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RESUMO

O glaucoma é uma das principais causas de cegueira no mundo. Colirios contendo
farmacos como os analogos de prostaglandinas (bimatoprosta) e beta bloqueadores
adrenérgicos (maleato de timolol) sdo utilizados no tratamento desta doenca. A baixa
adeséo ao tratamento e limitacdes da forma farmacéutica podem ocasionar falta de
controle da doenca e efeitos colaterais. Neste sentido, novos dispositivos para
liberacdo de farmacos na cavidade ocular tém sido desenvolvidos por nosso grupo de
pesquisa e descritos na literatura. Por outro lado, o tratamento utilizando mais de um
farmaco tem sido utilizado na terapéutica da doenca visando ampliar de forma
sinérgica a acao destas substancias. Portanto, este trabalho teve por objetivos, o
desenvolvimento e caracterizacdo de sistema polimérico na forma de insertes
contendo dois farmacos: bimatoprosta e maleato de timolol, para o potencial
tratamento do glaucoma. Os insertes, obtidos por evaporacédo de solvente, foram
desenvolvidos com uma, duas e trés camadas. Foram realizadas caracterizagoes
fisico-quimicas de determinacdo de peso, determinacdo do teor e uniformidade de
conteudo dos farmacos nos insertes e capacidade de liberacdo dos ativos in vitro,
analises térmicas, espectrometria no infravermelho e Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV). Foram determinados o potencial de hidratacdo, pH de superficie,
além do desenvolvimento e validacdo de método analitico para quantificacdo dos
farmacos. O método foi desenvolvido por cromatografia liquida de alta eficiéncia e se
mostrou seletivo, linear, preciso e exato para quantificacdo dos farmacos bimatoprosta
e maleato de timolol. Os dispositivos apresentaram uniformidade de peso e de
contetido de acordo com o preconizado pelas principais farmacopeias. Os insertes se
mantiveram integros durante o teste de hidratacdo com influxo de agua menor nos
gue apresentavam farmaco devido a possiveis interacdes intermoleculares entre 0s
farmacos e o polimero. Nao foi possivel observar diferencas entre os insertes com e
sem farmacos nos espectros no infravermelho. As curvas de DSC ndo demostraram
nenhum evento térmico relacionado a degradacao do farmaco. Estes dados permitem
inferir que ndo houve incompatibilidades entre os farmacos e o polimero. Os insertes
apresentaram superficie homogénea e lisa além da identificacdo das diferentes
camadas quando analisados por MEV. O pH de superficie de todos os insertes foi de
5,0 compativel com uso ocular. O teste de liberacdo in vitro mostrou que os insertes
tiveram uma liberacdo dos farmacos de 100 %. Em todos os insertes foi observada,
nas condi¢des do teste realizado, liberacdo por quatro dias sendo o de uma camada
de liberacdo mais rapida que os demais. Todos os dados obtidos permitem inferir que
os insertes desenvolvidos tem potencial para uso no tratamento do glaucoma. Testes
in vivo devem ser feitos para comprovar os resultados obtidos de forma in vitro neste
trabalho para determinar a correlag&o in vitro/in vivo.

Palavras chaves: glaucoma; bimatoprosta; maleato de timolol; insertes oculares;

desenvolvimento de método analitico; caracterizagdo de sistemas poliméricos.



ABSTRACT

Glaucoma is one of the leading causes of blindness in the world. Eye drops containing
drugs such as prostaglandin analogues (bimatoprost) and beta-adrenergic blockers
(timolol maleate) are used in the treatment of this disease. Low adherence to treatment
and limitations of the pharmaceutical form can cause lack of disease control and side
effects. In this sense, new devices for drug release into the ocular cavity have been
developed by our research group and described in the literature. On the other hand,
treatment using more than one drug has been used in the treatment of the disease in
order to synergistically increase the action of these substances. Therefore, this work
aimed to develop and characterize a polymeric system in the form of inserts containing
two drugs: bimatoprost and timolol maleate, for the potential treatment of glaucoma.
The inserts, obtained by solvent evaporation, were developed with one, two and three
layers. Physical-chemical characterizations were carried out to determine weight,
determination of the content and uniformity of drug content in the inserts and in vitro
release capacity of actives, thermal analyses, infrared spectrometry and Scanning
Electron Microscopy (SEM). The hydration potential, surface pH were determined, in
addition to the development and validation of an analytical method for the quantification
of drugs. The method was developed using high-performance liquid chromatography
and proved to be selective, linear, precise and accurate for the quantification of
bimatoprost and timolol maleate drugs. The devices presented uniformity of weight and
content in accordance with the recommendations of the main pharmacopoeias. The
inserts remained intact during the hydration test with a lower water influx in those
containing the drug due to possible intermolecular interactions between the drugs and
the polymer. It was not possible to observe differences between the inserts with and
without drugs in the infrared spectra. DSC curves did not demonstrate any thermal
event related to drug degradation. These data allow inferring that there were no
incompatibilities between the drugs and the polymer. The inserts presented a
homogeneous and smooth surface, in addition to the identification of the different
layers when analyzed by SEM. The surface pH of all inserts was 5.0 compatible with
ocular use. The in vitro release test showed that the inserts had a drug release of
100%. In all inserts, under the conditions of the test carried out, release was observed
for four days, with one layer releasing faster than the others. All data obtained allow
inferring that the developed inserts have potential for use in the treatment of glaucoma.
In vivo tests must be performed to confirm the results obtained in vitro in this work to
determine the in vitro/in vivo correlation.

Key words: glaucoma; bimatoprost; timolol maleate; ocular inserts; analytic

development method; polymeric system characterization.
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PARTE 1- INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA, OBJETIVOS E MATERIAIS

1 INTRODUCAO

O glaucoma € uma das principais causas de cegueira no mundo, estima-se que a
doenca ird afetar 111,1 milhdes de individuos até 2040 (KESAV et al., 2021). Trata-se
de uma doenca cronica cujo tratamento consiste na reducédo da pressao intraocular
(PIO). O tipo mais comum da doenca é o glaucoma primario de angulo aberto
(RIBEIRO et al., 2018).

Em quase todo os tipos de glaucoma, o comprometimento do sistema nervoso se deve
ao desequilibrio entre a producédo e a drenagem do humor aquoso, causando uma
pressao no nervo Optico. O principal sintoma € a elevacdo da PIO e pode levar a
cegueira, que ndo pode ser restaurada. No entanto, € evitavel e danos adicionais
podem ser minimizados com tratamento adequado, que se concentra no manejo da
PIO (CEGIELSKA, SAJKIEWICZ, 2019).

Na maioria dos paises, 0os analogos da prostaglandina como a bimatoprosta (Figura
1) séo o tratamento de primeira linha do glaucoma (YADAV et al., 2019). O timolol, um
betabloqueador, tornou-se a primeira escolha no tratamento do glaucoma apos a
aprovacao pelo FDA em 1978 (Figura 2) (PATEL et al., 2022; UMEZURIKE et al.,

2019; YADAV et al., 2019). Ambos sdo comumente usados na forma de colirio.

Figura 1-Estrutura quimica do farmaco bimatoprosta
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Figura 2- Estrutura quimica do farmaco timolol
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A bimatoprosta € um farmaco analogo de prostaglandina, age melhorando o fluxo
uveoesclaral, reduzindo a pressao intraocular, ja os betabloqueadores como o timolol
reduzem a pressao intraocular através da reducado do humor aquoso. Em ambas as
classes terapéuticas, a forma farmacéutica mais utilizada é o colirio, isso dificulta a
adesao ao tratamento, pois além de causar desconforto € de dificil aplicacdo (KATZ
et al., 2010; KONSTAS et al, 1999; LEWIS et al., 2017; SEAL et al., 2019).

O timolol € um antagonista ndo seletivo de beta-adrenoceptor, seu principal uso € em
preparacdes oculares para o tratamento do glaucoma desde a sua aprovagao para
uso em 1978. O maleato de timolol tem o registro mais longo de seguranca e eficacia
na reducdo da PIO (PATEL et al., 2022; SAH, SURESH, 2017; UMEZURIKE et al.,
2019; YADAV et al., 201).

A terapia medicamentosa é o tratamento de primeira escolha, porém a baixa adesao
€ um dos principais obstaculos do tratamento, que inclui também o tempo e a duracao
do tratamento, bem como percepcdes errdneas sobre a natureza irreversivel da perda
de visdo. Além disso, regimes de dosagem complexos com um ou mais medicamentos
exigem muito da rotina diaria dos pacientes (KESAV et al., 2021; SINGH et al., 2020).

Além das limitacbes de adesdo, também existem barreiras significativas a
administracdo de medicamentos utilizando via sistémica, como a oral, com efeitos
colaterais significativos. Por outro lado, a biodisponibilidade de medicamentos tdpicos
utilizando a via ocular pode resultar em niveis de medicag&o abaixo do ideal no local
de aplicag&o. Isso ocorre devido a alta renovacado do fluido lacrimal e a drenagem
nasolacrimal que limitam o tempo de retengdo do farmaco na superficie ocular
(CESAR et al. 2019; KESAV et al., 2021).
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Devido aos desafios encontrados no tratamento do glaucoma, ha muitos estudos
envolvendo os sistemas modernos de liberacdo de farmacos. Além de melhorar
adeséao ao tratamento do glaucoma, 0os novos sistemas de entrega de drogas exibem
muitos beneficios em relacdo as formulagBes convencionais, como melhorar a
biodisponibilidade, evitar toxicidade sistémica e melhorar o perfil terapéutico (CESAR
et al., 2019; FRANCA et al., 2014; SAH, SURESH, 2017).

Nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido insertes para aplicagdo topica ocular ha
mais de 12 anos e tem conseguido resultados satisfatorios no tratamento da doenca
(FRANCA et al., 2014; FRANCA et al., 2019; FRANCA et al., 2020; CESAR et al.,
2019; CESAR et al., 2021; RUBIAO, et al. 2021). Todos os dispositivos desenvolvidos
por Nosso grupo, até o momento, permitem uma administragdo local, sustentada e
prolongada de agentes terapéuticos em insertes monodroga. Este controle da
liberacdo do farmaco e, portanto, da entrega deste ao seu alvo, prolonga sua
permanéncia na janela terapéutica, causando um aumento significativo na eficacia da
terapia e a reducdo dos efeitos colaterais de certos medicamentos. Outro beneficio é
permitir a reducédo da dosagem do farmaco, que tem grande importancia econémica e
resulta em um grande aumento na adesdo ao medicamento. (CEGIELSKA,
SAJKIEWICZ, 2019; SINGH et al., 2020, FRANCA et al., 2014).

Além dos sistemas modernos de liberacéo de farmacos, adicionalmente para melhorar
a eficacia do tratamento uma outra alternativa é a utilizacdo de mais de um ativo em
uma mesma forma farmacéutica. No tratamento do glaucoma a associacdo do timolol
ao bimatoprosta em um colirio utilizado 1 vez ao dia apresentou reducéo significativa
da PIO em comparacao a utilizacdo de um colirio de timolol 2 vezes ao dia (DESAI et
al., 2020).

A associacdo de farmacos aumenta a eficacia por meio de efeitos sinérgicos e
aditivos, e por isso atingem o objetivo mais rapidamente. Além disso proporcionam
maior comodidade para o paciente, devido diminuicdo do nimero de medicamentos

administrados, promovendo maior adesao ao tratamento (RAMOS, DA SILVA, 2010).

Assim, a unido entre sistemas de liberacdo eficientes e a possibilidade de empregar
mais de um farmaco na forma farmacéutica tem sido uma busca por nosso grupo de
pesquisa com vistas a implementagcdo de melhoria no tratamento do glaucoma.

Portanto, este trabalho teve por objetivo desenvolver e caracterizar insertes multidroga
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para potencial aplicacdo topica no tratamento do glaucoma e, em adicédo desenvolver

meétodo analitico para dois farmacos em um mesmo dispositivo.

Este trabalho esta dividido em trés partes sendo uma revisdo da literatura, seguida do
desenvolvimento do método analitico e, por fim, a caracterizacdo dos insertes obtidos

com dois farmacos do arsenal terapéutico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anatomia e fisiologia do olho
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O olho humano € um dos 6rgaos mais complexos e sensiveis do corpo (YADAV et al.,

2019). O sistema ocular (Figura 3) é um érgao sensorial que possui um tamanho de

24 mm e um peso de 7,5 g, sendo considerado 0,05% do corpo humano. Em sua

classificacédo o sistema ocular é dividido em duas regides: a regido anterior, que inclui

a cornea, humor aquoso, conjuntiva, iris, corpo ciliar e cristalino; e a regiao posterior,

que inclui o humor vitreo, a retina, a coroide e o nervo optico (CHOLKAR et al., 2013;

GUPTA et al., 2021). Embora ambas sejam preenchidas por liquido, a cAmara anterior

€ preenchida com humor aguoso, enquanto a camara posterior, devido a sua

proximidade com os nervos épticos, € preenchida com humor vitreo (YADAV et al.,

2019).
Figura 3- Anatomia do olho humano
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Fonte: (GUPTA et al., 2021).

Um dos componentes da regido anterior € o corpo ciliar que € o responsavel pela

producéo do humor aquoso, um fluido ocular claro e ligeiramente alcalino que fornece

nutrientes a retina (GUPTA et al., 2021). O humor aquoso flui da cAmara posterior para

a camara anterior através da malha trabecular, um tecido esponjoso localizado ao
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redor a base da cornea e depois drena para o canal de Schlemm (GUPTA et al., 2021,
YADAV et al., 2019). O liquido é drenado para o sistema venoso que constitui as veias
intraescleral, episcleral e por ultimo conjuntival. Todo o processo, portanto, constitui 0
sistema de drenagem do olho e se este sistema de drenagem estiver total ou
parcialmente bloqueado, ha um aumento da presséao dentro do olho (YADAV et al.,
2019).

2.2 Glaucoma

Glaucoma € um disturbio ocular crénico (PATEL et al., 2022). A doenca caracteriza-
Se como uma neuropatia optica com correspondente perda progressiva e irreversivel
do campo visual (KESAV et al., 2021), devido a perda de células ganglionares da
retina, afinamento da camada de fibras nervosas da retina e escavacédo do disco
optico. A escavacdo do disco oOptico € aumentada proporcionalmente a acao do
glaucoma nas células ganglionares da retina e nos seus axénios. O glaucoma é uma
doenca assintomética até sua fase final onde se inicia a perda de visao
(MANTRAVADI, VADHAR, 2015; CEGIELSKA, SAJKIEWICZ, 2019; PATEL et al.,
2022).

Glaucoma é um grupo de doencas/distirbios oculares lentamente progressivos
resultantes do aumento da pressao intraocular (P10) (YADAV et al., 2019). Os valores
normais situam-se entre 10-21 mmHg (CONITEC, 2018). Este aumento da PIO nao
pode ser tolerado por olhos normais e eventualmente causa lesédo progressiva do
nervo oOptico. O dano ininterrupto de longo prazo ao nervo Optico leva a falha de
comunicacao entre a retina e o cérebro e, eventualmente, a uma perda irreversivel da
visdo (YADAV et al., 2019).

7

A neuropatia Optica glaucomatosa é resultado da degeneracdo do nervo Optico
associada a perda progressiva de células ganglionares da retina, distlrbios do
suprimento sanguineo do disco éptico e ativacdo e alteragdo correspondente nas
células gliais. Os objetivos atuais do tratamento do glaucoma s&o prevenir o dano do
nervo optico, manter o campo visual do paciente e a qualidade de vida restringindo os
efeitos adversos da terapia. Entre os multiplos fatores de risco do glaucoma, a PIO é
o fator mais critico e o Unico potencialmente modificavel. A progressao do glaucoma

€ impedida pela reducéo da PIO, portanto precisa ser considerada como 0 primeiro
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elemento a ser alterado no inicio do tratamento e é a principal abordagem comprovada
de controle do glaucoma (PATEL et al., 2022; UMEZURIKE et al., 2019; WEINREB et
al., 2016).

A Figura 4 apresenta, de forma esquemética, a comparacao entre um olho sadio e

outro com a da doenca do glaucoma.

Figura 4- llustracdo esqueméatica comparativa entre olho normal e olho com glaucoma
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Fonte: Adaptado (PATEL et al., 2022)

Os canais de drenagem normais e bloqueados sao apresentados na Fig. 4 (i-ii). Olhos
com glaucoma apresentam acumulo de pressao, que eventualmente causa alteragéo
no nervo optico, conforme apresentado na Fig. 4 (iv). O fluxo de fluido através das
camaras anterior e posterior e componentes correspondentes na Fig. 4 (v), uma
imagem vetorial de glaucoma de angulo aberto mostra que o fluido é gerado no corpo
ciliar atras da iris (isto €, cAmara posterior) e flui através da porcéo frontal do olho (isto
€, camara anterior) e finalmente sai pelo canal de drenagem ou raiz uveoscleral como

mostrado na seta preta.
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2.2.1 Tipos de glaucoma

As duas categorias principais sao o glaucoma primario de angulo aberto (GPAA) e o
glaucoma primario de angulo fechado (GPAF). Glaucoma de angulo aberto é a forma
mais comum de glaucoma, que se desenvolve principalmente lentamente
(CEGIELSKA, SAJKIEWICZ, 2019; UMEZURIKE et al., 2019).

O glaucoma de angulo fechado ocorre inesperadamente. Os sinais e sintomas
comuns do glaucoma de angulo fechado sao dor e leve perda de visdo. Danos
permanentes podem ser evitados se o paciente procurar imediatamente ajuda médica

ao primeiro sinal de desconforto (YADAV et al., 2019).

O principal tipo da doenca é o glaucoma primario de angulo aberto, neste glaucoma o
angulo entre a iris e a cornea é amplo e ndo constitui um obstaculo para o fluxo aquoso
(CEGIELSKA, SAJKIEWICZ, 2019; WEINREB et al., 2016). E diagnosticado por PIO
superior a 21 mmHg, associado a dano no nervo 6ptico ou a defeito no campo visual
compativel com glaucoma e auséncia de anormalidades na camara anterior e de
anormalidades sistémicas ou oculares que possam aumentar a PIO. Segundo
diversos estudos populacionais, a prevaléncia aumenta a medida que a P10 se eleva.
Ademais, pesquisas demonstraram que a reducao pressorica retarda a progressao do
dano glaucomatoso (CONITEC, 2018).

2.2.2 Epidemiologia

Mais de 2 bilhdes de pessoas em todo o mundo vivem com deficiéncia visual ou
cegueira, e pelo menos 1,1 bilhdo de pessoas vivem com perda de visdo porque nao
recebem os cuidados de que precisam para condicdes como miopia e hipermetropia,

glaucoma e catarata (WHO, 2022).

Espera-se que esses numeros aumentem substancialmente devido ao crescimento
populacional, envelhecimento e mudancgas no estilo de vida, como reducdo do tempo
gasto ao ar livre e maior tempo gasto em atividades intensivas de visdo de
perto. Combinado com o acesso limitado a cuidados oftalmolégicos, particularmente
em paises de baixa e média renda, espera-se que metade da populacéo global viva
com deficiéncia visual até 2050 (KESAV, et al., 2021, WHO, 2022).
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O glaucoma é a segunda causa de cegueira mais comum no mundo (KESAYV et al.,
2021; PATEL et al., 2022). O relatério da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
intitulado “relatério mundial sobre a visao” publicado em 2020 afirma que pelo menos
76 milhdes de pessoas sofrem de glaucoma e prevé um aumento significativo de 1,3
vezes até 2030. No Brasil a doenca atinge mais de 900 mil pessoas (DINIZ et al.,
2021).

Glaucoma afeta principalmente pessoas de meia-idade e idosos e é a segunda
principal causa de perda de visdo depois da catarata (YADAV et al., 2019). Os estudos
mostraram que o glaucoma primario de angulo aberto (GPAA) leva a cegueira bilateral
em 9% dos pacientes e a cegueira unilateral em 27% dos pacientes, dentro de 20

anos das primeiras alteragdes glaucomatosas (SINGH et al., 2020).

2.2.3 Fatores de risco

Vérios fatores de risco, além da PIO aumentada, ja foram identificados: idade acima
de 40 anos, escavacao do nervo Optico aumentada, etnia (negra para o de angulo
aberto e amarela para o de angulo fechado), histéria familiar, ametropia (miopia para
o de angulo aberto e hipermetropia para o de angulo fechado), pressao de perfuséo
ocular diminuida, diabetes mellitus tipo 2 e fatores genéticos (CONITEC, 2018;
YADAV et al., 2019).

2.2.4 Diagnéstico

O diagnéstico do glaucoma em seus estagios iniciais € desafiador. O diagnostico
incorreto pode levar a falha na identificacdo de individuos com a condicdo durante
seus estagios iniciais, até que ocorra uma perda funcional significativa. Assim, a
deteccdo precoce do glaucoma permite um rapido tratamento para retardar a perda
da viséo (KIM, CHO, OH, 2017).

A avaliagéo oftalmoldgica do paciente deve ser binocular e abordar os seguintes itens
para o diagnostico do glaucoma e para a determinagéo da sua gravidade: anamnese;
medida da acuidade visual (AV) com melhor correcdo; exame pupilar para avaliagao
de reatividade a luz e procura de defeito pupilar aferente relativo; biomicroscopia de

segmento anterior para avaliagdo da profundidade da camara anterior, de doencas
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corneanas ou de causas secundarias para o aumento da PIO; a afericdo da presséao
intraocular (P10) através da tonometria, deve ser feita com tonébmetro adequadamente
calibrado, em diferentes dias e horarios, para reconhecimento da flutuacao diaria; e
avaliacdo do nervo 6ptico e da camada de fibras nervosas para o fornecimento de
informacdes estruturais sobre o dano glaucomatoso. O nervo éptico deve ser avaliado
com biomicroscopia de fundo e fundoscopia sob midriase e ser documentado,
idealmente, com retinografia colorida binocular (CONITEC, 2018; ESPORCATTE, DA
SILVA, 2022).

Se houver suspeita de glaucoma, exames devem ser realizados como forma de
complementar a investigacdo diagndstica e nos casos de glaucoma estabelecido,
visam auxiliar na definicdo etiolégica e de gravidade (CONITEC, 2018;
ESPORCATTE, DA SILVA, 2022; UMEZURIKE et al., 2019).

A gonioscopia avalia o angulo iridocorneano, identificando a amplitude do angulo da
camara anterior, o grau de pigmentacao, a altura da insercéo iriana e a configuracao
da iris. O diagnéstico de GPAA requer uma gonioscopia para excluir o fechamento
angular e outras causas de aumento da PIO, como recesso angular, dispersao
pigmentar, sinéquias anteriores periféricas, neovascularizacdo de angulo e
precipitados inflamatérios (CONITEC, 2018; ESPORCATTE, DA SILVA, 2022).

A paquimetria ultrassbnica avalia a espessura corneana central e influencia a
estimativa da PIO, portanto o exame ser realizado em todos 0s pacientes suspeitos
ou glaucomatosos (CONITEC, 2018; DINIZ FILHO, SCHIMITI, 2022; ESPORCATTE,
DA SILVA, 2022).

Outra avaliacao é através da documentacao fotografica do disco éptico que trata-se
de uma avaliacdo estrutural fundamental. Por meio dela, € possivel detectar sinais
sugestivos de progressdo da neuropatia, como a presenca de hemorragia de disco
(CONITEC, 2018; ESPORCATTE, DA SILVA, 2022).

Até o presente momento, o padrdo-ouro para acompanhamento do dano visual
provocado pelo glaucoma € a perimetria visual computadorizada padrao branco no
branco. A perimetria € um exame complementar fundamental na investigacdo de
individuos suspeitos e no seguimento de pacientes com diagnostico confirmado de
glaucoma (DINIZ FILHO, SCHIMITI, 2022; ESPORCATTE, DA SILVA, 2022).



25

A tomografia de coeréncia optica (TCO) € uma ferramenta que fornece informacoes
qualitativas e quantitativas sobre o disco Optico e a espessura da camada de fibras
nervosas peripapilar, sendo seu uso justificado principalmente nos casos de
glaucomas iniciais a moderados. TCO € recomendavel na analise estrutural do
glaucoma e ha evidéncias cientificas suficientes para seu uso no diagndstico e
seguimento da doenca. Para analisar a progressao do glaucoma por meio da TCO,
h& que se utilizar o mesmo equipamento, verificar se os critérios minimos de qualidade
de imagem foram atendidos, a auséncia de artefatos e correlacionar os dados do
exame com os achados clinicos (CONITEC, 2018; ESPORCATTE, DA SILVA, 2022).

A orientacdo para seguimento clinico de pacientes com glaucoma é baseada no
estadiamento da doenca, de acordo com critérios funcionais e/ou estruturais. O
estadiamento estrutural pode ser feito por meio de alteracbes no disco Optico
observadas a fundoscopia, de acordo com diferentes métodos de escala e também,
mais recentemente, pelos achados na TCO (BRUSINI, 2018; DINIZ FILHO, SCHIMITI,
2022; ESPORCATTE, DA SILVA, 2022).

2.2.5 Tratamento

Estudos fornecem evidéncias de que a reducdo da PIO previne a progressao nos
estagios iniciais e tardio da doenca e o grau de protecao € proporcional a diminui¢ao
do seu valor. Embora n&o haja cura, no entanto, é evitavel e danos adicionais podem
ser minimizados com tratamento adequado (CEGIELSKA, SAJKIEWICZ, 2019;
KESAV et al., 2021).

Portanto, € a PIO que precisa ser considerada como o primeiro elemento a ser
alterado no inicio do tratamento, e é a principal abordagem comprovada de controle
do glaucoma (CONITEC, 2018; ESPORCATTE, DA SILVA, 2022; PATEL etal., 2022).

O tratamento do glaucoma é realizado através de terapias medicamentosas (Agonista
colinérgico, betabloqueador, agonista da prostaglandina, agonista alfa adrenérgico,
inibidor da anidrase carb6nica e colinérgicos ou midticos) (CEGIELSKA,
SAJKIEWICZ, 2019; PATEL et al., 2022; YADAV et al.,, 2019), terapias a laser
(Trabeculoplastia, iridotomia, iridoplastia, ciclofotocoagulacdo) (PATEL et al., 2022;

YADAV et al., 2019) e terapias cirdrgicas (Trabeculectomia, implantes de drenagem
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de glaucoma, esclerectomia profunda, viscocanalostomia, goniotomia,
trabeculotomia) (PATEL et al., 2022).

2.2.5.1 Analogos da prostaglandina

Na maioria dos paises, 0s analogos da prostaglandina séo o tratamento de primeira
linha do glaucoma (YADAV et al., 2019). Os analogos da prostaglandina aumentam
a drenagem do humor aquoso, diminuindo assim a pressédo intraocular no
olho. Promovem o relaxamento dos musculos do interior do olho, aumentando assim
o escoamento do fluido (PATEL et al., 2022; YADAV et a.,| 2019). As prostaglandinas
sdo proé- farmacos hidrofébicos que imitam a prostaglandina em nosso corpo para
aumentar a drenagem do fluido através do canal de Schlemm (YADAV et al., 2019;
WADHWA et al., 2022). A familia das prostaglandinas tem efeitos colaterais minimos,
pois sdo administradas em uma concentracdo muito baixa. Isso torna essas drogas
muito atraentes para pacientes e médicos. No entanto, as prostaglandinas tém efeitos
colaterais oculares locais, como irritagdo, vermelhidao dos olhos e descoloracdo da
iris e da pele ao redor (YADAV et al., 2019).

2.2.5.2 Beta blogueadores

Os betabloqueadores sdo agonistas dos receptores beta adrenérgicos que reduzem
a PIO ao diminuir a producéo de humor aquoso no olho (PATEL et al., 2022; YADAV
et al., 2019; WADHWA et al., 2022). Eles séo classificados em duas categorias, ou
seja, betabloqueadores nédo seletivos (timolol, levobunol, etc.) e betabloqueadores
seletivos (betaxolol). Apds a aprovacédo do primeiro betabloqueador para o tratamento
da reducao da presséao intraocular pelo FDA, o timolol tornou-se a primeira escolha no
tratamento do glaucoma. Eles reduzem a pressdo bloqueando o beta-
adrenoceptor no corpo ciliar. Assim, leva a uma menor producao de humor aquoso e
reducédo da PIO (PATEL et al., 2022; UMEZURIKE et al., 2019; YADAV et al., 2019).

Os betabloqueadores tém a capacidade de diminuir a frequéncia cardiaca e podem
causar efeitos colaterais adversos ao paciente com histérico médico de doencga
cardiaca (YADAV et al., 2019; WADHWA et al., 2022).

2.2.5.3 Inibidores da anidrase carbbnica
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Os inibidores da anidrase carb6nica diminuem a secrecédo do humor aquoso por meio
da reducéo da atividade enziméatica no corpo ciliar. Inibem a catalise da isoenzima Il
da anidrase carbdnica, que é diretamente responsavel pela conversdo de CO2 e H20
em HCOs. Esta inibicdo de COz2 e H20 a HCOs leva a diminuicdo da producdo de
humor aquoso no olho. A dorzolamida foi o primeiro inibidor da anidrase carbonica
lancado como colirio topico para reducédo da PIO (PATEL et al., 2022; YADAV et
al.,2019; WADHWA et al., 2022).

2.2.5.4 Agonistas alfa-adrenérgicos

Os agonistas alfa-adrenérgicos reduzem a pressao ocular através da estimulacéo alfa-
adrenérgica. A estimulacdo causa constricdo nos vasos sanguineos e assim diminui
a producéo do humor aquoso (YADAV et al., 2019; WADHWA et al., 2022).

No tratamento do glaucoma séo usados alfa-agonistas adrenérgicos seletivos como a
praclonidina e brominidina, um derivado da clonidina. A clonidina é um farmaco anti-
hipertensor sistémico, diminui a PIO ao diminuir a producdo de humor aquoso. Porém,
reduz visivelmente a presséo arterial sistémica. A apraclonidina funciona de maneira
semelhante a da clonidina, exceto pelo fato de ndo atravessar a barreira

hematoencefalica e, portanto, ndo ocorrer hipotenséao sistémica (YADAV et al., 2019).

2.2.5.5 Colinérgicos ou midticos

Midticos, agonistas colinérgicos ou outros parassimpaticomiméticos sdo a opcéao
preferida como tratamento de terceira linha. Os midticos frequentemente
administrados sdo a pilocarpina e o carbacol (YADAYV et al., 2019; WADHWA et al.,
2022).

Essas drogas aumentam a taxa de drenagem do humor aquoso do olho pela
constricao das fibras da malha trabecular (YADAV et al., 2019; WADHWA et al., 2022).

Os midticos sdo baratos quando comparados a outras medicacfes oculares topicas,
porém eles possuem algumas desvantagens como necessidade de administragdo
frequente, visdo turva e espasmo. A administracéo frequente de pelo menos quatro
vezes ao dia causa incomplacéncia do paciente e casos de miopia induzida (YADAV
et al., 2019).
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2.3 Insertes oculares

As insercfes oculares sao dispositivos soélidos ou semi-sélidos destinados a serem
colocados no saco conjuntival entre a pélpebra inferior e o proprio olho para
administrar drogas na superficie ocular. O objetivo destes dispositivos é a liberacéo
constante do farmaco por um periodo prolongado, minimizando a absorcéo sistémica
pela mucosa nasal e melhorando a adeséo do paciente devido a frequéncia reduzida
de administracado (FRANCA et al., 2014; SINGH et al., 2020; WADHWA et al., 2022).

Com base em suas propriedades fisicas e quimicas, os insertes séo classificados em
insolUveis, solaveis ou biodegradaveis (SINGH et al., 2020). As insercdes, geralmente,

sao feitas de polimeros biodegradaveis, como a quitosana (FRANCA et al., 2014).

2.3.1 Quitosana

A gquitosana é um polimero muito utilizado em aplicacdes oftalmoldgicas devido as
suas caracteristicas bioldgicas favoraveis como bioadeséo, permeabilidade, por ser
biodegradavel, ndo tdxico e biocompativel, que pode aumentar a biodisponibilidade
intraocular de drogas hidrofilicas e lipofilicas (FRANCA et al., 2014; LARANJEIRA,
FAVERE, 2009).

Trata-se de um derivado da quitina, um polimero natural amplamente disponivel na
natureza, geralmente obtido de animais marinhos, como caranguejos, camaroes,
crustaceos, fungos e exoesqueleto de insetos. O principal processo de extracao da
quitosana de seu polimero parental quitina é a desacetilacdo (Figura 5). A quitina € a
forma parental da quitosana, que € insolivel na maioria dos solventes orgéanicos, e na
agua, enquanto a quitosana é soluvel em &cido aquoso de pH 6,0 ou inferior,
principalmente devido a quaternizacdo de grupos amina (pKa 6,3) (COLLADO-
GONZALEZ, et al., 2019; PATEL et al., 2022; SILVA et al., 2018).
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Figura 5- Desacetilacdo da quitina na formacédo da quitosana
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Fonte: (SILVA et al. 2018).

A quitosana é um polimero biodegradéavel, bioativo e mucoadesivo, que tem sido muito
utilizado na aplicacdo biomédica (FRANCA et al., 2014; PATEL et al., 2022). A
quitosana exibe carga superficial positiva (ou seja, cation) devido a protonacdo de
grande quantidade de grupos amino e forma varios sais. Por outro lado, a esclera
presente no olho apresenta residuos de acido sidlico, carregados negativamente.
Assim, pode-se supor que a bioadesdo pode ocorrer entre 0S grupos amino
protonados do quitosana e os residuos de acido sialico por intermédio de interacdes
eletrostaticas e, portanto, pode conduzir a biodisponibilidade de longo prazo (PATEL
et al., 2022).

2.4 Dispositivos de liberacdo sustentada atualmente aprovados

O Ocusert (Alza Corporation, EUA), um sistema terapéutico ocular de pilocarpina foi
0 mais antigo sistema de entrega de medicamentos de liberacao controlada aprovado
pelo FDA nos Estados Unidos no inicio da década de 1970. Era um reservatorio de
pilocarpina dentro de uma membrana microporosa de acetato suportada por um anel
de diéxido de titanio (CHATERS, 2019; KESAV et al., 2021).

O efeito terapéutico de Ocusert foi limitado por efeitos secundarios tais como

desalojamento da unidade e "dose de despejo” que resultou num efeito de explosao
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nao desejado. Embora o sistema de pilocarpina de Ocusert tenha sido descontinuado
e retirado do mercado, o desenho foi adoptado para o tratamento de doencas do
segmento posterior, como a uveite ndo infecciosa e retinite do citomegalovirus
(CHATERS, 2019; KESAV et al., 2021).

Em marco de 2020 o FDA dos Estados Unidos aprovou um implante ocular para
reducdo da PlO. O anel ocular de Bimatoprost SR, comercializado como Durysta™
(Allergan , Dublin, Irlanda) € composto por um anel interno de polipropileno dentro de
uma matriz de silicone sem conservantes que € impregnada com 13 mg de
bimatoprosta. O inserte disponivel possui 24-29 mm de diametro, e foi desenvolvido
para ser usado por 180 dias. O desenho tem a vantagem de uma grande area de
superficie que pode permitir a entrega de uma combinacdo de drogas. O implante
pode ser inserido na clinica ou na sala de cirurgia e ndo precisa ser removido, pois a
matriz de polimero PLGA ¢é biodegradavel (BELAMKAR et al., 2022; KESAV et al.,
2021).

Atualmente, o FDA s6 aprovou o implante para administracao Unica em pacientes. O
implante também apresentou um perfil de seguranca muito favoravel e uma
experiéncia de tratamento positiva para os pacientes. Os eventos adversos foram
mais comuns em olhos com implantes e incluiram hiperemia conjuntival, sensacao de
corpo estranho e dor ocular, mas foram resolvidos apds varios dias e associados ao

procedimento de implantagdo em vez do implante (BELAMKAR et al., 2022).

H& outras terapias SR sob investigagdo incluem: anel ocular bimatoprost (Allergan)
(identificador ClinicalTrials.gov: NCT01915940), iDose ® (Glaukos Corporation)
(NCT03519386), ENV515 (Envisia Therapeutics) (NCT02371746), OTX-TP (Ocular
Therapeutix) (NCT02914509 ), OTX-TIC (Ocular Therapeutix) (NCT04060144) e
latanoprost free acid SR (PolyActiva) (NCT04060758) (BELAMKAR et al.,, 2022;
KESAV et al., 2021).

2.5 Terapias de liberacao sustentada sob investigacao clinica

Além do anel de Bimatoprost SR que é o uUnico sistema de administracdo de
medicamentos SR aprovado, existem muitos outros atualmente sob
investigacdo. Uma dessas terapias € o Bimatoprost Ocular Ring, também produzido

pela Allergan. Ao contrario do Bimatoprost SR, este dispositivo consiste em uma
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estrutura interna de suporte de polipropileno com uma matriz externa de silicone
contendo 13 mg de bimatoprost. Esta insercéo extraocular tem uma duragao prevista
de seis meses e atualmente completou a Fase Il de testes (BELAMKAR et al., 2022;
CHATERS, 2019; KESAV et al., 2021).

O implante intraocular iDose ® produzido pela Glaukos Corporation (San Clemente,
California) é atualmente o mais avancado em desenvolvimento, com testes de Fase
[l em andamento e com concluséao e aprovagao do FDA em 2023. Este implante de
titdnio é colocado intraocularmente na malha trabecular com uma ancora escleral. O
implante libera uma formulacao patenteada de travoprost e tem uma duracéo alvo de
seis a doze meses. O implante iDose requer insercao cirirgica e remoc¢ao na sala de
cirurgia. Consiste em trés partes principais que incluem uma ancora escleral que é
inserida na parede interna da esclera através da malha trabecular, o corpo de titanio
gue serve como reservatorio para a droga e uma membrana que elui a droga
intracameralmente (BELAMKAR et al., CAPITENA YOUNG, KAHOOK, SEIBOLD,
2019; CHATERS, 2019; 2022; KESAV et al., 2021).

Outro implante intraocular conhecido como ENV515 desenvolvido pela Envisia
Therapeutics (Research Triangle Park, Carolina do Norte) concluiu os testes da Fase
Il. Este dispositivo em forma de bastonete é colocado intraocularmente no angulo
iridocorneano da camara anterior. Este implante consiste em um sistema de liberacéo
de droga biodegradavel que libera travoprost e tem duracdo prevista de seis a doze
meses. O ENV515 destina-se a ser inserido na clinica, mas ndo precisa ser removido
(BELAMKAR et al., 2022; KESAV et al., 2021).

Ocular Therapeutix (OTX) (Bedford, Massachusetts) projetou um plug intracanalicular
punctal, OTX-TP, para a entrega de travoprost para a superficie
ocular. Tradicionalmente, os tampdes na forma de plugs, também conhecidos como
tampdes lacrimais, sGo comumente usados para tratar o olho seco. Ao impedir a
drenagem de lagrimas através do ducto nasolacrimal, estes tampdes ajudam a manter
o volume de lagrimas na superficie do olho. Os plugues tém a vantagem de serem
facilmente inseridos e removidos em um ambiente clinico, além de serem amplamente
bem tolerados pelos pacientes. Os estudos primarios de viabilidade descobriram que
a OTX-TP foi bem tolerada com uma taxa de retencéo de 100% em 10 dias e um efeito

sustentado de reducdo da PIO durante um periodo de um més (BELAMKAR et al.,
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CAPITENA YOUNG, KAHOOK, SEIBOLD, 2019; CHATERS, 2019; 2022; KESAV et
al., 2021).

A Mati Therapeutics (Austin, Texas) também esta desenvolvendo um sistema de
administracao de tampao em forma de plug conhecido como Evolute para POAG, bem
como para alivio de alergias e administracdo de medicamentos anti-inflamatérios nédo
esterdides. Quando carregado com latanoprosta para pacientes com GPAA, dois
estudos de Fase Il recentemente concluidos demonstraram taxas de retengéo de mais
de 90% em 12 semanas e reducdo de pressdo de 7 mmHg em comparagao com 5
mmHg em controles de latanoprosta tépico (BELAMKAR et al., 2022; KESAV et al.,
2021).

2.6 Dispositivos de liberacdo multidroga

Tém sido descritos na literatura sistemas de liberacdo multidrogas para o potencial
tratamento do glaucoma. Uma justificativa para este fato € a possibilidade de melhorar
a eficacia do tratamento utilizando dois mecanismos distintos para a abordagem
medicamentosa ao glaucoma. Neste caso, farmacos que ja sdo descritos na literatura

para o tratamento da doenca sédo utilizados em conjunto em um mesmo dispositivo.

Desai e colaboradores (2020) descreveram o desenvolvimento de lentes oculares
para liberacdo de maleato de timolol e de bimatoprosta. O dispositivo foi capaz de
liberar os principios ativos com reducdo da pressao intraocular por no maximo 120
horas quando testados em animais. Nos testes in vitro demonstraram um grande efeito
burst nos primeiros 30 nutos de liberacdo. Este dispositivo apresentou um curto
periodo de liberacdo (apesar de ser maior do que um colirio) necessitando, portanto
da troca da lente periodicamente em intervalos relativamente curtos. Além disso,

envolve, para sua producédo, grande complexidade industrial e alto custo.

Por outro lado, Maccon & Chauhan (2021) desenvolveram oleogéis para liberacéo dos
farmacos maleato de timolol e metformina para veiculagédo ocular. Neste estudo foi
desenvolvido um oleogel que possibilitou a liberacdo dos farmacos por mais de 30
dias. Nao houve um efeito burst como o encontrado por Desai e colaboradores, porém
sua administragdo requer a injecdo do oleogel no local de aplicacédo o que pode

ocasionar desconforto para o paciente.
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Do ponto de vista clinico, apesar de se ter encontrado dispositivos capazes de liberar
mais de um farmaco, o que é feito normalmente no consultério médico € a utilizacéo
de mais de um colirio, por parte do prescritos, no tratamento do glaucoma. Nakano e
colaboradores (2016) descreveram os beneficios deste tratamento com farmacos
antiglaucomatosos, com mecanismos de acéo diferentes, visando o desenvolvimento
de sinergismo no tratamento da doenca. Neste caso, foram utilizados colirios em
concomitancia e, portanto, apresentam todas as limitacdes inerentes a forma
farmacéutica e ao tipo de abordagem clinica (como posologia) envolvidos no

tratamento.

2.7 Justificativa

Como se percebe, ha necessidade premente de se desenvolver dispositivos efetivos
para o tratamento do glaucoma onde as deficiéncias da forma farmacéutica colirio séo
diminuidas ou eliminadas completamente. H4, também, uma tendéncia a utilizacdo de

mais de um farmaco para melhorar a efetividade do tratamento do glaucoma.

Neste sentido, este trabalho aborda o desenvolvimento e caracterizagao de dispositivo
com mais de um farmaco para o potencial tratamento do glaucoma, bem como o
desenvolvimento de um método analitico para o doseamento do bimatoprosta e do

maleato de timolol, duas substancias empregadas no tratamento do glaucoma.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolvimento e caracterizacdo de um sistema polimérico contendo os farmacos
bimatoprosta e maleato de timolol para uso potencial no tratamento de glaucoma,
além do desenvolvimento de método analitico para possibilitar a dosagem destes

farmacos no dispositivo desenvolvido.

3.1.1 Objetivos especificos

e Desenvolver inserte polimérico sem farmacos e com os farmacos bimatoprosta
e maleato de timolol para o tratamento de glaucoma.

e Desenvolver e validar método analitico para quantificacdo dos farmacos
bimatoprosta e maleato de timolol nos insertes oculares.

e Caracterizar os insertes poliméricos com e sem o0s farmacos bimatoprosta e
maleato de timolol, de forma fisico-quimica através de determinacdo de peso,
andlise térmica, espectrometria no infravermelho, potencial de hidratacéo,
microscopia eletrbnica de varredura, pH de superficie, teor dos farmacos,

uniformidade de conteddo dos farmacos e liberagéo in vitro.
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4 MATERIAIS

4.1 Validacao do método analitico

Foram utilizados como materiais na parte do desenvolvimento analitico: as duas
substéancias de referéncia (bimatoprosta e maleato de timolol) ambas compradas da

Sigma-Aldrich®lceland. Os demais materiais sdo descritos abaixo.

e Acido fosférico foi fornecido pela Merck (Damstadt, Alemanha),

e Acido acético foi fornecido pela Quimica Moderna (Barueri, S&o Paulo

e Acetonitrila, grau HPLC fornecidos pela JT Backer (Pensilvania, EUA)

e Fosfato de potassio dibasico fornecido pela Anidrol (Diadema, S&o Paulo)

e Agua ultrapurificada, tratada por osmose reversa em aparelho agua milliQ
(Marca Millipore, modelo Direct-Q, Morshem, Franca).

e Coluna cromatografica: Luna C18, 250 mm x 4,6 mm, 5 um (Phenomenex,
California, EUA)

e Cromatédgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC): Alliance 2695 (Waters
Corporation, Milford, Massachusetts, EUA), equipado com desgaseificador,
bomba quaternaria, forno de colunas, injetor automatico e detector de arranjo
de diodos (DAD) na regido do ultravioleta e visivel. Software Empower.

e Cromatdégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC): LaChrom Elite (Merck Hitachi,
Tokyo, Japao), equipado com desgaseificador, bomba quaternaria, forno de
colunas, injetor automatico e detector de arranjo de diodos (DAD) na regido do
ultravioleta e visivel. Software EzChrom.

e Para a avaliacéo estatistica, empregou-se o software Microsoft Excel 2007.

4.2 Producdao e caracterizagcao dos insertes

Foram utilizados, como materiais, na parte do desenvolvimento, producdo e
caracterizacdo dos insertes, o polimero quitosana (quitosana de meédio peso
molecular - Sigma-Aldrich®lceland), colirio contendo 0,5% p/v de maleato de
timolol (Teuto®,Anépolis, Brasil), colirio genérico contendo bimatoprosta 0,3 mg/mL
(Medley®,Campinas, Brasil). Agua destilada e agua ultrapurificada Milli-Q®
(Millipore, MA, EUA). Os demais reagentes e solventes utilizados apresentavam

pureza analitica e fazem parte da grade de materiais do laborat6rio e ndo foram



36

purificados previamente. As vidrarias utilizadas fazem parte do almoxarifado do

laboratorio.



37

PARTE 2- DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DE MALEATO DE TIMOLOL E BIMATOPROSTA EM INSERTE
OCULAR

5 VALIDACAO ANALITICA

A validacdo analitica é a avaliagdo sistematica de um método por meio de ensaios
experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que o0s

requisitos especificos para seu uso pretendido sdo atendidos (BRASIL, 2017).

A validacdo de métodos analiticos € o processo pelo qual se estabelece, por meio de
estudos laboratoriais, que as caracteristicas de performance do método, também
denominadas parametros de validacdo, apresentam 0s requisitos necessarios para

aplicacdo analitica pretendida (USA, 2022).

No Brasil a validacdo de métodos analiticos é regulada pela Resolucédo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 166 de 24 de julho de 2017. Esta Resolucéo se aplica a métodos
analiticos empregados em insumos farmacéuticos, medicamentos e produtos

biolégicos em todas as suas fases de producéo.

Para a quantificacdo do teor e avaliacao da uniformidade de contetdo da bimatoprosta
e do maleato de timolol foi necessario o desenvolvimento e validacdo do método
analitico, pois ndo ha monografia disponivel em compéndio oficial para a quantificacéo

da associacao destes farmacos em nenhuma forma farmacéutica.

O método desenvolvido foi baseado na monografia da solucdo oftalmica de maleato
de timolol da United States Pharmacopheia (USP) 432edicao (2021), com as devidas
alteracOes para a quantificacdo em paralelo da bimatoprosta. A bimatoprosta nao
possui nenhuma monografia em compéndio oficial reconhecido pela ANVISA
(BRASIL, 2009).

Por se tratar de um método analitico com a finalidade de quantificacdo do teor e da
uniformidade de contetido, foram considerados os seguintes parametros na validagédo
analitica: seletividade, preciséo (intermediaria e repetibilidade), exatidao, linearidade,
intervalo e robustez (BRASIL, 2017).
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5.1 Desenvolvimento do método analitico

A técnica de escolha para quantificacdo dos ativos maleato de timolol e da
bimatoprosta foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), por se tratar de
técnica capaz de separar duas ou mais substancias provenientes de uma mesma

matriz.

Para quantificacdo do ativo maleato de timolol hd monografia disponivel na
Farmacopeia Americana (USP), descrita como Timolol Maleate Ophthalmic Solution.
Por outro lado, para a bimatoprosta ndo ha nenhum método farmacopeico disponivel,
por isso foi realizada uma busca por artigos que descrevessem um método analitico
para quantificacdo deste ativo. Um dos estudos encontrados foi o de Kumar e seus
colaboradores (2011), para a quantificacdo da bimatoprosta em formas farmacéuticas.

Algumas condi¢cdes do método analitico descrito por Kumar (2011) sdo semelhantes
as condicbes descritas na monografia da USP para quantificacdo do maleato de
timolol em solugbes oftalmicas. Com isso, foi vislumbrada a hipGtese de
desenvolvimento de um Unico método para a quantificacdo dos dois ativos, a fim de
reduzir tempo e custo da andlise e ainda diminuir a geracéo de residuos para o meio

ambiente.

Para a escolha do melhor método foram realizados varios testes, descritos a seguir.

5.1.1 Teste 1

Parametros cromatoqraficos

- Comprimento de onda: 210 nm

- Coluna: C18, 150 mm x 4,6 mm, 5 pm
-Temperatura da coluna: 30°C

- Fluxo: 1,0 mL/min

- Volume de injecéo: 20 pL
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Preparo das Solucdes

Solucdo tampéo: Pesou-se, cerca de 11,1 g de fosfato de potassio dibasico e
transferiu-se para baldo volumétrico de 1000 mL. Adicionou-se, cerca de 700 mL de
agua ultrapurificada e solubilizou-se. Completou-se o volume com agua ultrapurificada

e homogeneizou-se. O pH foi ajustado para 2,8 com acido ortofosfoérico.

Fase moével: Misturou-se 55 partes de solucédo tampao e 45 partes de acetonitrila

(55:45). Filtrou-se em membrana de celulose regenerada 0,45 um e desgaseificou-se.
Diluente: tampao fosfato e acetonitrila na proporcao de 55:45 v/ v.
Solucéo padréo de bimatoprosta: 0,1 mg/mL em diluente

Solucédo padrédo de maleato de timolol: 0,1mg/mL em diluente

Resultados

A condicao proposta foi adequada para o farmaco bimatoprosta, porém a mesma néo
foi seletiva para o farmaco maleato de timolol. Houve coelui¢éo de picos no tempo de

retengéo do maleato de timolol como mostrado na Figura 6.

Figura 6- Cromatograma obtido para o maleato de timolol no teste 1 em 210 nm
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Através da varredura espectral na faixa de comprimento de onda de 190 a 400 nm,
observou-se que a coeluicdo ocorria apenas em comprimentos de ondas mais baixos,
onde ha maior absorcao de substancias. Observou-se também que no comprimento
de onda de 295 nm (comprimento de onda do método farmacopeico para
quantificacdo de maleato de timolol) ndo houve coeluicdo com o pico do maleato de
timolol, porém neste comprimento de onda o bimatoprosta ndo foi detectado. Assim,

optou-se pela realizacdo de novo teste para melhorar as condi¢cdes cromatogréficas.

5.1.2 Teste 2

No teste 2 houve apenas alteracdo do comprimento de onda em relacéo ao teste 1.
Neste teste as amostras foram lidas em 2 comprimentos de onda: 210 nm para

deteccdo da bimatoprosta e 295 nm para deteccao do maleato de timolol.
Resultados

A condicéo proposta foi adequada para os farmacos bimatoprosta e maleato de timolol
(Figura 7).

Figura 7- Cromatograma referente ao teste 2 para quantificacdo dos ativos bimatoprosta (210

nm) e maleato de timolol (295 nm).
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Como mostra a Figura 7, o pico referente a bimatoprosta apresentou tempo de

retencdo de aproximadamente 3 minutos no comprimento de onda de 210 nm e o
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maleato de timolol apresentou tempo de retencao de aproximadamente 1,6 minutos
no comprimento de onda de 295 nm. Esta condicdo demonstrou-se satisfatéria, porém
nao foi feita com as concentra¢cdes determinadas para os ensaios dos farmacos. Neste
sentido, o proximo teste foi realizado tentando adequar este parametro.

5.1.3 Teste 3

Conforme descrito, apesar de satisfatorios, os resultados do teste 2 deveriam ser
adequados também para a concentracdo dos farmacos que serdo utilizados no
método analitico para quantificacdo destes no inserte ocular. Portanto, preparou-se

uma solucéo padrdo com a concentracdo desejada dos farmacos.

Preparo das solucées

Solucéo padréo estoque de bimatoprosta: pesou-se, cerca de 1,0 mg de padrdo de
bimatoprosta para um baldo volumétrico de 10 mL. Adicionou-se 5 mL de &agua
ultrapurificada e agitou-se até completa solubilizacdo do farmaco. Completou-se o
volume com &gua ultrapurificada e homogeneizou. A concentracdo de bimatoprosta

obtida neste ensaio foi de 0,1 mg/mL.

Solucédo padrao estoque de maleato de timolol: pesou-se cerca de 1 mg de maleato
de timolol e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL. Adicionou-se 5 mL de
diluente e agitou-se até completa solubilizacdo do farmaco. A concentracdo de

maleato de timolol obtida neste ensaio foi de 0,1 mg/mL.

Solucéo padréo: transferiu 0,075 mL da solucdo padrdao estoque de bimatoprosta e
1,25 mL da solucao padrao estoque de maleato de timolol para um baldo volumétrico
de 10 mL. Completou-se o volume do baldo volumétrico com diluente e
homogeneizou. Filtrou-se e transferiu para o vial utilizando unidade filtrante de
celulose regenerada 0,45 um. Concentracéo de bimatoprosta = 0,00075 mg/mL (75

png/mL) e maleato de timolol = 0,0125 mg/mL (12,5 pug/mL).
As demais solucdes e condigbes cromatograficas estdo conforme no teste 2.
Resultados

N&o houve deteccdo da bimatoprosta nesta condicdo. Como a Unica condicao alterada
foi a concentracdo do farmaco na amostra, sugeriu-se aumentar a quantidade de

farmaco na amostra para que o equipamento fosse capaz de detectar.
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5.1.4 Teste 4

Como nédo houve deteccado da bimatoprosta, a alternativa é o aumento da quantidade
de substancia na amostra que chega ao detector do cromatografo. Como a
concentracdo dos farmacos na solucéo padréo foi delineada para ser representativa
dos insertes oculares, a primeira alternativa foi aumento do volume de injecdo de 20
pL para 100 pL.

Resultados

A condicéo proposta foi adequada para os farmacos bimatoprosta e maleato de timolol
(Figura 8).

Figura 8- Cromatogramas referentes ao teste 4 para quantificacdo dos ativos (a) bimatoprosta
(210 nm ) e (b) maleato de timolol (295 nm).
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Como mostra a Figura 8, o pico referente a bimatoprosta apresentou tempo de
retencdo de aproximadamente 3,6 minutos no comprimento de onda de 210 nm e o
maleato de timolol apresentou tempo de retencdo de aproximadamente 2,1 minutos

no comprimento de onda de 295 nm.

5.1.5 Teste 5

Os resultados encontrados no teste 4 foram satisfatorios, porém no decorrer das
injecbes a pressdo da coluna cromatografica aumentou muito, atingindo o valor
maximo recomendado pelo fabricante do equipamento (5000 psi). Este fato pode estar
relacionado ao aumento da injecao e pela concentracéo da solucao de tampéo na fase

movel.

Como as condicbes do método atendiam bem aos dois farmacos, o objetivo deste
teste era realizar alguns ajustes que favorecessem a diminui¢cdo da pressao na coluna
sem alterar o preparo das soluc¢des. Sendo assim, optou-se pela diminui¢do do fluxo
da fase mével de 1,0 mL/minuto para 0,8 mL/minuto pois quanto maior o fluxo maior
a pressao, e pela substituicdo da coluna cromatografica C18, 150 mm x 4,6 mm, 5 um
por uma coluna C18, 250 mm x 4,6 mm, 5 um, pois a pressao resultante de um mesmo
valor de fluxo € maior em uma coluna de menor comprimento quando comparada a

uma coluna de maior comprimento.
Resultados

Com as alteragdes propostas, houve uma diminuicdo significativa da pressédo na
coluna cromatografica. Como mostra a Figura 9, o cromatograma obtido no teste 5,
devido ao aumento do comprimento da coluna e a diminui¢ao do fluxo da fase movel
possibilitaram aumentos nos tempos de retencdo dos ativos. Deste modo, 0 pico
referente a bimatoprosta apresentou tempo de retencdo de aproximadamente 6
minutos e o0 maleato de timolol apresentou tempo de retengao de aproximadamente 3
minutos. O volume morto da coluna foi de aproximadamente 1,5 minutos (determinado
através da primeira oscilacao da linha de base), sendo assim ndo ha interferéncia no

tempo de retencéo dos ativos.



44

Figura 9- Cromatogramas referentes ao teste 5 para quantificacdo dos ativos bimatoprosta e

maleato de timolol.
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5.1.6 Método analitico final
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Dentre os métodos testados, o que apresentou melhor resultado foi o método utilizado

no teste 5, que utilizava coluna de fase reversa C18 com tamanho de particula de 5

Mm, 25 cm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno. Como fase mével, uma

mistura de tampéao fosfato pH 2,8 e acetonitrila (65:35). O fluxo adotado foi de 0,8

mL/min e a detecgéo para os farmacos foi em 210nm para a bimatoprosta foi e em

295 nm para o maleato de timolol. O volume de injecao foi de 100 pL. O diluente

utilizado foi a propria fase movel.
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Para o preparo da solucdo tampéao, foi pesado cerca de 11,1 g de fosfato de potassio
dibasico e transferido para o baldo volumétrico de 1000 mL. Adicionou-se, cerca de
700 mL de &gua ultrapurificada e agitou-se até completa solubilizagdo. Completou-se
o volume com &gua ultrapurificada e homogeneizou-se. Ajustou-se o pH para 2,8 com

acido ortofosforico.

Para o preparo da fase mével, misturou 55 partes de solucdo tampéao e 45 partes de
acetonitrila (55:45). Filtrou-se em membrana de celulose regenerada 0,45 pum e

desgaseificou-se.

Para o preparo da solucdo padrdo, primeiramente foram preparadas as solucdes

padrao estoque.

Solucéo padrdo estoque de bimatoprosta: pesou-se, cerca de 1,0 mg de padrdo de
bimatoprosta para um baldo volumétrico de 10 mL. Adicionou-se 5 mL de agua
ultrapurificada e agitou-se até completa solubilizacdo do farmaco. Completou-se o
volume com agua ultrapurificada e homogeneizou. A concentracdo de bimatoprosta

obtida neste ensaio foi de 0,1 mg/mL.

Solucéo padrao estoque de maleato de timolol: Pesou-se cerca de 1 mg de maleato
de timolol e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL. Adicionou-se 5 mL de
diluente e agitou-se até completa solubilizacdo do farmaco. A concentracdo de

maleato de timolol obtida neste ensaio foi de 0,1 mg/mL.

Solucéo padrao: Transferiu 0,075 mL da solucé&o padrao estoque de bimatoprosta e
1,25 mL da solucdo padréao estoque de maleato de timolol para um baléo volumétrico
de 10 mL. Completou-se o volume do baldo volumétrico com diluente e
homogeneizou. Filtrou-se e transferiu para o vial utilizando unidade filtrante de
celulose regenerada 0,45 um. Concentracdo de bimatoprosta = 0,00075 mg/mL (75
pg/mL) e maleato de timolol = 0,0125 mg/mL (12,5 pg/mL).

Para o preparo da solugdo amostra foi pesado um inserte (equivalente a 0,125 mg de
maleato de timolol e 0,0075 mg de bimatoprosta) e transferido para um balédo
volumétrico de 10 mL. Adicionou 2,0 mL e solucéo de acido acético 1,5% e aguardou-
se completa solubiliza¢do. O volume do baldo volumétrico foi completado com diluente
seguido de homogeneizacgéo. Posteriormente, filtrou-se e transferiu-se esta solugéo

para o vial utilizando unidade filtrante de celulose regenerada 0,45 um, obtendo a
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concentracdo de 0,00075 mg/mL (0,75 pg/mL) de bimatoprosta e 0,125 mg/mL (12,5

pg/mL) de maleato de timolol.

Apos o desenvolvimento do método, ele foi validado de acordo com as normas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelecidas na Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) n° 166 de julho de 2017. Utilizou-se, ainda, como
referéncia, o capitulo geral da United States Pharmacopoeia (USP), o Guia de
Validacdo do Instituto Nacional De Metrologia, Normalizagdo E Qualidade Industrial
(INMETRO), Guia de Validacdo de Procedimentos analiticos do International
Conference of Harmonization (ICH) e o guia da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC).

Para a avaliacdo estatistica dos testes da validacdo, empregou-se o software
Microsoft Excel 2007.

5.2 Validac&o do método analitico
5.2.1 Adequabilidade do sistema

Para garantir que o sistema estava apto para o uso pretendido, a adequabilidade do

sistema foi realizada previamente a cada corrida analitica (BRASIL, 2017).

Os parametros que foram definidos para avaliacdo da adequabilidade do sistema

estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Parametros de avaliacdo da adequabilidade do sistema

Parametros Critério
Desvio padréo entre as areas dos picos de bimatoprosta Méaximo 5,0%
Desvio padrédo entre as areas dos picos de maleato de timolol Maximo 5,0%

Os resultados obtidos na avaliacdo da adequabilidade do sistema durante a validagcao

do método analitico estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2- Resultados obtidos na avaliacao da adequabilidade do sistema
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Corrida DPR (%) Bimatoprosta DPR (%) Maleato de
timolol
1 0,795 2,444
2 1,255 1,687
3 2,495 1,227

Conforme apresentado na Tabela 2 todos os resultados obtidos foram satisfatorios,

indicando que o sistema estava apto em todas as corridas analiticas.

5.2.2 Seletividade

A seletividade do método analitico deve ser demonstrada por meio da sua capacidade
de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca de
componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas, diluentes e
componentes da matriz (BRASIL, 2017).

Para avaliar a seletividade do método foram avaliados o diluente, a solucdo placebo
(inserte sem a presenca dos dois farmacos), solucdo amostra (inserte contendo os
dois farmacos) e a solucdo padrdo. Para a solucdo amostra e solucdo padréo foi

avaliada a pureza de pico dos ativos através do software Ezchrom.

5.2.2.1 Resultados

Os resultados demonstraram que o diluente e o placebo ndo interferem na
quantificacdo dos ativos, ou seja, nenhum pico referente ao diluente e ao placebo
possuem o mesmo tempo de retencao dos ativos bimatoprosta (em 210 nm tempo de
6 min) e maleato de timolol (em 295 nm tempo de 3 min).



Figura 10- Cromatogramas referentes ao diluente (Tampé&o fosfato: acetonitrila (55:45) em
210nm (a) e 295 nm (b)
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Figura 11- Cromatogramas referentes a solugéo placebo de 1 camada em

210 nm (a) e 295 nm (b)
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Figura 12- Cromatogramas referentes a solucéo placebo de 2 camadas em 210 nm (a) e 295 nm
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Figura 13- Cromatogramas referentes a solucéo placebo de 3 camadas em 210 nm (a) e 295 nm
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Figura 14- Cromatograma referentes a solucado amostra preparada com o inserte contendo

bimatoprosta com pico em 210nm (a) e timolol com pico em 295 nm (b).
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Figura 15- Cromatogramas referentes a solugdo padréo preparada com as substancias
quimicas de referéncia bimatoprosta (pico em 210nm) e timolol (pico em 295 nm)
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As figuras acima mostram que tanto o diluente (Figura 10) quanto o placebo (Figuras

11; 12 e 13) néo interferem na quantificacdo dos ativos bimatoprosta e timolol, pois
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nao apresentam nenhum interferente com o mesmo tempo de retencao que 0s ativos.
As Figuras 11, 12 e 13 mostraram ainda que nao ha diferenca entre os placebos dos
insertes contendo 1, 2 ou 3 camadas, desta forma foi utilizado apenas o placebo de 3
camadas para o restante da validagéo. O inserte de 3 camadas foi escolhido por
apresentar maior quantidade de matriz e por iSSo possui maior risco de causar

interferéncia no método.

As Figuras 14 e 15 referentes aos cromatogramas da solucdo amostra e solucéo
padrao, respectivamente, mostraram que o padrédo e amostra apresentaram mesmo
perfil cromatogréafico e os ativos bimatoprosta e maleato de timolol apresentaram
tempos de retencdo semelhantes. Além disso, através da avaliacdo de pureza de pico,
foi possivel concluir que ndo houve coeluicdo de nenhum pico no mesmo tempo de
retencdo dos ativos, pois tantos na solugao padrao quanto na solugdo amostra, 0s
picos dos ativos apresentaram pureza de pico maior que 0,99, conforme é

determinado pelo software.

Sendo assim, 0 método mostrou-se seletivo para a finalidade a que se destina.

5.2.3 Linearidade

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua capacidade de
obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em
uma amostra. Uma relacao linear deve ser avaliada em toda a faixa estabelecida para
0 método (BRASIL, 2017).

Para o estabelecimento da linearidade, foram utilizadas, 5 (cinco) concentracdes
diferentes da substancia quimica de referéncia (SQR) das solucdes preparadas e em

triplicata.

As curvas de calibracdo foram construidas a partir de trés solu¢cbes padrao estoque
de bimatoprosta e maleato de timolol. Para o preparo das solu¢des padrao estoque
de bimatoprosta e maleato de timolol pesou-se 1,00 mg de cada ativo para baldo
volumétrico de 10 mL, as solucdes foram preparadas separadamente. As aliquotas
das solucdes padrao estoque foram transferidas para baldes volumétricos de 10,0 mL

de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3- Preparo das soluc¢fes da linearidade
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Bimatoprosta Maleato de timolol
Faixa de
trabalho Aliquota da . Aliquota da .
@ < Concentracao = Concentracéo
(%) solucao estoque (ug/mL) solucéo estoque (ug/mL)
(ML) HO (uL) HO
70 52,5 0,53 875 8,75
80 60,0 0,60 1000 10,00
100 75,0 0,75 1250 12,50
120 90,0 0,90 1500 15,00
130 97,5 0,98 1625 16,25

As trés curvas obtidas foram tratadas por regresséao linear utilizando o Método dos

Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO) para obtencao da equacao da reta.

Empregou-se o teste F na andlise de variancia com o objetivo de testar a significancia
da estimativa do coeficiente associado a variavel independente — x, concentracao, e
calcular o coeficiente de determinacdo (R?), com o objetivo de averiguar o grau de
explicacdo do modelo. A homocedasticidade, isto €, homogeneidade da variancia dos
residuos foi avaliada pelo teste de Cochran (INMETRO, 2011).

Apébs essas andlises, foi construida a curva analitica das respostas em funcédo da
concentracdo do bimatoprosta e maleato de timolol assim como a representacao
grafica dos mesmos. Foi obtido o grafico de dispersédo dos residuos, determinada a
equacao da reta de regressdo de y em x e a avaliada a associagao linear entre as
variaveis por meio dos coeficientes de correlacédo (R) e determinacgédo (R?).

5.2.3.1 Resultados

Os resultados obtidos para a bimatoprosta e para o maleato de timolol estdo
apresentados nas Tabelas 4 e 5 respectivamente.

Tabela 4-Resultados obtidos no ensaio da linearidade da bimatoprosta

Concentragd  Concentraca Area Area Area Média das
o (%) o(ug/mL) Curval Curva2 Curva3 areas

70 0,5 339368 339830 341555 343870,7
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Tabela 5- Resultados obtidos no ensaio da linearidade do maleato de timolol

Concentragdo  Concentragio Area Area Area Média das
(%) (ng/mL) Curval Curva2 Curva3 areas
70 8,8 4576272 4793772 4798897  4722980,3
80 10,0 5242949 5477313 5480371  5400211,0
100 12,5 6567334 6854472 6851313 6757706,3
120 15,0 7951955 8248666 8225977 8142199,3
130 16,3 8604080 8828120 8845324  8759174,7

Em complementacéo as Tabelas 4 e 5, os gréficos (Figuras 16 e 17) apresentam a
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avaliacao visual da linearidade, foi avaliada a relacéo linear entre as variaveis pelo

coeficiente de correlacédo de Person (r), com valores de r? superiores a 0,990. Para a

bimatoprosta o r? foi 0,9985 e para maleato de timolol foi 0,9998, demonstrando que

ha proporcionalidade entre a concentracdo (eixo X) do analito e sua resposta que é

medida pela area do pico (eixo y).

Figura 16- Curva obtida no ensaio da linearidade da bimatoprosta. Eixo x concentragdo pg/mL

e eixo y valores de éarea.
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Figura 17- Curva obtida no ensaio da linearidade da bimatoprosta. Eixo x concentragdo pg/mL

e eixo y valores de area.
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A regressdo de Y em X pelo método dos minimos quadrados foi utilizada para

estimativa da reta, sendo a regresséo da reta dada por:
y =a+ bx

Onde:
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oy Tyl 5]

Izn ( . )ZJ
b = Inclinagdo da reta de minimos quadrados: i X

a = Intercepto da reta do minimo quadrados: (a) =y-bx

Desta forma, a equagéo da reta obtida para a bimatoprosta foi y = 554,3 + 645358,97x
e para o maleato de timolol y =-9914,77 + 541309,53x.

Foi ainda realizado o teste de Cochran para os dados visando a avaliacdo da
homogeneidade das variancias (homocedasticidade), comparando a maior variancia
com a soma das variancias. O critério foi ao nivel de 5,0% de significancia (“C

calculado” em relagao a “C critico”), de forma que:

C <C

Calculado

Critico. ® Aceita-se a hipdtese nula (homocedastico)

Catouago = C

Calculad

Critico. ® Rejeita-se a hipotese nula (heterocedastico)

Sendo 0 Ceritico calculado de acordo com o numero de medidas (réplicas) e com o

namero de pontos ao nivel de significancia de 5% (BRASIL, 2017).

Na validacdo do método obteve-se o C calculado igual a 0,651 para a bimatoprosta e
0,254 para o maleato de timolol, sendo todos menores que o C critico 0,684,
evidenciado a homoscedasticidade das curvas obtidas, e que o método dos minimos

guadrados ordinéarios é adequado.

Empregou-se também o teste F na analise de variancia com o objetivo de testar a
significancia da estimativa do coeficiente associado a variavel independente — X,
concentracdo, e calcular o coeficiente de determinacdo (r?) com o objetivo de

averiguar o grau de explicagcao do modelo.

Por meio dos dados obtidos na analise de variancia (ANOVA), pode-se concluir que a

regressao € significativa, pois F calculado para bimatoprosta (4,89) e maleato de
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timolol (5,32), € maior que F tabelado (4,67). Ou seja, ha diferenca estatistica entre as
meédias das areas das diferentes concentracdes dos analitos utilizadas no teste de

linearidade.

Também foram avaliados os gréficos de residuos gerados pela regresséo, sendo as
representacdes gréaficas apresentadas nas Figura 18 e 19. Nestas pode-se verificar
gue os dados de regressao se comportam de forma homogénea e estdo normalmente

distribuidos em torno da reta de regressao

Figura 18- Representacéao grafica dos residuos para bimatoprosta.
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Figura 19- Representacgao gréafica dos residuos para maleato de timolol.
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Os resultados apresentados acima demonstraram que o método analitico foi linear
para quantificacdo da bimatoprosta e do maleato de timolol, ou seja, & medida que

aumenta a concentracao a resposta aumenta proporcionalmente.

5.2.4 Faixa de trabalho (intervalo)
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A faixa de trabalho deve ser estabelecida a partir dos estudos de linearidade,
juntamente com os resultados de preciséo e exatidao, sendo dependente da aplicacao
pretendida. Para métodos de teor a faixa € de 80% (oitenta por cento) a 120% (cento
e vinte por cento) e para uniformidade de conteudo: de 70% (setenta por cento) a
130% (cento e trinta por cento) (BRASIL, 2017).

Como o método deste estudo foi utilizado para avaliar o teor e a uniformidade de
conteudo dos insertes desenvolvidos, a faixa validada foi de 70% a 130%, abrangendo
assim a faixa especificada para os dois métodos.

5.2.5 Exatidao

A exatidao de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de concordancia
entre os resultados individuais do método em estudo em relacdo a um valor aceito
como verdadeiro (BRASIL, 2017).

Para o preparo da exatidao foi transferido um inserte sem os farmacos (branco) para
baldo volumétrico de 10,0 mL, adicionou 2 mL de solu¢édo de acido acético 1,5% e
aguardou até completa solubilizagdo. Em seguida, contaminou o inserte com as
solucbes padrdes estoque de bimatoprosta e maleato de timolol, conforme preparo

descrito no item 5.2.3, e as aliquotas foram transferidas conforme Tabela 6.

A exatidao foi verificada com 9 determinacbes contemplando o intervalo linear do
método quantitativo para teor e uniformidade de conteudo (70% até 130% da
concentracdo de trabalho): 3 baixas: [70%]; 3 médias: [100%] e 3 altas: [130%].

Tabela 6- Preparo das solu¢des da exatidao

Bimatoprosta Maleato de timolol
Faixa de
trabalho Aliquota da . Aliquota da o
Q@ ~ Concentragéao ~ Concentragao
(%) solucao estoque (ug/mL) solucdo estoque (ug/mL)
(ML) HO (ML) HS
70 52,5 0,53 875 8,75
100 75,0 0,75 1250 12,50
130 97,5 0,98 1625 16,25

Para avaliacdo da exatidao foram adotados os critérios de aceitacdo preconizados

pela AOAC (2019), conforme descrito na Figura 20. Para o ativo bimatoprosta a
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concentracdo de trabalho foi de 0,75 pg/mL (0,75 ppm) e, portanto, o critério de
aceitacdo para recuperacao foi de 80% a 110%. Para o maleato de timolol a
concentracdo de trabalho foi de 12,5 pg/mL (12,5 ppm) e, portanto, o critério de
aceitacao foi de 90% a 107%.

Figura 20-Quadro da recuperacdo esperada como funcéo da concentracédo do analito

Analito (%) Fracao de massa (C) Unidade Quantidade
Recuperada (%)
100 1 100 %
98-102
10 10t 10 %
1 107? 1% 97-103
0,1 103 0,1 % 95-105
0,01 104 100 ppm (mg/KQ) 90-107
0,001 10° 10 ppm (mg/Kg)
0,0001 10® 1 ppm (mg/Kg) 80-110
0,00001 107 100 ppb (ng/Kg)
0,000001 108 10 ppb (ug/Kg) 60-115
0,0000001 10° 1 ppb (ng/Kg) 40-120

Fonte: AOAC (2019) com adaptacgdes

O célculo da recuperacao da exatidao foi realizado conforme férmula abaixo:

Recuperacdo = Concentracdo obtida x 100

Concentracgao teorica

5.2.5.1 Resultados

Os resultados obtidos para avaliagdo da exatidao da bimatoprosta e do maleato de

timolol estédo apresentados nas Tabelas 7 e 8 abaixo.

Tabela 7- Resultados obtidos no ensaio da exatiddo da bimatoprosta

Recuperacgéo

Concentracgdo Resposta %)

CV (%)
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Baixa (70%)

Média (100%)

Alta (130%)

344752

341343

352560

482067

487315

494274

639896

753688

665455

84,9

84,1

86,8

83,1

84,0

85,2

84,8

99,9

88,2

1,66

1,26

8,70

Tabela 8- Resultados obtidos no ensaio da exatidao do maleato de timolol.

Concentragéo Resposta Recug/e;)ragéo CV (%)
2920829 101,5

Baixa (70%) 2932050 101,9 0,22
2931423 101,8
4022171 98,7

Média (100%) 4152525 102,0 1,73

4049438 99,4
5312642 100,8

Alta (130%) 5422461 103,0 1,11
5333921 101,3
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Os resultados demonstraram que tanto a bimatoprosta quanto o maleato de timolol
apresentaram uma recuperacao satisfatoria de acordo com os critérios de aceitacao

estabelecidos pela AOAC e, portanto, o0 método é exato para a finalidade pretendida.

5.2.6 Precisao

A precisdo deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio de ensaios
com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser validado. A
precisdo deve ser expressa por meio da repetibilidade, da precisdo intermediaria ou
da reprodutibilidade (BRASIL, 2017).

A precisao foi avaliada com o conjunto de dados de precisdo do analista 1 e analista
2 realizado em dias diferentes. A precisdo de ambos os analistas foi realizada com o
preparo de 3 replicatas em 3 diferentes niveis de concentracdo (baixo, médio e alto)
do placebo contaminado com o padrdo das substancias quimicas de referéncia. O
intervalo avaliado foi de 70% a 130% da concentracdo de trabalho dos ativos

bimatoprosta e maleato de timolol. Preparo conforme o item 5.2.5.

A precisdo foi demonstrada pela dispersédo dos resultados, calculando-se o desvio
padrédo relativo (DPR) das séries de medic6es do analista 1 (repetibilidade) e analista

2 (precisédo intermediaria) em conjunto, avaliado conforme a férmula abaixo.

Desvio Padrao Relativo (DPR) = Desvio Padrao x 100
Concentracdo média

Para avaliacdo da precisao foram adotados os critérios de aceitacdo preconizados
pela AOAC (2019), conforme descrito na Figura 21. Para o ativo bimatoprosta a
concentracdo de trabalho é de 0,75 pg/mL (0,75 ppm) e, portanto, o critério de
aceitacdo para o desvio padrao da precisdo é 11%. Para o maleato de timolol a
concentracéo de trabalho é 12,5 pg/mL (12,5 ppm) e, portanto, o critério de aceitacado

para o desvio padrao é de 5,3%.

Figura 21- Quadro da precisdo esperada como funcédo da concentragdo do analito

Analito (%) Fracdo de massa (C) Unidade Desvio Padréo
Relativo (%)

100 1 100 % 13
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10 10? 10 % 19

1 102 1% 2,7

0,1 103 0,1 % 3,7
0,01 10+ 100 ppm (mg/Kg) 53
0,001 10° 10 ppm (mg/Kg) 7.3
0,0001 10°® 1 ppm (mg/Kg) 11
0,00001 107 100 ppb (ng/Kg) 15
0,000001 10° 10 ppb (ng/Kg) 21
0,0000001 107 1 ppb (ng/Kg) 30

Fonte: AOAC (2019) com adaptacgdes

5.2.6.1 Resultados

Os resultados obtidos para avaliacdo da precisao da bimatoprosta e do maleato de

timolol estédo apresentados nas Tabelas 9 e 10 abaixo.

Tabela 9- Resultados obtidos no ensaio da precisdo da bimatoprosta

Nivel Arzgilgstl? 1 A?g;:g 2 DPR
59,42 58,52

Baixo 58,84 59,90 1,53
60,77 60,58
83,09 82,34

Médio 84,00 82,01 1,82
85,20 85,77
109,62 108,40

Alto 112,68 111,15 2,10
114,70 113,11

Tabela 10- Resultados obtidos no ensaio da precisdo do maleato de timolol
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Nivel Alzgilgs;:;l 1 Ar(]gil,l',\Stz? 2 DPR
73,36 73,31

Baixo 73,64 72,28 1,02
73,63 71,89
101,02 103,83

Médio 104,30 101,41 1,32
101,71 102,04
133,44 129,03

Alto 136,19 132,03 1,82
133,97 131,73

Os resultados demonstram que tanto para o farmaco bimatoprosta quanto para o
maleato de timolol o método apresentou precisdo (repetibilidade e precisédo
intermediéaria) satisfatoria de acordo com os critérios de aceitacdo estabelecidos pela

AOAC e, portanto, o método é preciso para a finalidade pretendida.

5.2.7 Robhustez

7

A robustez € um parametro tipicamente realizado no desenvolvimento do método
analitico que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacfes
das condi¢cBes analiticas (BRASIL, 2017). Caso haja susceptibilidade do método a
variacdes nas condicBes analiticas, estas deverdo ser controladas por meio de

precaucdes descritas no metodo.

A robustez foi delineada a partir do método proposto por Youden & Steiner (Inmetro,
2003, DOQ-CGCRE-008), conforme Tabela 11.

Tabela 11- Parametros avaliados no teste de Youden & Steiner

Parametro Condicdo Original Condicao alterada

Fluxo da fase mével (A/a) A — 0,8 mL/ minuto a — 1,0 mL/minuto

pH da fase moével (B/b) B-28 b-3,0
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Parametro Condicao Original Condicao alterada
Temperatura da coluna (C/c) C -30,0°C c-32,0°C
Composicéo da fase moével: D — 55:45 d—53:47

Tampé&o: acetonitrila (D/d)

Este procedimento permite avaliar até 7 variaveis com 8 andlises de uma amostra e

padrao conforme mostra a Tabela 12.

Tabela 12- Delineamento do teste de Youden & Steiner

Experimentos

Variaveis
1 2 3 4 5 6 7 8
Fluxo da fase mével (A/a) A A A A a A a a
pH da fase mavel (B/b) B B b b B B b b
Temperatura da coluna (C/c) C C C c C C C c
Composicao da fase mével: D D d d d D D D

Tampdo: acetonitrila (D/d)

5.2.7.1 Resultados

Os resultados obtidos para avaliagdo da robustez da bimatoprosta e do maleato de

timolol estédo apresentados na Tabela 13 abaixo.

Tabela 13- Resultados obtidos no ensaio de Robustez para os ativos bimatoprosta e maleato

de timolol
Experimentos Teor de Bimatoprosta (%) e el Malg)zt)o e imele]
1 - Controle 96,8 95,3
2 87,9 93,8
3 85,7 97,3
4 101,8 96,9
5 84,3 97,6
6 94,6 97,3

7 100,6 97,0
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8 96,6 106,3

A avaliacéo dos resultados de acordo com 0s parametros alterados esté apresentada

Tabela 14 abaixo.

Tabela 14- Avaliacdo dos parametros alterados no teste de robustez para os farmacos

bimatoprosta e maleato de timolol

Parametros Variacéo [%)] Status
Fluxo da fase movel 0,98 Aprovado
pH da fase moével 5,30 Reprovado
Temperatura da coluna 3,36 Aprovado
Composicgdo da fase mével -3,87 Aprovado

Apos a avaliacao dos resultados, pode-se afirmar que o método analitico nao foi capaz
de resistir as pequenas e deliberadas variacdes no parametro pH da fase movel, pois
apresentou variacao superior a 5%. Dessa forma, estas condi¢cdes devem ser bem

controladas durante execu¢do do método.

Para os parametros fluxo da fase movel, temperatura da coluna e composicéo da fase

movel o método foi robusto.

PARTE 3- PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE SISTEMAS POLIMERICOS DE
LIBERACAO DE MALEATO DE TIMOLOL E BIMATOPROSTA

6 METODOS
6.1 Preparo de dispositivos poliméricos

6.1.1 Preparo de dispositivos poliméricos brancos monocamada

Os insertes brancos monocamada foram preparados pela adicdo de 2% p/v de
quitosana a uma solugdo contendo acido acético 1,5% v/v.em agua milliQ. Foi
adicionado 100 pL da solugéo do corante lissamina verde. A disperséao foi agitada por
24 horas, com a obtencéo de gel espesso, o qual foi espalhado sobre uma placa
siliconada perfurada. ApOs agitacdo, o preparado foi seco por cerca 24 horas, a

temperatura ambiente, para a obtencéao dos dispositivos.
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6.1.2 Preparo de dispositivos poliméricos brancos bicamada

Os insertes brancos bicamadas foram obtidos semelhantemente aos de monocamada
(5.1.1). Assim, apdés secagem da primeira camada, adicionou-se uma segunda
camada (da mesma dispersao polimérica) sobre a placa de silicone ja com o inserte
formado referente a primeira camada. Essa dispersao foi deixada secar por cerca de
dois dias, a temperatura ambiente e protegida da luz, para a obtencéo do inserte de
duas camadas.

6.1.3 Preparo de dispositivos poliméricos brancos tricamada

Os insertes brancos tricamada foram obtidos, inicialmente, de forma idéntica aos
insertes bicamadas. Porém, apds o processo de secagem da segunda camada, foi
adicionada a terceira dispersdo (idéntica as anteriores) e posteriormente seca por

cerca de trés dias a temperatura ambiente e protegida da luz.

6.1.4 Preparo de dispositivos poliméricos monocamada contendo farmaco

Para a obtencdo dos dispositivos poliméricos monocamada contendo farmaco,
adicionou-se a uma solucéo de acido acético 1,5% v/v, 100 pL da solucéo do corante
lissamina verde, 25 uL da solucéo de colirio de bimatoprosta e 25 uL da solucdo de
colirio de maleato de timolol sob agitacdo magnética. Foram adicionados, a esta
solugcédo, 2% p/v de quitosana. A dispersdo coloidal foi agitada por 24 horas em
agitador magnético para a obtencdo de um gel viscoso contendo os farmacos. O gel
obtido foi adicionado, com auxilio de pipeta automatica (40 uL), em placa siliconada
perfurada e deixado secar por cerca de 24 horas para a obtencdo dos insertes

monocamada, conforme mostra a Figura 22.

Figura 22- Obtencéo dos insertes monocamada em placa siliconada
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6.1.5 Preparo dos dispositivos poliméricos bicamada contendo farmaco

Para o preparo dos dispositivos bicamada com farmaco foi seguido o método de
preparo do inserte branco de duas camadas (6.1.4) trocando a adicao de dispersao
sem farmaco por uma dispersdao com farmaco idéntica a obtida para o inserte
monocamada com a substancia ativa. Assim, a dispersao de quitosana 2% p/v em
acido acético 1,5% v/v foi preparada e adicionada em placa perfurada. Apos secagem
por 24 horas a temperatura ambiente, foi adicionada a segunda camada com farmaco.
Esta segunda camada foi obtida pela adicdo da disperséo cuidadosamente pipetada
de farmacos e polimero obtida no item 6.1.4 e colocada sobre a primeira camada

previamente feita sem farmaco, com secagem por periodo de 48 horas.

6.1.6 Preparo dos dispositivos poliméricos tricamada contendo farmaco

Para o preparo dos dispositivos tricamada foi adicionada ao inserte bicamada com
farmaco (item 6.1.5), uma camada de dispersédo polimérica sem farmaco produzida
identicamente ao descrito na obtencédo do inserte monocamada sem farmaco (item
6.1.1). Apds a adicédo desta terceira camada, o inserte foi seco por cerca de trés dias

a temperatura ambiente.

6.1.7 Preparo da lagrima artificial pH 7,0
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Foi preparada uma solugédo com 0,2% de NaHCOs, 0,008% de CaCl2-2H20 e 0,67%
de NaCl em agua MilliQ (MARQUES et al.,2011).

6.2 Caracterizacao dos dispositivos poliméricos

No sentido de avaliar as caracteristicas fisicas e quimicas dos sistemas obtidos, os
insertes secos, obtidos na forma de dispositivos circulares de 5 mm de diametro foram
utilizados para avaliagdo dos seguintes parametros: porcentagem de hidratagao,
determinacdo de peso, pH de superficie, espectro na regido do infravermelho,
microscopia eletrénica de varredura, termogramas com curvas de calorimetria
exploratéria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG), teor de farmaco e
uniformidade de conteudo, potencial de liberacao do farmaco incorporado e perfil de

liberacao in vitro.

6.2.1 Porcentagem de hidratacao (intumescimento)

A propriedade de intumescimento dos insertes foi avaliada pela determinagdo da
porcentagem de hidratagdo. Para isso, foi utilizado método descrito por Oner et al.
(2007) segundo o qual, a capacidade de hidratacdo dos dispositivos € determinada
pela diferenca de peso antes e depois de serem imersos em solvente, sendo que em
nosso estudo, utilizamos lagrima artificial (MARQUES et al., 2011). Assim, trés
amostras foram pesadas e, posteriormente, cada uma foi imersa em quantidade de
lagrima artificial suficiente para cobrir os insertes durante todo o experimento
(aproximadamente 20 mL). Os tempos de imerséo para as amostras foram de 5, 10,
20, 30 e 60 min. Apo6s imersdo durante o tempo determinado, as amostras foram
removidas do meio, secas cuidadosamente com papel absorvente, e pesadas. A

porcentagem de hidratacéo foi calculada de acordo com a equacao abaixo.
%Hidratacdo = [@] x 100
0

onde Xt é 0 peso do inserte intumescido apds 0 tempo t e Xo € 0 peso original do inserte

no tempo zero. Esse experimento foi realizado em triplicata.

6.2.2 Determinacao de peso
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O teste se aplica a formas farmacéuticas soélidas em dose unitaria (comprimidos nao
revestidos, comprimidos revestidos, pastilhas, capsulas duras e moles e supositorios),
formas farmacéuticas soélidas acondicionadas em recipientes para dose unitaria (pos
estéreis, pos liofilizados, pds para injetaveis e pos para reconstituicdo de uso oral) e
a formas farmacéuticas solidas e semissolidas acondicionadas em recipientes para
doses multiplas (granulados, pés, géis, cremes, pomadas e pGs para reconstituicao).
As pesagens devem ser feitas em balancas de sensibilidade adequada (BRASIL,
2019).

Para produtos em dose unitaria, o teste possibilita verificar se as unidades de um
mesmo lote apresentam uniformidade de peso. Com isso, visando realizar o teste, é
necessario determinar, previamente, o peso médio de unidades do lote. (BRASIL,
2019).

Contudo, como a Farmacopeia Brasileira ndo apresenta o teste de determinacéo de
peso para insertes oculares. Neste caso, visando determinar a homogeneidade do
peso dos dispositivos, foi adotado os mesmos critérios da forma farmacéutica
comprimido, haja vista que esta, de todas as formas farmacéuticas supracitadas, é a

gue mais se aproxima do objeto de estudo.

De acordo com o procedimento para comprimidos néo revestidos ou revestidos com
filme, deve-se pesar individualmente, 20 comprimidos e determinar o peso médio.
Pode-se tolerar, no maximo, duas unidades fora dos limites especificados, em relacéo
ao peso médio, porém, nenhuma podera estar acima ou abaixo do dobro das
porcentagens indicadas (BRASIL, 2019). Assim, adotou-se estes limites de forma
semelhante ao que a Farmacopeia Brasileira 62 edicdo adota para comprimidos nao-
revestidos ou revestidos com filme, comprimidos efervescentes, comprimidos
sublinguais, comprimidos vaginais e pastilhas possuindo como referéncia 80 mg ou

menos *+ 10,0% da forma farmacéutica sélida.
6.2.3 Avaliacdo do pH de superficie

Para a avaliagdo do pH de superficie, os insertes foram molhados com 300 L de agua
purificada e em seguida, o pH da superficie molhada foi medido com fita de pH. Esse

experimento foi realizado em triplicata.
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6.2.4 Espectrometria de absorcédo naregido do infravermelho com transformada

de Fourier e reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)

O polimero (quitosana) os insertes brancos e os insertes contendo farmacos foram
analisados por espectrometria na regidao do infravermelho para avaliacdo e
caracterizacdo das alteracdes moleculares decorrentes do processo de producdo do
inserte e da capacidade dos insertes de incorporar o farmaco. Para a analise dos
materiais, os insertes foram finamente cortados, com o auxilio de tesoura, e, 0s
pedacos obtidos, bem como os polimeros, foram avaliados diretamente em

espectrometro Termo Fischer IS5 (USA).

6.2.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os insertes desenvolvidos foram analisados por MEV com o intuito de caracterizar
morfologicamente os dispositivos. As amostras foram diretamente analisadas no
equipamento (JEOL, modelo JSM-6360LV) operado entre 2,5 e 10 kV, em baixo vacuo
para as amostras sem revestimento e entre 2,5 e 10 kV para as amostras com
revestimento de carbono. Foram feitos cortes criogénicos para visualizagdo da fratura
com o intuito de se verificar as diferentes camadas existentes nos insertes assim como
a possibilidade de identificar farmacos no estado sélido. Foi analisado, também, a
superficie dos insertes com o intuito de verificar a existéncia de sélidos. Varios

aumentos foram utilizados para a obtencao de imagens adequadas.

6.2.6 Andlise térmica por calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

O comportamento térmico das amostras foi avaliado por meio de Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC), Termogravimetria (TG) e Analise Térmica Diferencial
(DTA). As curvas TG foram derivadas em 12 ordem para confirmagéo dos fenbmenos

térmicos (dados nao divulgados).

As curvas DSC foram obtidas na célula DSC60 Shimadzu sob atmosfera dindmica de
nitrogénio com fluxo de 50 mL.min ! e razdo de aquecimento de 10°C.min 1. As
amostras de lissamina, quitosana e timolol foram submetidas a um ciclo de
aquecimento de 30 a 400 °C. As demais foram submetidas a dois ciclos de

aguecimento, sendo o primeiro de 30 a 200°C e o segundo de 30 a 400 °C. Utilizou-
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se cadinho de aluminio fechado e massa de amostra, exatamente cerca de, 2,0 mg.
O equipamento foi previamente calibrado com padréo indio (T onset = 156,63 °C, AH
fus = 28,45 J.g 1).

As curvas TG/DTA simultaneas foram obtidas na termobalanca DTG60 Shimadzu em
atmosfera dinamica de nitrogénio com fluxo de 50 mL.mint. As amostras de lissamina,
quitosana e timolol foram submetidas & um ciclo de aquecimento de 30 a 400 °C. As
demais foram submetidas a dois ciclos de aquecimento, sendo o primeiro de 30 a
200°C e o segundo de 30 a 400 °C. Utilizou-se cadinho de alumina aberto e massa de

amostra, exatamente cerca de, 3,0 mg.

6.2.7 Teor de farmaco no dispositivo

O teor médio de farmaco no dispositivo foi avaliado pela imersdo de um pool de 10
insertes, aleatoriamente selecionados, em 20 mL de solucdo de acido acético 1,5%,
em um baldo volumétrico de 100 mL. Para prosseguir com o doseamento, foi
aguardado a completa solubilizacdo dos mesmos neste sistema. Apés solubilizacéo,
o volume do baldo volumétrico foi completado com o diluente (tampao fosfato e
acetonitrila na proporcéo de 55:45 v/v) e a solucéo foi homogeneizada. Trés aliquotas
da solucédo obtida foram filtradas com utilizacdo de filtro de membrana de celulose
regenerada 0,45 um e quantificadas para a avaliagdo do teor médio dos farmacos no
dispositivo. A andlise foi realizada em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia conforme

método previamente validado (item 5).

6.2.8 Uniformidade de contetdo do dispositivo

A uniformidade de contetdo do dispositivo foi avaliada pela imersdo de insertes,
aleatoriamente selecionados, em 2 mL de solucéo de &cido acético 1,5%, em um baldo
volumétrico de 10 mL, e aguardar até completa solubilizacdo. Apés solubilizacéo, o
volume do baldo volumétrico foi completado com o diluente (tampéo fosfato e
acetonitrila na proporcdo de 55:45 v/v) e as solu¢cdes foram homogeneizadas. O
procedimento foi realizado para 10 amostras como preconizado na F.Bras.62Ed. Para
isso, uma aliquota de cada solucdo obtida foi filtrada com utilizacdo de filtro de
membrana de celulose regenerada 0,45 pm e quantificadas para a avaliacdo da

uniformidade de contetudo dos farmacos no dispositivo. A analise foi realizada em
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cromatografo liquido de alta eficiéncia conforme método previamente validado (item
5).

Para fins de calculo, a avaliagdo da uniformidade de conteudo foi realizada através do
Valor de Aceitacao (VA), segundo equagéao:

VA=|M —X|+ks

onde M é um valor de referéncia dependente do valor do teor, X ¢é a média dos
conteudos individuais expressa como porcentagem da quantidade declarada, k € a

constante de aceitabilidade (se n=10, k= 2,4) e s € o desvio padrdo da amostra.

6.2.9 Potencial de liberacdo do farmaco e perfil de liberacao in vitro

O estudo de liberacdo in vitro dos farmacos foi realizado utilizando membranas de
dialise para retencéo dos insertes permitindo somente passagem de substancias de
baixa massa molecular. Assim, os insertes contendo os farmacos foram colocados em
sacos, previamente confeccionados de dialise com cut off de 10000 Da (Sigma-
aldrich®, EUA). As membranas de dialise foram incubadas em quantidade de meio
suficiente para recobrir todos os insertes (aproximadamente 3 mL) de meio de
liberacdo constituido de lagrima artificial (Figura 23). Este sistema foi colocado em
agitador de bancada a 37+0,5 °C, com agitacdo continua. Aliquotas (1 mL) do meio
de liberacao foram coletadas nos intervalos de tempo de 0; 5; 10; 20; 30 e 60 minutos,
24, 48, 72 e 96 horas. O meio de liberagao foi totalmente reposto a cada coleta. A
quantidade dos farmacos, maleato de timolol e bimatoprosta, liberada foi avaliada por

metodologia previamente validada para quantificacdo dos farmacos (item 5).

Figura 23- Preparagao insertes oculares em membrana de dialise para o ensaio de liberagao in

vitro.
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Os insertes foram obtidos com e sem farmacos, pelo método de evaporacdo do
solvente, sendo de mono, bi e tricamadas. O método de evaporacao do solvente ja é
utilizado pela literatura e permite a obtencao de sistemas de liberacdo extremamente
verséteis, sdélidos, e passiveis de utilizacdo em mucosas corporeas dependendo do
tipo de polimero empregado (FRANCA et al., 2014; CESAR et al., 2019). Os insertes
obtidos neste trabalho foram insertes de quitosana, um polimero natural ja utilizado
por nosso grupo de pesquisa ha 12 anos para producéo de dispositivos de liberagédo

de farmacos.

Os insertes produzidos com mais de uma camada nao tiveram separacao identificadas
visualmente, demonstrando que foi possivel obter, com 0 método de evaporacéao do
solvente, um sistema integro. Os insertes produzidos (Figura 24) possuem formato
circular, 5 milimetros de diametro e coloracdo azul em funcéo da presenca do corante

Lissamina.

Figura 24- Inserte ocular obtido pelo método de evaporacéo de solvente

A utilizacéo de placa de Petri como suporte para a producéo dos insertes também tem
sido utilizada pela literatura. Contudo, oposto a isso, em experimentos prévios (nao
publicados), foi verificado que a utilizacdo deste suporte conduzia a uma
heterogeneidade no conteddo dos farmacos, fazendo com que optassemos pela
utilizagéo do suporte de silicone, com volume e didmetros adequados e constantes

para a producdo dos sistemas polimeéricos.
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7.1 Determinacao de peso

A homogeneidade de massa para dispositivos sélidos é determinada, quando prevista,
utilizando o teste de determinacdo de peso descrito na Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2019). Contudo, os dispositivos produzidos neste trabalho ndo se
enquadram em nenhuma das formas farmacéuticas apresentadas para este teste.
Dessa forma, com o intuito de submeter o dispositivo desenvolvido a uma condicéo
estabelecida por um compendio oficial, utilizamos como referéncia de determinagao
da homogeneidade de peso, os parametros descritos anteriormente (item 5.2.2).
Neste caso, os limites de variacdo sdo de +10 % em relacdo ao peso médio das
amostras testadas. Assim, € possivel observar na Tabela 15 os pesos dos dispositivos
obtidos bem como suas variagBes unitarias, em porcentagem, em relacao a estes
pesos médios.

Tabela 15- Resultados encontrados para determinac&o de peso para os dispositivos

desenvolvidos com uma, duas e trés camadas.

JYS—. Peso (mg) Desvio em fung¢éo do peso médio (%)
Monocamada Bicamada Tricamada Monocamada Bicamada Tricamada
1 1,79 3,72 5,08 1,6 4,2 52
2 1,74 3,64 5,05 4.4 2,0 4,6
3 1,86 3,47 4,84 2,2 2,8 0,2
4 1,86 3,5 4,96 2,2 2,0 2,7
5 1,71 3,7 4,84 6,0 3,6 0,2
6 1,86 3,72 4,66 2,2 4,2 3,5
7 1,79 3,38 5,14 1,6 53 6,4
8 1,77 3,42 5,13 2,7 4,2 6,2
9 1,76 3,48 4,83 3,3 2,5 0,0
10 1,78 3,52 4,98 2,2 1.4 3,1
11 1,87 3,72 4,74 2,7 4,2 1,9
12 1,81 3,64 5,05 0,5 2,0 4.6
13 1,78 3,47 4,48 2,2 2,8 7,2
14 1,88 3,5 4,82 3,3 2,0 0,2
15 1,89 3,7 4.8 3,8 3,6 0,6
16 1,83 3,72 471 0,5 4,2 2,5
17 1,83 3,48 4,44 0,5 2,5 8,1
18 1,95 3,42 5,14 7,1 4,2 6,4
19 1,94 3,48 4,45 6,6 2,5 7,9
20 1,69 3,72 4,51 7,1 4,2 6,6
Peso 1,82 3,57 4.83

Médio
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Como pode ser observado na Tabela 15, os pesos médios encontrados para 0s
dispositivos foram de 1,52; 3,57 e 4,83 mg respectivamente referindo-se aos

dispositivos mono, bi e tricamadas.

Para os dispositivos monocamadas, o0 menor desvio em relagdo ao peso médio foi de
0,5 % para as amostras 12, 16 e 17 e o maior desvio foi de 7,1 % para as amostras
18 e 20. Em todas as 20 amostras testadas néao foi possivel observar variagcao superior
a +10 % em relagdo ao peso meédio. Este resultado demonstra que os dispositivos
apresentam uniformidade de massa e estdo em acordo com o limite descrito na
Farmacopeia Brasileira e utilizado neste trabalho com o0 mesmo fim daquele utilizado

para verificacdo de uniformidade de massa em dispositivos sélidos.

Resultado semelhante, em relacdo a aprovacdo da uniformidade de massa, foi
possivel verificar para os dispositivos de duas e trés camadas. E possivel observar na
tabela 15 que os dispositivos bicamadas apresentaram o menor valor de desvio em
relacdo ao peso médio para a amostra 14 (1,4 %) e maior valor de desvio para a
amostra 7 (5,3 %). Nos dispositivos tricamadas o menor valor foi da amostra 9 (sem
variacdo em relagdo ao peso médio) e o maior valor foi para a amostra 17 (8,1 %).
Portanto, os dispositivos de duas e trés camadas também apresentaram uniformidade

de massa.

Por outro lado, a uniformidade de conteldo, requerida para verificar se h4 uma
homogeneidade na distribuicdo do principio ativo nestes dispositivos pode conduzir a
um resultado ndo conforme caso, apesar de ter homogeneidade de massa, a
homogeneidade do ativo ndo seja detectada. Assim, foi realizado o teste de
uniformidade de contetudo e os resultados deste teste estdo apresentados no item
5.3.8.

Apos verificacdo de que os insertes foram adequados em relacdo a este parametro
farmacopeico para formas farmacéuticas solidas, as demais caracteriza¢des puderam
ser realizadas a fim de determinar as demais propriedades fisicas e quimicas dos

insertes produzidos.

7.2 Porcentagem de hidratag&o (intumescimento)
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O teste de intumescimento é feito para medir a hidratacdo do sistema desenvolvido
mediante o influxo de agua do meio externo para o interior desta estrutura e verificar
se o dispositivo mantém ou ndo sua integridade fisica. A quantidade de agua que entra
no sistema € proporcional a capacidade deste em interagir, por intermédio de
interacOes do tipo ligacdo de hidrogénio entre o solvente e a rede polimérica. Assim,
caso se tenha em um dispositivo uma rede polimérica muito bem estabelecida, coesa,
forte, havera menos influxo para o interior do dispositivo. O contrario pode acontecer
caso a rede polimérica apresente caracteristicas fracas para sua manutencéo
(HERMANS et al., 2014).

Esta avaliacdo pode estar relacionada, também, a biodeasdo ou mucoadesdo do
inserte, que interfere na liberagdo dos farmacos (VOLOD’KO et al., 2021). Neste
sentido, tem-se que a hidratacdo dos polimeros é a razdo do relaxamento e
interpenetracdo dos polimeros perante 0 contato com a mucina, principal proteina
presente na camada de muco em todas as mucosas do corpo, inclusive a ocular.
Formas mais hidratadas favorecem a esta interposicéo de cadeias e contribuem para
aumentar as interagdes ocasionando uma maior mucoadesdo (VOLOD’KO et al.,
2021). Por outro lado, um excesso desta hidratacédo (super-hidratacdo) pode resultar
em uma diminuicdo das propriedades de mucoadesdo devido a formacdo de
mucilagem, o que impede a interpenetracdo entre o polimero e a mucina devido a

diluicdo do sistema polimero/proteina (KARKI et al., 2016).

Como dito anteriormente, além da dificuldade de adeséo, este teste também é feito
para verificar a estabilidade fisica do inserte mediante submissao a condi¢éo drastica
de hidratacdo. Assim, caso haja uma extensa hidratacéo, o inserte pode perder sua
integridade estrutural e quebrar. Esta quebra pode conduzir a um aumento da
liberacdo do farmaco ou até mesmo sua saida do local de aplicacdo de forma precoce
(VOLOD’KO et al., 2021).

A quitosana € um polimero mucoadesivo capaz de produzir, em determinadas
condicOes, insertes resistentes. Estes polimeros sdo compostos de redes hidrofilicas
gue contém multiplos grupos funcionais. Eles interagem com o muco néo apenas por
meio de emaranhados fisicos, mas também por meio de interacbes quimicas

secundarias, resultando em redes fracamente reticuladas (VOLOD’KO et al, 2021).

Ademais, tem-se que os insertes a base de quitosana possuem alta capacidade de

intumescimento devido a natureza hidrofilica do polimero. Grupos hidroxila e amino



77

presentes em sua estrutura tém a capacidade de interagir com moléculas de agua

(HERMANS et al., 2014).

Além das caracteristicas mencionadas anteriormente dos insertes poliméricos, esta
verificagcdo pode sugerir, também, se houve ou n&o interacdo entre o polimero e os
farmacos acarretando maior, menor ou nenhuma modificacdo na capacidade de

intumescimento.

As propriedades de intumescimento dos insertes foram avaliadas por intermédio da
determinacdo da porcentagem de hidratacdo para cada um dos dispositivos
desenvolvidos, de uma, duas e trés camadas. Os resultados obtidos para a
porcentagem de hidratac&o dos insertes estao apresentados nos graficos 1, 2 e 3.

Grafico 1- Potencial de hidratacdo dos insertes brancos monocamada e dos insertes

monocamada contendo os farmacos bimatoprosta e maleato de timolol

Potencial de hidratacao 1C

200+
- Branco

150 & Com farmaco

% Hidratagao
o
=]
1

n
=1
1

0 I I I I I
0 5 10 20 30 60

Tempo (min)

No grafico 1, observa-se a capacidade de intumescimento ou absor¢cdo de agua em
func@o do tempo para os insertes monocamadas com e sem farmacos. Os insertes
sem farmaco tiveram uma absorcdo de agua muito mais efetiva, em torno de 120 %,
quando comparado com a absorgdo de 4gua dos insertes com farmaco, em torno de
60 %. Esta diferenca pode ser atribuida ao aumento das interacdes intermoleculares
entre os farmacos bimatoprosta e maleato de timolol com o polimero quitosana
fazendo com que a rede polimérica, na presenca destas substancias, fique mais forte,
0 que dificulta um influxo maior para o interior do dispositivo (Figura 25). Quando o

numero de ligacdes de hidrogénio e a forca entre os polimeros aumentam, a difusao
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das particulas de agua na matriz hidratada ocorre a uma taxa lenta (KARKI et al.,
2016).

Este dado estd em acordo com o descrito por Franca e colaboradores (2014) que
descreve em seu estudo que as insergdes oculares contendo o farmaco bimatoprosta
diminui a absorcédo de agua quando comparado a insercdo sem o farmaco. Hermans
e seus colaboradores (2014), também relatou em seu estudo que insertes de
quitosana carregados com farmaco apresentaram menor absor¢do de agua quando
comparado a um inserte sem o farmaco. Isso pode ser devido a formacao de ligacdes

de hidrogénio entre os farmacos e a matriz polimérica (KARKI et al., 2016).

Figura 25- Esquema proposto de absorcgéo de agua pelo inserte em condi¢des sem farmacos

(A) e com farmacos (B)
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No grafico 2, pode-se observar, também, as capacidades de hidratacdo dos insertes

de duas camadas em funcao do tempo.

Grafico 2- Potencial de hidratacdo dos insertes brancos bicamada e dos insertes bicamada

contendo os farmacos bimatoprosta e maleato de timolol
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Analogamente aos insertes de uma camada, foram observados valores de absorcéo
de agua naquele com farmaco inferiores aos valores encontrados para os insertes
sem farmaco. Neste caso, além da justificativa relacionada a presenca do farmaco no
inserte, 0 que aumenta as intera¢des intermoleculares na rede do polimero quitosana,
ha também a possibilidade desta interacdo ter sido mais efetiva devido a presenca da
segunda camada com quitosana puro. Neste caso, uma hipotese para o evento, € a
migracdo de parte do farmaco para o interior da primeira camada de polimero
colocada anteriormente aquela com farmaco. Este dado € inovador na literatura e
ainda ndo foi possivel encontrar algum dispositivo que se comporte de forma

semelhante ao que encontramos em nossos resultados.

Assim como com 0s outros dispositivos, observa-se no grafico 3 um influxo menor de
agua para o dispositivo com farmaco em relacao ao dispositivo branco. Porém, foi
possivel observar que apesar deste influxo ser menor, ele foi, proporcional aos

demais, de intensidade relativamente inferior.

Gréfico 3- Potencial de hidratagcdo dos insertes brancos tricamada e dos insertes tricamada

contendo os farmacos bimatoprosta e maleato de timolol
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Neste caso, a presenca de insertes brancos na parte superior e inferior do inserte com
farmacos pode ter contribuido para um maior influxo de 4gua no inserte com farmacos.
Estes dados, também séo inéditos e junto com o restante do trabalho podem contribuir
para a literatura com um melhor entendimento sobre a hidratacdo de insertes com e

sem farmacos hidrofilicos em filmes de quitosana com mais de uma camada.

Pode-se concluir, como observado, que todos os insertes se hidrataram muito
rapidamente, atingindo mais de 50% de hidratacdo ap6s 5 minutos. Em comparacéao
aos dispositivos sem os farmacos os dispositivos contendo maleato de timolol e
bimatoprosta apresentaram uma porcentagem de hidratagdo muito menor. Estes
resultados foram semelhantes aos encontrados na literatura (FRANCA et al., 2014,
HERMANS et al., 2014; KARKI et al., 2016), que apresentaram dispositivos
carregados com farmaco tendo menor absor¢cdo de agua quando comparados

dispositivos sem estas substancias.

A importancia desta elucidacdo esta no fato de que o estado de intumescimento dos
polimeros em funcdo do tempo contribui para o seu comportamento mucoadesivo.
Esta propriedade é iniciada pela hidratacdo, o que garante o sucesso da aplicagéo e
a permanéncia da forma farmacéutica. Dessa forma, tem-se que a hidratagdo dos
insertes poliméricos resulta em uma camada de gel hidratada permitindo o
relaxamento das moléculas. Assim, seus grupos funcionais que realizam interagdes
por ligacdes de hidrogénio sdo expostos e a interpenetracdo entre as moléculas da
camada de muco é facilitada (HERMANS et al., 2014).

Como dito previamente, além de avaliar o comportamento de intumescimento dos

insertes, é importante também avaliar suas integridades fisicas, de forma visual, dos
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mesmos durante o teste de hidratacdo, para garantir que ndo havera perda dos
farmacos, por quebra do dispositivo, e problemas na aplicacdo e permanéncia dos
insertes. Assim como no estudo de Franca (2014), durante a realizagcao do teste, a
integridade dos insertes testados nao foi perdida tendo, para todos os insertes

testados, sua estrutura fisica mantida, sem rachaduras ou rupturas.

7.3 pH de superficie

Quando se trata de formulacdes para aplicacéo topica, a determinacéo de seu pH se
torna relevante, pois pode ocorrer efeitos colaterais relacionados com irritacdo local,
como a hiperemia. Neste contexto, o pH da lagrima é de aproximadamente 7,4,
podendo o olho tolerar formulagdes cujo o pH varia entre 3,0 e 8,6, dependendo da
capacidade de resistir as variagdes de ions acidos e basicos da preparacdo. Além
disso, € necessaria outra frente de racionalizacdo, uma vez que o valor de pH da

formulacdo deve ser aguele em que a substancia ativa é mais estavel (IRIMIA, 2018).

Os valores médios mensurados para o pH de superficie dos dispositivos estdo
apresentados na Tabela 16. A avaliacéo foi realizada em triplicata e ndo houve desvio
entre os resultados encontrados. Como esperado, o pH de superficie para os
dispositivos foi acido, devido a presenca de &cido acético utilizado no processo de
preparo dos insertes. Com estes dados, demonstrou-se que os valores de pH obtidos

sao suficientes para ndo provocar irritagdo ocular.

Tabela 16- Valores médios de determinacéo do pH de superficie para os dispositivos

desenvolvidos

Dispositivos pH na superficie dos insertes + D.P.R.

(n=3) Monocamada Bicamada Tricamada
Branco 50+£0,0 50+£0,0 50£0,0
Com farmaco 50+0,0 50+0,0 5,0x0,0

Dentre as variaveis as quais dependem o valor determinado para o pH dos insertes,

tem-se em sua grande maioria 0 seu processo produtivo. Como neste caso 0 processo
envolveu a adi¢cdo de &cido acético, houve um valor de pH correspondente a faixa
acida. E possivel encontrar na literatura, outros tipos de dispositivos que também
foram feitos na forma de insertes, mas que apresentam valores diferentes quando

comparados aos elaborados neste trabalho.
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Zhao e seus colaboradores (2017), desenvolveram nanoparticulas carregadas com
maleato de timolol utilizando como polimero a quitosana (TM-CS-NP) e quitosana
galactosilada (TM-GC-NP). O valor de pH do colirio maleato de timolol comercial foi
de 6,57 + 0,12. O pH das solu¢gdes TM-GC-NP e TM-CS-NP foi de 6,05 + 0,18 e 4,63
+ 0,23, respectivamente. Ambos o0s resultados encontrados para o pH destas

preparacdes encontram-se na faixa acida da escala de pH.

Taghe e colaboradores (2020) também relatam valores de pH, neste trabalho para
insertes com hidroxiproilmetilcelulose e com hidroxietilcelulose, de 6,6 e 6,8,
respectivamente. Ambos os valores determinados, também na faixa acida de pH, ndo

contribuiram para irritacdo ocular quando testados em coelhos.

Em adic&o, nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido diversos dispositivos com este
mesmo polimero e método de fabricacdo sem apresentar irritagdo quando testado em
animais (CESAR et al., 2019) ou humanos (RUBIAO et al., 2021) como hiperemia ou

qualquer outro tipo de sinal relacionado a irritagcdo ocular.

7.4 Espectrometria de naregido do infravermelho

A espectrofotometria de absorcdo na regido do infravermelho € um ensaio de
identificacdo por exceléncia, sendo capaz de diferenciar substancias com diferencas
estruturais. Das trés regifes do infravermelho (préximo, médio e distante), a regido
compreendida entre 4000 a 400 cm-1 (infravermelho médio) é a mais empregada para
fins de identificacdo (BRASIL, 2019).

Quase todos os compostos com ligagcBes covalentes, organicas ou inorganicas,
absorvem varias frequéncias da radiacao eletromagnética na regido infravermelha do
espectro eletromagnético. A espectrometria de absor¢do na regido do infravermelho
(IV) € uma técnica relativamente simples, rapida, ndo destrutiva, com alta preciséo, e
requer uma minima preparacdo de amostra (WOOD et al., 1998). A radiacdo nesta
faixa de energia corresponde a faixa que abrange as frequéncias vibracionais de
alongamento e flexdo das ligacoes (MOVASAGHI et al., 2008; DAWAR et al., 2010).

A utilizacdo desta técnica permite a identificacdo de possiveis interacbes entre as
substancias que compde a formulacdo proposta como inserte. Os farmacos utilizados

neste trabalho, a bimatoprosta e o maleato de timolol, apresentam grupos funcionais
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capazes de interagir com a matriz polimérica do quitosana por intermédio de seus

grupos quimicos polares (figura 26).

Figura 26- Bimatoprosta (a) e timolol (b) com grupos capazes de formar interagdes por

ligacBes de hidrogénio
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Assim, espectros na regido do infravermelho foram obtidos para todos os dispositivos
desenvolvidos neste trabalho com o intuito de verificar se houve ou nédo interacdes
entre os farmacos e o polimero utilizado para formacao do filme, e se estas interacdes
sdo passiveis de serem detectadas por esta técnica. Além disso, pode-se verificar,

também se houve ou ndo incompatibilidades entre o polimero e os farmacos.

Em estudos prévios de nosso grupo realizados por Franca e colaboradores, foi
possivel adquirir espectros de uma camada tanto para insertes feitos com
bimatoprosta quanto com timolol utilizando o mesmo polimero quitosana. N&o
haviamos feito, ainda, espectros com uma camada com os dois farmacos juntos.
Porém, apds sua realizacdo, ndo foi possivel identificar nenhuma diferenca entre os

espectros ja adquiridos por Franca anteriormente e os feitos neste trabalho.

Assim, optamos por relatar os espectros obtidos pelos filmes de duas e trés camadas,

somente.

Nas Figuras 27 e 28, estao representados os espectros de absor¢cado na regido do
infravermelho dos insertes brancos e dos insertes contendo o farmaco com duas e
trés camadas, respectivamente.

Figura 27- Espectros de absorcao daregido do infravermelho de (a) insertes bicamada

contendo os farmacos maleato de timolol e bimatoprosta e (b) insertes brancos bicamada
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Figura 28- Espectros de absorc¢do da regido do infravermelho de (a) insertes tricamada
contendo os farmacos maleato de timolol e bimatoprosta e (b) insertes brancos tricamada
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Como pode ser observado, nos dois espectros dos insertes brancos (figuras 27b e
28b), as bandas de absorcéo caracteristicas do polimero quitosana (banda | de amida
(C=0) entre 1632 e 1637 cm™*; sobreposicdo de banda Il de amida e vibracédo de N-H
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de amina, entre 1544 e 1545 cm%, sobreposi¢édo de bandas de estiramento de O-H e

N-H entre 3251 e 3257 cm?), se mantiveram inalteradas.

Para os espectros contendo os farmacos maleato de timolol e bimatoprosta (figuras
27a e 28a) também ndo foi possivel observar nenhuma modificacdo em relacdo aos
espectros dos insertes brancos. Neste caso, bandas caracteristicas dos farmacos
também nao foram observadas. Estes resultados podem ser explicados em funcéo da
baixa concentracdo dos farmacos nos dispositivos produzidos (FOUREAUX et al.,
2015; FRANCA et al., 2014).

Por outro lado, € possivel observar uma modificagdo no padrdo de largura e
intensidade das bandas na regido de 3500 a 3000, regido caracteristicas de absorcao
de grupos capazes de exercer interacdes inter e intramoleculares por ligagdes de
hidrogénio, como as aminas e as hidroxilas. Ambos grupos estdo presentes na
estrutura do quitosana sendo possiveis de realizar estas interacdes com 0s grupos
funcionais dos farmacos testados. O bimatoprosta (Figura 26a) apresenta grupos
amida e hidroxila em sua estrutura e o timolol (Figura 26b), apresenta tanto grupos
amina, quanto hidroxila além de grupos éteres, capazes de realizar, também, estas

interacdes intermoleculares.

Assim, apesar de nao poder identificar bandas caracteristicas dos farmacos no
espectro determinado na regido do infravermelho, a mudanca do perfil das bandas na
regido de 3500 até 3000, com um ligeiro alargamento e diminui¢ao de intensidade das
mesmas é um indicativo de que pode estar ocorrendo um incremento nas interacdes
por ligacdo de hidrogénio no core polimérico. Estes resultados, observados em todos
0S espectros relacionados aos insertes de quitosana de uma, duas e trés camadas
estdo em acordo com os dados encontrados relacionados ao potencial de hidratacao,

onde houve um menor influxo de agua nos insertes com a presenca dos farmacos.

Hermans e seus colaboradores (2016) também detectaram mudancas na posicao e
formas das bandas em funcéo da ligagdo de hidrogénio. O estudo mostrou que o
deslocamento da frequéncia de estiramento C=0 era mais pronunciada na presencga
de Hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD). Este resultado indica ligacbes de
hidrogénio entre quitosana e grupos hidroxila de HP-B-CD em vez da formacéo de
ligacbes de hidrogénio intercadeias ou ligacdes de hidrogénio com glicerol. Além
disso, a comparacédo dos espectros de FTIR revelou mudancas na posi¢cédo e forma

das bandas de absorcao correspondentes aos grupos O-H/N-H ligados por hidrogénio
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inter e intramolecular, o que pode ser atribuido a reorganizacdo das ligacdes de

hidrogénio devido a adicao de plastificante e quitosana interacdes /ciclodextrina.

7.5 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é uma técnica usada para estudar as
superficies dos materiais poliméricos tais como, plasticos, insertes, membranas, fibras
e compdésitos. O MEV é um aparelho que pode fornecer rapidamente informacgées
sobre a morfologia e identificacdo de elementos quimicos de uma amostra sélida. O
principio de um microscoépio eletrdnico de varredura consiste em utilizar um feixe de
elétrons de pequeno diametro para explorar a superficie da amostra (DEDAVID,
GOMES, MACHADO, 2007; GOLDSTEIN et al., 2017).

A caracterizacdo morfologica dos insertes foi realizada por MEV. As micrografias
eletrbnicas de varredura obtidas para os dispositivos desenvolvidos estao
apresentadas nas Figuras 29 e 30.

Figura 29- Micrografias eletrénicas de varredura da superficie dos insertes: monocamada (sem

farmaco A e com farmaco B); bicamada (sem farmaco C e com farmaco D) e tricamada (sem

farmaco E e com farmaco F)

Sig Spot ————50.0pm: Sig Spot 100 Opm
/SE 4.0 Centro de Microscopia da UFMG: .23 ] 0x 2.5 KY Centro de Microscopia da UFMG
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As micrografias constantes da figura 29 estéo relacionadas ao corte de superficie dos
insertes mono, di e tricamadas sem e com farmacos. Nestas, é possivel observar que
todas as superficies se apresentam regulares, lisas e sem presenca de solidos. A
auséncia de solidos € um indicativo de que os farmacos ficaram molecularmente
dispersos na matriz polimérica. Este resultado € compativel com uma liberagdo néo
imediata do conteudo dos farmacos utilizados no trabalho, conforme dado obtido de
liberacao in vitro apresentado no item 5.3.8. Em contrapartida, o aspecto craguelado
observado € proveniente do revestimento de carbono utilizado sobre as amostras para
melhorar a visualizagdo do material com o aumento de voltagem durante a analise. O
nao revestimento poderia comprometer a superficie do inserte ocasionando furos na

mesma e impossibilitando a aquisicdo de micrografias de MEV sem imperfeigoes.
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Figura 30- Micrografias eletrénicas de varredura de corte lateral criogénico dos insertes:
monocamada (sem farmaco A e com farmaco B); bicamada (sem farmaco C e com farmaco D)

e tricamada (sem farmaco E e com farmaco F).
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Por outro lado, na figura 30 € possivel observar cortes criogénicos laterais para os
insertes. Esses cortes possibilitam uma andlise da superficie do interior dos

dispositivos produzidos. Assim como nos cortes de superficie apresentados na figura
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24, os cortes laterais ndo apresentam sélidos, corroborando a tese de que os farmacos
estéo dispersos molecularmente na estrutura do polimero. Ainda € possivel identificar
as camadas de cada um dos dispositivos (marcados com linhas e setas brancas na
figura 25). Assim, na figura 30 A e B € possivel identificar somente uma camada do
inserte. Na figura 30 C e D € possivel identificar duas camadas, sendo uma delas mais
fina do que a outra. A existéncia de duas camadas de espessura diferente esta
relacionada ao processo produtivo em que apés a secagem da primeira camada, ha
um maior empacotamento desta por pressao exercida pelas camadas adicionadas
subsequentemente. Camadas mais espessas também é visualizado na figura 30 E e

F, de trés camadas.

A existéncia destas camadas também foi confirmada analisando as curvas de DSC
utilizadas para caracterizar os insertes e estdo em acordo com estes dados de

microscopia eletronica.

7.6 Calorimetria exploratéria diferencial e termogravimetria

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) é uma técnica que mede a variacdo na
diferenca de fluxo de calor de uma amostra e de uma referéncia enquanto eles séao
submetidos a um programa de temperatura controlada. Tem-se que a técnica é um
método possivel para determinar a modificacdo estrutural das moléculas de uma
substancia quando a ela se associa a outras substancias, bem como eventos térmicos
relacionados a estrutura da linha cristalina dos componentes da formulacéo (por
exemplo, fusdo), e aqueles relacionados a sua integridade térmica (decomposicéo)
(CESAR etal., 2019). Somado a isto, tem-se que € uma das abordagens mais eficazes
para estudar a interacao fisica entre drogas e matriz de uma mistura (ZHAO et al.,
2017).

Sob outra dialética, € necessario salientar que a DSC é uma ferramenta que indica
uma interacdo entre os componentes de um sistema/complexo. Esta percepcéo, por
sua vez, ocorre com varios parametros, exemplificados pela eliminacdo de picos
endotérmicos, aparecimento de novos picos, mudanca de pico, forma e seu inicio,
temperatura de pico, ponto de fuséo e area de pico relativa ou entalpia (CARRETTI et
al., 2022).



91

Os diferentes sistemas poliméricos foram submetidos a esta técnica com vistas a
caracterizar os mesmos com relacao aos eventos térmicos existentes nos insertes. Os
resultados foram organizados em grafico Unico, para cada amostra. As curvas de DSC
(a esquerda, preto) e TG (a direita, vermelho) /DTA (a direita, azul) estdo sobrepostas
para adequada visualizacdo dos fendmenos térmicos. Para cada amostra foram
inseridas em detalhe, ap0s as curvas de aquecimento correspondentes, fotos
ilustrativas do aspecto das amostras diante do respectivo tratamento térmico. Para as
curvas DSC relativas ao 2° aquecimento (segunda corrida térmica), nao foi possivel

registrar a foto pois a analise foi feita em cadinho fechado.

A Figura 31 apresenta o comportamento térmico da quitosana. E possivel identificar
tanto na curva de DSC quanto de DTA, um pico exotérmico em aproximadamente
264°C sendo relacionada a degradacgéo da cadeia principal da quitosana (FRANCA et
al., 2014). Estas curvas sdo acompanhadas pela perda de massa de

aproximadamente 58,3 % registrada no termograma (linha em vermelho).

Figura 31- Comportamento térmico da quitosana.
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Em adicao, é possivel identificar tanto na curva de DSC quanto na de DTA que entre
as temperaturas de 30 e 100°C ha evento térmico endotérmico relacionado a perda
de &gua, comum em sistemas poliméricos hidrofilicos. Este evento térmico de
desidratacéo € acompanhado da perda de 11,3 % de massa registrada no termograma

(linha vermelha).
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Na Figura 32, é possivel verificar o termograma do maleato de timolol. Neste
termograma, observam-se um evento térmico em 204°C no DSC e um evento térmico
em 205°C no DTA relativos a fusdo do maleato de timolol. Ambos os eventos
registrados sao acompanhados do registro da perda de massa da ordem de 92%. O
segundo evento térmico na curva de DTA em aproximadamente 400° pode estar

relacionado a decomposicédo do maleato de timolol

Figura 32- Comportamento térmico maleato de timolol.
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A andlise DSC dos componentes puros e suas misturas ajudaram a investigar as
interacdes entre a droga e os polimeros (NEUFELD, BIANCO-PELED, 2017).
Portanto, foi feito, a fim de determinar eventuais interagdes existentes entre 0s
excipientes utilizados no desenvolvimento do inserte, o termograma da mistura fisica

entre o timolol, o corante e o polimero quitosana.

Neste experimento, pode-se observar na Figura 33 que foram feitas duas corridas,
sendo a primeira de 0 a 200°C para eliminagcdo de agua da mistura. Esta eliminacao
é feita para impedir que a presenca da mesma possa atrapalhar a analise de algum
resultado importante durante a leitura do termograma. E possivel identificar nesta
corrida, um comportamento semelhante a do quitosana puro. Com o processo de
decomposicdo térmica do polimero sendo predominante em relagdo aos demais

eventos térmicos.
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Figura 33- Comportamento térmico da mistura fisica lissamina:quitosana:timolol:agua.
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Nas Figuras 34 a 36, estdo apresentados os comportamentos térmicos dos insertes
sem os farmacos (CB) e dos insertes com os farmacos maleato de timolol e
bimatoprosta (CF), os resultados se referem aos insertes de 1 camada, 2 camadas e

3 camadas, respectivamente.

Assim, nos termogramas apresentados na Figura 34, foi possivel observar na primeira
parte do termograma, para ambos insertes com e sem farmacos, as curvas
provenientes da primeira corrida térmica foi feita para eliminacdo de eventual
presenca de agua. Este evento foi registrado a partir de 30° até 120°C em ambos os
insertes e é condizente com a perda de agua residual por evaporacdo nos insertes e
estdo de acordo com os descritos na literatura (FRANCA et al., 2014; CESAR et al.,
2019).
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Figura 34- Comportamento térmico das amostras 1 CB e 1 CF.
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Por outro lado, é possivel observar que ha um evento térmico, registrado como sendo
de decomposicéo térmica iniciando em 214 °C com perda de massa de 58,3% para o
inserte branco, sem farmaco e um evento térmico semelhante para o inserte com os
dois farmacos, porém iniciando em 220°C. Esta diferenca de 6 °C pode ser atribuida
a um maior arranjo, ou aumento de intera¢des quimicas, nas cadeias do polimero no
termograma dos insertes com farmacos. Estes dados corroboram com os dados
obtidos na técnica de espectrometria no infravermelho e também no teste de
intumescimento dos insertes. Neste caso, pode-se justificar este dado pela maior
eficiéncia nas interacdes intermoleculares do polimero sendo aumentadas pela

presenca dos farmacos na estrutura do inserte.

Outra observacao que pode ser relatada é em relagdo ao polimero quitosana puro,
termograma apresentado na Figura 31. Neste caso, a temperatura de decomposicéo
€ muito maior pois o polimero estava na forma cristalina, o que é diferente do polimero
guando estd disperso na forma de um inserte polimérico. No primeiro caso, as
interacdes no reticulo cristalino sdo maiores do que a observada no inserte

ocasionando uma temperatura maior para romper esta estrutura.

Ainda em relacdo a Figura 35, ndo € possivel visualizar o pico de um dos farmacos

utilizados na forma soélida, o maleato de timolol, pois 0 mesmo encontra-se em
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guantidade que néo € possivel detecta-lo pela técnica ou esta totalmente disperso na
forma molecular.

Nos termogramas referentes aos insertes de duas camadas (Figura 35) e aos insertes
de 3 camadas (Figura 36), foi possivel observar que os insertes com farmaco
apresentaram diminuicdo do pico exotérmico que foi detectado a temperatura inferior
a 300°C, permitindo inferir que a presenca do farmaco no inserte exerce uma espécie
de efeito plastificante, distanciando o polimero cadeias e consequentemente
facilitando seu processo de decomposicao em temperatura mais baixa (CESAR et al.,
2019).

Figura 35- Comportamento térmico das amostras 2 CB e 2 CF.
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Fonte: Dados da pesquisa

Nos termogramas apresentados na Figura 35 é possivel observar que ha um evento
térmico, registrado como sendo de decomposicao térmica em 218 °C com perda de
massa de 62,3% para o inserte branco, sem farmaco e um evento térmico semelhante
para o inserte com os dois farmacos, porém iniciando em 210°C. Foi possivel observar
na curva de DSC do inserte com o farmaco que ha dois eventos térmicos, o primeiro
em aproximadamente 260°C e o segundo em aproximadamente 275°C, o que pode
estar relacionado a presenca das duas camadas do inserte. As diferencas

identificadas nos insertes com e sem farmaco podem estar relacionadas ao fato de
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gue a presenca do farmaco faz com que as camadas figuem mais espessas (como
demonstrado nas micrografias presentes na figura 30) fazendo com que o processo
de desprendimento em funcdo do aumento da temperatura fiqgue mais evidente

permitindo a detecgéo destes eventos pelo aparelho de andlise térmica.

Figura 36- Comportamento térmico das amostras 3 CB e 3 CF.
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Na figura 36, € possivel observar que ha um evento térmico, registrado como sendo
de decomposicéo térmica iniciando em 215 °C com perda de massa de 55,5% para o
inserte branco, sem farmaco e um evento térmico semelhante para o inserte com 0s
dois farmacos, porém iniciando em 220°C. No inserte de 3 camadas com o farmaco
foi possivel observar a presenca de trés eventos térmicos, em aproximadamente
260°C, 275°C e 280°C, podendo estar relacionado a decomposicdo das interacées

entre os farmacos e as trés camadas dos insertes.

Os insertes branco de 1 camada apresentaram a menor temperatura de

decomposicédo, o que pode ser atribuido a menor quantidade de polimero presente.

Em um estudo semelhante, Neufeld (2017), apresentou em seu artigo “Pectin—
chitosan Physical Hydrogels as Potential Drug Delivery Vehicles” (Hidrogéis Fisicos
de Pectina-Quitosana como Veiculos Potenciais de Entrega de Farmacos), que a
curva calorimétrica da quitosana é tipica de um composto hidratado amorfo. Relatou
um amplo pico endotérmico de 60°C a 180°C, correspondente a desidratagdo do

polimero, que € seguido por um evento exotérmico que se inicia a 205°C,
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correspondendo a degradacéao térmica das cadeias poliméricas. Este segundo evento
endotérmico foi atribuido a quebra de interacdes eletrostaticas inespecificas. A curva
DSC da pectina mostrou uma ampla endotérmica de 130°C a 160°C, que esta
correlacionada com a perda de agua associada a grupos hidrofilicos de polimeros,
seguida de um pequeno fendmeno exotérmico em torno de 205°C, devido a

decomposicdo das cadeias poliméricas.

7.7 Teor de farmaco nos dispositivos

A avaliacdo do teor do farmaco no dispositivo garante que a dose necessaria para o

tratamento vai estar disponivel.

Quando um medicamento possui mais de um farmaco em sua composi¢cdo tem-se
potencialmente que sua efichcia é aumentada. No tratamento do glaucoma a
associacao do timolol ao bimatoprosta em um colirio utilizado 1 vez ao dia apresentou
reducao significativa da PIO em comparacdo a utilizacdo de um colirio de timolol 2
vezes ao dia (DESAI et al., 2020).

Os dados obtidos para quantificagdo dos farmacos nos dispositivos estdo
apresentados na Tabela 17. Como ndo ha em nenhum compendio oficial a
especificacdo para um inserte ocular contendo os farmacos maleato de timolol e
bimatoprosta, para avaliar se os valores encontrados eram aceitaveis, foi definida a
especificacdo de 90,0% a 110,0% baseada nas monografias Timolol Maleate
Ophthalmic Solution e Travoprost Ophthalmic Solution ambas da Farmacopeia
Americana (USP, 2021). Foi escolhida a monografia da travoprosta por ser da mesma
classe terapéutica da bimatoprosta, uma vez que ndo se tem nenhuma monografia
disponivel para a bimatoprosta. Os resultados de teor encontrados estdo de acordo
com a especificacgao.

Tabela 17- Teor de farmaco nos dispositivos desenvolvidos

Teor (%) + D.P.R

A Bimatoprosta Maleato de Timolol
1 camada 94,00 + 0,38 103,32 £1,23
2 camadas 97,49 £ 0,34 104,80 + 0,38

3 camadas 95,33 £ 0,25 104,34 + 1,41
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7.8 Uniformidade de conteudo dos dispositivos

Uma grande preocupacao no desenvolvimento de insertes é o teor dos farmacos e a
uniformidade do produto obtido. Para assegurar a administragcdo de doses corretas,
cada unidade do lote de um medicamento deve conter quantidade do componente
ativo proxima da quantidade declarada. O teste de uniformidade de doses unitarias
possibilita avaliar a quantidade de componente ativo em unidades individuais do lote

e verificar se esta quantidade é uniforme nas unidades testadas (BRASIL,2019).

A Farmacopeia Brasileira (2019), preconiza que o valor de aceitagdo no primeiro
estagio da uniformidade de conteudo seja menor ou igual a 15. Os valores de
aceitacado (VA) dos dispositivos apresentados na Tabela 18, estdo de acordo com a

especificagao.

Os insertes também cumprem o teste para uniformidade de conteudo para insercdes
oftalmicas (Eur. Ph. 2.9.6. Uniformidade do conteudo das preparacdes de dose Unica)
conforme preconizado inserte ficou dentro dos limites de 85-115% do conteado médio

como mostra a Tabela 19.

Tabela 18- Uniformidade de conteldo dos dispositivos desenvolvidos- Valor de aceitacdo

Valor de Aceitacao

PIEIEERINITL Bimatoprosta Maleato de timolol
1 camada 9,2 14,9
2 camadas 10,2 8,5
3 camadas 10,7 9,6

A tabela 18 mostrou que todos os dispositivos apresentaram valor de aceitacao dentro
da especificacdo (<15), sendo o maior valor obtido para o maleato de timolol no
dispositivo de 1 camada e o menor valor também foi para o maleato de timolol, porém

no dispositivo de 2 camadas.

Tabela 19- Uniformidade de conteddo dos dispositivos desenvolvidos- Conteddo médio

Teor (%)
Dispositivo Bimatoprosta Maleato de Timolol
Minimo Maximo Minimo Maximo
1 camada 93,6 101,9 90,6 104,5
2 camadas 91,3 102,4 100,1 109,6

3 camadas 91,0 99,4 99,8 108,6
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A tabela 19 mostrou que os dispositivos atendem ao especificado no capitulo geral
para insercOes oftdlmicas da Farmacopeia Europeia (85% a 115% do conteudo
médio), o valor minimo de teor encontrado foi referente ao maleato de timolol no
inserte de 1 camada e o valor maximo foi encontrado para maleato de timolol no

inserte de 2 camadas.

A variabilidade encontrada est4 relacionada a baixa concentragdo dos farmacos nos
insertes (bimatoprosta 0,015% e maleato de timolol 0,25%) associada a variabilidade
do método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizado para

quantificacdo dos farmacos.

7.9 Potencial de liberagéo e testes de liberacao in vitro

Os polimeros hidrofilicos quando imersos em meio aquoso comecam a hidratacéo
gradualmente, causando relaxamento das cadeias poliméricas com expansao de
volume associada. A liberacdo do farmaco de sistemas expansiveis € complexa, e
geralmente depende de um ou mais dos seguintes processos: entrada do meio
aguoso em na matriz polimérica, inchaco do polimero, dissolu¢do do farmaco no meio,
difusdo do farmaco através do polimero hidratado e erosdo da matriz (HERMANS et
al, 2014). Em complemento a isso, teve-se que no item 3.1 foi apresentado que 0s
insertes a base de quitosana possuem alta capacidade de hidratacdo devido a
natureza hidrofilica do polimero.

O maior influxo de agua gerado pela presenca do farmaco na estrutura polimérica
ocasiona uma maior interacao entre as moléculas dos polimeros e do farmaco. Com
0 maior influxo e consequentemente maior afastamento das cadeias poliméricas, a
agua passa a dissolver o farmaco, que é liberado da estrutura do inserte por um
processo difusional. (FOUREAUX et al., 2015; FRANCA, et al., 2014.a).

Os graficos 4 a 6 apresentam o potencial de liberacdo in vitro dos insertes
monocamada, bicamada e tricamada contendo os farmacos bimatoprosta e maleato

de timolol.
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Gréfico 4- Potencial de liberacéo in vitro dos insertes monocamada contendo os farmacos

bimatoprosta e maleato de timolol

150
-~ Maleato de timolol 1C
. -8 Bimatoprosta 1C
2
£ 100
=]
o
(&2
o
a 50
.|
0 | | | I I I I
P S I
G;S‘ @6‘ -1?‘& ﬁﬁé %Q'& o b‘b

O gréfico 4, mostra que tanto o maleato de timolol quanto a bimatoprosta tiveram uma
liberacdo de mais de 50% apo6s 10 minutos, sendo que este resultado estd em
conformidade com o resultado do teste de hidratacdo, onde o inserte apresentou
hidratagcdo superior a 50% em 5 minutos. A comparagdo com os resultados de
hidratacdo dos insertes é uma etapa fundamental, pois esté relacionada a bioadeséo
ou mucoadeséo do inserte, que interfere na liberacdo dos farmacos. A quantidade de
agua que entra no sistema € proporcional a capacidade deste em interagir, por
intermédio de interacdes com o polimero, caso se tenha em um dispositivo uma rede
polimérica bem estabelecida, coesa, forte, havera menos influxo para o interior do

dispositivo e consequentemente menor liberagdo do farmaco.

Ademais, € importante ressaltar que os insertes monocamada tiveram uma liberacéo
rapida dos farmacos, necessaria para o efeito terapéutico, e que a liberacdo se

manteve até 4 dias o que € necessario para manutencao do tratamento.

Hermans e seus colaboradores (2014) realizaram a caracterizagcao de insertes
mucoadesivos de quitosana para liberacdo oftalmica de ciclosporina A. Em seus
achados encontraram que a liberacédo da droga foi relativamente rapida durante as
primeiras 3 horas do experimento, sendo que este feito pode estar relacionado ao
processo de inchamento inicial relativamente rapido dos insertes de quitosana.

Contudo, apés esta primeira fase, a curva de liberacdo reduz o coeficiente angular e
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comeca a formar um plato. Este acontecimento pode ser explicado pela formacéo de
uma camada de gel inchada do polimero que retardou a penetracdo do meio de
liberac&o e pode atuar como uma barreira de difusdo para a liberagdo do farmaco. A
medida que a camada de gel se torna mais espessa, a distancia de difusédo do farmaco
aumenta. Consequentemente, a taxa de liberacdo diminui. Além disso, apenas uma
erosao limitada do polimero inchado ocorreu devido a baixa solubilidade da quitosana

em meio de pH neutro.

O perfil de liberacdo in vitro de maleato de timolol foi estudado por Zhao e seus
colaboradores (2017), em diferentes formula¢des ao longo do tempo. Em seu desenho
metodoldgico, avaliaram o perfil de liberacdo in vitro do maleato de timolol em colirio
comercial em dois diferentes tipos de nanoparticulas. Neste contexto, o colirio de
maleato de timolol, apresentou, aproximadamente 48 e 89% da droga foi liberada ap6s
0,5 e 2 h, respectivamente. A répida liberagcdo do maleato de timolol no colirio foi
atribuida pelos autores a rapida difusdo das drogas de moléculas pequenas. As
nanoparticulas carregadas com maleato de timolol e quitosana galactosilada e
nanoparticulas carregadas com maleato de timolol e quitosana apresentaram
liberacdo de 32 e 36% em 1h seguida de liberacao prolongada de 91 e 90% em 8 h,

respectivamente.

Do ponto de visto clinico, apresentar uma rapida liberacéo inicial pode ser ideal para

alcancar o objetivo terapéutico visto que a concentracao do farmaco é obtida em
tempo minimo e seguida uma liberacdo lenta para manter uma concentracado minima
eficaz (SHI et al., 2015). A liberacdo inicial rapida pode ser devido a difusdo do
farmaco adsorvido na superficie das nanoparticulas ou fracamente encapsulado na
rede polimérica (ABREGO et al., 2014). Liberacao estendida ocorrendo mais tarde
pode ser explicado pela interacdo entre o maleato de timolol encapsulado na
nanoparticula e o polimero, inchamento e degradacéo da matriz polimérica (ZHAO et
al., 2017).
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Gréfico 5- Potencial de liberacdo in vitro dos insertes bicamada contendo os farmacos
bimatoprosta e maleato de timolol
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O grafico 5 referente a liberacédo in vitro do inserte bicamada, mostra que em ambos
0s casos (maleato de timolol e bimatoprosta) tiveram uma liberagéo baixa (menor que
10%) nos primeiros tempos de coleta, 0 que pode estar relacionado a forte interacéao
dos farmacos com a matriz polimérica que foi mais intensificada com a presenca de
uma segunda camada. E importante ressaltar também que a liberac&o foi aumentada
ao longo do tempo, apresentado a maior liberacdo no tempo referente a dois dias.

Grafico 6- Potencial de liberagao in vitro dos insertes tricamada contendo os farmacos

bimatoprosta e maleato de timolol
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O grafico 6 referente a liberacdo in vitro do inserte tricamada, mostra que houve
diferenca no comportamento de liberacéo entre o maleato de timolol, que apresentou
uma baixissima liberacdo nos primeiros 60 minutos, e a bimatoprosta que apresentou

maior liberacéo, atingindo mais 100% de liberagéo em 60 minutos.
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8 CONCLUSOES

Foi possivel desenvolver dispositivos poliméricos de uma, duas e trés camadas com
dois tipos de farmacos para o potencial uso no tratamento do glaucoma. Os insertes
se mantiveram integros durante o teste de hidratacdo. O valor médio de pH obtido

para os insertes foi de 5,0, suficiente para ndo provocar irritacdo ocular.

Foi possivel caracterizar os dispositivos produzidos utilizando, dentre outras técnicas,
as de espectroscopia na regido do infravermelho, curvas de DSC e TG e microscopia

eletrbnica de varredura.

Foi possivel desenvolver e validar um método analitico para quantificacdo dos dois
farmacos utilizados neste trabalho (bimatoprosta e maleato de timolol). O método
utilizado para quantificacdo e avaliacdo da uniformidade de contetdo foi por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, foi previamente validado e se mostrou seletivo,
linear, preciso e exato para a quantificacdo dos farmacos bimatoprosta e maleato de
timolol. Os valores de teor dos farmacos bem como o valor de aceitacdo (VA) da
uniformidade de contetdo estavam de acordo com o preconizado pelas principais

farmacopeias.

O teste de liberacdo in vitro mostrou que o0s insertes monocamada tiveram uma
liberacao rapida dos farmacos, necessaria para o efeito terapéutico, e que a liberagéo
se manteve até 4 dias. Os insertes bicamada tiveram uma liberacdo baixa (menor que
10%) nos primeiros tempos de coleta (5 e 10 minutos), o que pode estar relacionado
a forte interacdo dos farmacos com a matriz polimérica que foi mais intensificada com
a presenca de uma segunda camada, porém a liberacéo foi aumentando ao longo do
tempo, apresentado a maior liberacdo no tempo referente a 2 dias (tempo maximo
avaliado). Os insertes tricamada apresentaram diferenca no comportamento de
liberacdo entre o maleato de timolol, que apresentou uma baixissima liberacao nos
primeiros 60 minutos, e a bimatoprosta que apresentou maior liberagao, atingindo
mais 100% de liberagdo em 60 minutos, mas em ambos os farmacos a liberacdo se

manteve até 4 dias.

A inovacgéo deste trabalho reside no fato de se propor uma forma farmacéutica na
forma de dispositivo polimérico hidrofilico para liberagdo de ndo de um, mas dois
ativos, também hidrofilicos. Nosso grupo de pesquisa ja havia conseguido produzir

dispositivos com uma camada para liberacdo de um uUnico ativo, porém a veiculacao
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de dois ativos poderia comprometer tanto a estabilidade do inserte quanto dos
préprios ativos. Uma forma de tentar diminuir esta probabilidade foi a de tentar obter

farmacos distribuidos em insertes ndo s6 com uma, mas com mais de uma camada.

Testes in vivo devem ser feitos para comprovar os resultados obtidos de forma in vitro

para determinar a correlagao in vitro/in vivo.
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