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RESUMO

Os procedimentos cirdrgicos oftdlmicos podem gerar uma reacdo de infeccdo e inflamagéo no
pos-operatdrio imediato, 0 que torna essencial 0 manejo com antibidticos e corticosteroides.
Contudo, a baixa biodisponibilidade ocular de farmacos aplicados topicamente exige que haja
uma aplicacdo frequente desses dois tipos de medicamentos, resultando em danos a cornea e
em reagOes adversas. Assim, este estudo busca reduzir a frequéncia de aplicacdo de
medicamentos e absorcéo sistémica por meio do desenvolvimento, caracterizagdo e avaliagcdo
de nanoemulsdes de gelificacdo in situ contendo uma associacdo de dipropionato de
betametasona (BET) e cloridrato de moxifloxacino (MOX), visando a uma alternativa
terapéutica mais comoda, segura e eficiente para 0 uso pos-operatério de cirurgias intraoculares.
Foram desenvolvidos dois métodos analiticos, por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
capazes de quantificar os farmacos MOX e BET em meio aos possiveis interferentes da
formulacdo e da cérnea. A compatibilidade quimica entre os farmacos e excipientes da
formulacdo foi demonstrada por analise térmica e espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier, que revelaram que a mistura dos componentes da formulagcdo nao
promoveu degradacdo dos farmacos e nem dos demais excipientes. Foram desenvolvidas
nanoemulsdes de gelificagdo in situ contendo MOX e BET, por técnica de emulsificacdo
espontanea seguida de ultrassonificacdo. A nanoemulsdo de geleificagdo in situ apresentou
tamanho de goticula igual a 28,0 + 0,1 nm (PDI = 0,11 + 0,01), potencial zeta igual a -10,3 +
0,1 mV, pHde 7,1+0,1 e osmolaridade igual a 579,0 + 9,4 mOsmol/kg, sendo que esses ultimos
parametros garantem a tolerabilidade ocular da formulacdo. Com auxilio de um reémetro
oscilatorio, foi avaliada a temperatura de transicdo solucéo-gel ou temperatura de gelificagéo e
a viscosidade da nanoemulsdo de gelificacdo in situ contendo MOX e BET. A temperatura
avaliada foi ideal para gelificacdo na superficie ocular (32,0 = 0,9 °C), apresentando-se no
estado liquido quando armazenada a temperaturas mais baixas, podendo ser instilada no olho
com precisdo da dose, e quando em contato com a superficie ocular, essa formulacao inicia seu
processo de gelificacdo, aumentando assim a sua viscosidade, que permite liberacdo controlada
dos farmacos e aumento do tempo de contato da formulacdo com a cornea. Ainda, as
nanoemulsGes obtidas foram avaliadas quanto a estabilidade, em que as formulacdes
armazenadas em temperatura de 30° + 2°C apresentaram sinais de instabilidade quimica a partir
do 30° dia de armazenamento, enquanto as formulagdes acondicionadas em 5° + 3°C se
mantiveram estaveis ao longo dos 90 dias de analise. A liberacdo dos farmacos foi determinada
in vitro durante um periodo de 2 h, utilizando uma membrana sintética de celulose acoplada a
uma célula de difusdo do tipo Franz. As formulagdes apresentaram um perfil controlado de
liberacdo dos farmacos, exercendo um controle ainda mais prologado para o farmaco lipofilico
(BET) do que para 0 MOX. Os ensaios de penetracdo ex vivo foram realizados em cornea de
suinos, por um periodo de 1 h, em condicdes estaticas e simulando o fluxo lacrimal. Em
condicdes estaticas, as formula¢fes nanoemulsionadas aumentaram a penetracdo do MOX na
cdrnea, contudo, reduziram a penetracdo do BET. No ensaio simulando o fluxo lacrimal, a
penetracdo de MOX a partir da nanoemulsdo diminuiu 8 vezes em compara¢do com o teste
estatico, mas ainda foi 2-3 vezes superior ao fornecido pelo controle, enquanto a penetracdo de
BET na cornea foi mantida no nivel do ensaio estatico. Assim, a nanoemulséo de gelificacdo in
situ associando BET e MOX aumentou a penetracdo do farmaco hidrofilico (MOX) na cornea
e permitiu um maior tempo de residéncia do farmaco lipofilico (BET) em contato a superficie
ocular, sugerindo ser alternativa terapéutica alem de mais comoda, mais eficiente para 0 uso no
poOs-operatdrio de cirurgias intraoculares.

Palavras-chave: betametasona, moxifloxacino, nanoemulsdo, gelificacdo in situ, cirurgia
ocular.
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ABSTRACT

Ophthalmic surgical procedures can generate an infection and inflammation reaction in the
immediate postoperative period, making management with antibiotics and corticosteroids
essential. However, the low ocular bioavailability of topically applied drugs requires frequent
application of these two types of formulations, resulting in damage to the cornea and adverse
reactions. Thus, this study aims to reduce the frequency of drug application and systemic
absorption through the development, characterization, and evaluation of in situ gelling
nanoemulsions containing an association of betamethasone dipropionate (BET) and
moxifloxacin hydrochloride (MOX), focusing on a more convenient, safe, and efficient
therapeutic alternative for the postoperative use after intraocular surgeries. Two analytical
methods by high-performance liquid chromatography, capable of quantifying the drugs MOX
and BET among possible interferences in the formulation and the cornea, were developed. The
chemical compatibility between drugs and formulation excipients was demonstrated by thermal
analysis and Fourier transform infrared spectroscopy, which revealed that the mixture of
formulation components did not cause degradation of drugs or other excipients. In situ gelling
nanoemulsions containing MOX and BET were developed using spontaneous emulsification
followed by ultrasonication. The in situ-gelling nanoemulsion had a droplet size equal to 28.0
+ 0.1 nm (PDI = 0.11 £ 0.01), zeta potential equal to -10.3 £ 0.1 mV, pH = 7.1 £ 0.1, and
osmolarity equal to 579.0 = 9.4 mOsmol/kg, in which these last parameters guarantee ocular
tolerability of the formulation. With the aid of an oscillating rheometer, the solution-gel
transition temperature or gelation temperature and the viscosity of the in situ-gelling
nanoemulsion containing MOX and BET were evaluated. The temperature evaluated was ideal
for gelling on the ocular surface (32.0 £ 0.9 °C), appearing in a liquid state when stored at lower
temperatures, which can be instilled in the eye with dose precision, and when in contact with
the ocular surface, this formulation starts its gelling process, thus increasing its viscosity, which
allows controlled release of drugs and increased contact time of the formulation with the cornea.
Still, the nanoemulsions obtained were evaluated for stability, in which the formulations stored
at atemperature of 30° + 2°C showed signs of chemical instability from the 30th day of storage,
while the formulations stored at 5° £ 3°C remained stable over the 90 days of analysis. Drug
release was determined in vitro over 2 h, using a synthetic cellulose membrane coupled to a
Franz-type diffusion cell. The formulations presented a controlled drug release profile, exerting
an even longer control for the lipophilic drug (BET) than the MOX. The ex vivo penetration
tests were carried out on porcine corneas, for 1 h, under static conditions and simulating tear
flow. Under static conditions, nanoemulsified formulations increased MOX penetration in the
cornea; however, they reduced BET penetration. In the test simulating tear flow, MOX
penetration from the nanoemulsion decreased 8-fold compared to the static test but was still 2-
3 times higher than that provided by the control, while BET penetration into the cornea was
maintained at the level of the static testing. Thus, the in situ-gelling nanoemulsion combining
BET and MOX increased the penetration of the hydrophilic drug (MOX) in the cornea and
allowed a longer residence time of the lipophilic drug (BET) in contact with the ocular surface,
suggesting that it is a therapeutic alternative in addition to being more comfortable and more
efficient for use in the postoperative period of intraocular surgeries.

Keywords: betamethasone, moxifloxacin, nanoemulsion, in situ gel, ophthalmic surgery.
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1 INTRODUCAO

Cirurgias intraoculares podem levar a infecgdes e inflamagdes no local (LYSENG-
WILLIAMSON, 2013; TEWELDEMEDHIN et al., 2017). O trauma cirargico na superficie do
olho induz uma resposta inflamatéria, resultando em sinais e sintomas clinicos classicos de
inflamacdo ocular, como reacdo da cadmara anterior, vermelhiddo, dor, inchaco, fotofobia,
lacrimejamento, diminuicdo da acuidade visual e prurido. A inflamagdo p6s-operatoria, quando
ndo tratada, pode levar a complicagdes como edema macular cistoide e perda temporéaria ou
permanente da visdo (JACOBS, 2017; LYSENG-WILLIAMSON, 2013). A outra complicacéo
pos-cirurgica, a infecgdo ocular, tem como a endoftalmite pds-operatéria uma das dificuldades
mais devastadoras da cirurgia ocular, que leva a uma acentuada perda de visdao em mais de 80%
dos pacientes afetados (FERREIRA et al., 2018; RAM et al., 2001).

Com o objetivo de acelerar a recuperacao e prevenir as complicagfes pos-cirargicas, 0S
pacientes comumente recebem a prescricdo de pelo menos duas formulages na forma de
colirios, sendo um antibiotico, um corticosteroide e/ou um anti-inflamatério ndo esteroidal
(AVILA; MUCCIOLI; HOFLING-LIMA, 2008; THOMPSON; LAKHANI, 2015).

A selecdo de um antibiotico oftalmoldgico eficaz depende da resisténcia bacteriana, da
eficécia clinica, do local da infeccdo e da toxicidade. Assim, nenhum agente anti-infeccioso €
capaz de fornecer cobertura ideal para todos os patdgenos em todos os locais infectados. O
cloridrato de moxifloxacino (MOX), no entanto, € um antibiotico Unico, que apresenta um
amplo espectro de atividade e uma taxa de sucesso clinico moderada a alta contra patdgenos
oculares comuns (MILLER, 2008). E, assim, um farmaco muito utilizado para reduzir os riscos
de endoftalmite pos-operatéria (SHOSS; TSAI, 2013).

No caso de anti-inflamatdrios, varias categorias de medicamentos estdo disponiveis no
mercado global. Contudo, os mais utilizados sdo o0s corticosteroides. Embora os
corticosteroides tenham efeitos colaterais bem documentados comparados aos anti-
inflamatdrios ndo esteroidais (AINESs), ainda sdo considerados os melhores agentes anti-
inflamatérios para o tratamento de inflamacGes oculares (SURESH; SAH, 2014). Neste
trabalho propbe-se 0 uso do dipropionato de betametasona (BET), um corticosteroide
amplamente utilizado como anti-inflamat6rio ou imunossupressor para uso tépico e sistémico
(HANNA; GHORAB; GAD, 2019). Alguns estudos ja testaram o uso tépico do BET para
aplicacdo topica ocular em ratos (TSUJI et al., 1997a) e em cobaias (TSUJI et al., 1997b). O
estudo em ratos avaliou o efeito anti-inflamatorio da BET e dos seus derivados na uveite
induzida por endotoxinas. Ao contrario do esperado, o BET demonstrou um efeito inibitério

fraco da infiltracdo celular apos instilagdo no olho (TSUJI et al., 1997a). Contudo, outro estudo



conduzido pelo mesmo grupo realizou experimentos para avaliacdo do efeito anti-inflamatério
do BET em cobaias. Foi observado que apos instilagdo do BET no olho, houve uma inibi¢do
maior da infiltragdo celular e da producéo de prostaglandinas quando comparada a instilacdo
da betametasona, sugerindo que em cobaias 0 BET é um potente glicocorticoide (TSUJI et al.,
1997b).

Devido a anatomia complexa e as barreiras fisiolégicas do olho, a liberacdo de farmacos
nesse local é um desafio (MAHOR et al., 2016) e em consequéncia dessa baixa
biodisponibilidade ocular, os medicamentos requerem quantidades concentradas do principio
ativo, o que pode resultar em dano da cornea e em reacdes adversas causadas pela absor¢édo
sistémica dos medicamentos pelo ducto nasolacrimal (LALU et al., 2017; SOUZA et al., 2014).
Ainda, a aplicacdo desses medicamentos é realizada com frequéncia muito alta durante a
terapia, sendo os antibidticos tdpicos utilizados por um periodo de uma a duas semanas no pos-
operatorio até a inciséo cicatrizar completamente (HARIPRIYA, 2017) e os corticoides, por um
periodo de até quatro meses (MOHAMMADI et al., 2018), com aplicagdes feitas normalmente
a cada duas horas. Assim, a aplicacdo de dois agentes terapéuticos em formulacdes separadas
pode resultar em uma baixa adesdo ao tratamento, devido tanto ao custo elevado dos
medicamentos quanto ao grande numero de aplicacdes necessarias no tratamento. Assim, a
terapia combinada topica do agente antibacteriano e do agente anti-inflamatério pode beneficiar
pacientes que se submeteram a cirurgias oculares (GOMES et al., 2017).

Considerando as varias barreiras fisiologicas e anatbmicas que restringem a chegada de
farmacos ao segmento anterior do olho, tornando o tempo de contato do farmaco com os tecidos
da superficie ocular relativamente curto (aproximadamente dois minutos), as formas
convencionais de farmacos (solugdes ou suspensdes) sdo rapidamente eliminadas pelo ducto
nasolacrimal e absorvidas pela circulacdo sistémica (AGRAHARI et al., 2016; SANCHEZ-
LOPEZ et al., 2016). Nesse contexto, este trabalho ira explorar a potencialidade terapéutica de
nanoemuls@es de gelificacdo in situ, uma vez que sdo formulacdes que aumentam a consisténcia
em temperaturas corporais, 0 que aumenta o tempo de permanéncia de farmacos junto a mucosa
ocular e estimula a penetracdo corneal de farmacos, de modo a melhorar tanto a
biodisponibilidade quanto o perfil farmacocinético de medicamentos (AMMAR et al., 2010).

A escolha pelo sistema nanoemulsionado deu-se pelo fato de ser um sistema liquido,
transparente, estavel, capaz de solubilizar farmacos de diferentes polaridades e, sobretudo,
capaz de promover a penetracdo de farmacos atraves de barreiras bioldgicas complexas, como

€ 0 caso da cornea (SINGH et al., 2017). Assim, é potencialmente capaz de permitir o alcance



mais rapido de uma acgdo terapéutica, e reduzir efeitos adversos sistémicos (AMMAR et al.,
2010; KAUR; KAKKAR, 2014).

Géis in situ sdo solucbes poliméricas administradas como liquidos que passam por uma
transicdo de fase para géis semissdlidos apds exposicdo a ambientes fisiol6gicos, como a
superficie ocular. Um dos principais materiais responsivos a temperatura, com propriedades
Unicas de gelificacdo termorreversivel, é o poloxamer 407 (P407). As propriedades de
gelificacdo in situ desse polimero permitem que formulacGes que o contenham sejam instiladas
no olho na sua forma liquida em gota e, em contato com a superficie ocular, essa formulagédo
altera suas caracteristicas fisicas tornando-se um gel no fundo do saco conjuntival. Essa
particularidade torna possivel a administracdo de quantidades precisas e reprodutiveis em
contraste com as formulagdes gelificadas ja existentes e, aléem disso, suas caracteristicas de gel
na superficie ocular promovem a retencdo pré-corneana, tornando a formulacdo capaz de
sustentar a liberagdo do farmaco em condigdes fisiologicas (AMMAR et al., 2010; GRATIERI
et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi, portanto, desenvolver, caracterizar e avaliar nanoemulsdes
de gelificacdo in situ contendo uma associacdo de BET e 0 MOX para aplicacéo tépica ocular
como alternativa para o tratamento pds-operatorio de cirurgias intraoculares. O foco é tornar a
aplicacdo mais comoda por diminuir tanto a frequéncia de aplicacdo quanto o numero de
medicamentos utilizados, assim como reduzir absorcdo sistémica dos farmacos pelo ducto
nasolacrimal, aumentando, consequentemente, a adesdo medicamentosa e 0O SUCESSO

terapéutico.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar nanoemulsdes de geleificagdo in
situ contendo uma associacdo de BET e MOX, alem de avaliar seu efeito na penetragdo ocular
dos farmacos visando a uma alternativa terapéutica mais comoda e eficaz para o uso pés-

operatdrio de cirurgias intraoculares.
2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e validar métodos analiticos para quantificar o BET e 0 MOX extraidos da
cornea de suinos;

e Verificar a compatibilidade quimica entre 0 BET e 0 MOX e os excipientes utilizados
no preparo das nanoemulsoes;

e Obter nanoemuls6es do tipo 6leo em agua (O/A) adicionadas de P407 para geleificacdo
in situ;

e Incorporar o BET e o MOX aos sistemas nanoemulsionados desenvolvidos e
caracterizd-los quanto ao tamanho de goticula, indice de polidispersividade (PDI),
potencial zeta, pH e osmolaridade.

e Verificar o comportamento reoldgico dos nanossistemas desenvolvidos;

e Avaliar a estabilidade das nanoemulsdes desenvolvidas por um periodo de 90 dias;

e Determinar in vitro o perfil de liberacdo dos farmacos a partir das nanoemulsdes;

e Avaliar ex vivo a penetracdo ocular dos farmacos a partir das nanoemulsdes levando-se

em consideracdo o fluxo lacrimal existente em condicgdes fisioldgicas.



3 REVISAODALITERATURA

3.1 Segmento anterior e posterior do olho

O olho € um 6rgdo sensivel protegido por sua anatomia complexa, contendo um epitélio
impermeavel, secrecdo lacrimal e vias de drenagem capazes de eliminar objetos estranhos
(AGRAHARI et al., 2016). E composto por trés camadas: (i) tecido conjuntivo, constituido pela
cornea e pela esclera; (ii) tecido vascular compreendido pela coroide, pelos corpos ciliares e
pela iris e (iii) tecido neural formado pela retina e pelo nervo éptico (AGRAHARI et al., 2016).

Anatomicamente, o globo ocular € dividido em segmento anterior e posterior, sendo que
medicamentos administrados topicamente sdo capazes de atingir concentracdes terapéuticas
apenas no segmento anterior do olho (SANCHEZ-LOPEZ et al., 2016). Nesse segmento
encontram-se o corpo ciliar, a iris, 0 humor aquoso, a conjuntiva, a cérnea e o cristalino,
enquanto o segmento posterior do olho é formado pela esclera, coroide, retina, nervo oOptico,
maécula latea e humor vitreo (Figura 1) (IMPERIALE; ACOSTA; SOSNIK, 2018).

|

ESCLERA
«——— COROIDE
«——— RETINA

IRIS

/
CORPO CILIAR \/
\

HUMOR AQUOSO —

CONJUNTIVA =~ [
CORNEA ~ NERVO OPTICO
CRISTALINO
MACULA LUTEA
HUMOR VITREO
SEGMENTO ANTERIOR SEGMENTO POSTERIOR

Figura 1. Estrutura anatdmica do segmento anterior e posterior do olho (adaptado de IMPERIALE;
ACOSTA,; SOSNIK, 2018).

O corpo ciliar esta localizado na ponta periférica do copo 6ptico, apresenta as funcdes
de secretar humor aquoso, glicoproteinas, enzimas antioxidantes e neuropeptideos, e de
controlar a acomodag&o do cristalino por meio de contragdes musculares, no foco a distancia
(MIESFELD; BROWN, 2019).



Conectada ao corpo ciliar pela raiz, esta a iris, com as fungdes de regular a quantidade
de luz que passa atraves do cristalino para a retina, de auxiliar a focar o cristalino em objetos
préximos e de auxiliar a regulacdo da pressdo intraocular através da circulacdo do humor aquoso
(MIESFELD; BROWN, 2019).

O humor aquoso, produzido pelo corpo ciliar, preenche a cdAmara posterior (espago atras
da iris e na frente do cristalino) e a cdAmara anterior (espacos entre a cornea e a iris). Dentre suas
varias finalidades estdo: o fornecimento de biomoléculas essenciais (eletrélitos,
micromoléculas, cofatores de glicose e vitaminas) aos tecidos intraoculares, a remog¢do dos
restos metabolicos celulares e a manutencdo da pressdo intraocular (HUANG; FRANCIS;
WEINREB, 2018).

A conjuntiva é uma membrana mucosa que cobre a esclera anterior do olho e a superficie
posterior das palpebras. Possui células caliciformes que produzem a camada de mucina do filme
lacrimal que estd em contato direto com o epitélio da cornea (KELS; GRZYBOWSKI,
GRANT-KELS, 2015).

Localizada na camada externa do globo ocular, atuando como uma barreira estrutural
capaz de proteger as estruturas internas do olho contra infeccGes, e como a primeira superficie
refrativa para focalizar a luz na retina, esta um conjunto de tecidos transparentes avasculares
chamado a cdrnea (Figura 2) (SRIDHAR, 2018). Essa estrutura consiste em cinco camadas:
trés tecidos (epitélio, estroma, endotélio) e duas interfaces (membrana de Bowman e membrana
de Descemet) (DELMONTE; KIM, 2011).
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Figura 2. Camadas da cornea: epitélio, membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet e
endotélio (adaptado de DESTRUEL et al., 2017).



A superficie da cornea é protegida pelo filme lacrimal, uma camada trilaminar que
consiste em uma camada lipidica anterior, uma fase aquosa média e uma camada posterior de
mucina (KELS; GRZYBOWSKI; GRANT-KELS, 2015). Fazendo interface com o filme
lacrimal esta a superficie epitelial da cdrnea, camada essencial para o poder de refragéo do olho.
Essa é a primeira barreira contra 0 ambiente externo, importante para prevencao da entrada de
patdgenos. E uma camada escamosa estratificada e nio queratinizada, caracterizada por
extrema uniformidade e alta capacidade de regeneracdo (DELMONTE; KIM, 2011;
EGHRARI; RIAZUDDIN; GOTTSCH, 2015).

A membrana de Bowman esta localizada logo apds o epitélio e acima do estroma. Nao
é uma membrana verdadeira, mas sim um condensado acelular formado por fibras de colageno.
Essa camada tem aproximadamente 15 mm de espessura e ajuda a cornea a manter sua forma.
Quando rompida, ndo se regenera, podendo formar uma cicatriz (DELMONTE; KIM, 2011;
EGHRARI; RIAZUDDIN; GOTTSCH, 2015).

O estroma da cornea fornece a maior parte da sua estrutura, compreendendo
aproximadamente 80% a 90% de sua espessura. E uma camada organizada em fibrilas de
coladgeno, empacotadas em lamelas paralelas, e em uma matriz extracelular composta de agua,
sais inorganicos, proteoglicanos e glicoproteinas, produzida pela célula majoritaria do estroma,
0S queratdcitos. Essa camada avascular permite a transparéncia da cornea, facilitando a
passagem da luz através das fibrilas de colageno, sem que haja dispersdo. Alteracdes no padrao
dessas lamelas perturbam a transparéncia e resultam em perda de visdo (DELMONTE; KIM,
2011; EGHRARI; RIAZUDDIN; GOTTSCH, 2015).

A membrana Descemet € a membrana basal do endotélio da cdrnea. Formada por fibrilas
de colageno, mede aproximadamente 3 um de espessura em criangas, atingindo gradualmente
a espessura de até 10 pum em adultos. Como membrana basal do endotélio da coérnea, a
membrana de Descemet auxilia ha manutencéo da desidratacdo corneal (DELMONTE; KIM,
2011; EGHRARI; RIAZUDDIN; GOTTSCH, 2015).

A tltima camada da cornea ¢ a endotelial, uma estrutura de camada unica, com 5 um de
espessura, que apresenta células hexagonais metabolicamente ativas. Esse ambiente € mantido
relativamente desidratado, através de uma bomba de sddio e potassio endotelial, que regula o
teor de agua e de juncdes estreitas entre as células endoteliais. A deturgescéncia garante a
transparéncia da cdrnea, maximizando a fidelidade da luz que atravessa a crnea. Ao contrario
do epitélio, as células endoteliais ndo demonstram mitose in vivo e, quando ha dano celular,
ocorre uma migracdo de células para substitui-las (DELMONTE; KIM, 2011; EGHRARI;
RIAZUDDIN; GOTTSCH, 2015).



Por fim, ap0s a cornea, fica localizado o cristalino, uma lente transparente que funciona
como a segunda superficie refrativa no olho. Essa lente realiza um processo chamado
acomodacdo, em que muda de forma para focalizar a luz na retina e, assim, conseguir visualizar
objetos em diferentes profundidades com nitidez. Estruturalmente, o cristalino é composto pela
capsula, pelo epitélio e pelas fibras. A cépsula é a camada mais externa que o envolve
completamente. Essa membrana basal transparente participa da sua acomodacdo e o protege
contra agentes patogénicos externos. A camada epitelial regula a pressdo osmotica do cristalino,
através de bombas de sodio e potéssio. Além disso, é composta por células progenitoras que se
dividem lentamente e de forma continua ao longo da vida e, posteriormente, se diferenciam em
fibras do cristalino. As fibras do cristalino diferenciadas produzem grandes quantidades de
proteinas estruturais e, eventualmente, perdem seu nucleo e organelas para facilitar a
transparéncia do tecido (MIESFELD; BROWN, 2019).

No segmento posterior esta a esclera, composta por um tecido branco, fibroso e
hidratado, que reveste todo o olho; essa estrutura € coberta por uma fina camada vascular,
chamada episclera. Logo abaixo esté a coroide, constituida por um tecido fibroso e altamente
vascularizado. A parte mais interna do olho é formada pela retina, regido vascular e inervada,
responsavel por converter os estimulos luminosos em sinal elétrico que sera transmitido para o
cérebro através do nervo éptico. Na retina, ha uma regido chamada macula lGtea, com
concentracdo relativamente alta de cones, sendo que essa regido permite a formacao da imagem
com maior nitidez. Por ultimo, entre o cristalino e a retina, esta o humor vitreo, uma estrutura
semissolida que ajuda a manter a estrutura da retina, e consiste em 99% de agua, colageno
residual e acido hialurdnico (NAYAK; MISRA, 2018).

3.2 Cirurgias intraoculares

Um 6rgédo tdo complexo como o olho pode ser acometido por diferentes doencas, dentre
as quais muitas necessitam de corre¢do cirargica, como catarata, erros refrativos, ceratocone,
descolamento de retina, entre outros. Varios procedimentos cirurgicos oftalmicos tém passado

por melhorias tecnoldgicas para a correcdo dessas doencas.



3.2.1 Cirurgia de catarata

A catarata € uma doenca ocular caracterizada pela perda da transparéncia do cristalino
devido a sua opacificagdo, que leva a um déficit progressivo da capacidade visual (LIU et al.,
2017). Essa doenca € a causa de 40 a 60% dos casos de cegueira no mundo, e 0 seu aparecimento
esta relacionado a idade (CETINEL; MONTEMAGNO, 2015). A Unica forma disponivel para
0 tratamento da catarata é através da remocdo cirlrgica da lente opaca, o cristalino, e sua
substituicdo por uma lente artificial (CETINEL; MONTEMAGNO, 2015).

Existem diferentes abordagens cirdrgicas para remocdo do cristalino opaco, dentre elas:
extracdo extracapsular da catarata (ECCE), facoemulsificagdo e cirurgia de catarata assistida
por laser de femtosegundo (FLACS) com implante de lente intraocular. Quando comparada as
outras técnicas, a ECCE apresenta desvantagens significativas, como maiores danos aos tecidos
devido a sua grande incisdo, maior tempo de operacéo e pior acuidade visual, por isso tem se
tornando menos utilizada (LI; JIE, 2019). Atualmente, a facoemulsificagdo é amplamente
empregada, sua técnica consiste em fazer uma microincisdo na cornea, emulsificar ou
microfagmentar o cristalino, atraves de um aparelho com ultrassom, e aspira-lo para fora do
olho (LI; JIE, 2019). AFLACS, por sua vez, demonstrou ter algumas vantagens em comparacao
com a cirurgia convencional de catarata, especialmente para a implantacéo de alguns dos novos
tipos de lentes artificiais (LI; JIE, 2019). Sua técnica permite automatizar muitas etapas da
cirurgia, incluindo a incisdo na cornea, capsulotomia e fragmentacdo da lente (DAY et al.,
2018).

3.2.2 Cirurgias refrativas

A cirurgia refrativa € um método para corrigir ou melhorar o erro refrativo, como
miopia, hipermetropia, astigmatismo ou presbiopia (YESILIRMAK; DAVIS; YOO, 2016).
Resumidamente, a miopia ocorre quando objetos distantes ndo sdo vistos em foco, uma vez que
o foco se forma na frente da retina, fazendo como que a imagem fique borrada na fovea. O
contrario ocorre na hipermetropia, em que ha dificuldade de focar objetos proximos, neste caso
a imagem se foca atras da retina. Ja o astigmatismo ocorre devido a diferenca do poder de
refracdo em diferentes meridianos (direcdes), o que resulta em uma imagem distorcida. E a
presbiopia, por sua vez, ocorre quando hd uma progressiva diminui¢cdo na capacidade de
focalizar objetos proximos, devido a perda de elasticidade do cristalino e & alteragGes estruturais

na area das fibras do cristalino e do masculo ciliar (SCHIEFER et al., 2016).
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Existem diversos procedimentos cirdrgicos, que evoluem continuamente, para corre¢ao
desses erros refrativos. Amplamente, os procedimentos se caracterizam em corneano ou
intraocular. Os procedimentos corneanos incluem técnicas como: incisional, ablacéo a laser ou
ceratomileuse assistida por excimer laser in situ (LASIK). Essas técnicas envolvem processos
como aplicacdo de laser na superficie ocular, disseccéo do estroma da cornea, extragdo de tecido
através de pequena incisdo na cérnea (DEL BARRIO et al., 2017; GANESH; BRAR; ARRA,
2017; TITIYAL et al., 2018), remocéao do epitélio da cornea, e ablacdo a laser da camada de
Bowman e do estroma da cornea (KIM et al., 2019; KURYAN; CHEEMA; CHUCK, 2017;
YESILIRMAK; DAVIS; YOO, 2016). Ja os procedimentos de refracdo intraocular incluem
implantagdo de lente intraocular facica ou troca de lente refrativa (YESILIRMAK; DAVIS;
YOO, 2016). Nesses procedimentos é realizada a implantagdo de uma lente intraocular, que
dependendo da técnica pode ocorrer sem ou com remocao do cristalino (KIM et al., 2019).

Cada técnica apresenta vantagens e desvantagens e, assim, cada paciente deve ser
avaliado individualmente no pré-operatorio para que seja selecionada a que melhor o
corresponda (YESILIRMAK; DAVIS; YOO, 2016).

3.2.3 Cirurgia de ceratocone

O ceratocone é um distarbio corneano bilateral ndo-inflamatorio, no qual o afinamento
do estroma torna o formato da cdrnea conico, resultando em astigmatismo e miopia (PARK;
TSENG; LEE, 2019; RABINOWITZ, 1998).

As opcdes disponiveis para o tratamento do ceratocone incluem lentes de contato,
crosslinking (CXL), implante de anel corneano intraestromal (ICRS) e ceratoplastia anterior
lamelar ou penetrante (PKP) (PARK; TSENG; LEE, 2019). O CXL é um tratamento cirargico
que visa a enrijecer a cdrnea usando uma combinacao de luz ultravioleta-A e um cromdforo
(vitamina B2, riboflavina) (SAAD et al., 2020). O ICRS, por sua vez, é um implante de uma
protese de acrilico que altera a curvatura da cornea, achatando a parte central e engrossando a
periferia dessa estrutura ocular (PARK; TSENG; LEE, 2019). Contudo, em casos de ceratocone
avancado, o paciente precisa realizar o transplante de cdrnea, cuja técnica cirargica é conhecida
como PKP (ZIAEI et al., 2020).

3.2.4 Cirurgia de glaucoma

O glaucoma € caracterizado pelo aumento da pressdo intraocular, resultante de uma

neuropatia optica ocasionada pela degeneracéo progressiva das células ganglionares da retina
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(WEINREB; AUNG; MEDEIROS, 2014). Os principais objetivos do tratamento do glaucoma
sdo retardar a progressdo da doenca e preservar a qualidade de vida. O Unico método
comprovado para o tratamento da doenga é feito pela reducdo da pressao intraocular, de forma
que a pressdo desejada deve ser adquirida com o minimo de medicamentos e 0 minimo de
efeitos adversos. Quando o tratamento medicamentoso ndo atinge a reducdo adequada da
pressao intraocular com efeitos adversos aceitaveis, as cirurgias a laser ou incisionais séo
indicadas (WEINREB; AUNG; MEDEIROS, 2014).

A trabeculoplastia a laser reduz a pressdo intraocular induzindo altera¢@es biologicas na
malha trabecular, resultando em aumento do fluxo aquoso. O procedimento cirargico incisional
mais comumente realizado para diminuir a pressao intraocular é a trabeculectomia, consiste na
excisdo de uma pequena porcdo da rede trabecular e tecido adjacente, com o objetivo de
fornecer uma rota de drenagem do humor aquoso de dentro do olho para a conjuntiva, onde é
absorvido (WEINREB; AUNG; MEDEIRQOS, 2014).

3.2.5 Vitrectomia

A Vitrectomia Pars Plana é uma técnica cirurgica dominante usada para cirurgia ocular
do segmento posterior, que pode ser considerada para uma variedade de cenarios clinicos, pois
permite ao cirurgido acessar o humor vitreo e a retina (KOPECKY; NEMCANSKY, 2019;
OMARI; MAHMOUD, 2019). Dentre as patologias que apresentam essa indicagéo cirurgica
estdo: opacificacdo do humor vitreo; deslocamento da retina; remocdo de hemorragia
submacular ou inflamacéo intraocular (OMARI; MAHMOUD, 2019).

3.2.6 Retinopexia

O descolamento de retina ocorre quando ha sua separacdo do epitélio subjacente,
alterando o funcionamento normal da retina, o que pode ocasionar uma perda profunda de visao
no olho afetado. Dentre as opg¢des cirdrgicas, esta a retinopexia, cuja técnica resumidamente é
a aplicacdo de uma injecdo de gas na cavidade vitrea para fechamento de rupturas da retina,
seguida da remoc¢do do liquido sub-retiniano, e aplicacdo de laser nas rupturas da retina
(HILLIER et al., 2019; STEEL, 2014).

O Quadro 1 resume as cirurgias comuns dos segmentos anterior e posterior do olho,

trazendo uma breve descricdo de cada doenga e apresentando 0s principios cirirgicos.
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Quadro 1. Cirurgias comuns do segmento anterior e posterior do olho, descri¢do da doenca e principio

cirargico.
Cirurgia Descricdo da doenga Principio cirdrgico
Cirurgia de Perda da transparéncia do cristalino devido a sua | Microfragmentacdo e remogdo do
Catarata opacificacdo (LIU et al., 2017) cristalino opaco (LI; JIE, 2019)
o Método para corrigir ou melhorar o erro refrativo, N )
Cirurgia o ) ) ) ) Alteracdo da curvatura da cornea (KIM et
) como miopia, hipermetropia, astigmatismo ou
refrativa o al., 2019)
presbiopia (YESILIRMAK; DAVIS; YOO, 2016)
Condicdo na qual a cérnea assume uma forma . y ]
o L ) . Regularizar a deformacdo da cdrnea pela
Cirurgia de cbnica como resultado do afinamento ndo- | 3 o ]
] . implantacdo de anéis intraestromais
Ceratocone inflamatério do seu estroma (RABINOWITZ,
(PARK; TSENG; LEE, 2019)
1998)
Neuropatia Optica caracterizada pela degeneracdo L ]
] ) . . Aplicacdo de laser para realizar drenagem
o progressiva das células ganglionares da retina, - L
Cirurgia de o do humor aquoso e permitir a diminuicéo
esse dano ao nervo Optico leva a um aumento da L
Glaucoma y ] da pressdo intraocular (WEINREB,;
pressdo intraocular (WEINREB; AUNG;
AUNG; MEDEIRQOS, 2014)
MEDEIRQOS, 2014)
Opacificacdo do humor vitreo; deslocamento da
Vitrectomi retina; remocdo de hemorragia submacular ou | Remocdo do humor vitreo (OMARI;
itrectomia
inflamacgdo intraocular (OMARI; MAHMOUD, | MAHMOUD, 2019)
2019)
Injecdo de gas na cavidade vitrea para
fechamento de rupturas da retina,
Retinopexia | Descolamento de retina (STEEL, 2014) remogdo do liquido sub-retiniano,

aplicacdo de laser nas rupturas da retina
(STEEL, 2014)

Apesar de toda tecnologia, cirurgias oculares sdo um processo invasivo que envolvem a

manipulacdo e incisdo do tecido ocular, em que o processo de regeneracdo do epitélio e a

cicatrizacdo da superficie ocular levam algum tempo, periodo durante o qual os pacientes
podem sentir dor e flutuacGes visuais (JONES; NEVILLE, 2013; KIM et al., 2019; KURYAN;
CHEEMA; CHUCK, 2017; NAGPAL et al, 2014). Semelhante a maioria dos outros

procedimentos cirdrgicos, os procedimentos cirdrgicos oftdlmicos apresentam uma reacéo
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fisiolégica comum de inflamag&o e de infeccdo no periodo pds-operatdrio imediato. Portanto,
0s agentes terapéuticos oftalmicos corticoide e antibiotico sdo essenciais para 0 manejo pés-
operatorio em cirurgias oculares (MOHAMMADI et al., 2018).

3.3 Aplicacdo tdpica ocular de colirios utilizados no tratamento pos-operatério de

cirurgias intraoculares

O uso de antibidticos e corticoides é uma medida preventiva comum no pos-operatorio
de cirurgias intraoculares. O antibidtico controla a proliferacdo de bactérias potencialmente
patogénicas, além de ser usado profilaticamente para reduzir a flora bacteriana na conjuntiva
lesada, diminuindo o risco de contaminacdo intraocular. Enquanto isso, o uso de corticoide
suprime a dor e a inflamacéo ocular pds-operatdria, uma vez que o trauma cirurgico resulta em
sinais e sintomas classicos da inflamagdo, como reacdo da camara anterior, vermelhidao, dor,
inchaco, fotofobia, lacrimejamento, diminuicdo da acuidade visual e prurido (HARIPRIYA,
2017; LYSENG-WILLIAMSON, 2013; SHOKOOHI-RAD et al., 2018).

Com o intuito de acelerar a recuperacdo e prevenir as complicacdes pos-cirurgicas,
portanto, os pacientes devem utilizar colirios, sendo um antibiotico, um corticosteroide e/ou um
anti-inflamatério n3o esteroidal (AVILA; MUCCIOLI; HOFLING-LIMA, 2008;
THOMPSON; LAKHANI, 2015). A aplicacdo topica de solucdes oftalmicas de antibidticos e
corticoesteroides é segura e eficaz (GOMES et al., 2017). Os antibidticos topicos sao
frequentemente aplicados, por um periodo de 1 a 2 semanas no pds-operatorio até a incisdo
cicatrizar completamente (HARIPRIYA, 2017) e os corticoides, também usados com
frequéncia, sao aplicados por um periodo de até 4 meses (MOHAMMADI et al., 2018).

O MOX (Figura 3) é uma fluoroquinolona de quarta geracéo, cuja acdo antibiotica
provém da inibicdo da topoisomerase Il — acido desoxirribonucleico (DNA) girase e
topoisomerase V. A primeira € uma enzima que atua na replicacdo, transcricao e reparacao do
DNA da bactéria, enquanto a segunda atua na divisao do DNA cromossémico durante a divisdo
bacteriana. E utilizado para reduzir os riscos de endoftalmite pos-operatdria, uma complicacio
que pode levar a perda de visdao (HARIPRIYA, 2017; RAM et al., 2001; SHOSS; TSAI, 2013).
Esse farmaco se tornou o antibidtico de escolha para muitos cirurgifes oftalmoldgicos, devido
as suas propriedades altamente bactericidas e amplo espectro de a¢do contra organismos gram-
positivos e gram-negativos (DA CUNHA et al., 2013; GOMES et al., 2017).
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Figura 3. Formula estrutural do cloridrato de moxifloxacino (MOX - massa molecular: 437.9 g/mol e
log P: -0,280).

O BET (Figura 4), por sua vez, ¢ um corticosteroide de duragdo prolongada, que tem
sido amplamente utilizado como anti-inflamatorio ou imunossupressor calmante para uso
topico e sistémico (HANNA; GHORAB; GAD, 2019; TUNG; VU; NGUYEN, 2019). O BET,
assim como todos os corticosteroides é eficaz na diminuicdo da inflamacgédo ocular devido a sua
capacidade de inibir a transcricdo nuclear de proteinas inflamatdrias e interromper a cascata da
inflamacéo atraves da inibicdo da producdo de fosfolipase A2. A fosfolipase A2 produz acido
araquidoénico a partir de fosfolipidios presentes na membrana celular, sendo que esse acido é o
principal precursor de mediadores inflamatorios, como prostaglandinas e leucotrienos (DA
CUNHA et al., 2013; KALAM, 2016). A inflamacéo ocular p6s-operatdria € uma resposta local
que comeca imediatamente apds o trauma cirdrgico; por isso, corticosteroides tém sido
utilizados sistemicamente e topicamente para reduzir a resposta inflamatdria ocular apds varios
tipos de cirurgias oftalmologicas (NAGPAL et al., 2014).

Figura 4. Formula estrutural do dipropionato de betametasona (BET - massa molecular: 504,6 g/mol e
log P: 3,97).
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A terapia combinada topica do agente antibacteriano e do agente anti-inflamatério pode
beneficiar pacientes que se submeteram a cirurgias oculares (GOMES et al., 2017). Assim,
esses pacientes poderiam reduzir o numero total de gotas administradas no dia e nimero de
frascos com os quais iria lidar. I1sso poderd resultar numa melhor adesdo ao tratamento e,
portanto, em uma melhor eficacia terapéutica (GOMES et al., 2017; SINHA et al., 2019), além
de limitar os efeitos colaterais quando comparados com a administracdo sistémica dos farmacos
(IMPERIALE; ACOSTA,; SOSNIK, 2018).

O tratamento topico combinado de esteroides e de antibiéticos é amplamente utilizado
para controlar a inflamacéo e infeccdo apds procedimentos cirdrgicos do segmento anterior do
olho (GOMES et al., 2017). Contudo, a anatomia complexa e as barreiras fisiologicas do olho
dificultam a entrada e a liberacdo de farmacos aplicados topicamente nesse sitio de a¢éo. O olho
apresenta diversos mecanismos de defesa contra agentes externos que reduzem o tempo de
permanéncia do medicamento no olho (MAHOR et al., 2016), fazendo com que sejam

necessarias repetidas aplicagdes.

3.4 Barreiras da permeacao ocular ap6s administracao topica

Existem varias barreiras fisioldégicas e anatdmicas que restringem a permeacao de
farmacos aplicados topicamente até o segmento anterior do olho (Figura 5). Essas barreiras
podem ser dinamicas (lacrimejamento, drenagem nasolacrimal, fluxo sanguineo conjuntival,
fluxo linfatico), metabdlicas e estaticas (epitélio da cornea e estroma da cérnea) (AGRAHARI
et al., 2016; GOTE et al., 2019; SANCHEZ-LOPEZ et al., 2016).
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Figura 5. Barreiras enfrentadas pelo farmaco ap6s administracdo topica ocular (Adaptado de
JANAGAM; WU; LOWE, 2017).

As lagrimas mantém a conjuntiva e a cornea Umidas e saudaveis, por isso sdo produzidas
continuamente pelas glandulas lacrimais e através do reflexo de piscar sdo distribuidas na
superficie dos olhos, para posteriormente serem drenadas para o nariz. Além disso, formam o
filme lacrimal, um fluido aquoso tamponado (pH 7,4), contendo eletrolitos, lipidios e proteinas
(lisozima, albumina ou glicoproteinas, como a mucina) (KELS; GRZYBOWSKI; GRANT-
KELS, 2015; SANCHEZ-LOPEZ et al., 2016). Ap6s a administracdo ocular de medicamentos,
o farmaco é acumulado no saco conjuntival e misturado com a lagrima. Ele pode se ligar a
proteinas ou ser parcialmente hidrolisado por enzimas do filme lacrimal, reduzindo a
biodisponibilidade ocular. Ainda, devido a producdo permanente e a rotatividade das lagrimas,
0 tempo de contato do farmaco com os tecidos da superficie ocular é relativamente curto, de
aproximadamente 2 minutos, fazendo com que em formas convencionais de medicamentos 0s
farmacos sejam rapidamente eliminados pelo ducto nasolacrimal e absorvidos pela circulacédo
sistémica (AGRAHARI et al., 2016; SANCHEZ-LOPEZ et al., 2016).

Existem diversos fatores que influenciam a taxa de drenagem de farmacos para o ducto
nasolacrimal, entre eles (AGRAHARI et al., 2016):



17

e Volume instilado: quanto maior o volume instilado, maior sera a taxa de drenagem
da solugéo do saco conjuntival;

e Viscosidade: o aumento da viscosidade de uma dose instilada pode prolongar o
tempo de permanéncia da solugdo no saco conjuntival;

e pH: O pH fisiolégico do liquido lacrimal é 7,4. Quando uma solucdo &cida ou
alcalina € instilada, ocorre uma secrecdo excessiva de lagrimas e perda de farmaco.
As preparacOes oftalmicas sdo geralmente ajustadas ao pH na faixa de 6,6 a 7,8;

e Tipo de farmaco: o farmaco pode alterar o processo fisiol6gico ocular normal, como
inibir a producao lacrimal;

e Tonicidade: A formulacdo oftalmica para administracdo topica deve ser isotbnica
com lagrima, pois pode ocorrer, por exemplo, a imediata diluicdo de formulacbes
hipertonicas pelas lagrimas.

Assim, apos a instilagdo, aproximadamente 80 a 90% do volume instilado é drenado
para o ducto nasolacrimal e atinge a via sistémica. Essa drenagem é um mecanismo de protecao
natural que permite sempre manter o volume de liquido pré-corneano em torno de 7 a 10 puL
(AGRAHARI et al., 2016; BACHU et al., 2018).

Uma outra via de perda de farmacos pela absorcao sistémica ocorre na conjuntiva do
olho, que apresenta um estroma com barreiras dinamicas como as circula¢cdes sanguinea e
linfatica, constituindo um obstaculo a entrada de farmacos. Ainda, as jungdes estreitas das
células epiteliais externas impedem a permeacdo paracelular de farmacos. Os farmacos que
conseguem permear mais facilmente essa barreira s@o hidrofilicos e apresentam baixo peso
molecular (SANCHEZ-LOPEZ et al., 2016). Além disso, a conjuntiva expressa proteina de
efluxo, como a P-glicoproteina 1, que promove o efluxo de farmacos do citoplasma celular
(BACHU et al., 2018).

A clrnea € a maior barreira anatdmica estatica que impede o transporte de farmacos
para o olho. O epitélio da cdrnea controla seletivamente a penetracdo dos farmacos - seu carater
lipofilico contribui como barreira para 90% dos farmacos hidrofilicos e para 10% dos farmacos
lipofilicos. O transporte dos farmacos pode ocorrer pela via paracelular e transcelular. A via
paracelular é a via predominante para farmacos hidrofilicos ou de baixo peso molecular,
enquanto a via transcelular, para farmacos lipofilicos. Apds o epitélio lipofilico existe o estroma
com carater hidrofilico resultante da presenca de fibras colagenas, evitando a difusdo de agentes
altamente lipofilicos. Por ultimo, o endotélio da cdrnea é mais uma camada lipofilica, que

consiste em uma monocamada de células que expressam bombas de fluido de membrana que
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movem ativamente o fluido do estroma de volta para a cdmara anterior do olho, mantendo uma
barreira eficaz entre o estroma e 0 humor aquoso (SANCHEZ-LOPEZ et al., 2016). A cornea
atua como um reservatério do farmaco, liberando-o lentamente no humor aquoso, onde 0s
niveis diminuem gradualmente. Em seguida, o farmaco é distribuido do humor aquoso para 0s
tecidos intraoculares e € eliminado principalmente por meio da renovacdo do humor aquoso e
do fluxo sanguineo (SANCHEZ-LOPEZ et al., 2016).

Os farmacos que conseguem permear a cornea enfrentam ainda a barreira hemato-
aquosa, composta pelas camadas celulares da iris e dos corpos ciliares. Essa barreira controla a
travessia de solutos entre a cdmara anterior (situada entre a cérnea e a iris) e posterior (situada
entre a iris e o cristalino). As paredes da camara anterior, diferentemente da cAmara posterior,
sdo altamente permeaveis e permitem a livre troca de macromoléculas entre o humor aquoso e
0s espacos do tecido conjuntivo da iris e cornea (SANCHEZ-LOPEZ et al., 2016). A
permeabilidade dos medicamentos atraves dessa barreira é determinada pela pressdo osmotica
e pelas caracteristicas fisico-quimicas das moléculas do farmaco (GOTE et al., 2019).

Portanto, em consequéncia da baixa biodisponibilidade ocular, que advém da estrutura
e das propriedades biofisioldgicas da cornea, alem dos limites de volume do farmaco que pode
ser acomodado no olho, os medicamentos instilados topicamente necessitam de uma aplicacéo
frequente e de quantidades concentradas do principio ativo, o que pode resultar em dano da
cdrnea e em reacOes adversas causadas pela absorcédo sistémica dos medicamentos pelo ducto
nasolacrimal (AWWAD et al, 2017; PAULSAMY et al., 2018). Ainda, essa baixa
biodisponibilidade restringe o uso de administracdo topica para tratar distdrbios da camara
anterior do olho, enquanto outras vias de administracdo sdo necessarias para atingir o segmento
posterior (IMPERIALE; ACOSTA; SOSNIK, 2018). Todas essas caracteristicas motivam a
proposta de promocao de administracdo topica por meio de nanoemulsdes de gelificacéo in situ
contendo BET e MOX, de modo a contornar os problemas de frequéncia de aplicacdo de
medicamentos tépicos oculares em pacientes submetidos as cirurgias oculares e diminuir as

reaces adversas ocasionadas pela absorcéo sistémica do ducto nasolacrimal.

3.5 Nanoemuls@es de geleificacdo in situ

A ciéncia e tecnologia das aplicacdes de diagndstico, tratamento e prevencao de doencas
e intervencBes médicas de alto grau de especificidade utilizando as ferramentas de
nanotecnologia, € conhecida como nanomedicina. Tal ciéncia tem como objetivo compreender

melhor as bases fisiopatoldgicas das doencas de modo que se possa trabalhar em nivel
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molecular, utilizando nanoestruturas capazes de produzir terapias mais eficazes (CHANG et al.,
2015).

Devido a sua alta estabilidade e capacidade transportadora, a capacidade de
incorporacdo de substancias tanto hidrofébicas como hidrofilicas e a sua versatilidade em
relacdo as formas de administracdo, os produtos nanotecnolégicos tém se tornado uma
ferramenta importante para o desenvolvimento cientifico de sistemas de liberagdo de farmacos
(GUPTA et al., 2014).

Nanoemulsdes consistem em dois liquidos imisciveis (uma fase aquosa e uma oleosa)
nos quais um liquido é disperso como nanogoticulas no outro, sendo estabilizadas pelo uso de
concentracOes definidas de tensoativos — moléculas anfifilicas capazes de reduzir a tenséo
interfacial e prevenir a agregagdo das goticulas (ALI et al., 2017). Dependendo dos
constituintes, as nanoemulsdes podem ser denominadas bifasicas (Figura 6) — agua em 0leo
(A/O), em que a fase aquosa é dispersa na fase oleosa ou 6leo/agua (O/A), em que a fase oleosa
é dispersa na fase aquosa — ou multiplas — &gua em 6leo em agua (A/O/A) ou 6leo em agua em
0leo (O/A/O). As nanoemulsbes apresentam diametro médio de goticulas que varia entre 20 a
600 nm, o que lhes confere uma aparéncia transparente, translicida ou levemente opaca
(SINGH et al., 2017; SOOD; JAIN; GOWTHAMARAJAN, 2014; YUKUYAMA et al., 2016).

Assim como as nanoemulsdes, as microemulsdes sdo dispersdes coloidais fabricadas a
partir de tensoativo, agua e 6leo. Contudo, por serem sistemas termodinamicamente estaveis,
podem ser formadas espontaneamente, sem que qualquer energia externa seja fornecida. Em
contraste, as nanoemulsdes sempre requerem a aplicagdo de alguma energia externa para
converter 0s componentes separados em uma dispersdo coloidal, por serem sistemas
termodinamicamente instaveis. A forma como a energia externa é aplicada para formar uma
nanoemulsdo varia amplamente, dependendo do método de preparacdo utilizado
(MCCLEMENTS, 2012).

Frequentemente, é dificil distinguir entre esses dois tipos de dispersdes coloidais
simplesmente olhando para o sistema, medindo a distribuicdo de didmetro das goticulas, ou
com base nos métodos usados para fabrica-las. Por exemplo, o método de emulsificacdo
espontanea, uma dispersdo coloidal opticamente transparente é formada quando uma mistura
de surfactante e 6leo é adicionada a uma solugdo aquosa com agitacdo suave. Essas dispersdes
formadas por esta abordagem podem ser microemulsées ou nanoemulsées dependendo da razéo
surfactante para 6leo (SOR): em SOR mais alto uma microemulsdo é formada, mas em SOR
baixo uma nanoemulsdo é formada (MCCLEMENTS, 2012). Pela definicdo, o sistema

desenvolvido neste trabalho se trata de uma microemulséo, contudo considerando o diametro
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das goticulas obtido e que alguns autores ja ndo fazem essa distincdo nos trabalhos, a

formulacdo produzida serd chamada de nanoemulsdo.

Nanoemulsao A/O Nanoemulsao O/A

% 9%
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Figura 6. Nanoemulsdes bifasicas do tipo A/O e O/A, indicando a orientacdo do tensoativo na interface
agua e 0leo, em que a cabeca polar se orienta para a fase aquosa, enquanto a cauda apolar, para a fase
oleosa (Adaptado de KUMAR et al., 2019).

As nanoemulsdes podem ser preparadas por métodos de alta energia, como
homogeneizacao a alta pressdo, microfluidizacéo e ultrassonificacdo; e de baixa energia, como
inversdo de fase e emulsificacdo espontanea. Enquanto nos métodos de alta energia os aparelhos
utilizam fortes forcas disruptivas, capazes de quebrar goticulas grandes em goticulas de
tamanho nano; os métodos de baixa energia usam a energia quimica interna dos sistemas e
requerem apenas agitacdo suave para a producdo das nanoemulsdes, 0 que 0s tornam mais
eficientes em termos energéticos (KUMAR et al., 2019).

Na homogeneizacdo a alta pressdo ha uma turbuléncia intensa e em fluxo de
cisalhamento que mistura a fase oleosa e a fase aquosa sob alta pressao. A turbuléncia severa
leva formacdo de pequenas goticulas, formando nanoemulsées de tamanho inferior & 100 nm
(RAI et al., 2018). J& na técnica de microfluidizagdo, a emulsificacdo ocorre através da colisdo

de correntes de dois fluidos imisciveis que se deslocam em um microcanal sob alta presséo, e a
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nanoemulsdo é submetida a varias passagens pelo aparelho para garantir uma uniformidade de
tamanho (RAI et al., 2018).

Comparado a esses métodos de alta energia, o ultrassom (Figura 7) é 0 que requer menos
gasto energético. Esse método depende de ondas sonoras. O sonicador de ponta é um
equipamento que contém um cristal de quartzo piezoelétrico que gera uma intensa forca
disruptiva em sua ponta. As ondas ultrassdnicas produzem bolhas de cavitagcdo que crescem
continuamente até implodirem. Essa implosdo gera o colapso das bolhas, que sdo causados
pelas flutuagdes de pressdo da onda ultrassdnica, reduzindo o seu tamanho. Esse método pode
ser usado para formar nanoemulsdo ou reduzir o tamanho de uma emulsdo pré-formada. Uma
forma de reduzir o tamanho das goticulas é aumentando o tempo de sonicacao e da poténcia
(SINGH et al., 2017). O processo consiste no preparo de uma emulsdo que € submetida ao
ultrassom de ponta em diferentes amplitudes por curtos ciclos de tempo até que as propriedades

desejadas da nanoemulsdo sejam obtidas (SINGH et al., 2017).

Ultrassonicador de ponta

1-_..C, Implosdo de bolhas de cavitacdo cria jate do liquido circundante
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‘)‘] ’ c ‘} A sonda piezoelétrica fornece energia sonora, que gera um
—~— — crescimento instavel de bolhas de cavitacdo até que essas
implodam e causem redugio do tamanho das goticulas

Figura 7. Mecanismo de funcionamento do ultrassom de ponta para producédo de nanoemulsdes pela

geracao de alta energia sonora (Adaptado de SINGH et al., 2017).

Em relacdo as técnicas de baixa energia, no método de inversao de fase a formacao de
nanoemulsGes pode ocorrer por inversao de fase transicional (IFT) e por inversdo de fase
catastrofica (IFC). Na IFT as nanoemulsdes se formam explorando alteragdes na solubilidade
de tensoativos em resposta a flutuacdo da temperatura ou da composicao da formulacdo. Dessa

forma, subdivide-se em dois tipos: temperatura de inversdo de fase e inversdo da composicao
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de fase. Na temperatura de inversdo de fase, a solubilidade do tensoativo é invertida pela
mudanca de temperatura, permitindo a producéo da nanoemulséo; na inversdo de composi¢édo
de fase, ao invés de alterar a temperatura, altera-se a composicao da formulacdo (KUMAR et
al., 2019; SINGH et al., 2017). A IFC, por sua vez, ocorre quando a fase dispersa € adicionada
continuamente até que se formem fases estruturais lamelares. A catastrofe significa uma
mudanca repentina no comportamento de um sistema, devido a mudancas nas condigdes.
Diferente da IFT, na IFC n&o ocorre alteracdo na solubilidade do tensoativo (KUMAR et al.,
2019).

Pelo método de emulsificacdo espontanea (Figura 8), as moléculas de tensoativo se
difundem rapidamente da fase dispersa para a fase continua, causando turbuléncia e criando
goticulas de emulsédo de tamanho nano (KUMAR et al., 2019). O procedimento envolve o
preparo de duas fases: uma aquosa contendo um tensoativo hidrofilico e outra oleosa, contendo
tensoativo lipofilico. A fase oleosa é adicionada gota a gota a fase aquosa sob agitagéo, da
mesma forma, a fase aquosa pode ser adicionada a oleosa, para formar emulsées em nanoescala
(SINGH et al., 2017).
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Figura 8. Representacdo esquematica do método de emulsificacdo espontanea (Adaptado de RAI et al.,
2018).

Entre as grandes vantagens desses sistemas nanoemulsionados para a administracdo de
farmaco esta a versatilidade de vias de administracdo, como tdpica, oral, intravenosa, nasal e
ocular (SINGH et al., 2017). Por proporcionarem boa permeabilizacdo de membranas, entrega
direcionada de farmacos, facilidade de esterilizacdo e capacidade de acomodar farmacos
hidrofilicos e lipofilicos, elas sdo muito promissoras no campo de farmacos oftalmologicos.
Dessa forma, sdo capazes de promover uma acgdo terapéutica mais rapida com uma dose menor
de farmaco aplicado, resultando em menos efeitos adversos oculares e sistémicos (AMMAR et
al., 2010; KAUR; KAKKAR, 2014). Contudo, por ser liquido, esse sistema ndo € o mais
adequado para a liberagdo ocular prolongada de farmacos (AL-HALAFI, 2014), ja que, assim

como os colirios convencionais, seriam drenados facilmente em um curto espago de tempo.
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Assim, uma forma de contornar essa situacao € através da adicao de um polimero de gelificacdo
in situ.

Géis in situ referem-se a solucdes poliméricas administradas como liquidos que passam
por uma transicdo de fase para géis semissolidos apds exposicdo a ambientes fisiolégicos. O
P407 apresenta propriedades Unicas de gelificacdo termorreversivel, o que o tornou um dos
materiais responsivos a temperatura mais amplamente investigado. Suas propriedades
gelificantes in situ permitem que seja instilado no olho na forma liquida (gota), passando para
uma fase de gel no fundo do saco conjuntival. A principal vantagem de formulacGes contendo
esse polimero é a possibilidade de administrar quantidades precisas e reprodutiveis em contraste
com as formulacOes gelificadas ja existentes. Além disso, a viscosidade da formulagdo in situ
favorece a retencdo pré-corneana, tornando-a capaz de sustentar a liberagdo do farmaco em
condicdes fisiologicas (AMMAR et al., 2010; GRATIERI et al., 2010).

Desta forma, farmacos hidrofébicos como o BET (SONAWANE et al., 2014), que séo
dificeis de formular como gotas aquosas para entrega ocular (KAUR; KAKKAR, 2014), e
hidrofilicas como 0 MOX (KHURANA et al., 2018; SHUKLA et al., 2014), que apresentam
baixa permeabilidade atraves dos tecidos oculares (IMPERIALE; ACOSTA; SOSNIK, 2018;
KAUR; KAKKAR, 2014), incorporadas em nanoemulsdes de gelificacdo in situ podem ter
seus perfis farmacocinéticos melhorados, evitando assim sua degradagédo fisica, quimica e
biologica; além disso, podem apresentar uma melhora significativa da sua biodisponibilidade,
permitindo que haja uma reducao da dosagem do farmaco e com isso uma eficaz minimizacéo
das reacOes adversas (AKO-ADOUNVO et al., 2014; AL-HALAFI, 2014; SOUZA et al.,
2014).

Portanto, a administracao topica de nanoemulsdes de gelificacdo in situ contendo BET
e MOX foram desenvolvidas e investigadas neste estudo para verificar sua capacidade de
melhorar a biodisponibilidade, promover uma liberacdo prolongada e melhorar as propriedades
fisico-quimicas dos farmacos, como solubilidade e estabilidade. Consequentemente, espera-se
diminuir a frequéncia de aplicacdo desses medicamentos, reduzir as reacfes adversas e, alem
disso, permitir que uma Unica formulacdo seja capaz de atender diferentes aspectos de um

tratamento, por apresentar dois principios ativos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

O BET foi gentilmente fornecido pela Aché (S&o Paulo, Brasil). O MOX foi gentilmente
fornecido pela Eurofarma (S@o Paulo, Brasil). Os padrdes analiticos de ambos os farmacos
(BET e MOX > 99%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Para o
preparo das nanoemulsdes, o oleato de etila e o Cremophor® EL foram obtidos da Merck
(Darmstadt, Alemanha) e o Plurol® oleique foi gentilmente fornecido pela Gatefossé (Saint-
Priest, Franga). O P407 foi obtido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Para as analises
em High Performance Liquid Chromatography (HPLC), foram utilizados acetonitrila e metanol
grau HPLC, adquiridos da J.T Barker (Philisburg, EUA), e acido fosfdrico adquirido da Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemanha). Todas as analises foram realizadas com &gua ultrapura
(Millipore, IlIkirch-Graffenstaden, Franca). Para preparo do tampdo fosfato pH 7,4, o fosfato
de sodio dibéasico e fosfato de sodio monohidratado foram fornecidos pela Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil), e as adequacdes de pH foram realizadas com &cido cloridrico (HCI) e hidroxido
de sodio (NaOH) (Dinamica Quimica Contemporanea, Sdo Paulo, Brasil). A membrana
sintética de celulose (dialysis tubing celulose membrane) utilizada em ensaios de liberacéo foi

adquirida da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha).
4.2 Métodos analiticos para quantificacdo de BET e MOX

A quantificacdo do BET e do MOX foi realizada em um HPLC, modelo Shimadzu LC
20-AD, composto por duas bombas (modelo LC 20-AT), um injetor automatico (modelo 9SIL-
20AD) e forno de coluna (modelo CTO-20AS), acoplados a um detector espectrofotométrico
DAD (modelo SPD M20A) e a um computador equipado com o programa de analise
cromatografica Shimadzu LC. Foram desenvolvidos dois métodos analiticos, com o objetivo
de quantificar adequadamente cada farmaco, e separar esses analitos de interesse dos possiveis
interferentes contidos na formulacdo, na matriz bioldgica e no meio receptor utilizado nos
estudos de penetracdo ocular.

Para a analise cromatografica do BET foi utilizada uma coluna de fase reversa Cg (150
mm X 4,6 mm) da Zorbax Eclipse Plus (Santa Clara, EUA). A fase mdvel foi composta pelo
solvente A (agua ultrapura) e solvente B (acetonitrila) seguindo o gradiente de eluicdo e vazdo
descritos na Tabela 1. O volume de injecdo das amostras foi de 25 pL, o forno foi utilizado a

temperatura de 45°C e a detec¢do no UV foi realizada em 245 nm.



25

Tabela 1. Eluicdo por gradiente e vazdo para analise cromatogréfica do BET.

Tempo (min) Solvente B (%) Vazéao (mL/min)
0-8 47 1,0
8-12 55 1,2
12-18 47 1,0

Para a andlise cromatogréfica do MOX foi utilizado uma coluna de fase normal pporasil
(10 um, 125A, 3,9 mm x 300 mm) (Cambridge, EUA). A fase mdvel foi composta pela mistura
na proporcao de 24:76 (v/v) do solvente A (&cido fosférico 0,01 M) e do solvente B (metanol).
A vazdo foi de 0,8 mL/min, o volume de injecdo das amostras foi de 25 pL, o forno foi utilizado

a temperatura de 40° C e a detec¢do no UV foi realizada em 290 nm.

4.3 Validacao dos metodos analiticos

Os métodos foram validados conforme as diretrizes do International Council for
Harmonisation (ICH) e da RDC N° 166, de 24 de julho de 2017 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em termos de linearidade, seletividade, exatiddo, preciséo,

limite de deteccdo e limite de quantificacao.

4.3.1 Seletividade

A avaliacdo da seletividade tem como objetivo garantir a quantificacdo adequada dos
farmacos em meio aos interferentes (ANVISA, 2017; ICH, 2005). Para avaliacdo, foram
injetadas no HPLC amostras de MOX e BET contaminadas com 7 pL da nanoemulséo
contendo, Cremophor® EL, Plurol®oleique, oleato de etila e P407, com uma solugdo metandlica
do extrato de cdrnea suina, preparada conforme descrito abaixo no item 4.3.4; e com meio
receptor (solucdo de propilenoglicol a 40%) utilizado no estudo de penetracdo. As analises
foram realizadas em sextuplicata (n=6), em que seis solugdes-estoque dos farmacos em metanol
foram preparadas, na concentracdo de 100 pg/mL, em seguida, foram diluidas a uma
concentracdo de 10 pg/mL contendo ou ndo o0s contaminantes, para a analise em HPLC.
Comparou-se as areas obtidas aos picos referentes a cada farmaco entre as amostras com e sem
contaminantes.

Os dados quantitativos foram apresentados em uma Figura como média * desvio padrdo
da média das 6 replicatas. A andlise estatistica dos dados foi realizada com a utilizacdo do

programa GraphPad Prism 8.0. Diferengas significativas entre conjuntos de dados foram
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verificadas por andlise de variancia one way ANOVA, seguido de teste de Tukey com

comparacdo multipla dos dados. O nivel de significancia estatistica foi aceito como (p<0,05).

4.3.2 Linearidade

Curvas analiticas foram construidas, em triplicata para cada concentracdo, a partir de
solugdes estoque de MOX e BET em metanol, na concentragdo de 100 pg/mL. A partir das
solugdes estoque foram preparadas 3 curvas de calibragcdo, com uma faixa de concentracao dos
farmacos variando entre 1,25 e 20,0 pg/mL.

A andlise da linearidade em HPLC foi avaliada a partir da regressdo linear da curva
obtida plotando-se concentracao versus area do pico cromatografico, obtendo-se uma equacgao
do tipo y = ax + b, onde (a) corresponde ao coeficiente angular e (b) ao coeficiente linear. As
faixas lineares foram calculadas utilizando-se o coeficiente de correlacéo linear (r), em que o
valor minimo aceitavel foi igual a 0,990 (ANVISA, 2017).

Considerando que o efeito matriz € uma alteracdo da resposta do analito devido a
componentes interferentes na matriz da amostra (ICH, 2019), durante a validacdo do método
foi necessario avaliar se a curva de linearidade dos farmacos sofria alguma alteragéo frente aos
possiveis interferentes das matrizes utilizadas nos estudos de liberacéo e penetracdo corneal dos
farmacos. Assim, seguindo a mesma metodologia das curvas preparadas em metanol, tambem
foram realizadas curvas dos farmacos em solucdo aquosa de propilenoglicol 40% (v/v) (que
servira de meio receptor para os ensaios de liberacdo e penetracdo corneal) e em extrato
metandlico da cornea.

O efeito matriz que os contaminantes poderiam gerar sobre as analises de cada farmaco
foi determinado por meio da comparacdo entre os coeficientes angulares das curvas de
calibracdo construidas com os farmacos em metanol e com os farmacos nas matrizes (ANVISA,
2017; OLIVEIRA et al., 2020), seguindo a seguinte equacao:

Amatriz — Asolvente

Efeito matriz = x 100

Asolvente
(Equacéo 1),
onde: a,,q:iz € 0 coeficiente angular da curva de calibra¢do dos farmacos na matriz € a,pente

é o coeficiente angular da curva de calibracdo dos farmacos em metanol.
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4.3.3 Precisdo

A precisdo avalia a proximidade entre os resultados repetidos na analise (ANVISA,
2017). Neste trabalho, a precisdo medida foi expressa em termos de repetibilidade e preciséo
intermediéria. Para avaliagdo da repetibilidade, foram analisadas 3 concentrag@es (1,25; 10,00
e 20,00 pg/mL), em triplicata, com um Unico analista. Para avaliagdo da preciséo intermediéria,
foram preparadas amostras em trés niveis da curva de calibracdo (1,25; 10,00 e 20,00 pg/mL),
em triplicata, por dois operadores distintos, analisadas em dois dias diferentes.

Os resultados foram expressos por meio do coeficiente de variagdo (CV), calculado

segundo a equacéo:

cv (%) = ( )x 100

o
média
(Equacéo 1),
onde: CV corresponde ao coeficiente de variacdo; o é o desvio padrdo da média dos resultados

obtidos; e media € a média das medidas em triplicata para cada concentracdo analisada.

4.3.4 Exatidao

A determinacdo da exatiddo foi avaliada em termos de recuperacdo da concentracao
conhecida de cada farmaco (MOX e BET) a partir de solucdo extrativa da cornea. Para isso,
nove fragmentos de cornea suina foram previamente picotados e colocados em frascos de vidro,
onde foram adicionadas quantidades conhecidas de cada farmaco (6,25; 50,0 e 100,0 pg) dentro
do intervalo linear das curvas de calibracdo. O experimento foi realizado em triplicata para cada
concentracdo. Apds total evaporacdo do volume de solvente volatil adicionado nos frascos,
foram adicionados 5 mL de metanol em cada amostra. Essas amostras foram mantidas em
repouso por 24 h em temperatura ambiente com os frascos vedados, para garantir a extracdo
dos farmacos.

Apos o periodo de extracdo, as amostras foram filtradas e analisadas seguindo-se 0s
métodos analiticos propostos para cada farmaco em HPLC. A recuperacdo foi determinada a
partir do célculo da razdo entre a concentracdo mensurada dos farmacos e a concentracao

tedrica:

Concentracaomensurada

Recuperacio (%) = ( )x 100

Concentracaoiesrica

(Equacao I1I)
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4.3.5 Limites de deteccéo e quantificacao

O limite de detec¢do (LD) é a menor concentragdo do analito na amostra que pode ser
detectada, contudo ndo necessariamente quantificado como um valor exato (ANVISA, 2017).
Para definicdo do LD, foi utilizada a seguinte equacao:

3 (3,3xs)

LD
S

(Equacéo 1V),

onde: s é o desvio padrdo dos valores de intercepcao no eixo Y da curva de calibracdo e S é 0
coeficiente angular da curva de calibragéo.

Limite de quantificacdo (LQ), por sua vez, é a menor quantidade do analito em uma

amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis considerando as

condicdes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2017). Para definicdo do LQ, foi utilizada a

seguinte equacao:

B (10 x s)

L
¢ S

(Equacéo V),
onde: s é o desvio padréo dos valores de intercepcao no eixo Y da curva de calibracdo e S é o

coeficiente angular da curva de calibracéo.

4.4 Estudo da compatibilidade quimica entre o BET, o MOX e componentes da

nanoformulacéo

Para analise da compatibilidade entre os farmacos (BET e MOX) e os excipientes
(oleato de etila, Cremophor® EL e Plurol® oleique), inicialmente foram obtidas misturas cujas

composicOes estdo descritas na Tabela 2.
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Tabela 2. Sumario da composicéo das misturas fisicas dos farmacos e dos excipientes para verificagdo
da compatibilidade quimica da formulacéo.

COMPOSICAO (% p/p)

MISTURAS ® ®

M1 50 50 - - - -
M2 50 - 50 - - -
M3 50 - - 50 - -
M4 50 - - - 50 -
M5 50 - - - - 50
M6 - 50 50 - - -
M7 - 50 - 50 - -
M8 - 50 - - 50 -
M9 - 50 - - - 50
M10 25 25 12,5 12,5 12,5 12,5

4.4.1 Andlise térmica

As analises de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram realizadas em
equipamento DSC-60 (Shimadzu®, Toquio, Japo), usando como atmosfera inerte o nitrogénio,
com vazdo de 50 mL min. Aproximadamente 3 mg de cada uma das 10 amostras foram
pesadas e colocadas em panelas de aluminio. As amostras foram analisadas sob uma taxa de
aquecimento de 10° C min, com faixa de temperatura entre 25 e 300° C.

As analises térmicas diferencial (DTA) e termogravimétrica (TGA) foram realizadas de
forma simultanea pelo DTG-60H (Shimadzu®, Toéquio, Japdo), operando sob atmosfera de
nitrogénio, com vazdo de 50 mL mint. Aproximadamente 3 mg das amostras foram analisadas
em panelas de platina, sob uma taxa de aquecimento de 10° C min, com faixa de temperatura
entre 25 e 500° C.

4.4.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A analise de FTIR utilizando um acessorio de imagem por reflectancia total atenuada
(ATR), foi avaliada atraves do espectrometro Varian 640 FTIR (Agilent Technologies, EUA).
Foram registrados espectros variando entre 4000 cm™ e 600 cm™ com uma resolugdo dptica de
4 cm. A estabilidade e compatibilidade quimica entre amostras foram analisadas com base nos

padrdes espectrais caracteristicos dos farmacos e dos excipientes.
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4.5 Obtencdo das nanoemulses liquidas e de gelificagdo in situ

Para o desenvolvimento das nanoemulsdes O/A foi utilizado o método de emulsificacéo
espontanea. Tal processo permite formar nanoemulsdo com baixa energia através da simples
mistura da fase aquosa com a oleosa (contendo 6leo, tensoativo e cotensoativo) (KUMAR et
al., 2019; SINGH et al., 2017).

4.5.1 Construcdo do diagrama de fases pseudoternario

O diagrama de fases pseudoternario foi construido pela técnica de titulacdo (PATEL et
al., 2016; SHAH et al., 2019), misturando os tensoativos (Cremophor® EL e Plurol® oleique),
os componentes da fase oleosa (oleato de etila) e da fase aquosa (dgua ultrapura). Esse método
permite identificar em quais faixas de concentragdo ha formacdo de nanoemulsdes a
temperatura de 25°C.

Uma mistura do tensoativo e do cotensoativo, respectivamente Cremophor® EL e
Plurol® oleique foi preparada previamente na proporcao 4:1 (p/p), propor¢ao que deve permitir
a obtencdo de sistemas O/A. Foram realizadas misturas do Oleo (oleato de etila) com os
tensoativos variando nas proporc¢des (1:9), (2:8), (3:7), (4:6), (5:5), (6:4), (7:3), (8:2) e (9:1),
p/p. Entéo, a fase aquosa foi adicionada gota a gota ao sistema em cada proporc¢éo sob agitacéo
continua a 1000 rpm a temperatura de 25°C. Os sistemas foram classificados quanto a
aparéncia, como: nanoemulsdo, floculacdo, turvo, leitoso e separacdo de fases, e quanto a
fluidez, como: liquido e gel. Os pontos correspondentes aos componentes da mistura que
resultaram em nanoemulsdo foram marcados em uma regido do diagrama de fases, utilizando o

programa Origin Pro® 8.0 (OriginLab Corporation, USA).

4.5.2 Selecdo da formulacéo

A partir da construcdo do diagrama, na maior area em que se obteve sistemas
transparentes, a formulacdo com a menor concentracao de tensoativos e com a maior proporgdo

de fase aquosa foi escolhida.
4.5.3 Incorporacédo dos farmacos e do gel na nanoemulséo

Apos selecionada a nanoformulacdo, foi utilizado o método de emulsificacdo de alta
energia através do ultrassonicador de ponta (KUMAR et al., 2019) para 0 seu preparo e
incorporacdo dos farmacos.

Em um béquer foi pesada a fase oleosa, 5 mg/mL de MOX e 1 mg/mL de BET, em

sequida, foi adicionada lentamente a fase aquosa (tamp&o fosfato pH 7,4), sob agdo do
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ultrassom de ponta, operando com amplitude de 40%, pulsos de 30 em 10 s, por 10 min, e
mantido sob banho de gelo. Essa nanoemulsao contento os farmacos e sem o P407, foi chamada
de NE1. Do mesmo modo, foram preparadas nanoemulsGes sem os farmacos usadas como
controle nos estudos de estabilidade, essa nanoemulsdo O/A sem os farmacos e sem o P407 foi
chamada de NECL1.

Para formacdo da nanoemulsao gel in situ, as nanoemulsdes obtidas foram refrigeradas
e, sob agitacdo magnética a 500 rpm, o P407 foi adicionado na concentragdo de 5% (p/p) na
fase aquosa. Para andlise, as nanoemulsbes foram mantidas em repouso por 24 h. A
nanoemulsdo O/A preparada com os farmacos e com o P407 foi chamada de NE2 e a

nanoemulsdo O/A preparada sem os farmacos e com o P407 foi chamada de NEC2.

4.6 Caracterizacédo das nanoemulsdes

As nanoemulstes NE1, NE2, NEC1 e NEC2 foram caracterizadas considerando-se 0s
parametros tamanho da goticula, PDI, potencial zeta, pH, osmolaridade e morfologia das

nanogoticulas a temperatura ambiente.

4.6.1 Diametro da goticula e PDI

Tanto o diametro hidrodinamico das goticulas quanto o PDI foram obtidos por meio da
técnica de espalhamento de luz dindmico. As analises feitas no equipamento Zetasizer Nano ZS
(Malvern, EUA), e foram realizadas através uma dilui¢cdo aquosa das nanoemulsdes O/A, na

proporcao de 1:50 (v/v).

4.6.2 Potencial Zeta

O potencial zeta foi analisado pela determinacdo da mobilidade eletroforética das
goticulas. As anélises feitas no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA), e foram

realizadas através uma diluicdo aquosa das nanoemulsdes O/A, nas propor¢des 1:50 (V/v).
4.6.3 Mensuracéo do pH

O pH das nanoformulacdes O/A foi mensurado pela insercdo direta do eletrodo proprio
para amostras semissélidas acoplado ao potencidémetro digital (Digimed, modelo DM-22),

previamente calibrado com as soluc@es tampdao pH 4,00 e 7,00 a temperatura de 25°C.
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4.6.4 Osmolalidade

A osmolalidade das formulacGes foi analisada pela técnica de pressdo de vapor, através
da injecéo de 10 pL das amostras em um osmometro (Wescor 5520), previamente calibrado
com as solugdes de NaCl de 100, 290 e 1000 mOsmol/kg.

4.6.5 Morfologia

A morfologia das goticulas nanoemulsdes foi avaliada por microscopia eletronica de
transmissdo (MET) utilizando um equipamento JEM-1011 (JEOL, Japdo) do Laboratério de
Microscopia e Microanalise (LMM) do IB/UnB. Para o preparo as amostras, as nanoemulsfes
foram diluidas numa proporc¢éo de 1:1000 (v/v) em &gua destilada. Aliquotas de 3 uL foram
depositadas sobre o0s suportes para analise.

Para analise no MET, as amostras diluidas foram depositas em grades de cobre
revestidos de resina “formvar”, e deixadas em temperatura ambiente por 3 min para secar. O
excesso das formulacGes foi retirado com papel filtro. Em seguida foram adicionados 3 pL de
acetato de uranila (0,5%) e ap6s 3 min em temperatura ambiente para secar, 0o excesso foi
removido com papel filtro. As nanoestruturas foram entédo levadas ao equipamento e analisadas

em magnitudes de até 30.000 vezes.
4.7 Estudo reologico da nanoemulséo de geleificacdo in situ

A temperatura de transicdo solucdo-gel ou temperatura de gelificacdo (Tg) da
formulacdo NE2 foi medida através de um redmetro Discovery HR-2 (TA Instruments,
Delaware, EUA), acoplado a um cone de 50 mm de diametro e a uma placa de angulo de 1 grau,
com espaco de 50 um entre os dois. As analises foram realizadas em trés replicatas. As amostras
foram cuidadosamente aplicadas a placa inferior do redmetro, garantindo que o cisalhamento
da formulacéo fosse minimizado. Todos os procedimentos ficaram em equilibrio térmico por 5
min antes das analises. Inicialmente, foi realizado o experimento para verificacdo da regido
visco-elastica linear das amostras, identificada como a regido onde a tensdo € diretamente
proporcional a deformacdo (GRATIERI et al., 2010). Apos identificada a regido visco-elastica
linear, foram realizados testes de cisalnamento oscilatério de pequena deformagdo em regime
de taxa de aquecimento constante, para verificar a Tga da formulacdo. A amplitude de
deformacé&o foi obtida a partir da regido visco-elastica linear da formulagéo analisada a 15° C e
40° C. Foi aplicada uma tensdo constante de 1%, frequéncia de 1,59 Hz, taxa de aquecimento

de 10° C/min e uma rampa de aquecimento de 15°-40° C. Foram determinados os médulos
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elastico (G’) e dissipativo (G”). A Tge foi considerada a temperatura na qual os dois modulos
eram iguais (crossover G’ e G”).

A avaliacéo da viscosidade das formulacGes NE1 e NE2 foi realizada nas temperaturas
de 15° (temperatura inicial do experimento), 25°C (temperatura ambiente) e 35°C (temperatura
do olho) (KRTALIC et al., 2018), seguindo 0 mesmo protocolo de avaliagdo da Tgel.

4.8 Estudo de estabilidade das nanoemulsdes

Os estudos de estabilidade foram conduzidos conforme preconizam as diretrizes do ICH
(ICH, 2003) e a resolucdo n° 1 de 29 de julho de 2005, referente ao guia para a realizacéo de
estudos de estabilidade da ANVISA (ANVISA, 2005).

As nanoemulsdes O/A contendo BET e MOX foram avaliadas sem e com a adi¢do do
P407 (NE1 e NE2), e como controle, foram analisadas nanoemulsées sem os farmacos, sem e
com o P407 (NEC1 e NEC2). As amostras foram acondicionadas em eppendorfs fechados e
protegidos da luz com papel aluminio. Foram submetidas, por um periodo de 90 dias, a duas
condicdes diferentes de temperaturas, de 5°C + 3°C e de 30° £ 2°C. As analises ocorreram nos
tempos 0, 7, 15, 30, 60 e 90 dias, em triplicata para cada formulacdo e condicao.

As nanoemulsdes foram avaliadas quanto ao didmetro da goticula, ao PDI, ao potencial
zeta, ao pH e as alteragcdes macroscopicas. Para avaliacdo macroscopica das formulagdes foram
analisadas as caracteristicas organolépticas (aspecto e cor) e homogeneidade das nanoemulsdes,
com o intuito de observar alteracdes na sua aparéncia por instabilidade.

Os dados quantitativos estdo apresentados nas figuras como média + desvio padréo da
média de, no minimo, 3 replicatas. A analise estatistica dos dados foi realizada com a utilizagéo
do programa GraphPad Prism 8.0. Diferencas significativas entre conjuntos de dados foram
verificadas por analise de variancia two way ANOVA, seguido de teste de Tukey com

comparacdo multipla dos dados. O nivel de significancia estatistica foi aceito como (p<0,05).
4.9 Perfil de liberacéo in vitro das nanoemulsdes

O perfil de liberacdo in vitro dos farmacos MOX e BET a partir das nanoemulsdes foi

determinado através do uso de células de difusdo modificadas do tipo Franz (Figura 9).
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Membrana Meio doador
\&eio receptor

Figura 9. Esquema da célula de difusdo vertical do tipo Franz montada com membrana sintética

separando o compartimento doador do receptor para realizacdo dos ensaios in vitro de liberagéo.

O ensaio foi realizado com uma membrana sintética de celulose (dialysis tubing celulose
membrane, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) posicionada entre o compartimento doador
e receptor da célula de Franz. No compartimento receptor foram colocados 15 mL de solucao
aquosa de propilenoglicol 40%, e no compartimento doador foram pipetados 500 uL das
formulagdes NE1, NE2 ou controle contendo os farmacos livres em solugcdo aquosa de
propilenoglicol 50% na mesma concentracdo (1% de BET e 5% de MOX).

Amostras de 1 mL da solugcdo receptora foram coletadas em intervalos de tempos
definidos ao longo de 2 h e quantificadas em HPLC. O mesmo volume de solucdo aquosa de
propilenoglicol 40% coletado era reposto no compartimento receptor. O experimento foi
conduzido em banho aquecido (32 + 2 °C), a solucdo receptora foi mantida sob agitacéo
magnética constante a 500 rpm. Cada amostra foi testada em cinco replicatas. Para avaliacdo a
foi calculada a porcentagem de farmaco liberada em relacdo ao total de farmaco colocado no
compartimento doador para cada amostra em funcéo do tempo (min).

Os dados quantitativos estdo apresentados na figura como média *+ desvio padrdo da
média de, no minimo, 3 replicatas. A analise estatistica dos dados foi realizada com a utilizacédo
do programa GraphPad Prism 8.0. Diferencas significativas entre conjuntos de dados foram
verificadas por analise de variancia two way ANOVA, seguido de teste de Tukey com

comparacdo multipla dos dados. O nivel de significancia estatistica foi aceito como (p<0,05).
4.10 Estudos ex vivo da penetracgdo ocular

Para 0s estudos ex vivo da penetracdo ocular foram utilizados olhos suinos gentilmente
fornecidos pelos frigorificos Via Carnes (Formosa, Brasil) e Sabugy (Planaltina, Brasil). Para

0 experimento estatico, a cornea foi removida do globo ocular e os estudos foram conduzidos
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apenas com a cérnea suina (Figura 10). J& para realizacdo do experimento simulando o fluxo

lacrimal, o globo ocular inteiro foi utilizado.

Figura 10. Remoc&o da cornea do globo ocular. Com auxilio do bisturi e da tesoura, € realizado um

corte no local indicado pela linha vermelha tracejada, separando a cornea do restante do olho.
4.10.1 Experimento estatico

Os estudos estaticos da penetragdo ocular ex vivo foram conduzidos em células de
difusdo do tipo Franz. Para esses experimentos, entre 0 meio doador e o receptor foram inseridas
cdrneas suinas retiradas do animal no dia de abate e levadas sob refrigeracdo ao laboratério
(Figura 11).

Coérnea

QV_ =
Meio receptor

\\ 4

Figura 11. Esquema da célula de difusdo do tipo Franz montada com cérnea suina separando o

I Meio doador

compartimento doador do receptor para realizacdo dos ensaios estaticos ex vivo de penetracdo ocular.

Amostras de 500 pL das formulacdes NE1, NE2 ou controle contendo os farmacos livres
em solucdo aquosa de propilenoglicol 50% na mesma concentracdo (1% de BET e 5% de MOX)
foram colocadas no compartimento doador. No compartimento receptor foram colocados 15
mL de solucdo aquosa de propilenoglicol 40%. A solucdo receptora foi mantida sob agitacéo
magnética constante a 500 rpm em banho aquecido (32 + 2° C). Cada amostra foi testada em
cinco replicatas. As analises foram realizadas em banho de aquecimento a 35°C.

Apos 1 h de experimento, foram coletadas amostras da solucdo receptora para analise

em HPLC e as cdrneas foram retiradas das células de Franz. Para retirar o excesso de farmaco
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da superficie da cornea, as cérneas foram limpas com &gua ultrapura, em seguida, foram
picotadas e inseridas em frascos de vidro, onde foram adicionados 5 mL de metanol para
recuperacdo dos farmacos. A extracdo dos farmacos foi realizada por 24 h sob repouso e em
temperatura ambiente. Apds, foi realizada a coleta e filtragdo (em membrana de 0,45 um) de

cada amostra para analise em HPLC.
4.10.2 Experimento simulando o fluxo lacrimal

Para esse experimento, o globo ocular inteiro foi utilizado e colocado sob 0 meio
receptor, e apenas a cornea foi mantida em contato direto com a formulacdo — Modelo Whole
Eye Globe (Figura 12). O compartimento doador do sistema foi projetado e construido para ser
conectado a uma bomba peristaltica (MINIPLUS evolution, Gilson, Middleton, EUA),
mantendo uma vazédo de 20 pL/min de tampéo fosfato isoténico pH 7,4, com o objetivo de
mimetizar o fluxo lacrimal sobre a superficie do olho (DOS SANTOS et al., 2020). As analises

foram realizadas em banho de aquecimento a 35°C.

Figura 12. Modelo de permeacdo ocular ex vivo para simulacdo do fluxo lacrimal (Whole Eye Globe)
atraves de uma bomba peristaltica, mantendo um fluxo de 20 pL/min de tampéo fosfato isotonico pH =
7,4 (DOS SANTOS et al., 2020).

Assim, o compartimento doador foi preenchido 500 pL das formulacdes NE1, NE2 ou
controle contendo os farmacos livres em solucdo aquosa de propilenoglicol 50% na mesma
concentracdo (1% de BET e 5% de MOX). Imediatamente ap0s a instilacdo de cada formulacéo,
a bomba peristéltica foi ligada e o fluxo de solvente iniciado. Supondo que a taxa de producéo
de lagrimas seja 1,3 pL/min, esse parametro foi aumentado por um fator de 15 vezes, fixando
o fluxo lacrimal de 20 uL/min (DOS SANTOS et al., 2020; GIANNOLA et al., 2008).

Apos 1 h de experimento, o globo ocular foi removido do dispositivo e as corneas foram
separadas para extracdo dos farmacos (Figura 10). Para retirar o excesso de farmaco da
superficie da cornea, as cdrneas foram limpas com agua ultrapura e, em seguida, foram
picotadas e inseridas em frascos de vidro, onde foram adicionados 5 mL de metanol para

recuperacdo dos farmacos. A recuperacao foi realizada durante 24 h sob repouso e temperatura
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ambiente. Apds, foi realizada a coleta e filtracdo (em membrana de 0,45 um) de cada amostra
para analise em HPLC.

Os dados quantitativos das anlises de penetracdo corneal estdo apresentados na figura
correspondente como média + desvio padrdo da média de 5 replicatas. A analise estatistica dos
dados foi realizada com a utilizacdo do programa GraphPad Prism 8.0. Diferencas
significativas entre conjuntos de dados foram verificadas por andlise de variancia two way
ANOVA, seguido de teste de Tukey com comparacdo multipla dos dados. O nivel de
significancia estatistica foi aceito como (p<0,05).
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5 RESULTADOSE DISCUSSAO
5.1 Validagdo dos métodos analiticos
5.1.1 Desenvolvimento dos métodos analiticos

Para avaliacdo do desempenho da nanoformulagdo desenvolvida, é necessério o uso de
métodos analiticos capazes de identificar e quantificar adequadamente os farmacos (BET e
MOX), separando-os dos interferentes contidos na formulacdo, na matriz biolégica (cérnea) e
no meio receptor utilizado nos estudos de penetracéo ocular.

A literatura apresenta diversos artigos que descrevem metodologias para quantificagcao
de MOX em matrizes biolégicas (KHAN et al., 2016; KUMAR et al.,, 2011; LABAN-
DJURDIJEVIC; JELIKIC-STANKOV; DJURDJEVIC, 2006; RESPAUD et al., 2012) e de BET
em formulac6es farmacéuticas (BHOSALE; RAJPUT, 2011; JOHNSTON et al., 2010; NAM;
KWON; LEE, 2011; VAIRALE; SIVASWAROOP; BANDANA, 2012). Todas essas
referéncias utilizam como fase estacionaria uma coluna C1s. No entanto, em nossos estudos essa
coluna ndo se mostrou eficiente em separar 0 MOX dos interferentes da cornea, ou 0 MOX
apresentou tempo de retencdo menor que 3 min, ou seja, eluiu junto ao “volume morto” da
coluna. Para a analise cromatografica do MOX, que apresenta caracteristicas hidrofilicas (log
P =-0,280) (AL OMARI et al., 2014), foi entdo testada uma coluna de fase normal pporasil,
em que o farmaco apresentou tempo de retencdo de 6,6 min, sem apresentar interferéncia das
matrizes testadas.

O objetivo inicial era validar a quantificacdo dos dois farmacos simultaneamente em um
mesmo método analitico. No entanto, na coluna utilizada para a separacdo do MOX nao foi
identificado o pico cromatografico referente ao BET, provavelmente por ser uma substancia
muito apolar (log P = 3,97) (DOLOWY; PYKA, 2015) que ndo interagia com esta fase
estacionaria. Assim, ndo foi possivel realizar a quantificacdo simultanea dos farmacos em uma
mesma corrida e, para a analise cromatografica do BET, foi utilizada uma coluna de fase reversa
Cs, mais polar que uma coluna Cig, em que o tempo de retencdo do farmaco foi de 9,7 min e
ndo houve interferéncia das matrizes na anélise.

Partiu-se entdo para a validacdo dos métodos, iniciando-se pela avaliacdo de sua

seletividade.
5.1.2 Seletividade

A seletividade de um método analitico é a capacidade de identificar e quantificar os

farmacos inequivocamente, mesmo em meio a possiveis interferentes presentes na amostra



39

(ANVISA, 2017). Este parametro de validagdo foi avaliado em meio aos interferentes:
nanoemulsdo contendo Cremophor® EL, Plurol® oleique, oleato de etila e P407, solugdo
metanolica obtido do extrato da cornea e meio receptor (solucdo de propilenoglicol a 40%). A
sobreposicdo dos cromatogramas referentes aos interferentes em relacdo aos farmacos esta

apresentada na Figura 13.
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Figura 13. Sobreposicdo dos cromatogramas das diferentes amostras para analise da seletividade do
método analitico. (A) Cromatograma do MOX em metanol comparado aos interferentes isolados de
nanoemulsdo, extrato da cérnea e meio receptor; e (B) cromatograma do BET em metanol comparado
aos interferentes isolados de nanoemulsdo, extrato da cérnea, e meio receptor BET — dipropionato de

betametasona; MOX — cloridrato de moxifloxacino; NE — nanoemulsao.

Nas condicbes de analise, os possiveis interferentes ndo apresentaram resposta
detectavel no tempo de retencdo dos farmacos, o que indica confiabilidade tanto do MOX
quanto do BET em amostras contendo 0s contaminantes.

A area do pico cromatografico de cada farmaco em metanol foi avaliada em relacao as
areas dos farmacos contaminados com cada interferente (Figura 14), com o objetivo de
identificar se os interferentes alterariam a magnitude dos picos de cada farmaco.

No método cromatografico do MOX, foi possivel observar que ndo ocorreu diferenca
estatistica (p>0,05) entre as areas dos picos em meio aos interferentes: nanoemulséo e cornea.
Entretanto, a area do farmaco na solucdo aquosa de propilenoglicol 40% (v/v) sofreu uma
supressdo do sinal, reduzindo em 37% a area do pico. Para correcdo da alteracdo do sinal do
MOX em meio aos interferentes foi avaliado o efeito matriz descrito no item 4.3.2 .

No método cromatografico do BET, houve uma diferenca estatistica na area do farmaco
quando em meio aos interferentes: nanoemulsdo (p<0,01) e cornea (p<0,001). Contudo, como
esses aumentos de repostas foram de apenas 4% e 5%, respectivamente, foi considerado como

estando dentro de uma margem segura para analise.
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Figura 14. Seletividade para os métodos de quantificacdo de (A) MOX (10 ug/mL) e de (b) BET (10
ug/mL) em metanol e frente aos interferentes: NE, cornea e propilenoglicol 40%, analisados em termos
de diferencas entre as areas dos picos. Analise estatistica por ANOVA, (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***)
p<0,001. BET - dipropionato de betametasona; MOX - cloridrato de moxifloxacino; NE —
nanoemulséo.

Para avaliacdo completa da interferéncia dos contaminantes foi avaliado o efeito matriz,

de acordo com o método descrito no item 4.3.2 e os resultados descritos no item abaixo.

5.1.3 Linearidade

A linearidade representa a capacidade do método de obter respostas analiticas
diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em uma amostra (ANVISA, 2017). As

curvas analiticas para quantificacdo do MOX e do BET estdo apresentadas na Figura 15.
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Figura 15. Representacéo grafica da curva analitica, na faixa de concentragdo de 1,25 a 20,0 ug/mL,
obtida por HPLC para quantificacio de (A) MOX, equacio da reta: y = 161115x - 20393, r> = 0,9999 e
(B) BET, equacdo da reta: y = 36330x + 1015,5, r> = 0,9999. BET — dipropionato de betametasona;

MOX — cloridrato de moxifloxacino.

As areas dos picos plotadas em relacdo a concentracéo dos farmacos foram consideradas
lineares na faixa de concentragdo de 1,25 a 20,0 pug/mL. O calculo da regressao linear resultou
na equacdo: y = 161115x — 20393, para 0 MOX, e na equacdo: y = 36330x + 1015,5, para a
BET. Ambos os coeficientes de correlacao linear foram de 0,9999, resultado de acordo com as
diretrizes padronizadas tanto pela ANVISA (2017) quanto pelo ICH (2005).

A investigacdo do efeito matriz durante a quantificacdo de compostos é um parametro
importante e que deve ser determinado durante a validacdo de um método analitico
(CASSIANO et al., 2009). O efeito matriz ocorre quando substancias inerentes a matriz
coeluem com os compostos de interesse, ocasionando um aumento ou supressdo do sinal do
analito (ANVISA, 2017; CASSIANO et al., 2009). Assim, baseado nos resultados obtidos para
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avaliacdo da seletividade do método, para avaliar se a quantificacdo dos farmacos estava sendo
alterada pelos interferentes as curvas dos farmacos em solugdo metanélica contaminadas com
a cérnea e em solucdo aquosa de propilenoglicol 40% (v/v) foram comparadas as curvas dos

farmacos em metanol (Figura 16).
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Figura 16. Correspondéncia entre as curvas analiticas em metanol (solvente), em solugdo metanolica
contaminada com a cornea para ambos os farmacos e as curvas em solucdo aquosa de propilenoglicol
40% (V/v). (A) MOX — equacio da reta para solugio metandlica da cornea: y = 131672x + 163225, r? =
0,9996; equacéo da reta para em solucdo aquosa de propilenoglicol 40% (v/v): y = 129178x — 209237,
r2 = 0,9965. (B) BET — equagdo da reta para solugcdo metandlica da cornea: y = 38188x + 44689, r2 =
0,9992; equacéo da reta para em solucdo aquosa de propilenoglicol 40% (v/v): y = 35940x — 6563, 12 =

0,9997. BET — dipropionato de betametasona; MOX — cloridrato de moxifloxacino.
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De acordo com as legislagdes nacional e international, o valor de + 15% de efeito matriz
é aceitavel para metodos bioanaliticos (ANVISA, 2012; ICH, 2019). A Tabela 3 apresenta 0s
resultados referentes ao célculo do efeito matriz na solugdo metandlica contaminadas com a
coérnea e na solugdo aquosa de propilenoglicol 40% (v/v). Os resultados indicaram que as
matrizes ndo alteraram o sinal do BET no método analitico, sendo que a interferéncia discreta
do efeito matriz (< 6%) encontra-se dentro do limite aceitavel descrito nas diretrizes. Contudo,
as matrizes geram grande efeito no sinal do MOX (>-15%), o que indica que ha uma supressao
do sinal do farmaco em meio aos interferentes. Um indicativo de interferéncia dos constituintes
da matriz, é a auséncia de paralelismo entre as retas (ANVISA, 2017), o que pode ser observado
na inclinacdo das curvas da matriz cornea comparada a curva do MOX em metanol (Figura
16A). Portanto, para este farmaco, as analises foram realizadas utilizando as curvas analiticas
obtidas por cada matriz da qual o MOX foi extraido, com o objetivo de garantir uma
quantificacdo confiavel.

Tabela 3. Calculo do efeito matriz na curva de cada farmaco (MOX e BET) na presenca da solucdo
metanolica contaminada com a cornea e da solu¢do aquosa de propilenoglicol 40% (v/v). BET —

dipropionato de betametasona; MOX — cloridrato de moxifloxacino.

Matriz Efeito matriz (%) - MOX Efeito matriz (%) - BET
Codrnea -18,28 511
Propilenoglicol 40% -19,87 -1,12

5.1.4 Precisao

A precisdo de um procedimento analitico ¢ a avaliagdo da proximidade entre 0s
resultados obtidos em analises repetidas e independentes, a partir de um mesmo método
(ANVISA, 2017; ICH, 2003). A precisdo dos métodos foi expressa em termos de repetibilidade
e precisdo intermediaria. A repetibilidade é a avaliacdo das amostras produzidas sob as mesmas
condicBes de operacdo, mesmo analista e mesma instrumentacdo, em uma Unica corrida
analitica. Enquanto isso, a precisdo intermediaria € a expressdo entre a proximidade dos
resultados obtidos através da analise de uma mesma amostra, no mesmo laboratério, em pelo
menos dois dias diferentes, realizada por operadores distintos (ANVISA, 2017).

Os resultados da precisédo foram expressos em funcdo do coeficiente de variagdo. Nos

ensaios de repetibilidade (Tabela 4) os coeficientes de variagao dos dois analitos (MOX e BET)
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nas suas diferentes concentragdes foram menores que 1%, enquanto os valores nos ensaios de
precisdo intermedidria (Tabela 5) foram todos menores ou muito préximos do limite de 5%
proposto pelos 6rgaos internacionais de validacéo.

Tabela 4. Precisdao, mensurada em termos de repetibilidade, dos métodos analiticos do MOX e do BET.
BET - dipropionato de betametasona; CV - coeficiente de variagdo; MOX — cloridrato de

moxifloxacino.

Concentracao tedérica Concentracdo experimental

(ug/mL) (ol CV (%) Erro (%)

MOX

1,25 1,31 0,27 104,97

10,00 10,48 0,85 104,85

20,00 20,27 0,12 101,33
BET

1,25 1,28 0,35 102,71

10,00 10,49 0,18 104,89

20,00 20,81 0,07 104,05
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Tabela 5. Precisdo, mensurada em termos de precisdo intermediaria, dos métodos analiticos do MOX e
do BET. BET — dipropionato de betametasona; CV — coeficiente de variagdo; MOX — cloridrato de

moxifloxacino.

ATEIEE t(gi)c:‘?gae r(lla;e;crfflc_)) expe?i(izgleli];{?ﬁégc/)mL) SV 10 (58
MOX

Dia 1 (n=9)
1,25 1,23 5,10 98,64
1 10,00 9,51 2,06 95,15
20,00 19,50 2,76 97,52
1,25 1,27 3,57 101,99
2 10,00 9,54 0,61 95,37
20,00 19,20 3,00 96,02

Dia 2 (n=9)
1,25 1,24 3,74 99,48
1 10,00 9,72 2,78 97,16
20,00 19,17 2,79 95,87
1,25 1,31 2,13 104,52
2 10,00 9,70 3,09 97,02
20,00 19,52 1,03 97,58

BET

Dia 1 (n=9)
1,25 1,27 5,80 101,31
1 10,00 10,32 2,02 103,22
20,00 20,66 0,60 103,29
1,25 1,20 5,10 95,98
2 10,00 10,08 5,08 100,78
20,00 19,20 2,98 96,02

Dia 2 (n=9)
1,25 1,30 2,60 104,00
1 10,00 10,52 3,73 105,15
20,00 20,40 1,79 101,99
1,25 1,20 5,09 95,78
2 10,00 9,70 3,52 97,05

20,00 20,98 1,28 104,92
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5.1.5 Exatiddo

A exatiddo dos métodos analiticos foi avaliada em termos de recuperacdo do farmaco
da matriz biol6gica (cornea). Os farmacos podem interagir de diversas formas com o0s
componentes da cdrnea e, assim, a recuperacdo dos farmacos a partir dessa matriz tem como
objetivo verificar a capacidade de extracdo do solvente empregado. Essa etapa permite
padronizar o método extrativo, o que garante a quantificacdo adequada e eficiente dos farmacos
(OLIVEIRA et al., 2020; REIS et al., 2018).

Os valores de recuperacéo variaram de 70,86 a 76,59% para 0 MOX e de 82,96 a 89,85%
para 0 BET (Tabela 6). Ambos os resultados apresentaram desempenhos de recuperacao
adequados para determinagdo em matrizes bioldgicas (ICH, 2019; OLIVEIRA et al., 2020;
REIS et al., 2018).

Tabela 6. Valores de recuperacdo do MOX e do BET da cérnea por extracdo metanolica, apds 24 h em
repouso. BET — dipropionato de betametasona; CV — coeficiente de variacdo; MOX — cloridrato de

moxifloxacino.

Concentracao tedérica Concentracado experimental

(ug/mL) (Lol CV (%) Erro (%)

MOX

1,25 0,95 7,48 82,96

10,00 7,09 8,44 83,51

20,00 15,32 4,53 89,85
BET

1,25 1,03 9,38 76,34

10,00 8,35 8,06 70,86

20,00 17,97 2,61 76,59

5.1.6 Limites de deteccdo e quantificacao

O LD diz respeito a menor concentracdo do analito na amostra que pode ser detectado,
entretanto o valor ndo necessariamente pode ser quantificado com exatiddo (ANVISA, 2017).
Ja o LQ é referente a menor concentracdo do analito presente em uma amostra que pode ser
analisada com precisdo e exatiddo aceitaveis considerando as condi¢bes experimentais
estabelecidas (ANVISA, 2017).
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Na Tabela 7 estdo representados os valores de LD e LQ encontrados para cada método
analitico. Os valores obtidos representam as menores concentra¢cdes de cada farmaco que
podem ser detectadas pelos métodos analiticos desenvolvidos.

Tabela 7. Dados referentes aos LD e LQ teéricos dos métodos de quantificagdo do MOX e do BET em
metanol. BET — dipropionato de betametasona; LD — limite de deteccdo; LQ — limite de quantificac&o;
MOX - cloridrato de moxifloxacino.

Farmaco LD (ug/mL) LQ (pg/mL)
MOX 0,490 1,200
BET 0,162 0,396

Tanto para 0 MOX quanto para o BET, os limites foram inferiores ao menor ponto da
curva analitica (1,25 pg/mL). Esses limites definem se é possivel quantificar os farmacos nos
ensaios de liberacdo e permeacéo realizados. Assim, a menor porcentagem de MOX liberada
da formulacdo que pode ser quantificada corresponde a 1,2% do teor incorporado nas
formulacgdes e, de BET, a 0,4%.

5.2 Estudo da compatibilidade quimica entre o0 BET, o MOX e componentes da
nanoformulacéo

5.2.1 Analise térmica

Os dados de DSC elucidam o grau de cristalinidade com base na entalpia de fusdo da
amostra analisada. Dessa forma, a partir de mudancas no ponto de fusdo de um farmaco €
possivel ter uma ideia sobre a compatibilidade fisico-quimica entre ele e 0 outro componente
da formulacdo (GADE et al., 2019). Nos ensaios de DSC foi possivel observar que 0 MOX
apresentou um pico endotérmico a 254°C e o BET, a 179,5°C, temperaturas correspondentes
as suas temperaturas de fusdo (Figura 17).

Tanto o MOX como o BET foram parcialmente dissolvidos em todas as misturas
produzidas com os excipientes da formulacdo (Figura 17). A fusdo detectada no DSC é uma
caracteristica da porcéo cristalina do farmaco. Logo, uma diminuicdo na entalpia no pico de
fusdo é considerada aumento da forma amorfa do farmaco, ou seja, indica que o farmaco se
dispersou no meio (GADE et al., 2019). Assim, em cada uma das misturas binarias (M1 a M9),
a reducdo da entalpia no pico de fusdo de cada farmaco permitiu concluir que os compostos
sozinhos diminuiram a porcao cristalina dos farmacos. Contudo, essa diminuigdo ndo foi tdo

significativa quando comparada a mistura M10, que contém todos os componentes da
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formulagdo. A mistura M10 demonstrou que os excipientes foram capazes de realizar a

dispersdo completa dos farmacos, indicando que os farmacos se encontravam amorfos na

mistura, o que esté relacionado ao aumento da solubilidade de ambos no meio.
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Figura 17. Andlise das curvas de DSC do BET, do MOX e das misturas fisicas. O pico de fusdo de cada

farmaco foi sombreado, o mais claro indica a fusdo do BET e o mais escuro do MOX. BET —

dipropionato de betametasona; MOX — cloridrato de moxifloxacino.

As andlises de TG estdo representadas na Figura 18, onde estdo apresentadas a primeira

derivada de TG (DrTGA), que permite uma melhor demarcacdo das etapas de perda de massa

e fornece informacdes sobre o nivel de interacdo entre os farmacos e os excipientes. O MOX

sofre um processo de decomposicdo em duas etapas: a primeira na faixa de 232-266°C, com

uma perda de massa correspondente a 3,4% e outra na faixa de 266-375°C, com uma perda de

massa de 40,7%. Do mesmo modo, o BET também se decompBe em duas etapas, a primeira na

faixa de 207-281°C, perdendo 15,7% de massa e a segunda na faixa de 281-388°C, com perda
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de massa igual a 52,0%. A decomposicao de cada excipiente da formulag&o esta indicada na
Tabela 8.

Tabela 8. Faixa de decomposicéo e perda de massa em porcentagem dos excipientes da formulagéo.

Composto Perda de massa (%0) Faixa/(°C)
Oleato de etila 96,0 146-223
Plurol Oleique 75,4 190-410

Cremophor 76,5 358-424

P407 91,9 336-429

Na M1, foi possivel observar que um farmaco néo alterou a degradagédo do outro e a
perda de massa foi correspondente a mistura dos dois farmacos juntos, o que indica
compatibilidade quimica entre eles.

Em relagéo as misturas dos farmacos com o oleato de etila, foi possivel observar na M2
que a temperatura de degradacdo do oleato foi prorrogada em 19°C, ndo comprometendo a
estabilidade térmica e degradacdo do MOX, que apresentou uma baixa definicdo de perda de
massa, 0 que sugere uma interacdo entre o farmaco e o 6leo. Em M6, nota-se que o oleato nao
alterou a degradacdo do BET e a perda de massa foi correspondente a mistura.

Quanto a interacio entre o Plurol® oleique com os farmacos, em M3 e M7 foi possivel
identificar que a degradacdo dos farmacos nas misturas ocorreu em mais etapas do que a dos
farmacos sozinhos, e a temperatura de degradacdo do MOX e do BET, e seus valores de perda
de massa se mantiveram conforme a decomposicdo dos farmacos sozinhos.

Do mesmo modo, a M4 também indicou a presenca de varias etapas de degradacdo do
MOX, mantendo a temperatura de degradacdo e os valores de perda de massa consistentes com
o farmaco puro. J4 na M8, o Cremophor® EL n&o alterou a degradagdo do farmaco e a perda de
massa foi correspondente a mistura.

Em M5 e M9, pode-se notar que o P407 também ndo alterou a degradacéo dos farmacos
e manteve a perda de massa esperada.

A mistura completa da formulacdo (M10) ndo alterou a degradacdo dos farmacos e nem
dos demais componentes, mantendo a perda de massa correspondente aos componentes

isolados da mistura.
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Figura 18. Primeira derivada de TGA das misturas M1 & M10 e dos farmacos isolados. Analises
referentes ao MOX e as misturas fisicas contendo MOX (A) e anélises referentes ao BET e as misturas
fisicas contendo BET (B). Cada evento de perda de massa esta indicado nas figuras como porcentagem

(%). BET — dipropionato de betametasona; MOX — cloridrato de moxifloxacino.
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5.2.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A técnica FTIR foi utilizada para avaliar confirmar a ocorréncia ou ndo de interagdes
entre as moléculas dos excipientes e dos farmacos utilizados no preparo das nanoemulsées com
base nos resultados anteriores de andlise térmica, fornecendo dados mais precisos sobre
possiveis incompatibilidades nas nanoformulagdes. Assim, as alteracdes nos padrdes espectrais
caracteristicos dos farmacos e dos excipientes foram observadas a partir da sobreposicdo dos
espectros, onde as estruturas particulares de cada molécula podem ser identificadas.
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Figura 19. Espectros de FTIR e estruturas quimicas dos farmacos BET e MOX sozinhos ou em mistura
fisica (BET + MOX). BET - dipropionato de betametasona; FTIR — espectroscopia de infravermelho

com transformada de Fourier; MOX — cloridrato de moxifloxacino.

Na Figura 19 é possivel observar os fingerprints das moléculas do MOX e do BET
sozinhas e da mistura fisica dos dois farmacos. A molécula do MOX foi identificada pelas
vibrac6es moleculares de suas estruturas, dentre as quais, as principais sdo: um pico em 3668
cm?, uma banda em 1512 cm? e um estiramento longo em 803 cm?, que caracterizam as
diversas ocorréncias do grupamento amina secundaria na molécula do fArmaco. Enquanto isso,
o BET foi caracterizado primordialmente pelo estiramento de alta intensidade vinculado a
ligacdo F-C em 1187 cm™. A partir da mistura M1 dos farmacos ndo foi observada nenhuma
alteracdo na orientacdo das estruturas quimicas deles, 0 que sugere a existéncia de
compatibilidade quimica entre MOX e BET, indicando que a associagdo dos farmacos em uma

mesma formulacdo pode ser feita.
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Figura 20. Espectros de FTIR do MOX sozinho ou em mistura fisica (M2, M3, M4, M5) e estrutura
guimica do MOX. FTIR — espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier; MOX —

cloridrato de moxifloxacino.

Os fingerprints das misturas binarias entre 0 MOX e 0s excipientes da formulagéo:
oleato de etila, plurol oleique, cremophor e P407 estdo representados na Figura 20. Os sinais
particulares do MOX foram identificados nas misturas para investigar a possivel ocorréncia de
interacbes com 0s excipientes. As principais vibragdes moleculares da molécula do MOX
identificadas foram: um pico em 3668 cm™, uma banda em 1512 cm™ e um estiramento longo

em 803 cm, que caracterizam as diversas ocorréncias do grupamento amina secundaria; e um
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estiramento muito longo O—H a 3339 cm™. N&o foram observados deslocamentos das bandas
identificadas do MOX nos espectros das misturas fisicas, o que sugere que ndo existe interacdo
entre as moléculas dos excipientes e do farmaco, indicando a ndo ocorréncia de reacfes

degradacéo ou instabilidade nas amostras.
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Figura 21. Espectros de FTIR do BET sozinho ou em mistura fisica (M6, M7, M8, M9) e estrutura
quimica do BET. BET - dipropionato de betametasona; FTIR — espectroscopia de infravermelho com

transformada de Fourier.
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Na Figura 21, encontram-se os fingerprints das misturas binarias entre o BET e 0s
excipientes da formulacdo: oleato de etila, plurol oleique, cremophor e P407. Os sinais
caracteristicos do BET também foram identificados nas misturas com o mesmo objetivo de
investigar a possivel ocorréncia de interacbes com os excipientes. As principais vibracfes
moleculares da molécula do BET identificadas foram: estiramento de alta intensidade vinculado
a ligagdo F-C em 1187 cm™, um estiramento da ligagdo C=0 em 1715 cm™ do grupo cetona, e
um estiramento da ligacdo C=0 a 1754 cm™ do grupo éster. Assim como nas misturas fisicas
com o MOX, nas misturas fisicas dos excipientes com o BET, ndo foram observados
deslocamentos das bandas do BET nos espectros das misturas fisicas, sugerindo que nédo
ocorreram reacdes degradacdo ou instabilidade nas amostras devido a auséncia de interacdo
entre as moléculas dos excipientes e do BET. Assim, com base nesse conjunto de resultados
apresentados, passou-se para a fase de desenvolvimento das nanoformulagdes utilizando os

excipientes selecionados.

5.3 Obtencéo das nanoemulsées liquidas e gel in situ

A selecdo dos excipientes de nanoformulac6es tdpicas oculares necessita de uma grande
cautela, uma vez que esses produtos devem alcancar um equilibrio ideal para garantir que as
propriedades da formulacdo (tamanho das goticulas e distribuicdo do tamanho, potencial zeta,
pH, osmolaridade e estabilidade) atendam as exigéncias de uma formulacdo ocular
(DUKOVSKI et al., 2019). Além disso, o tensoativo, 0 cotensoativo e 0 6leo ndo podem ser
irritantes ou toxicos para a superficie da cornea e outros tecidos oculares (KAUR; KAKKAR,
2014). Portanto, para compor a formulacdo foram escolhidos como tensoativos Cremophor®
EL e Plurol® oleique, e como 6leo, o oleato de etila.

Cremophor® EL (Oleo de ricino polietoxilado, EHL: 12.0-14.0) é um tensoativo
hidrofilico, ndo irritante, comumente usado em produtos oftalmicos (DUKOVSKI et al., 2019;
JURETIC et al., 2018; KANG et al., 2016; SHAH et al., 2014). O uso do tensoativo combinado
ao cotensoativo permite reduzir a tensdo interfacial, o que facilita o processo de dispersdo da
fase interna durante o preparo da nanoemulsdo (KAUR; KAKKAR, 2014), aléem de melhorar a
estabilidade e solubilidade das nanoemulsbes (LALU et al., 2017). Logo, como cotensoativo
foi utilizado o Plurol® oleique (Propilenoglicol monocaprilato, EHL: 3.0), um produto
lipofilico, biodegradavel e capaz de aumentar a solubilidade de farmacos hidrofobicos
(CHAVAN; INGLE; VAVIA, 2013; JANKOVIC et al, 2016). Ambos o0s tensoativos
escolhidos sdo ndo-ibnicos (DUKOVSKI et al., 2019; JANKOVIC et al, 2016), uma

importante caracteristica que garante a baixa irritabilidade aos olhos (KANG et al., 2016).
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O oleato de etila, por sua vez, ¢ um éleo formado por ésteres de &cidos graxos de cadeia
média e tem sido preferencialmente usado em nanoemulsdes devido ao seu pequeno peso
molecular (HEGDE; VERMA; GHOSH, 2013). Atualmente, tem sido empregado para formular
nanoemulsdes para tratamento topico oftdlmico, e demonstrou grande desempenho por auxiliar

no aumento da permeacdo de farmacos na cornea (SHAH et al., 2019).
5.3.1 Diagrama de fases pseudoternario

As nanoemulsdes foram obtidas através da construcdo de um diagrama de fases
pseudoternario, utilizando como tensoativo e cotensoativo, respectivamente o Cremophor® EL
e 0 Plurol® oleique na proporgédo 4:1 (p/p). Esse diagrama permite observar a mudanca mdtua
de um sistema de trés componentes em um tridngulo equilatero. Os vértices do diagrama de
fases pseudoternario representam a fase aquosa, a fase oleosa e o tensoativo, e quando séo
avaliados quatro componentes, um dos vertices do diagrama representard uma mistura binaria
de razdo fixa, como tensoativo/cotensoativo. O diagrama indica a regido onde esta a melhor
proporcao dos componentes da formulacdo (WANG et al., 2018).

Assim, as nanoemulsées do tipo O/A foram formadas quando a fracdo de tensoativo
estava em maior proporcdo e a de fase oleosa, em menor. Nas primeiras titulacdes dessas
formulacdes, em que a &gua se encontrava em menores proporcdes, houve a formacdo de
nanoemuls@es gelificadas, e conforme foi ocorrendo a titulagdo e aumentando a proporg¢éo da
fase agquosa, essas nanoemulsfes ficaram liquidas. Como esperado, a combinacdo de um
tensoativo com um cotensoativo reduziu a tensdo interfacial entre os liquidos (AMMAR et al.,
2009), resultando em uma grande area de formacdo de nanoemulsdes (Figura 22). Por outro
lado, as regides com iguais concentracfes de dleo e de tensoativo, com a titulacdo da fase
aquosa, formaram emulsdes liquidas. Enquanto nas formulacdes com maior fase oleosa e menos
tensoativo, foi possivel observar que, independente da proporcdo de fase aquosa, as

formulacgdes ficaram turvas e apresentaram separacédo de fase.
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®  Nanoemulsdo liquida
0 B Nanoemulsdo liquida escolhida
100 ® Nanoemulsio gel
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Figura 22. Diagrama de fases pseudoternario mostrando as regides de formacgédo de nanoemulsées gel e
liquida, em vermelho, esta indicada a regido escolhida para o preparo da nanoemulsdo. O diagrama foi
composto por Cremophor® EL e o Plurol® oleique na proporcéo 4:1 (p/p), como tensoativos, oleato de

etila, como fase oleosa e 4gua, como fase aquosa.

5.3.2 Selecdo da formulagao

Com base na extensdo da regido de nanoemulsdes O/A no diagrama de fases construido,
a nanoemulsdo selecionada para incorporar os farmacos levou em consideracdo a concentragdo
minima possivel de tensoativo/cotensoativo, com a menor quantidade possivel de fase oleosa,
que permitisse a solubilizacdo completa do farmaco hidrofébico (BET). Objetivou-se também
a obtencdo de nanoemulsdes estaveis, sem precipitacdo dos farmacos. E, ainda, foi selecionada
uma formulagdo que se apresentasse no estado liquido, para garantir a precisdo da dose quando
instilada no olho. Assim, as nanoemuls6es O/A foram preparadas utilizando 5% de fase oleosa,

20% de tensoativo e 75% de fase aquosa (Figura 22).
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5.3.3 Incorporacéo dos farmacos e do poloxamer na nanoemulsao

Os métodos de alta energia para producdo de uma nanoemulsdo, como o ultrassom de
ponta, permitem reduzir o tamanho da goticula de uma formulacdo para tamanhos menores do
que 100 nm, fornecendo um maior controle para a estabilidade, reologia e cor da formulacéo
(KUMAR et al., 2019). Portanto, a formulagéo selecionada com base no diagrama de fases
pseudoternario, foi submetida a técnica de ultrassonificacdo com o objetivo de melhorar suas
caracteristicas fisico-quimicas. A Figura 23 mostra as caracteristicas macroscopicas das
nanoemulsdes produzidas por essa metodologia. O farmaco hidrofilico (MOX, log P = -0,280)
possivelmente encontra-se na fase aquosa externa da formulagéo ou interagindo com as porgoes
polares dos tensoativos, enquanto o farmaco hidrofobico (BET, log P = 3,97) possivelmente
encontra-se dissolvido nas goticulas da fase oleosa que compdem a fase interna da formulacéo.

As nanoemulsdes O/A foram preparadas utilizando 5 mg/L de MOX e 1 mg/L de BET,
oleato de etila 5% p/p, cremophor EL: plurol oleique na proporcao 4:1 (p/p) 20% p/p, tampéo
fosfato pH 7,4 75%. O tampao fosfato pH 7,4 foi utilizado como fase aquosa para manter o pH
da nanoformulacdo em niveis fisiologicos.

Objetivando a formacgdo de uma nanoemulsdo de gelificacdo in situ, apds preparo das
nanoemulsdes, o P407 foi adicionado a formulacédo. Esse polimero permite que a formulacéo
permaneca liquida nas condigdes de armazenamento, mas que se converta em um gel
viscoelastico quando em contato com a temperatura ocular. Isso permite a maior residéncia dos
farmacos em contato com a regido pré-corneana, aumentando, assim, a biodisponibilidade. Essa
caracteristica também permite que as doses dos medicamentos sejam aplicadas de forma precisa
e reprodutivel (PATEL et al., 2016).

Figura 23. Nanoemulses O/A: (NEC1) sem os fa&rmacos e sem o P407, (NE1) com os farmacos e sem

0 P407, (NEC2) sem os farmacos e com o P407, (NE2) com os farmacos e com o P407.
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5.4 Caracterizacdo das nanoemulsdes liquida e de gelificagdo in situ

Formulac6es para uso tépico ocular precisam atender a diversos requisitos, que devem
ser definidos em relagdo aos limites das diferentes implicacGes fisioldgicas do olho (LALU et
al., 2017). Portanto, para atender a esses limites da via ocular e para serem caracterizadas como
nanoemulsdes, as formulagdes desenvolvidas foram analisadas quanto aos seguintes

parametros: tamanho da goticula, PDI, potencial zeta, pH, osmolaridade e morfologia.

5.4.1 Diametro da goticula e PDI

Uma das caracteristicas mais importantes de uma nanoemulséo é o tamanho da goticula.
Uma nanoemulsdo com tamanho médio de goticula variando entre 10-100 nm é capaz de
melhorar a estabilidade, diminuindo a ocorréncia de processos de instabilizacdo como
coalescéncia, aléem de aumentar o poder de penetracdo dos farmaco incorporados e,
consequentemente, a biodisponibilidade ocular dos farmacos (KUMAR et al., 2017). De fato,
as nanoemulstes formadas apresentaram um aspecto translicido com valores de didmetro da
goticula relativamente baixos, variando entre 21 e 27 nm (Tabela 9). Esse pequeno tamanho era
esperado devido a presenca das moléculas de cotensoativo juntas ao tensoativo, que permitem
a reducado da tensdo interfacial, diminuindo, assim, o raio de curvatura das nanoemulsdes.

O PDI, por sua vez, indica a distribuicdo do diametro das goticulas da nanoemulsédo em
torno do valor médio, em que valores menores que 0,2 indicam uma distribuicdo de tamanho
estreita, ou seja, com alta homogeneidade no sistema (PATHAK; CHHABRA; PATHAK,
2013). Os resultados obtidos indicaram valores de PDI menores que 0,11 demonstrando que
existe uma grande homogeneidade de distribuicdo do didmetro das goticulas nessas
formulacdes. Esse resultado é positivo, pois permite inferir que essas nanoemulsdes

monodispersas serdo estaveis fisicamente por periodo de tempo consideravel.

Tabela 9. Caracterizacdo das nanoemulsdes NEC1, NE1, NEC2 e NE2 quanto ao didmetro da goticula
(nm) e ao PDI. NEC1 — nanoemulsdo O/A sem os farmacos; NE1 — nanoemulsdo O/A de moxifloxacino
e betametasaona; NEC2 — nanoemulsdo O/A sem os farmacos com poloxamer; NE2 — nanoemulsdo O/A

de moxifloxacino e betametasaona com poloxamer; PDI — indice de polidispersao.

Formulagéo Diametro da goticula (nm) PDI
NEC1 21,8+0,3 0,07 £0,01
NE1 22,6 £0,3 0,09 £0,01
NEC2 26,7+0,1 0,08 £ 0,01

NE2 28,0+0,1 0,11 +0,01
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Na Figura 24 estd a representacdo gréafica da variacdo do tamanho e do PDI das
nanoemulsdes. A adic¢do tanto do P407 quanto dos farmacos alterou estatisticamente o tamanho
das nanoemulsdes (p<0,05 e p<0,0001, respectivamente), resultando em formulagcdes com
tamanhos maiores de goticula. Ja o PDI apenas sofreu aumento estatisticamente significativo
(p<0,01) entre a formulacdo NEC1 e NE2, ou seja, apds a adi¢do simultanea dos farmacos e do
P407. Esses resultados sdo condizentes, uma vez que com a adi¢do de outros componentes a
formulacdo espera-se que haja pequenos rearranjos no sistema, que resultam em aumento de

tamanho de nanogoticulas.
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Figura 24. Representacdo grafica da caracterizacéo das nanoemulsdes NEC1, NE1, NEC2 e NE2 quanto
ao diametro da goticula (nm) e ao PDI. Analise estatistica por ANOVA, (*) p<0,05, (**) p<0,01, (****)
p<0,0001. NEC1 — nanoemulsdo O/A sem os farmacos; NE1 — nanoemulsdo O/A de moxifloxacino e
betametasaona; NEC2 — nanoemulsdo O/A sem os farmacos com poloxamer; NE2 — nanoemulsdo O/A

de moxifloxacino e betametasaona com poloxamer.

5.4.2 Potencial Zeta

O potencial zeta indica a densidade de carga em torno das nanogoticulas e fornece
informacGes sobre o grau de repulsdo entre elas. Assim, quanto maior o seu potencial zeta, seja
negativo ou positivo, maior deve ser a estabilidade fisica da formulacéo, ja que ha prevencédo
de floculacdo e a agregacdo das nanogoticulas da formulacdo (PATEL et al., 2016; SHAH et
al., 2019). Os dados mostrados na Tabela 10 indicam que as goticulas apresentaram cargas
negativas em sua superficie variando entre -10 e -16 mV, mas esse resultado é proximo a

neutralidade. Tal carga deve ser proveniente dos sais de fosfato que comp6em o tampéo pH 7,4,
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uma vez que os tensoativos utilizados na formulagdo foram ndo-ibnicos (MEHANNA,;
MNEIMNEH; ABED EL JALIL, 2020).

Tabela 10. Resultado da avaliagdo do potencial zeta (mV) das formulagdes NEC1, NE1, NEC2, NE2.
NEC1 — nanoemulsdo O/A sem os farmacos; NE1 — nanoemulsdo O/A de moxifloxacino e
betametasaona; NEC2 — nanoemulsdo O/A sem os farmacos com poloxamer; NE2 — nanoemulsdo O/A

de moxifloxacino e betametasaona com poloxamer.

Formulagéo Potencial Zeta (mV)
NEC1 -15,0+0,7
NE1 -16,2+0,6
NEC2 -12,2+0,7
NE2 -10,3+£0,1

5.4.3 Mensuracao do pH

O pH ideal de uma formulacéo ocular deve estar na faixa de 7,2 £ 0,6 (MAHBOOBIAN
et al., 2017), visto que essa faixa de pH permite que a formulacédo seja tamponada pelo liquido
lacrimal evitando a irritacdo ocular, a producdo reflexa de lagrimas e o reflexo de piscar
rapidamente (SHAH et al., 2019). As nanoemulsdes inicialmente foram produzidas com agua
ultrapura, e formaram nanoformula¢ées com pH com valores entre 5,5 e 6,7 (Tabela 11). As
nanoformulagdes contendo os farmacos (NE1 e NE2) apresentaram valores de pH mais acidos
0 que provavelmente causaria efeitos indesejados de irritabilidade nos olhos.

Os tampdes desempenham um papel fundamental na formulagéo de colirios oftalmicos,
contribuindo significativamente para a estabilidade quimica, para a resposta clinica e, também,
para o conforto e a seguranca do produto (NANJWADE et al., 2011). Portanto, para corrigir o
pH, foi utilizado tampéo fosfato pH 7,4 como fase aquosa das formulagdes, o que resultou em

formulagcdes com pH variando entre 7,0 e 7,2 (Tabela 11).
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Tabela 11. Avaliacdo do pH das formulacbes NEC1, NE1, NEC2, NE2 produzidas tanto com a fase
aquosa composta por agua ultrapura, quanto com a fase aquosa composta por tampdao fosfato pH 7,4.
NEC1 — nanoemulsdo O/A sem os farmacos; NE1 — nanoemulsdo O/A de moxifloxacino e
betametasaona; NEC2 — nanoemulsdo O/A sem os farmacos com poloxamer; NE2 — nanoemulsdo O/A

de moxifloxacino e betametasaona com poloxamer.

Formulacéo pH sem tampéo pH com tampao
NEC1 6,3+0,1 7,1x0,1
NE1 55+0,1 7,0x0,1
NEC2 6,7 0,1 72%0,1
NE2 58+0,1 7,1x0,1

5.4.4 Osmolaridade

Idealmente, uma formulagéo oftalmica deve apresentar a osmolaridade em torno de 290
mOsmol/kg. Esse parametro se relaciona a menor irritabilidade de uma formulagéo (PATEL et
al., 2016). Contudo, valores de osmolaridade entre 100 e 640 mOsmol/kg sdo comumente
tolerados pela mucosa ocular, ndo causando desconforto apds a aplicacdo (MAHBOOBIAN et
al., 2017). Na Tabela 12, pode-se observar que os valores de osmolaridade das formulactes
NEC1, NE1, NEC2, NE2 se encontraram numa faixa de 430 a 580 mOsmol/kg e quanto maior
a quantidade de solutos adicionados a0 meio, maior a sua tonicidade, como era obviamente

esperado.

Tabela 12. Resultados referentes a osmolaridade das formulacdes NEC1, NE1, NEC2, NE2. NEC1 —
nanoemulsdo O/A sem os farmacos; NE1 — nanoemulsdo O/A de moxifloxacino e betametasaona; NEC2
— nanoemulsdo O/A sem os farmacos com poloxamer; NE2 — nanoemulsao O/A de moxifloxacino e

betametasaona com poloxamer.

Formulacéo Osmolaridade (mOsmol/kg)
NEC1 434,7+ 4,9
NE1 455,3+5,6
NEC2 568,7 +9,4
NE2 579,0+9,4

5.4.5 Morfologia

A avaliagdo morfoldgica das nanoformulagdes (NEC1, NE1, NEC2 e NE?2) foi realizada

a partir da analise de imagens obtidas por MET (Figura 25). As nanoemulsdes apresentaram



62

formato de golticulas esférico, conforme descrito na literatura (MEHANNA; MNEIMNEH;
ABED EL JALIL, 2020; PATHAK; CHHABRA; PATHAK, 2013; SHAH et al., 2019), com
alteraces discretas no tamanho hidrodindmico observado pela técnica de espalhamento de luz
dindmico. Mesmo com a adi¢do do P407 nas formulacfes NEC2 e NE2, o formato esférico das
nanoestruturas foram mantidos. Essa avaliacdo serd novamente realizada em experimentos

futuros com diferentes contrastantes para melhor observacéo das goticulas das formulacées.

ST e )t TR Fi

Figura 25. Imagens obtidas por MET das formulagfes: NEC1 (A), NE 1 (B), NEC2 (C) e NE2 (D).

Aumento de 30.000 vezes. Nanoemulsdes identificadas pelas setas vermelhas. MET — microscopia

eletrénica de transmissdo. NEC1 — nanoemulsdo O/A sem os farmacos; NE1 — nanoemulsdao O/A de
moxifloxacino e betametasaona; NEC2 — nanoemulsdo O/A sem os fdrmacos com poloxamer; NE2 —

nanoemulsdo O/A de moxifloxacino e betametasaona com poloxamer.

5.5 Estudos reoldgicos da nanoemulséo

Um importante parametro que deve ser analisado em formulagGes gel in situ, € a
temperatura de transicdo desse gel, que idealmente deve estar entre 25° (temperatura ambiente)
e 35°C (temperatura do olho) para formulagdes oculares (KRTALIC et al., 2018). As
caracteristicas da formulacdo em temperatura ambiente e fisiologica podem ser determinadas
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pelas suas propriedades dinamicas, como elasticidade ou médulo eléstico (G’), e viscosidade
ou modulo dissipativo (G”) (LI et al., 2020). O G’ é uma caracteristica inerente de um material
solido. Quando seu valor é mais alto, significa que sob uma forca de cisalhamento, o material
é capaz de armazenar a energia e ndo deformar ou fluir. O oposto é verdadeiro para o G”
(GRATIERI et al., 2010).

A Tgel € um parametro critico em relacdo a eficacia e seguranca da formulacao, assim
como a adesdo do paciente ao tratamento, uma vez que influencia a precisdo da dosagem, o
conforto da aplicacdo e o tempo de residéncia do farmaco na superficie ocular (KRTALIC et
al., 2018). A formulacdo deve ser um liquido de fluxo livre para que seja administrado
facilmente como uma gota. Dessa forma, 0 G” deve ser superior ao G’ no momento da
aplicacdo. Contudo, apos a administracdo da formulacéo, espera-se a formacgéo de um gel, em
que G’ deve ser maior que G”, resistindo as forcas de cisalhamento do olho durante o ato de
piscar (GRATIERI et al., 2010).

Inicialmente, foi identificada a regido de viscoelasticidade linear da formulacéo a 15°C
e 40°C, onde a tensdo € diretamente proporcional a deformacéo, o que determinou a amplitude

de deformacéo de 1% utilizada nas anélises (Figura 26).
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Figura 26. Gréafico referente a regido visco-elastica linear da formulagdo a temperatura de 15°C (A) e
50°C (B).

O resultado obtido da Tge da formulagéo foi de 32,0 £ 0,9 °C (Figura 27), demonstrando
que a formulagdo encontra-se nas condicdes ideais de formacéo de gel de um medicamento para
aplicacdo tdpica ocular. Quando armazenada a temperaturas mais baixas, essa formulacdo
apresenta-se no estado liquido, podendo ser instilada no olho com precisdo da dose, e quando
em contato com a superficie ocular, essa formulacdo inicia seu processo de gelificacdo,

considerando que a temperatura ocular é de 35°C, e a 32°C a formulacdo gelifica.
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Figura 27. Modulo elastico (G’) e médulo dissipativo (G”) em fung¢do da temperatura da formulagdo

NE2. NE2 — nanoemulsdo O/A de moxifloxacino e betametasaona com poloxamer.

Os resultados de viscosidade mostraram que a formulacdo sem adi¢do do poloxamer
apresentou uma viscosidade constante com a variagdo de temperatura (=0,110 Pa.s), enquanto
na formulacdo com poloxamer, a viscosidade apds a gelificacdo foi maior do que antes,
aumentando a viscosidade de 0,462 Pa.s a 25°C para 3,819 Pa.s a 35°C, o que confirma que a
formulacédo liquida se tornou gel (Tabela 13). Essa baixa viscosidade inicial da formulagéo
permite a precisdo da dosagem e facilidade de administracdo do colirio, em contraste com as
formulacdes gelificadas ja existentes (DUKOVSKI et al.,, 2019) e a gelificacdo posterior
permite uma liberacdo lenta e prolongada dos farmacos, gerando uma formulagdo mais potente
com uma retencédo pré-corneana (GUPTA; JUYAL; NAGAICH, 2019).

Tabela 13. Resultados de viscosidade das formulagbes NE1 e NE2, nas temperaturas de 15°, 25° e 35°C.
NE1 — nanoemulsdo O/A de moxifloxacino e betametasaona; NE2 — nanoemulsdo O/A de

moxifloxacino e betametasaona com poloxamer.

Sl Viscosidade (Pa.s) a Viscosidade (Pa.s) a Viscosidade (Pa.s) a
¢ 15°C 25°C 35°C
NE1 0,123 0,114 0,104

NE2 0,230 0,465 3,819
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5.6 Estudo de estabilidade das nanoemulsdes

Inicialmente, todas as nanoemulsdes apresentaram um aspecto transparente e
homogéneo: as NE1 e NE2 apresentaram uma coloracdo amarela clara (devido a coloracdo
amarelada conferida pelo MOX), enquanto as NEC1 e NEC2 apresentaram cor transparente.
Ao longo dos 90 dias de andlise, foram observadas alteracdes na coloracdo das NE1 e NE2
somente quando armazenadas em temperatura de 30° £ 2°C (Figura 28 e 30), que apresentaram
uma coloracdo amarelo escuro a partir do 30° dia de armazenamento. Contudo, ndo foram
observados demais indicativos de instabilidade fisica, como precipitacdo de particulas,
separacdo de fases ou turvacdo das amostras. A alteracdo na coloracdo das amostras sugere que
houve uma degradacdo dos farmacos na formulacdo, indicando que a partir do dia 30, as
amostras contendo os farmacos, armazenadas a 30° + 2°C, ndo devem se manter estaveis
qguimicamente. As principais reacdes de degradacdo do MOX ocorrem por fotodegradacéo ou
por oxidacdo (AL OMARI et al, 2014). Considerando que as formulacdes foram
acondicionadas protegidas da luz, possivelmente essa alteracdo na coloragcdo da nanoemulsdes
pode ter se dado por reacOes de oxidacdo desse farmaco, uma vez que as amostras ndao se
encontravam fechadas hermeticamente nos frascos. As demais amostras ndo apresentaram
nenhum tipo de alteracdo fisica (Figura 29 e 31, e NEC1 e NEC2 das Figura 28 e 30), indicando
maior estabilidade do sistema.

Figura 28. NEC1 e NE1 armazenadas & temperatura de 30° + 2°C durante o periodo de 90 dias. Apds o
30° dia de armazenamento é possivel identificar alteragdo na colora¢do da NE1. NEC1 — nanoemulsdo
O/A sem os farmacos; NE1 — nanoemulsdo O/A de moxifloxacino e betametasaona.
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Figura 29. NEC1 e NE1 armazenadas a temperatura de 5° + 3°C durante o periodo de 90 dias. NEC1 —
nanoemulsdo O/A sem os farmacos; NE1 — nanoemulsdo O/A de moxifloxacino e betametasaona.

NEC2

Figura 30. NEC2 e NE2 armazenadas & temperatura de 30° + 2°C durante o periodo de 90 dias. Apos 0
30° dia de armazenamento é possivel identificar alteragdo na coloragdo da NE2. NEC2 — nanoemuls&o
O/A sem os farmacos com poloxamer; NE2 — nanoemulséo O/A de moxifloxacino e betametasaona com

poloxamer.
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Figura 31. NEC2 e NE2 armazenadas a temperatura de 5° + 3°C durante o periodo de 90 dias. NEC2 —
nanoemulsdo O/A sem os farmacos com poloxamer; NE2 — nanoemulsdo O/A de moxifloxacino e

betametasaona com poloxamer.

As nanoemulsdes foram avaliadas quanto ao tamanho da goticula por um periodo de 90
dias (Figura 32). As nanoemulsdes NEC1, NE1, NEC2 e NE2, armazenadas em temperatura
30° + 2°C, permaneceram com uma media de tamanho de 21,4 + 0,4; 22,4 £ 1,7; 26,1 £ 0,5;
26,6 + 0,7 nm, respectivamente. Enquanto, isso, as nanoemulsdes NEC1, NE1, NEC2 e NE2,
armazenadas em temperatura 5° £ 3°C, permaneceram com uma média de tamanho de 21,6 £
0,1;22,2+0,1; 26,8 +0,6; 27,3 £ 0,6 nm, respectivamente.

Apdls a analise estatistica, ndo foi observada nenhuma diferenca estatisticamente
significativa das amostras NEC1, NEC2 e NE2 armazenadas na temperatura de 30° £ 2°C, ao
longo dos 90 dias de estudo, contudo a NE1, armazenada nessas mesmas condicoes, apresentou
uma diferenca significativa (p<0,05) no tempo 7 de analise. No entanto, tal alteracdo foi discreta
e ndo foi observada nos demais dias.

Na temperatura de 5° + 3°C, ndo foi observado nenhuma diferenga estatisticamente
significativa das amostras NEC1, NE1 em relacéo ao didmetro de goticulas. Contudo, na NE2,
houve diferenca significativa estatisticamente (p<0,05) a partir do dia 15 de analise e na NEC2
houve diferenca estatistica (p<0,05) durante todo o periodo de avaliacdo. Apesar disso,
nenhuma amostra apresentou indicios de alteracdo fisica e ndo foi observado aumento do
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tamanho das goticulas, que se mantiveram com didmetro menor que 30 nm, levando a conclusao

de que ndo houve perda da estabilidade das formulagfes armazenadas 5° + 3°C.
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Figura 32. Diametro de goticula das nanoemulsdes NEC1, NE1, NEC2 e NE2 armazenadas a 30° + 2°C
e 5° + 3°C, durante 90 dias. NEC1 — nanoemulsdo O/A sem os farmacos; NE1 — nanoemulsao O/A de
moxifloxacino e betametasaona; NEC2 — nanoemulsdo O/A sem os fArmacos com poloxamer; NE2 —

nanoemulsdo O/A de moxifloxacino e betametasaona com poloxamer. Andlise estatistica por ANOVA.

O PDI indica a homogeneidade de distribuicdo do tamanho das goticulas, como ja
mencionado, valores menores que 0,200 sugerem uma distribuicdo de tamanho altamente
homogénea no sistema.

Nas analises estatisticas, na temperatura de 30° + 2°C, a NEC1 e a NE1 apresentaram

diferencas estatisticas (p<0,05) a partir do tempo 30 de anélise, a NEC2 apresentou diferenca
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estatistica no tempo 90 de analise e a NE2 apresentou diferencas estatisticas a partir do 7° dia
de analise. Ja na temperatura de 5° + 3°C, ndo foi observado nenhuma diferenca estatisticamente
significativa da amostra NEC1; a NE1 e a NE2 apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05)
no tempo 90; e a NEC2 obteve diferencas estatisticas (p<0,05) somente nos tempos 7, 60 e 90.

Apesar das variacOes dos valores das analises, todas as nanoemulsdes formadas (NEC1,
NE1, NEC2 e NE2) armazenadas tanto a 30° + 2°C, quanto a 5° + 3°C, apresentaram valores
de PDI menores do que 0,150 durante todo o periodo (Figura 33), indicando que ao longo do

tempo de avaliacdo, as nanoemulsées se encontraram monodispersas.
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Figura 33. PDI das nanoemulsées NEC1, NE1, NEC2 e NE2 armazenadas a 30° + 2°C e 5° £ 3°C,
durante 90 dias. NEC1 —nanoemulsdo O/A sem os farmacos; NE1 — nanoemulsdo O/A de moxifloxacino
e betametasaona; NEC2 — nanoemulsdo O/A sem os farmacos com poloxamer; NE2 — nanoemulséo O/A

de moxifloxacino e betametasaona com poloxamer. Analise estatistica por ANOVA.
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A anélise do potencial zeta ao longo dos 90 dias de analise referente &s nanoemulsGes
formadas (NEC1, NE1, NEC2 e NE2) armazenadas tanto a 30° £ 2°C, quanto a 5° + 3°C pode

ser feita pela observagéo dos dados apresentados na Figura 34.
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Figura 34. PDI das nanoemulsdes NEC1, NE1, NEC2 e NE2 armazenadas a 30° + 2°C e 5° + 3°C,
durante 90 dias. NEC1 — nanoemulsdo O/A sem os farmacos; NE1 — nanoemulsdo O/A de
moxifloxacino e betametasaona; NEC2 — nanoemulsdo O/A sem os fdrmacos com poloxamer; NE2 —

nanoemulsdo O/A de moxifloxacino e betametasaona com poloxamer. Andlise estatistica por ANOVA.

Como descrito anteriormente, o potencial zeta faz referéncia a densidade de carga
superficial das goticulas e informa sobre a atracdo ou repulsdo entre elas. As formulacdes
apresentaram cargas negativas, contudo préximas a neutralidade, ao longo de todo o periodo de
analise. N&o foram observadas diferencas estatisticas (p>0,05) de potencial zeta ao longo dos

90 dias de andlise em ambas nas amostras armazenadas a 5° + 3°C. Nas formulacGes
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armazenadas na temperatura de 30° + 2°C, foram observadas diferenca estatistica (p<0,05) na
NEC1, a partir do dia 30 de analise.

O pH é um fator chave na determinacdo da permeabilidade de um farmaco na cornea,
uma vez que desvios no pH ideal para o olho aumenta a producdo de lagrimas, provocando a
perda do farmaco, o que diminui sua biodisponibilidade (AWWAD et al., 2017). Idealmente,
uma formulacdo deve apresentar uma faixa de pH variando entre 6,6 — 7,8, contudo, o pH de
colirios pode variar de 3,5 a 8,5 (BHARTI; KESAVAN, 2016). A variacdo de pH das
nanoemulsdes NEC1, NE1, NEC2 e NE2 armazenadas a 30° + 2°C e 5° + 3°C, analisadas por

90 dias, foi representada na Figura 35.
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Figura 35. pH das nanoemulsées NEC1, NE1, NEC2 e NE2 armazenadas & 30° + 2°C e 5° + 3°C,
durante 90 dias. NEC1 —nanoemulsdo O/A sem os farmacos; NE1 — nanoemulsdo O/A de moxifloxacino
e betametasaona; NEC2 — nanoemulsdo O/A sem os farmacos com poloxamer; NE2 — nanoemulséo O/A

de moxifloxacino e betametasaona com poloxamer. Analise estatistica por ANOVA.
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As nanoemulsdes NEC1, NE1, NEC2 e NE2, armazenadas em temperatura 30° + 2°C,
apresentaram pHs 6,6 + 0,3; 6,5 + 0,3; 6,7 £ 0,3; 6,6 £ 0,3, respectivamente. Enquanto isso, as
nanoemulsbes NEC1, NE1, NEC2 e NE2, armazenadas em temperatura 5° £+ 3°C,
permaneceram com uma media de pH igual a 6,9 = 0,2; 6,7 + 0,2; 7,0 £ 0,2; 6,7 = 0,2,
respectivamente. Nas analises estatisticas, em ambas as temperaturas, foram observadas
diferencas estatisticas em todas as anélises ao longo dos 90 dias (p>0,05); porém, o pH se
manteve dentro de uma faixa aceitavel e sem alteracfes bruscas.

De maneira geral, esses experimentos indicam estabilidade fisica de todas as
nanoemulsdes por pelo menos 90 dias. Indicam também que a menor temperatura ¢ ideal para
armazenamento das nanoformulagdes, uma vez que preserva a coloracdo proveniente dos

farmacos incorporados, que é sinal de estabilizagdo quimica.
5.7 Perfil de liberagéo in vitro dos farmacos

O estudo de liberacdo in vitro foi realizado com o objetivo de identificar a velocidade
com que os farmacos foram liberados das formulacdes NE1 e NE2 em comparacdo a um

controle do farmaco livre. Os resultados estdo apresentados na Figura 36.
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Figura 36. Perfis de liberagdo de MOX (A) e BET (B) a partir das formulacGes NE1, NE2 ou controle
contendo os farmacos livres em solugdo na mesma concentracdo (1% de BET e 5% de MOX).
Resultados apresentados como média * desvio padrdo. BET — dipropionato de betametasona; NE1 —
nanoemulsdo O/A de moxifloxacino e betametasaona; NE2 — nanoemulsdo O/A de moxifloxacino e
betametasaona com poloxamer; MOX — cloridrato de moxifloxacino.

O MOX exibiu um padrdo de liberacdo rapido no controle, em que mais de 70% do
farmaco se difundiu através da membrana apds duas horas de analise. A NE1 controlou de
maneira consistente a liberacdo do farmaco quando comparada ao controle (p<0,0001),

resultando em uma liberagdo de aproximadamente 40% de MOX apds as duas horas de analise.
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Um resultado semelhante ja foi descrito para nanoemulsdo O/A de MOX preparada com Tween
80, Soluphor® P, oleato de etila e 4gua, em que o sistema controlou em 60% a liberagdo do
farmaco comparado com controle (SHAH et al., 2019).

J& a NE2 garantiu um controle ainda maior de liberacdo de MOX em relagdo as outras
duas amostras (p<0,0001), liberando aproximadamente 25% do farmaco no periodo de analise
(Figura 36A). Este controle maior da liberacdo do farmaco hidrofilico (log P = -0,280) (AL
OMARI et al., 2014) da nanoformulacéo de gelificacdo in situ pode ser justificado pela maior
viscosidade desta formulacdo em relacdo a NE1 e controle, que gera uma resisténcia a difusdo
do farmaco (PATEL et al., 2016).

Diferente do observado para 0 MOX, a BET livre teve maior dificuldade em se difundir
da formulacdo em diregdo ao meio receptor aquoso atraves da membrana hidrofilica de celulose.
Quando incorporado as nanoemulsdes, o farmaco exibiu um padréo de liberagdo ainda mais
controlado. Enquanto somente 2% do farmaco se difundiu através da membrana em duas horas
de andlise, a partir da NE1 foi liberado apenas 0,4% (p<0,05) do farmaco no periodo e a partir
da NE2, apenas 0,3% (Figura 36B). O controle da liberacdo desse farmaco pode ter ocorrido
pelo seu aprisionamento nas goticulas das nanoemulsdes devido a sua caracteristica lipofilica
(log P = 3,97) (DOLOWY; PYKA, 2015), que resulta em alta solubilidade no dleo das
nanogoticulas da fase interna da formulacdo. Isso sugere que a solubilidade do farmaco pode

ser considerada um fator importante para modificar a sua libera¢do da nanoformulacéo.
5.8 Estudos ex vivo da penetracdo ocular

Os estudos de penetracdo ocular ex vivo foram realizados com o objetivo de verificar o
efeito da incorporacdo dos farmacos nas nanoemuls@es quando aplicadas topicamente na cornea
sobre a sua penetracdo. Nas Figura 37A e Figura 37B estdo representadas as quantidades
respectivamente de MOX e de BET recuperados da cdrnea apds 1 hora de tratamento tépico
com as formulagdes em uma condicdo estatica (sem fluxo lacrimal) e em uma condicéo
simulando o fluxo lacrimal.

Foi realizada a coleta do meio receptor para quantificacdo dos farmacos, contudo, ndo
houve permeacdo de MOX ou de BET através da cornea a partir de nenhuma formulacdo
avaliada (NE1 e NE2) ou do controle.
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Figura 37. Quantificacdo de MOX (A) e de BET (B) recuperados da cdrnea apds ensaios ex vivo de
penetracdo ocular em condicéo estatica (sem fluxo lacrimal) e em condicdo simulando o fluxo lacrimal,
a partir das formulacdes NE1, NE2 ou controle contendo os farmacos livres em solucdo na mesma
concentragdo (1% de BET e 5% de MOX). Analise estatistica por ANOVA, onde (*)=p<0,05,
(***)=p<0,001, (****)=p<0,0001 em relagdo ao controle. BET — dipropionato de betametasona; NE1 —
nanoemulsdo O/A de moxifloxacino e betametasaona; NE2 — nanoemulsdo O/A de moxifloxacino e

betametasaona com poloxamer; MOX — cloridrato de moxifloxacino.

Em condicéo estéatica, as formulacdes NE1 e NE2 aumentaram, respectivamente, 1,6 e
1,4 vezes a penetragdo do MOX na cornea comparada ao controle (p<0,05) (Figura 37A). O
aumento da penetracdo desse farmaco pode ter ocorrido pela interacdo das nanogoticulas
oleosas contendo tensoativo e do cotensoativo em sua superficie com a cornea (MORSI et al.,
2017). O aumento da viscosidade da formulacdo (PATEL et al., 2016), que refletiu no controle
de liberacdo do MOX pela NE2 em relacdo a NE1 (Figura 36) causou uma minima diminuicao
na penetracdo do farmaco, porém sem diferenca estatistica entre os dois grupos (p>0,05). E
importante ressaltar que a alta penetracdo do MOX a partir do controle deve ser resultante da
acdo do propilenoglicol como um promotor de permeacéo; entretanto, esse tipo de composicao
ndo seria viavel para administracao ocular por ser muito irritante, ao contrario das formulacdes
NE1 e NE2.

A recuperacdo de MOX da cdrnea ap6s 1 h de tratamento tépico com cada uma das
formulagdes em uma condicdo de aplicacdo que simula o lacrimejamento (Figura 37A) indica
que, em condicdes fisioldgicas, hd uma reducdo significativa da quantidade de farmaco capaz
de penetrar na cdrnea a partir das duas formulacdes testadas (NE1 e NE2) (p<0,0001) ¢ do
controle (p<0,001). Apesar de ndo existir uma diferenca estatisticamente significante entre a
penetracdo do farmaco a partir das nanoformula¢6es em relacdo ao controle (p>0,05), a NE2

aumentou 2,7 e 1,5 vezes a penetracdo do MOX em relacdo ao controle e a NE1,
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respectivamente. O aumento da penetragdo da NE2 nesse experimento foi ainda maior do que
no experimento estatico, o que sugere viscosidade aumentada da formulagdo permitiu com que
o farmaco permanecesse por um tempo prolongado em contato com a cérnea, favorecendo a
sua penetragdo ocular, mesmo quando a formulagdo era constantemente “lavada” pelo liquido
que mimetizada o liquido lacrimal.

No caso do BET (Figura 37B), em condicdo estatica, as formulacdes NE1 e NE2
diminuiram consideravelmente a penetragdo ocular do farmaco quando comparadas ao controle
contendo o farmaco livre em solucdo (p<0,0001). Possivelmente isso deve a alta solubilidade
do farmaco em meio a fase oleosa da formulacédo, o que pode ter ocasionado um aprisionamento
do BET nas goticulas oleosas da formulacdo, como ja observado nos experimentos de liberacao,
evidenciando esse controle da liberagdo do farmaco lipofilico.

A Figura 37B também apresenta os dados da quantidade recuperada de BET da cOrnea
apos 1 h de tratamento tépico com as formulagdes, no ensaio simulando o fluxo lacrimal. A
quantidade de farmaco que penetrou a cornea permaneceu maior no controle quando comparado
as duas formulagbes NE1 e NE2 (p<0,001). Contudo, houve uma reducdo consideravel da
penetracdo do BET entre o ensaio sem e com fluxo lacrimal (p<0,0001), 0 que sugere que a
baixa viscosidade do controle permitiu que o tampdo fosfato removesse grande parte do
farmaco que estava em contato com a superficie da cornea, impedindo que a sua penetracdo
fosse similar a penetracdo observada em condicdes estaticas. Para a formulagdo NE1, também
ocorreu uma diminuicdo significativa da penetracdo entre os dois ensaios (p<0,001). Assim,
como o controle, essa formulacdo apresenta baixos valores de viscosidade, 0 que a impedem de
permanecer por um periodo prolongado na cornea. A penetracdo de BET na cOrnea a partir da
NE2, por sua vez, ndo apresentou diferenca estatitica (p>0,05) se compararmos as condicdes
estatica e dindmica de aplicacdo. A viscosidade aumentada dessa formulacdo evitou sua
remocdo pela lagrima simulada e, dessa forma, o farmaco teve tempo suficiente para interagir
e penetrar na cornea na mesma concentragdo que nos experimentos estaticos.

Portanto, considerando as diversas barreiras fisiologicas e anatdmicas que restringem a
administracdo de medicamentos ao segmento anterior do olho, levando a altas taxas de
eliminacdo da formulacdo na superficie ocular, a viscosidade aumentada da formulacédo
diminuiria essas taxas, promovendo uma liberacdo mais consistente e prolongada tanto do

farmaco lipofilico quanto do hidrofilico.
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6 CONCLUSOES

Nesse estudo, foram desenvolvidos incialmente dois métodos bioanaliticos capazes de
quantificar de maneira seletiva, linear, precisa e exata os farmacos MOX e BET na presenca de
interferentes da cdérnea e das nanoformulages. Os estudos de pré-formulacdo permitiram
concluir o MOX e a BET podem ser associados em uma mesma formula¢do sem comprometer
a estabilidade e identidade de cada composto. Ainda, mostraram que ambos os farmacos séo
compativeis com os excipientes selecionados para o preparo das nanoformulagdes.

Foram desenvolvidas duas nanoemulsfes, uma liquida e uma de gelificacdo in situ
contendo MOX e BET, que atenderam aos parametros fisico-quimicos esperados para uma
nanoemulsdo, com pH e osmolaridade que sdo compativeis com uma aplicacdo ocular. As
nanoemulsdes de gelificacdo in situ contendo MOX e BET apresentaram uma temperatura ideal
de gelificacdo, em que quando armazenada a temperaturas mais baixas, apresenta-se no estado
liquido, podendo ser instilada no olho com precisdo da dose, e quando em contato com a
superficie ocular, essa formulacédo inicia seu processo de gelificacdo. Ainda, as nanoemulsdes
acondicionadas em 5° + 3°C se mantiveram estaveis ao longo dos 90 dias de armazenamento.

As nanoformulacgdes apresentaram um perfil controlado de liberacdo, exercendo um
controle ainda mais prologado para o farmaco lipofilico. As formulacGes nanoemulsionadas,
em condicdes experimentais de aplicacdo estatica sobre a cdrnea, aumentaram a penetracéo do
MOX na superficie ocular, contudo ndo foram capazes de aumentar a penetracdo do BET. No
ensaio simulando o fluxo lacrimal que mimetiza o que ocorre fisiologicamente, a penetracao do
MOX diminuiu consideravelmente em relacdo ao ensaio em condi¢fes estaticas, tanto para as
nanoemulsGes, quanto para o controle. Contudo, as formulacbes nanoemulsionadas
permaneceram com uma taxa de penetragdo maior que o controle. A penetracdo do BET, por
sua vez, foi reduzida a partir do controle e da nanoemulsdo formulada sem o P407 no ensaio
com fluxo lacrimal, quando comparado ao ensaio estatico; no entanto, a nanoemulsao preparada
com o P407 manteve a taxa de penetracdo do farmaco em ambos 0s tipos de experimento.

Assim, a nanoemulsdo de gelificacdo in situ associando BET e MOX parece promover
maior comodidade de aplicacdo, porque além de associar dois farmacos em um mesmo produto,
é capaz de aumentar a penetracdo do farmaco hidrofilico (MOX) e manter essa penetracdo de
maneira sustentada. Além disso, por aumentar o tempo de residéncia do farmaco lipofilico
(BET) em contato com a cornea, também parece garantir uma liberacdo consistente e

prolongada do BET na cornea.
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