
Amplitude onda b (x10° V) -553,50 £28,82  -543,50 £+ 19,59
Tempo implicito onda b (ms) 44,25 +0,96 44,25 +0,96

3.4 Avaliacdo da toxicidade in vivo dos implantes intravitreos contendo acetazolamida

3.4.1 Administracao intravitrea de implantes ou injecdes na cavidade vitrea dos olhos de

coelhos

O procedimento de administracdo intravitrea, por insercdo dos implantes intravitreos ou por
injecdo intravitrea de solugdo do farmaco a 0,020 mmol/L foi eficazmente realizado, uma vez
que nédo foram observados sinais de sangramento, catarata ou quaisquer outras anormalidades.
A Figura 56 mostra o implante intravitreo inserido na cavidade intravitrea imediatamente apds
administrados, na metade (21 dias) e no final do estudo (42 dias), em imagens de fundo de
olho. E possivel observar o afinamento do dispositivo nos Gltimos dias de acompanhamento.
Durante o estudo, notou-se que os implantes apresentaram pouca ou nenhuma mobilidade,
mantendo-se proximos ao local em que foram administrados, o que é imprescindivel porque

uma movimentacdo poderia comprometer a visao dos animais.
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Figura 56 — Presenca do implante intravitreo na cavidade intravitrea dos coelhos albinos da raca New Zealand,
em fotografia retirada imediatamente depois da administracdo (a) e em imagens de fundo de olho obtidas por

oftalmoscopia confocal de varredura a lasr, depois de 21 dias (b) e 42 dias (c) da insercdo dos dispositivos.

Decorrido o periodo estabelecido para cada grupo, os implantes foram cirurgicamente
removidos. Nas primeiras duas semanas de estudo, os dispositivos mantiveram sua morfologia
e aparéncia praticamente intactas, enquanto nas duas semanas posteriores apresentaram-se
mais irregulares e maleaveis, com visivel intumescimento. No final do estudo, foram
removidos implantes, que estavam muito mais finos, curtos, frdgeis ou inteiramente
fragmentados. Esse perfil € condizente com o encontrado nos ensaios de perda de massa e
absorcédo de agua, durante caracterizacdo fisico-quimica dos implantes, o que fornece indicios
positivos, de que o comportamento observado para perda de massa e perfil de liberacdo in

vitro deve ser reproduzido in vivo, no estudo farmacocinético.

3.4.2 Avaliacdo clinica

Durante a duragdo do estudo in vivo, os coelhos foram monitorados periodicamente por
profissional veterinario para acompanhamento clinico. Ndo houve nenhuma intercorréncia
ocular que justificasse a exclusdo de nenhum animal do estudo, mantendo-se o numero
amostral. Entretanto, dois coelhos manifestaram sintomas caracteristicos de escabiose,
confirmada posteriormente por exame parasitologico, que, pelo ato reflexo de se cocar,
refletiram em lesGes na pele, orelha e na regido periocular. Estes animais foram isolados em

gaiolas individuais e devidamente tratados, conforme protocolo interno.
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Exames oftalmoldgicos por inspe¢do ocular, oftalmoscopia binocular indireta e
biomicroscopia com lampada de fenda nédo evidenciaram toxicidade local, uma vez que néo
foram observadas manifestacdes clinicas como edema na coOrnea, secrecdo conjuntival,
hipdpio, catarata, opacidade vitrea, hemorragia, neovascularizacdo, atrofia do nervo dptico ou
descolamento da retina. Fotografias do fundo de olho dos coelhos, obtidas em oftalmoscopio
confocal de varredura a laser para 0s grupos que receberam injecdes intravitreas e grupos nos
quais foram inseridos os dispositivos intravitreos, dispostas na Figura 57 e na Figura 58,

respectivamente, confirmam a auséncia de qualquer sinal de toxicidade.

Figura 57 — Imagens de fundo de olho de coelhos albinos da raca New Zealand obtidas por oftalmoscopia
confocal de varredura a laser para grupo sem intervencdo (a) e grupos depois de administracdo intravitrea de
salina esteéril (b) e do farmaco acetazolamida a 0,020 mmol/L depois de trés (c) e sete dias (d), para avaliagdo da

toxicidade in vivo.
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Figura 58 — Imagens de fundo de olho de coelhos albinos da raca New Zealand obtidas por oftalmoscopia
confocal de varredura a laser para grupo sem intervencgdo (2) e grupos depois de administracdo de implante
intravitreo branco (b) e de implante intravitreo contendo acetazolamida depois de sete (c), quatorze (d), vinte e
um (e), vinte e oito (f), trinta e cinco (g) e quarenta e dois dias (h), para avaliacdo da toxicidade in vivo de

implantes intravitreos contendo acetazolamida.

Em poucos coelhos (<15%), viu-se moderada hiperemia palpebral ou discreta hiperemia
conjuntival, provavelmente decorrentes do procedimento de administragdo do farmaco ou
dispositivos intravitreos, mas ambas regrediram espontaneamente em menos de duas semanas
e ndo foram mais observadas no decorrer do estudo in vivo, sem comprometimento. Os
resultados comprovaram auséncia de sinais de irritacdo ocular, adequada tolerabilidade e

seguranca dos implantes intravitreos desenvolvidos.

3.4.3 Tonometria de aplanacéo de Goldmann

A pressao intraocular dos olhos direito e esquerdo dos coelhos foi monitorada antes e
semanalmente depois da inser¢do dos implantes intravitreos, pois, como afirmaram Zou et al.
(2010) e Paiva et al. (2020), o parametro é um valioso critério para certificar-se que um
medicamento oftdlmico é biocompativel e seguro. Ademais, um dos efeitos adversos mais

notorios observados com o uso de implantes intravitreos €, justamente, 0 aumento da pressdo
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intraocular (DE VRIES, BASSIL, RAMDAS, 2020; PAIVA et al., 2020). Dois graficos sdo
apresentados na Figura 59, em que se notou sutil aumento na presséo intraocular nos olhos
usados como controle, nos primeiros 21 dias do estudo in vivo, muito possivelmente como
resposta ao procedimento cirargico, mas posteriormente a pressdo retornou aos niveis basais.
Por isso, no final do estudo, a pressao intraocular foi de 10,17 + 1,34 mmHg, equiparaveis aos
resultados mensurados pré-administracdo, que foram 10,44 + 0,78 mmHg, com variacdo de
apenas -2,5%, nao significativa, mas suficiente para confirmacdo da biocompatibilidade do

acido polilatico-co-glicolico, extensivamente reportada.

Esse perfil ndo foi observado para os olhos que receberam o dispositivo contendo o farmaco.
Nestes, a pressao intraocular foi reduzida gradualmente do primeiro ao Gltimo dia do estudo in
vivo, sendo sempre menor do que o grupo controle. A pressao intraocular reduziu-se de 10,38
+ 0,71 mmHg, nivel basal, para 7,00 £ 1,04 mmHg depois de seis semanas, uma diminuicao

média de 4,08 mmHg ou 32,5%, que foi estatisticamente significativa.

Figura 59 — Monitoramento da pressao intraocular nos olhos controle e administrados de implante intravitreo
contendo acetazolamida durante periodo de quarenta e dois dias (a) e variagdo da pressdo intraocular relativa aos
niveis basais reportados antes do procedimento de insercao de implanre intravitreo contendo acetazolamida (b),

para avaliacdo da toxicidade in vivo de implantes intravitreos contendo acetazolamida
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A interpretacdo dos resultados permitiu concluir que os implantes intravitreos ndo foram
toxicos para os coelhos, durante toda a experimentacdo animal, conclusdo compativel com
aqueles obtidos para outros dispositivos similares, como os desenvolvidos por Fialho et al.
(2006), Saliba et al. (2012), Souza et al. (2014), Almeida et al. (2015), Fernandes-Cunha et
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al. (2017), Toledo et al. (2019), Paiva et al. (2020) e Vieira et al. (2021), para farmacos ndo
utilizados no manejo do glaucoma. A significativa redugdo na pressdo intraocular,
clinicamente relevante, em coelhos normotensos, foi considerado um bom indicativo de sua
eficacia na terapia anti-glaucoma. Uma vez que a reducdo encontra-se entre 20-50%, alvo
estabelecido no manejo do glaucoma (JONAS et al., 2017; BRASIL et al., 2018), foi
clinicamente relevante. Entretanto, estudos posteriores, com modelo animal com glaucoma
induzido, devem ser realizados para confirmar se o efeito hipotensor € mantido no contexto

para o qual serdo futuramente usados.

Kaur, Singh e Kanwar (2000) e posteriormente Palma et al. (2009) reportaram resultados
similares para reducdo da pressdo intraocular em coelhos normotensos, de 4 mmHg ou 30%.
No primeiro estudo foi empregada suspensdo in situ contendo entre 5-10% m/v de
acetazolamida na formulagdo, enquanto no segundo sistemas multicomponentes
mucoadesivos de ciclodextrinas foram usados. Entretanto, o efeito hipotensor foi mantido por
menos de quatro horas, uma vez que as formulag¢6es ndo foram capazes de promover liberacéo
prolongada do farmaco. Similarmente, Mazyed e Abdelaziz (2020), empregando
transgelossomas formados in situ, Verma et al. (2013), Singh, Chhabra e Pathak (2014),
Morsi et al. (2014), Quinteros et al. (2016) e Morsi et al. (2017), utilizando nanoparticulas
poliméricas, Mishra e Jain (2014), empregando dendrimeros e Teba, Khalil e Sorogy (2021),
fazendo uso de cubossomas, mantiveram pressdo intraocular reduzida por cerca de 4-24 horas

nos seus estudos, duracdo invidvel para tratamento crénico.

Duracdes de efeito maiores, entre dias e uma e duas semanas, foram reportadas por Agarwal,
Garg e Kaur (2004), Guinedi et al. (2005), EI-Menshawe (2012) e mais recentemente por
Abdelmonem et al. (2021) para lipossomas ou niossomas. Dois estudos se destacam nesse
ambito: Hathout et al. (2007) e Téartara et al. (2012). No primeiro, os autores descreveram
lipossomas de fosfatidilcolina e colesterol que apresentaram liberacdo controlada de
acetazolamida, suficiente para manter niveis reduzidos de pressdo intraocular, de forma
estavel, por 3 meses, sem sinais de irritacdo ocular. Contudo, a seguranca da formulacao
proposta ndo foi avaliada satisfatoriamente in vitro ou in vivo. No segundo estudo, coageéis de
acido 6-o-lauril-L-ascorbico reduziram a pressao intraocular, com eficiéncia maior que
formulacGes comerciais de brinzolamida, mas ressaltaram que sua formulagdo demonstrou

irritacdo leve ou moderada, tempo-dependente.
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Percebe-se, portanto, o enorme potencial da formulacdo desenvolvida no presente estudo, que
exibiu perfil de liberagdo sustentada em ensaio in vitro e reduziu a pressdo intraocular de
forma estavel por, no minimo, seis semanas, uma vez que o estudo in vivo foi interrompido

depois desse prazo.

3.4.4 Tomografia de coeréncia dptica de dominio espectral

Ferramenta poderosa e cada vez mais importante na area oftalmolégica, a tomografia de
coeréncia Optica é um método ndo-invasivo e sem contato que permite obter imagens digitais
transversais, com elevada resolucdo, in vivo ou em tempo real, de diferentes tecidos, como
cornea e retina. Por isso, é frequentemente utilizada na préatica clinica no diagndstico de
doengas dos segmentos anterior e posterior, como o glaucoma (AL-MUJAINI et al., 2013;
ADHI, DUKER, 2013). Sakata et al. (2009) reiteraram em estudo de revisdo a enorme
relevancia do uso de tomografia de coeréncia Optica para avaliagdo e monitoramento de
toxicidade in vivo da retina e do nervo Optico, uma vez que permite facil e rapida identificacéo
de mudancas na morfologia e analise quantitativa das camadas da retina. Por isso, desde sua
descoberta, em 1991, muitos autores propuseram seu emprego na avaliacdo do efeito de

farmacos e formas farmacéuticas sobre a retina (MURAOKA et al., 2012).

Desse modo, propbs-se nesse trabalho o uso de tomografia de coeréncia Optica, combinada
com oftalmoscopia confocal de varredura a laser, para monitorar semanalmente se a estrutura
da retina de coelhos seria mantida ou sofreria modificacdes decorrentes de eventual
degeneracdo provocada pelo farmaco. A Figura 60 dispGe imagem, em corte transversal, da
retina do olho de um coelho antes da intervencdo proposta para cada grupo, na qual foi
possivel discriminar individualmente as doze camadas que constituem a retina, mais a

coroide.
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Figura 60 — Corte transversal da retina de coelho albino da raga New Zealand, antes de administracéo
intravitrea, obtida por tomografia de coeréncia optica (OTC), com discriminagéo de cada uma de suas

camadas.
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ILM: membrana limitante interna — BM: membrana de Bruch — ELM: membrana limitante externa —
IRL: camada interna da retina — PL: camada de fotorreceptores — ONL: camada nuclear externa —
OPL: camada plexiforme externa — ORL: camada externa da retina — INL: camada nuclear interna —
GC: complexo ganglionar celular — IPL: camada plexiforme externa — RNFL: camada de fibras
nervosas — GCL: camada de células ganglionares — RPE: epitélio pigmentar da retina — CHR: cordide

As imagens foram obtidas para todos os animais por grupo, nos olhos direito e esquerdo,
utilizados como controle, durante todo intervalo do estudo. Resultados representativos para
cada grupo estdo dispostos na Figura 61 e na Figura 62, para 0s grupos administrados com
injecdo intravitrea e implante intravitreo, respectivamente.
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Figura 61 — Cortes transversais da retina de coelhos albinos da raca New Zealand representativos para grupo
sem intervencdo (a) e grupos depois de administracdo intravitrea de salina estéril (b) e do farmaco acetazolamida
na dose de 0,020 mmol/L depois de trés (c) e sete dias (d) para avaliacdo da toxicidade in vivo de implantes

intravitreos contendo acetazolamida.
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Figura 62 — Cortes transversais da retina de coelhos albinos da raca New Zealand representativos para grupo
sem intervengdo (a) e grupos depois de administracdo de implante intravitreo branco (b) e de implante intravitreo
contendo acetazolamida depois de sete (c), quatorze (d), vinte e um (e), vinte e oito (f), trinta e cinco (g) e
quarenta e dois dias (h), para avaliacdo da toxicidade in vivo de implantes intravitreos contendo acetazolamida

Visualmente, notou-se uma perceptivel concordancia entre as imagens obtidas para os grupos
controle, pré-administragdo ou depois de administrados salina estéril ou implante intravitreo
sem farmaco, e para 0s grupos que receberam um dos dois tratamentos, sem distingdes entre
0s primeiros ou derradeiros dias do estudo in vivo. Todas as camadas puderam ser observadas

em todos os grupos, com dimensdes e morfologia aparentemente intactas e sem nenhuma
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deformacéo estrutural sugestiva de toxicidade, como as discutidas por Muraoka et al. (2012)
ou descritos no atlas de anatomia da retina em pacientes saudaveis ou acometidos por
diferentes patologias, produzido pelo fornecedor do equipamento (ADAMS, 2013). Em
alguns exames, uma sombra preta foi percebida nos cortes de retina, em virtude da presenca

do implante intravitreo.

Para confirmacéo dos resultados e analise quantitativa, as espessuras das camadas da retina
foram mensuradas, conforme ferramenta do software. Todavia, a nitidez de alguns exames
n&o foi suficiente e o software ndo conseguiu quantificar precisamente todas as camadas para
todos os coelhos, 0 que poderia aumentar a imprecisdo das medidas e diminuir sua
confiabilidade, superestimando ou subestimando resultados e conduzindo a interpretacdes
erroneas. Desse modo, apenas as camadas que puderam ser mensuradas para, no minimo, 75%
dos animais por grupo (n = 3), foram comparadas entre os grupos. Os resultados, expressos
como média + desvio padrdo, para espessura da retina e camadas interna e externa, foram
avaliados estatisticamente por ANOVA de uma via, com pos-teste de Bonferroni, e sédo

apresentados na Tabela 48.

Tabela 48 — Espessuras da retina e suas camadas interna e externa, por tomografia de coeréncia Optica, para
grupo sem intervencdo, administrados de implante intravitreo branco e administrados de implante intravitreo

contendo acetazolamida depois de 7 dias, 14 dias, 21 dias, 28 dias, 35 dias e 42 dias

Espessura (um)

Grupo Camada interna Camada externa Retina
Sem intervencgéo 115,75 + 6,08 47,50 + 4,51 163,25 + 10,50
Salina estéril 113,25 £ 6,65 43,50 + 3,87 156,75 £ 9,91
Implante branco 114,00 + 7,39 45,75 + 3,50 159,75 + 10,75
Grupo | 116,50 + 8,50 45,25 + 6,99 161,75 + 15,00
Grupo 1l 116,50 + 4,20 44,00+ 2,71 160,50 + 6,81
Grupo 11 116,75 + 8,06 42,00 + 5,60 158,75 + 13,30
Grupo IV 114,25 + 4,11 43,25 + 3,10 157,50 + 7,14
Grupo V 117,50 + 3,51 44,75 + 2,87 162,25 + 5,91
Grupo VI 116,25 + 2,75 45,00+ 1,83 161,25 + 3,59
Grupo VII 117,75 £ 5,32 45,50 + 4,04 163,25 + 9,29
Grupo VIII 115,00 + 9,09 43,25 + 7,46 158,25 + 16,44
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Né&o se observou diferenca significativa, com p-valor < 0,05, entre 0s grupos para nenhum dos
parametros mensurados, confirmando que os implantes intravitreos ndo exibiram efeito toxico
sobre nenhuma camada especifica ou sobre a retina no geral, durante 42 dias de exposicéo.
Flutuacdes observadas no estudo podem ser, portanto, justificadas por erro randémico, pela
variabilidade individual entre animais e pela dificuldade de padronizar o procedimento de
medida sempre na mesma posi¢do. Em seu estudo, Kim et al. (2021) concluiram que mesmo
variacdes milimétricas na posicao em que as imagens sdo obtidas, distantes do nervo éptico,
podem aumentar ou diminuir consideravelmente a espessura de uma ou mais camadas, mas a
padronizacdo proposta foi suficiente para que as variagdes ndo fossem relevantes do ponto de

vista estatistico.

O mesmo perfil de seguranca foi observado para o farmaco em solucdo, na dose de 0,020
mmol/L, por até 7 dias. E necessario ressaltar que a dose de 0,020 mmol/L é cerca de duas
vezes maior que a dose diaria maxima liberada no perfil de liberacdo in vitro. Uma vez que se
espera que esse perfil seja reproduzido pelo menos parcialmente in vivo, considerando ainda
os efeitos de drenagem ocular, ligacdo as proteinas e biotransformacdo que reduziriam a
biodisponibilidade intravitrea do farmaco, os resultados aqui demonstrados sugerem

fortemente que o uso de implantes intravitreos de acetazolamida é seguro.

N&do estdo disponiveis estudos que empregaram tomografia de coeréncia éptica para a
acetazolamida, pois, como discutido anteriormente, o estudo da seguranca do uso tépico do
farmaco foi negligenciado. Entretanto, cabe mencionar que as espessuras encontradas no
presente estudo para retina, camada interna e camada externa foram coincidentes com 0s
valores reportados para retina saudavel de coelhos albinos por outros autores, como Muraoka
et al. (2012), Lavaud et al. (2020) e mais recentemente por Kim et al. (2021).

3.4.5 Avaliacéao histologica

Decorrido o intervalo compreendido para cada grupo, os coelhos foram eutanasiados, os olhos
foram enucleados e cortes histoldgicos de 4 um ao redor do nervo éptico foram obtidos. A
avaliacdo histopatoldgica permite a observacdo de alteragdes no nivel celular, muitas vezes

despercebidas em outros ensaios. Portanto, € uma ferramenta importante em estudos de
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toxicidade retiniana de farmacos administrados via intravitrea, especialmente quando

associada a outros métodos e exames diagndsticos.

Cortes histologicos para os grupos | e 11, que receberam injecdo intravitrea, e para 0s outros
grupos (Il a VII), nos quais foram inseridos os implantes, comparados aos respectivos
controles, estdo dispostos nas Figura 63 e 64. Pode-se notar que ndo foi evidenciado nenhum
sinal de toxicidade retiniana, muito menos a infiltracdo de células inflamatorias em nenhum
corte, do inicio ao final do estudo. Percebe-se ainda que nenhuma anormalidade foi observada
na retina por microscopia de luz, corroborando com os resultados anteriores e confirmando,
mais uma vez, que a estrutura e morfologia da retina e suas camadas foi inteiramente

preservada.

Figura 63 — Cortes histologicos (20x/0.40mm) da retina de coelhos albinos da raga New Zealand representativos
para grupo sem intervencdo (a) e grupos depois da administracdo intravitrea de salina estéril (b) e do farmaco

acetazolamida na dose 0,020 mmol/L depois de trés (c) e sete dias (d), para avaliagdo da toxicidade in vivo.
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Figura 64 — Cortes histolégicos (20x/0.40mm) da retina de coelhos albinos da raga New Zealand representativos
para grupo sem intervencdo (a) e grupos depois da administragéo intravitrea de implante intravitreo branco (b) e
de implante intravitreo contendo acetazolamida depois de sete (c), quatorze (d), vinte e um (e), vinte e oito (f),
trinta e cinco (g) e quarenta e dois dias (h), para avaliacdo da toxicidade in vivo de implantes intravitreos

contendo acetazolamida.
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Adicionalmente, a integridade da retina foi verificada quantitativamente, medindo-se a
espessura da retina, camada interna e camada externa e estimando-se o nimero de células
ganglionares por corte, em regido linear de 0,2 mm. Todos os resultados obtidos foram
comparados com o grupo controle e entre si, estatisticamente. Os resultados encontrados para

as espessuras estdo demonstrados na Tabela 49.
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Tabela 49 — Espessuras da retina e suas camadas interna e externa, por tomografia de coeréncia 6ptica, para
grupo sem intervencdo, administrados de implante intravitreo branco e administrados de implante intravitreo

contendo acetazolamida depois de 7 dias, 14 dias, 21 dias, 28 dias, 35 dias e 42 dias

Espessura (pum)

Grupo Camada interna Camada externa Retina
Sem intervencao 120,25 + 5,38 46,00 + 5,35 166,25 + 10,66
Salina estéril 118,50 + 5,07 45,25 + 7,09 163,75 + 12,12
Implante branco 117,75 + 3,86 43,50 + 3,70 161,25 + 7,54
Grupo | 118,00 + 3,74 44,75 + 2,22 162,75 + 5,91
Grupo Il 119,50 + 5,45 43,75+ 5,12 163,25 + 10,53
Grupo 11 117,75 £ 4,92 44,50 + 2,65 162,25 + 7,37
Grupo IV 119,25 + 8,66 45,50 + 7,85 164,75 + 16,38
Grupo V 116,75 + 7,63 42,75+ 7,04 159,50 + 14,53
Grupo VI 117,00 £ 9,42 44,25 + 6,18 161,25 + 15,52
Grupo VII 115,75 + 5,38 42,25 + 3,40 158,00 + 8,52
Grupo VIII 117,75 + 8,46 44,50 + 5,92 162,25 + 14,29

Mais uma vez, concluiu-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e os grupos controle, sem intervencdo ou tratados com salina estéril e
implante branco, quanto aos pardmetros de espessura da retina e suas camadas (p-valor <
0,05). Portanto, pode-se afirmar que a estrutura e morfologia da retina foi preservada durante
0s 42 dias de estudo, sem sinais de toxicidade retiniana. Ademais, os resultados estdo em
consonancia com os encontrados no ensaio de tomografia de coeréncia Optica, uma vez que
valores muito parecidos de espessura foram obtidos em ambos. Por isso, 0 estudo histologico
evidenciou gue a administracdo intravitrea de acetazolamida, por inje¢fes de doses de 0,020
mmol/L ou por dispositivos intravitreos de 230 ug/mg, ndo provocou efeito toxico notdrio,

sendo seguro por, no minimo, respectivamente, 7 e 42 dias.
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4 CONCLUSAO

Este capitulo visou determinar a seguranca do uso de acetazolamida e implantes intravitreos
contendo o farmaco, desenvolvidos para 0 manejo do glaucoma. Os resultados mostraram
que, mesmo nao produzidos sob condigdes assépticas, os dispositivos foram eficientemente
esterilizados por irradiacdo gama. A auséncia de toxicidade retiniana para doses de até 0,020
mmol/L do farmaco foi previamente confirmada por ensaios in vitro, de estudo de
citotoxicidade e viabilidade celular em células ARPE-19, e por ensaios in vivo, como
eletrorretinografia, tonometria de aplanacdo de Goldmann, tomografia de coeréncia optica e

histologia.

Por sua vez, os implantes intravitreos foram precisamente inseridos na cavidade vitrea dos
coelhos albinos e foram ndo-irritantes durante inspecdo ocular, oftalmoscopia binocular
indireta e biomicroscopia de lampada de fenda. Tal qual o farmaco, a administracdo dos
implantes intravitreos ndo evidenciou nenhum sinal de toxicidade retiniana durante os 42 dias
de estudo, segundo ensaios in vivo por tonometria, tomografia de coeréncia dptica e avaliacdo
histoldgica. Mais que isso, os implantes foram capazes de reduzir de forma estatisticamente
significativa a pressdo intraocular em coelhos normotensos, em niveis considerados

clinicamente relevantes por consenso.

Todos os resultados comprovaram que os implantes intravitreos sdo seguros e potencialmente
eficazes por, no minimo, 42 dias, consolidando-se como promissora alternativa para

tratamento do glaucoma e outras doencas oftalmicas.
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CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de formas farmacéuticas eficazes e seguras para administragdo intraocular
de acetazolamida mostra-se um desafio desde sua introducédo na pratica clinica para 0 manejo
do glaucoma. No presente trabalho, foram produzidos, caracterizados e avaliados in vitro e in
vivo implantes intravitreos biodegradaveis de acido polilatico-co-glicélico para o farmaco. O

procedimento de preparo demonstrou-se simples, relativamente rapido e muito reprodutivel.

No estudo, para garantir seguranca e qualidade dos implantes produzidos, métodos
cromatograficos foram desenvolvidos e validados para posterior uso no controle de qualidade,
estudo de estabilidade e perfil de liberacdo in vitro. Um estudo de compatibilidade farmaco-
excipiente, utilizando diferentes métodos de caracterizacao fisico-quimica, foi conduzido e
comprovou ndo haver incompatibilidade entre os componentes da formulacdo proposta. Os
implantes intravitreos apresentaram dose declarada de 230 ug/mg, uniformidade de doses
unitarias e estabilidade por 24 meses e foram capazes de liberar o farmaco, de forma

sustentada, por pelo menos 42 dias, sem burst inicial.

N&o se observou nenhum sinal de irritagcdo ocular ou toxicidade retiniana in vitro ou in vivo
para os dispositivos intravitreos nem para o farmaco, em doses de até 0,020 mmol/L, em ratos
e coelhos albinos, uma vez que foi comprovada a preservacao da morfologia e da estrutura da
retina. Os implantes intravitreos foram eficazes na reducdo da pressdo intraocular em coelhos

normotensos de forma prolongada, por 42 dias, exibindo nimeros clinicamente relevantes.

Desse modo, conclui-se que, embora estudos posteriores devam ser realizados para melhor
compreensdo das propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas do sistema de liberacéo,
os implantes intravitreos produzidos podem ser considerados uma formulagdo promissora
para administracéo intraocular do farmaco, oferecendo uma alternativa viavel, eficaz, segura e
muito mais conveniente para o tratamento do glaucoma, um grave problema de salde publica

no Brasil e no mundo.



237

PERSPECTIVAS

Estudos posteriores sdo necessarios para confirmar eficacia e seguranga do uso dos implantes
intravitreos. A avaliacdo do estado funcional da retina em coelhos, por eletrorretinografia, €
imprescindivel para investigacdo de sua toxicidade retiniana. Similarmente, a eficacia dos
dispositivos deve ser avaliada em modelo animal de glaucoma, para confirmar se o efeito
hipotensor observado em coelhos normotensos é reproduzido em quadros de hipertenséo
ocular. Em seguida, no estagio final, espera-se que a seguranca e eficacia dos implantes seja

avaliada em estudos clinicos, com pacientes sadios e acometidos por glaucoma.

E importante ainda compreender o perfil de liberacdo in vivo dos implantes, em estudos de
farmacocinética ocular, para que se verifique que as concentracBes atingidas na cavidade
intravitrea sdo seguras e terapéuticas, o que requer validacdo do método proposto para
amostras oculares, como humor vitreo e humor aquoso. O desenvolvimento de métodos de
amostragem ndo-terminais e menos invasivos para estes fluidos bioldgicos faz-se crucial para

que estes estudos sejam conduzidos com menor variabilidade e menor sofrimento animal.

Finalmente, caso os implantes intravitreos na formulacdo proposta demonstrem resultados
satisfatorios, estudos de scaling up devem ser conduzidos para assegurar qualidade e

reprodutibilidade de sua producdo em escala industrial.
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ANEXO Il - PARECER DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM USO DE
ANIMAIS DA FUNED: PROTOCOLO N°. 027/2021

z FUNED

Fundacao
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Kryward: Glansoma |5 A hEepupensons :a:mup afl mmnmm otk neuropathies and the lesading cause of irmeversible
lelsraruma blindness and visual bmpad Lch gical data has estimared that in 2020 these will be more than 80
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can benefit the developoment n{.iulgliummn drugs or foemulatoss Bloanalysi of drugs in wcular matsices is
atill underesimated, since it s challenging and rarely perfoomed. Theselone, this review sommasized the cheo-
maagraphic methods amploved o the guantifeation of several aiglaucoma dnogs n different oeular marices,
discussing bisanalytical steps, auch as sample preparation, separation, and desectbon. Animaks and matrices as
well as the challesges faced in ocular Moanalysis were also dk d. Ocalar bi Iysis hac been perd ]

inly in rabbits, the most adegy animal model for ocular spodies. mmﬂtmuﬂunqumhumr
berause It s cleaner and saser oo sample. Sample preparacion was carrled oul primeadly employing clasle
techniques, soch as Bguid-lkquid exresion, protein peecipiracion, and solid-phase eractien, with conventional
solvents and sorbencs Chromategraphic separation was achieved predominancly by seversed-phase Wgusd
cheomasography. Ulravioler spectrophotometry and tandem mass spectramerry prevalled for denection,
lthough other technby such as Ooorimerry, have also been used. It was evidencsd that mare effosts s be
i d pibs minfaosized, sco-driendly, and non nal ling fioe 1] sparatbon. In i pamn, alira
high-perfarmance liquid chramaography and mass specifomelry should g,aml:i'mmﬂc:ln ceular besanalysis
for separation and detection, respectively, snoe o combines high separstion capacity with selsctivity and

sensicivity, in additk 1o being an snvironmental frisdly approach.

1. Introduction

I.1. Pothophysiology, epidemiology and pharmocotherapy of gimucoma

Glaucoma is a heterogensous group of chromic and multifactorial
nocular disorders mainly chamacterized by typical structural changes
[cuppéng] in the optic disc, substantial apaptosis, or axonal koss of retinal
ganglion cells (RGC) and imeversible visual acaity boss [1.2]. It is the
second beading cause of general blindness and the mast impartant cawss
of irrewersible blindness [3,4]. Epidemiological studies have estimated
that glaucoma will affect appraximately 75 to 80 million individuals in
2020 and will be respansible for more than 11 millicn cases of unilateral
or bilateral blindness [50].

Even though it is not the sole canse, imtraccular pressure (10F) is the
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only manageabls risk factor in patients suffering from glancoma [7].
Carrently, I lowering is still the mast effective approach for glascoma
management (5], Several surgical and minimally imvasive procedures
are available, bat pharmacotherapy & the most recommended inter-
wention, accarding to-worldwide guidelines [9, 10]. Different topically or
systemically (orally or imravenously) applisd antiglucoma drugs are
commercially available for 0P decrease. The choice of a thermpentic
protoco] must consider efficacy, safety, convemience, and risks of
admimistration route, cost-benefit analysis, age, severity, prognosis, and
simultaneous diseases or medical conditians [7,9,11].

The regulation of I0F & carfed out through the inflow and outflow
balance of aqueous humaor, produced in the ciliary body and dmined
through the trabecular meshwork, into the Schlemm's channel {comn-
wentional pathway) ar through uvea and sclera (wreoscleml pathway)
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