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Resumo

O glaucoma € considerado a segunda causa mais comum de cegueira a nivel mundial. Hoje
em dia, apesar de ainda ndo existir cura nem forma de reverter a visdo perdida, existem
medicamentos capazes de atenuar e retardar a progressao da doenga, como o caso dos colirios.
Apesar da sua facilidade de aplicacdo, exigem uma administrag@o sistematica ao longo do dia,
onde apenas 5 % da dose instalada € retida pela cornea. Acrescenta-se o facto da necessidade
de sucessivas instilagdes didrias, provocarem no paciente um incumprimento da posologia
correta. Os sistemas de libertacdo controlada de farmacos, como os insertos oculares, surgem
em prol da melhoria da eficdcia do tratamento. Apresentam vantagens substanciais, permitindo
manter o nivel terapéutico adequado, a uma taxa de libertagao controlada, durante um periodo
de tempo definido. Desta forma, € maximizada a relacdo dose-eficdcia, diminuindo
consideravelmente as dosagens didrias necessarias.

Um dos objetivos da presente dissertacao foi avaliar a cinética de libertagdo do Cloridrato
de Dorzolamida, através de um inserto ocular insolivel, composto por copolimero de PCL/PEG
(sintetizado segundo o mecanismo reacional de polimerizagado por abertura de anel). O farmaco
€ imobilizado homogeneamente na matriz polimérica, através de uma mistura fisica. O estudo
da libertag@o baseou-se na avalia¢ao do perfil cinético, durante 7 dias, quando os insertos foram
submetidos em meios com diferentes valores de pH (6, 7, 8 € 9, de acordo com o pH do filme
lacrimal). Os perfis apresentaram uma libertagdo superior a 90 % e de acordo com a Lei de
Fick, excetuando o inserto inserido na solu¢do com pH 9, onde apds 24 horas se encontrava
desfeito.

Os polimeros e copolimeros sintetizados foram submetidos a uma andlise RMN, onde se
verificou que a utilizacdo de uma maior quantidade de PEG, resulta num peso molecular do
copolimero menor. Por fim, foi avaliada a interacdo entre os sistemas polimero-polimero e
polimero- farmaco, nomeadamente a solubilidade do farmaco na matriz polimérica, através de
uma analise térmica de DSC. Os resultados obtidos revelaram uma altera¢do no comportamento
térmico individual dos homopolimeros, quando submetidos a intera¢do quimica entre eles,
sendo que uma maior quantidade de PEG, conduz a uma curva térmica do copolimero mais
proxima do estado amorfo. O cloridrato de dorzolamida, apresentou ser uma estrutura amorfa,

nao sendo soluvel na matriz polimérica.

Palavras-Chave: glaucoma, inserto ocular, libertacdo controlada, polietilenoglicol,

policaprolactona

Vil



viil



Abstract

Glaucoma is considered the second most common cause of blindness worldwide. Today,
although there is still no cure or way to reverse vision loss, there are medications that can
attenuate and slow the progression of the disease, such as eye drops. Despite their ease of
application, they require systematic administration throughout the day, where only 5% of the
installed dose is retained by the cornea. In addition, the need for successive daily instillations
causes the patient not to comply with the correct dosage. Controlled drug release systems, such
as ocular inserts, are being used to improve treatment effectiveness. They have substantial
advantages, allowing the appropriate therapeutic level to be maintained, at a controlled release
rate, for a defined period of time. In this way, the dose-efficacy relationship is maximized,
considerably reducing the necessary daily dosages.

One of the objectives of the present dissertation was to evaluate the release kinetics of
Dorzolamide Hydrochloride, through an insoluble ocular insert, composed of PCL/PEG
copolymer (synthesized according to the ring opening polymerization reaction mechanism).
The drug is homogeneously immobilized in the polymeric matrix by physical mixing. The
release study was based on the evaluation of the kinetic profile, during 7 days, when the inserts
are submitted in media with different pH value (6, 7, 8 and 9, according to the pH of the tear
film). The profiles showed a release higher than 90% and according to Fick's Law, except for
the insert inserted in the solution with pH 9, which were disaggregated after 24 hours.

The synthesized polymers and copolymers were subjected to NMR analysis, where an
inverse proportionality between the percentage of PEG and the final molecular weight of the
copolymer was found, i.e., a higher amount of PEG implies a lower molecular weight of the
copolymer. Finally, the interaction between the polymer-polymer and polymer-drug systems,
namely the solubility of the drug in the polymer matrix, was evaluated using a DSC thermal
analysis. The results obtained revealed a change in the individual thermal behavior of the
homopolymers when subjected to chemical interaction between them, with a greater amount of
PEG, leading to a thermal curve of the copolymer closer to the amorphous state. The
dorzolamide hydrochloride, showed to be an amorphous structure, not being soluble in the

polymer matrix.

Keywords: glaucoma, eye insert, controlled release, polyethylene glycol, polycaprolactone
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Capitulo 1

Contextualizacao e Objetivos

1.1 Enquadramento

Num mundo concebido sobre a capacidade de ver, onde se acredita que mais de 80 % de
toda a informacao captada € transportada até ao cérebro através do sistema visual, a importancia
de manter uma visao saudével torna-se uma prioridade ao longo da vida. A visdo é um dos cinco
sentidos que permite ao ser humano apreender, interagir e diferenciar tudo o que o rodeia, sendo
por isso um critério fundamental para manter o bem-estar e qualidade de vida [1].

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) pelo menos 2,2 mil milhdes de
pessoas, correspondente a mais de um quarto da populacdo total mundial, apresentam
deficiéncias visuais, onde grande parte dos individuos possuem idade superior a 50 anos, pelo
que o envelhecimento da populagdo representa uma repercussao no aumento do nimero de
casos de problemas oculares [2].

A administracdo oftdlmica de medicamentos € um dos grandes desafios enfrentados pelos
farmacologistas, dada a complexa anatomia estrutural do olho. A distribuicao de medicamentos
aos tecidos-alvo € desafiante, na medida em que € necessario contornar as barreiras protetoras
do olho, sem causar danos permanentes nos tecidos [3].

A forma de dosagem convencional de medicamentos oculares, mais comumente utilizada
para o tratamento de vdrias doengas, como o caso do glaucoma, € a instilagao tdpica de gotas.
Este método, ja utilizado na época de Cledpatra, perfaz hoje em dia cerca de 90 % das
formulagdes oftalmicas comercializadas [3,4] A facilidade de administragdo, os custos
acessiveis, a simplicidade de formulacdo e a compatibilidade com o paciente, sdo motivos que
explicam a elevada percentagem de utilizagdes. Todavia, contrariamente ao uso dos
medicamentos orais, a eficiéncia terapéutica deste método esta diretamente dependente do uso
e dosagem correta do colirio, sendo o desempenho e a capacidade de instilar corretamente

afetados por varios fatores, como a idade, a acuidade visual e comorbidades [5,6].
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Parte da dose administrada topicamente € eliminada da area pré-cornea e, apenas 20 % ¢é
retida [7,8]. A biodisponibilidade de medicamento ocular € relativamente baixa, onde este se
mistura com o filme lacrimal e, apenas 5% penetra na cérnea, devido as restricdes anatémicas
e fisiologicas, como o caso da drenagem nasolacrimal e o lacrimejamento induzido,
dificultando assim a obten¢do de uma concentracdo 6tima no local de agdo [3]. Por outro lado,
a grande desvantagem inerente, observada particularmente entre paciente diagnosticados com
doencas cronicas, passa pela necessidade da administracdo sistematica ao longo do dia, de
maneira a manter um nivel terapéutico continuo e sustentado, o que resulta numa dose macica
e imprevisivel de medicamento e num incumprimento da posologia correta [9]. Dessa forma, a
concentragdo intraocular da medicag@o atinge um pico sempre que se procede a instilagdo,
sendo que o nivel do farmaco diminui rapidamente, verificando-se um perfil exponencial com
o tempo, caracterizado por flutuagdes, podendo mesmo ser ultrapassado o limite téxico [10].

Nas ultimas décadas, devido a necessidade de se desenvolverem novos sistemas de
distribuicdo oculares de farmacos, seguros, eficazes e igualmente compativeis com o paciente,
o estudo e desenvolvimento de sistemas de libertacdo controlada de farmacos oculares tem
progredido, no sentido de superar todas as barreiras fisicas e quimicas, focando em manter os
niveis de concentracdo dos medicamentos adequados, diminuindo consideravelmente a

frequéncia de aplicacOes necessarias [6].

1.2 O Glaucoma

O conceito de glaucoma tem evoluido nos ultimos 100 anos, desde a sua primeira
abordagem na era de Hipdcrates. Atualmente, o termo ndo se refere apenas a uma sé doenca,
mas a uma designacdo genérica de um grupo de doencas que diferem na sua avaliacdo clinica,
fisiopatologia e tratamento [11].

Considerada a segunda causa mais comum de cegueira a nivel mundial, depois das
cataratas, € responsavel pelo maior indice de cegueira irreversivel, afetando mais de 70 milhoes
de individuos em todo o mundo [12].

Trata-se de um conjunto de distirbios caracterizados por uma neuropatia Gtica progressiva,
conhecida pela danificagado e perda irreversivel de células ganglionares da retina. Estas, por sua
vez, constituem a unica saida de informacao visual da retina, dado que os seus axonios se unem,
formando o nervo 6tico, responsédvel pela transmissao da informacao sensorial até ao cérebro

[13,14]. Em consequéncia desta degeneracdo, ocorre uma reducdo da camada de fibras nervosas
2
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da retina, resultando em alteracdes estruturais no nervo 6tico, que precedem a deterioragao
funcional do campo visual [12].

Conhecida como a ‘“doenca silenciosa”, o glaucoma pode permanecer assintomatico,
desenvolver-se gradualmente, com sintomas minimos ou inexistentes numa fase inicial,
afetando a visao periférica e, conservando a visao central. Num estagio posterior, aquando do
aparecimento de sintomas, a perda de visdo € consideravel, alterando a qualidade de vida dos
pacientes. Dadas estas caracteristicas, existe assim uma grande probabilidade de o nimero de

afetados ser realmente superior aquele que € conhecido [12,13].

Humor Aquoso

O humor aquoso € um fluido transparente que preenche a camara anterior do olho (espago
entre o cristalino e a cornea, Figura 1), cuja taxa de produgdo € cerca de 2,5 uL.min"' [15]. A
sua composicao assemelha-se a composicao plasmadtica, constituida principalmente por cerca
de 95 % de 4gua e sais dissolvidos, apresentando assim resisténcia a difusdo de farmacos
hidrofébicos [15-17].

Cérnea

Além da importante funcio de hidratacado

Camara Anterior

Malha Trabecular

das estruturas avasculares (como a cérnea e o

Iris

cristalino) e o fornecimento de nutrientes, este

Canal de Schlemm
Camara Posterior

fluido € ainda responsdvel pelo suporte da
Cristalino

camara anterior, conferindo a forma ao polo

Fibras zonulares

anterior do globo ocular. Eia
De modo a preservar as propriedades Corpo ciiado
Oticas, € necessdrio assegurar um equilibrio
entre a produgﬁo do fluido, através do corpo Figura 1. Regulacdo do humor aquoso. Adaptado[15]

ciliado, e a sua drenagem, Figura 1 [17]. Esta, por sua vez, pode ser feita por duas vias:
convencionalmente através dos poros da malha trabecular e do canal Schlemm, onde cerca de
90 % do fluido produzido € drenado; ou através da saida uveoscleral, onde apenas escoa 10 %
do fluxo total. Uma anomalia no equilibrio do humor aquoso pode resultar em graves

deficiéncias oculares [18].
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Pressao Intraocular (P10)

Ainda que a etiologia do glaucoma ndo esteja bem estabelecida, do ponto de vista
fisiopatoldgico a elevada P1O, dada como pressdao exercida pelos fluidos intraoculares nas
camadas do globo ocular, é reconhecida consensualmente como o principal fator modificavel.
Contudo, nem sempre se trata de uma caracteristica indicativa da doenga, podendo os pacientes
com glaucoma apresentarem uma tensao ocular normal [13]. Esta varia entre 10 e 21 mm Hg,
e é controlada de acordo com um equilibrio dindmico entre a producdo do humor aquoso e a
sua drenagem. Para que a pressdo intraocular se mantenha constante, e dentro dos limites
admissiveis, o humor aquoso produzido necessita de ser drenado, na mesma proporcao. De
entre os muitos fatores que podem influenciar o aumento da PIO, a resisténcia ao escoamento
€ o fator mais importante [19]. Assim, quando a facilidade de escoamento do humor aquoso é
comprometida, ocorre um aumento da pressdo intraocular, em consequéncia da acumulacdo do
fluido (resultante do bloqueio do canal de drenagem), originando a danifica¢do do nervo o6tico,

Figura 2.

Olho

p Glaucoma
saudavel

Aumento da
pressdao
intraocular —
danificagdo do
nervo 6tico

Fluxo do
humor
aquoso

Figura 2. Danificacdo do nervo dtico em consequéncia do aumento da PIO, provocado
pelo blogqueio do canal de drenagem do humor aquoso.

1.2.1 Tipos de Glaucoma

O glaucoma € dividido essencialmente em duas categorias principais, de acordo com a
morfologia do angulo da cAmara anterior (onde ocorre a drenagem aquosa): glaucoma de angulo
aberto e glaucoma de angulo fechado [20]. Contudo, outra diferenciagdo importante para a
categorizacdo da doencga, assim como para consideragdes terapéuticas, € entre glaucoma
primério, onde geralmente ndo existem doengas preexistentes, e glaucoma secundario que esta

associado a distirbios adjacentes [21].
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O glaucoma de angulo aberto primério (GAAP), compreende a maioria dos casos € €
tipicamente caracterizado por um aumento lento e progressivo da PIO, geralmente
assintomatico na fase inicial da doenga, provocando apenas uma diminui¢do do campo visual
periférico (pode demorar muito tempo a ser detetada pelo paciente) [19].

No glaucoma de angulo fechado primério (GAFP), devido ao mecanismo de bloqueio
pupilar, onde o humor aquoso é impedido de fluir para a camara anterior, ocorre o bloqueio
completo do canal de drenagem, resultando num angulo anatomicamente fechado. Na maioria
dos casos, este tipo de glaucoma resultante de um aumento subito da pressdo intraocular, ocorre

espontaneamente e estd associada a dor ocular intensa e visdo turva repentina [19,20].

Formas de tratamento

Apesar dos grandes avancos cientificos levados a cabo nos tltimos anos, atualmente nao
existe cura para o glaucoma nem forma de reverter a visdo perdida, ressalvando assim a
importancia do diagnostico e do tratamento precoce. O principal objetivo do tratamento passa
por retardar a progressdo da doenca, prevenindo a perda funcional da visdo, preservando a
qualidade de vida dos pacientes. O tratamento deve ser sempre feito mediante uma avaliagao
individualizada, consoante o estdgio e riscos de progressdo da doenga, assim como a
compatibilidade com o paciente.

A terapia cirdrgica provou ser um método altamente eficaz na diminui¢do da PIO. No
entanto, para além de estar associada a algumas complicacdes e riscos, como a possibilidade de
perfuragdo do globo ocular, a formagdo de cataratas e distor¢des visuais, trata-se de um
procedimento irreversivel, pelo que € impossivel voltar ao estado original do olho, ndo sendo
considerada como tratamento primdrio para a doenca. A cirurgia a laser (trabeculoplastia),
utilizada como primeira tentativa para reducdo da PIO em 1973, por Krasnov, utiliza o laser
para atingir a malha trabecular de maneira a alterar os espacos da malha e possibilitar o aumento
do escoamento do humor aquoso. Embora seja visto como um tratamento eficiente no inicio, a
eficacia deste método tende a diminuir ao longo do tempo [22,23].

Ao longo dos anos, muitos medicamentos foram estudados por forma a reduzir a PIO,
diminuindo assim o humor aquoso no olho. Os farmacos, administrados geralmente nos
estdgios iniciais da doenga assim como apds as cirurgias, podem ser misturados com excipientes
para a producdo de formas farmacéuticas semi-sélidas, no caso dos géis (compostos hidrofilicos
que prolongam o contacto com a cornea, dadas as propriedades muco adesivas), e das pomadas.

Embora mantenham um maior tempo de contacto do medicamento comparativamente com o
5
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uso de colirios liquidos, podem causar visdo turva e aderéncia das palpebras apds aplicagao
[12].

Ap6s a administracdo topica do colirio, ocorre uma mistura da formulacio oftdlmica com
o fluido lacrimal, de maneira a penetrar na cérnea. Este trata-se de um fluido de elevada
importancia na manutencdo da integridade dos tecidos subjacentes, responsavel pela nutri¢ao
da cornea, fornecimentos de oxigénio, protecdo da superficie contra agentes patogénicos e
lubrificacdo da interface entre a palpebra e a cornea [17]. Por se tratar de um fluido diretamente
exposto a constantes variagdes de ambiente, apresenta caracteristicas diferentes, nomeadamente
no valor do pH. Para além de ser uma func¢do individualizada, variando de pessoa para pessoa,
regista ainda valores diferentes ao longo do dia, apresentando uma mudanca de 4cido para
alcalino. O simples ato de pestanejar provoca uma ligeira mudanga 4cida, verificando-se
também um decréscimo no valor durante a noite, devido a acumulacio de CO, (subproduto do
metabolismo da cérnea). O pH normal do filme lacrimal serd préximo de 7,2 e, mesmo em
condi¢cdes de doenca, permanece num intervalo entre 5,2 e 8,6 [24,25].

O filme lacrimal, ligeiramente alcalino, estabiliza através de um sistema tampao de
bicarbonato. Quando o pH do meio estd acima do seu pKa, o 4cido carbénico (H,CO3) degrada-

se em H* e bicarbonato (HCO3), de acordo com a Equagéo 1[15,16].

CO, + H,0 = H,CO0; = H* + HCO3 (D

Quando sao administrados colirios acidos, o pH da superficie ocular € reduzido, retomando
o estado estacionario, através do lacrimejamento induzido pela irritacdo das substincias acidas
dos colirios, onde as ldgrimas diluem o 4cido e, em cerca de 20 a 40 minutos, o pH retorna aos

valores normais [16].
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1.3 Objetivos

A presente dissertacdo, inserida no Projeto InEye®, envolve a preparacdo de um inserto
ocular de base polimérica, biocompativel, desenvolvido para conceder uma libertagdao
controlada de farmacos, para o tratamento de patologias oculares, neste caso o glaucoma.
Pretende-se uma formulacdo, com base na composi¢do terapéutica dos colirios utilizados
convencionalmente, que proporcione uma libertagdo continua e controlada do farmaco, durante
todo o periodo de acdo estipulado (7 dias).

A cinética de libertacdo de farmacos imobilizados em matrizes poliméricas, depende de
varios fatores, como o processo de imobilizacdo do farmaco e a sua solubilidade, quer no
polimero, quer no meio aquoso onde sera libertado. O estudo engloba a sintese do polimero € a
imobilizacdo do farmaco na matriz polimérica, onde o sistema polimero/farmaco sera
posteriormente caracterizado nos parametros criticos, nomeadamente na solubilizacdo do
farmaco na matriz polimérica, através de andlise de DSC, e na estrutura quimica da matriz,
através de analises de RMN.

Como ja mencionado, o filme lacrimal apresenta diferentes valores de pH. Ao longo deste
trabalho, € avaliado o impacto no comportamento da cinética de libertacdo do farmaco, através

de insertos, quando sdo submetidos em meios com diferentes valores de pH.
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Estado da Arte

2.1 Sistemas de Libertacao Controlada de Farmacos

Desde o surgimento no inicio dos anos 70, o interesse por parte da comunidade cientifica
no que diz respeito ao desenvolvimento de sistemas de libertacdo controlada de farmacos,
SLCs, tem progredindo ao longo dos tultimos anos. O sucesso dos primeiros SLCs levou a
avancos tecnoldgicos promissores, oferecendo vantagens substanciais, contornando as
limitacdes farmacocinéticas das formas convencionais de dosagem [26]. Estes definem-se
como um dispositivo que visa a administracdo e veiculacdo de uma ou mais substancias
terapéuticas no corpo, a uma taxa controlada, durante um periodo de tempo predefinido.
Contrariamente a administragao convencional (que exige sucessivas administracdes), é possivel
manter o nivel terapéutico adequado, assegurando a concentracdo do farmaco acima da
concentragdo minima eficaz e abaixo da concentracdo minima toxica, Figura 3. Desta forma, €
conseguida uma extensao da duracio da acdo e biodisponibilidade do farmaco, maximizando a
relacdo dose-eficacia, permitindo ainda a redu¢do do risco de sub e/ou sobredosagem, assim

como o potencial para efeitos colaterais adversos reduzidos [26,27].

""""" Dose iinica

0 -~ — — =— —  Doses miiltiplas
* Libertacio controlada

Concentracio do farmaco ao nivel plasmatico

I —. U Tempo

Tempo terapéutico

Figura 3. Efeito na concentragdo do fdarmaco, de acordo com o método de administracdo
de medicamento, ao longo do tempo [21].
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Acrescenta-se o facto de os SLCs contribuirem para uma maior adesdo do paciente, uma
vez que € reduzida substancialmente a frequéncia de dosagem, minimizando assim as flutuacoes
in vivo da concentragdo do farmaco. Permitem ainda minimizar a degradagdo e perdas do
farmaco, evitando os possiveis efeitos secundério [28].

O desenvolvimento de um SLC € altamente dependente de um amplo conjunto de fatores,
dos quais se ressalvam as propriedades fisico-quimicas do farmaco, o tempo de contacto com
0 meio bioldgico, as caracteristicas do sistema portador € 0 seu comportamento perante as
condicOes fisiologicas a que € submetido [16]. Sdo maioritariamente constituidos por uma
estrutura polimérica biocompativel, isto €, a sua utilizac¢do in vivo ndo surte qualquer tipo de
reacao adversa por parte do organismo. Podem ser classificados de acordo com a sua origem
como polimeros naturais, tal como o colagénio, a celulose e o quitosano, bem como sintéticos,
no caso do PLA, PGA e da PCL. A vantagem na utilizacdo de polimeros cuja origem depende
do Homem, € que em consequéncia da diversidade de composi¢cOes, permite uma alargada gama
de propriedades unicas e distintas para os polimeros, adequados a aplicagcdo desejada. Para além
disso, alguns polimeros de origem natural apresentam algumas limitacGes como antigenicidade
e o risco de infecdo viral [27]. Os polimeros podem ser biodegraddveis ou nao biodegradaveis,
sendo que os materiais biodegradaveis, quando introduzidos no corpo, ndo necessitam de serem
removidos. O polimero degrada-se continuamente in vivo, transformando-se num polimero com
menor peso molecular, sendo os produtos de degradacdo metabolizados e eliminados. A taxa

de degradacao dos materiais poliméricos € influenciada por fatores como: [27]

Fatores fisico-quimicos (como o caso do pH);
Mecanismo de degradagdo (hidrélise quimica, enzimatica);
Fatores fisicos (forma e tamanho da rede polimérica) e morfologia (material

amorfo, semicristalino, cristalino);

No entanto, a utilizagdo de polimeros nao biodegradaveis permite garantir a inexisténcia
de produtos de degradacdo, que podem ser considerados téxicos, € um melhor controlo na
libertagao dos farmacos, uma vez que a porosidade e espessura da matriz nao sofrem grandes
modifica¢des, tornando deste ponto de vista a utiliza¢cdo de polimeros nao biodegradaveis mais

atrativa.
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Para além de ser importante compreender as interagdes polimero-fairmaco, para uma
andlise do perfil de libertacdo dos farmacos através de um SLC, € necessdrio ter em conta
diversos aspetos que interferem no comportamento da cinética, como as caracteristicas do meio
de libertacdo, a localizag@o do farmaco na matriz polimérica, assim como o tempo de difusdo

do farmaco.

2.1.1 Sistemas Solidos de Libertacao Controlada de Farmacos Oculares

Com o objetivo de aumentar a biodisponibilidade dos farmacos, assim como colmatar
certas lacunas na terapia de patologias oculares, t€tm sido desenvolvidos dispositivos de
distribuicdo controlada de farmacos, que visam assegurar a concentracdo minima necessaria,
por longos periodos de tempo. De acordo com o modo de aplicagdo, os dispositivos sélidos
oculares podem ser classificados em insertos oculares (processo nao invasivo, passivo de ser

executado pelo paciente) ou implantes (necessitam de procedimentos médico).

Insertos Oculares

A histdria dos insertos oculares remonta ao século XIX, onde foram utilizados os primeiros
insertos insoluveis. Consistiam em solucdes de sulfato de atropina e cloridrato de pilocarpina,
impregnadas em filtros de papel, colocados posteriormente sob a palpebra. Os antecessores dos
atuais insertos soliveis, denominavam-se de “lamellae”, e consistiam em gelatina glicerinada
que continha diferentes fairmacos oftalmicos. Porém, dada a falta de esterilidade, a sensacdo de
desconforto provocada no paciente e a necessidade de um sistema com maior controlo na
libertagao dos farmacos, estas criagdes nunca foram consideradas uma op¢ao vantajosa para o
tratamento, surgindo entdo a necessidade de uma investigacdo mais promissora para este tipo
de sistemas [29].

Atualmente, os insertos sao de natureza sélida ou semi-sélida, colocados facilmente no
saco conjuntival e podem ser classificados, de acordo com a natureza do(s) polimeros(s) que os
constitui, como solaveis ou insoldveis. Relativamente ao inserto soldvel, trata-se de um
dispositivo polimérico cujo farmaco se encontra disperso ou dissolvido em toda matriz, que
sofre dissolugdo gradual durante a libertagdo do farmaco, ndo sendo necessario a sua posterior
remocdo. No entanto, a velocidade de degradacdo (hidrolitica ou enzimatica) varia consoante a
taxa de produgdo e remogao do fluido lacrimal, assim como da concentracdo de enzimas, pelo

11
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que este sistema € mais suscetivel a variacdes na cinética de libertagdo dos farmacos. No caso
dos insertos insoluveis, a taxa de degradacao estd altamente dependente das interagdes entre o
farmaco e o polimero, sendo por isso possivel manipular a cinética de libertacdo [16,29]. Por
se tratar de dispositivos oculares, estes devem cumprir certos requisitos como a
biocompatibilidade com o tecido do olho, serem esterilizaveis, ndo t6xicos, ndo carcinogénicos,
assim como ndo mutagénicos [9]. Apesar das vdrias vantagens, a utilizacdo deste tipo de
dispositivos acarreta certas desvantagens como a possibilidade de migracdo indesejada do
inserto, devido a movimentos no olho, a perda involuntéria durante o sono ou a esfregar o olho
e a possivel sensacdo de corpo estranho/desconforto [30].

Existem diversos tipos de insertos oculares no mercado e em desenvolvimento, como 0s

exemplos apresentados na Tabela 1, com uma breve descri¢ao de cada dispositivo.

Tabela 1. Insertos oculares soliiveis e insoliiveis, atualmente no mercado e em desenvolvimento.

Tipo Nome Ano Descricao

Dispositivo a base de hidroxipropilcelulose, usado
Lacrisert® 1978 no tratamento da sindrome do olho seco (alternativa
a ldgrima artificial) [30].

Composto por tecido escleral suino. E um substituto
Soltivel Collagen Shield 1977,1978 da lagrima artificial com libertacio de gentamcina
[29].

i Copolimero de acrilamida, acrilatos de etila e N-
SODI® ) 1976 vinil pirolidona, aplicado para libertagio de
pilocarpina e vérios antibidticos [29].

Inserido na pélpebra e pode ser tanto hidrofébico
Minidisc 1985 como hidrofilico, permitindo a libertacdo de
farmacos soliveis e insoliveis [29][30].

Dispositivo formado por silicone e impregnado com
Ocuﬁt® 1992 tetraciclina, cujo tamanho e forma se adequam ao
foérnix conjuntival [16].

Insolaveis Dispositivo composto por 3 camadas: 2 externas a
Ocusert® 1975,1980 base de acetato de etila € uma interna com
pilocarpina imobilizada em alginato [29][16].

Capacidade em simultineo de libertar farmacos
durante um longo periodo de tempo e corrigir a
visdo. Absorvem farmacos soliveis em dgua
quando imersos em solucdes e, posteriormente sao
colocadas no olho para uma libertacio prolongada

[29].

Lentes de contacto -

*SODI®— Soluble Ophthalmic Drug Insert.
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Quando o farmaco se encontra disperso ou dissolvido homogeneamente na matriz
polimérica, denomina-se de sistema matricial (monolitico), tratando-se geralmente de
sistemas soluveis — a matriz incha, devido a difusdo do solvente, promovendo a libertagdo das
cadeias poliméricas e a consequente libertagdao do farmaco que se encontra solubilizado, sendo
que, a taxa de libertagdo pode ndo ser constante. Por sua vez, quando o farmaco se encontra
num reservatorio interno, revestido por uma membrana polimérica semipermedvel denomina-
se de sistema de reservatorio — cujo controlo da libertacdo do farmaco é efeito através da

membrana, sendo possivel obter taxas de ordem zero (constante) [16,30].

Implantes

Os implantes oculares sdo uma forma farmacéutica de administracdo intraocular, pelo que
a sua utilizacdo implica a intervencdo médica, sendo por isso considerado um procedimento
invasivo. O desenvolvimento destes sistemas foi desencadeado pela necessidade de administrar
farmacos diretamente no local de agdo, permitindo ndo s6 reduzir a eliminacao dos farmacos,
através do sistema de drenagem lacrimal, como solucionar a baixa biodisponibilidade
provocada pela presenga da cornea (barreira fisico-quimica). De acordo com os polimeros
utilizados na sua formulacao, os implantes podem ser classificados como biodegradaveis e nao
biodegradaveis, sendo que neste ultimo caso, € necessdrio a realizagdo de uma segunda cirurgia
para extracdo do implante [29]. Na Tabela 2, sdo apresentados e descritos alguns exemplos de

implantes oculares existentes atualmente.

Tabela 2. Breve descrigdo de exemplos de implantes oculares existentes [31].

Descricao

Implante ndo biodegradéavel aprovado pela FDA em 1996, especifico para o tratamento de um
Vitrasert® tipo de retinite, cuja libertacdo pode durar até 8 meses. Utiliza dlcool polivinilico (PVA) e

etileno vinil acetato (EVA).

Dispositivo biodegraddvel, utilizado para o tratamento de uveite e o edema macular (causado
Ozurdex® pela diabetes), aprovado em 2009 pela FDA. Composto por uma matriz de 4cido poli (Iictico-

co-acido-glicdlico) (PLGA), com um tempo de agdo até 6 meses.

Foi o segundo implante ndo biodegradavel aprovado pela FDA. Direcionado ao tratamento da

Retisert® uveite, revestido com camadas de PVA e silicone. A libertagdo do farmaco ¢ feita por cerca
etiser
de 2 anos e 6 meses.
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2.1.1.1 O InEye®

O InEye® (Figura 4), dispositivo inventado e patenteado por um grupo de investigadores
da Universidade de Coimbra, trata-se de um inserto ocular insolivel biocompativel, onde o
farmaco € imobilizado na matriz polimérica, constituida por polietilenoglicol (PEG) e
policaprolactona (PCL) (polimeros estudados na secdo 2.2). O dispositivo foi desenvolvido
para colmatar as varias limitagGes associadas aos diferentes
métodos convencionais de tratamento de doencgas oculares, e
€ colocado na férnice conjuntival (inferior ou superior), pelo
que a sua colocacdo pode ser feita pelo préprio paciente. J
Apresenta diferentes formas (esferas/hemisférios), didmetro
e arquiteturas (monoliticas/em camada), que sdo ajustados de
modo a obter o perfil ideal de distribui¢do do farmaco e 3 )
Figura 4. Representacdo do Ineye® com
reduzir o deslocamento ou a remogdo do préprio inserto. A Jormato hemisférico de 3,5mm.
libertagao do farmaco pode ocorre sob um perfil de acordo com a Lei de Fick ou linear, ao
longo de periodos de varios meses [32]. As quantidades de farmacos imobilizados no inserto
sdo estabelecidas com base na duracdo do tratamento e na dose didria recomendada, sendo que
a capacidade maxima de farmaco possivel de incorporar, depende da solubilidade do farmaco
no polimero fundido, assim como do tamanho do inserto.

Pretende-se assim, o desenvolvimento de um dispositivo adequado a cada patologia ocular,
capaz de proporcionar uma libertacdo de um ou mais farmacos na quantidade, taxa e duragao

necessarios, melhorando a eficdcia do tratamento assim como da qualidade de vida dos

pacientes.
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2.2 Utilizacao de Polimeros em Sistemas de Libertacao Controlados

2.2.1 Policaprolactona

A policaprolactona (PCL), inserida na classe dos polimeros sintéticos biodegradaveis, foi
utilizada em dispositivos de libertacdo controlada de farmacos na década de 70. Trata-se de um
poliéster hidrofébico alifatico, composto por unidades de repeticao de hexanoato, Figura 5, que

tem despertado grande interesse ao longo dos ultimos anos [33].

(0]

o
n

Figura 5. Representacdo da estrutura
molecular da PCL.

Apresenta baixa temperatura de transi¢ao vitrea, T,= -60 °C, e temperatura de fusao (T,,)
na gama entre 59-64 °C, de acordo com a estrutura cristalina e o peso molecular. E um polimero
com caracter semicristalino, cujo grau de cristalinidade pode atingir os 60 %, com tendéncia a
diminuir com o aumento do peso molecular [33,34] Relativamente a solubilidade, a temperatura
ambiente a PCL € altamente solivel em solventes como o cloroférmio, diclorometano, benzeno
e tolueno. Em composto como a acetona, acetato de etilo e dimeltilformamida, apresenta baixa
solubilidade, sendo insolivel em dgua, dlcoois e éter dietilico [34,35].

A degradagao da PCL quando esta € aplicada em SLCs, é mediada através da hidrolise de
ligacOes ésteres. Em geral, a degradacdo completa € relativamente lenta (2-3 anos), em meio
bioldgico com um fluido intersticial em constante mudanca [34]. A taxa de degradacdo €
influenciada por fatores como o grau de cristalinidade, o peso molecular, assim como as
caracteristicas do meio onde o polimero se encontra inserido. Neste ultimo caso, a taxa de
degradagdo em meio alcalino é mais rapida comparativamente com o meio dcido. [36][37] No
entanto, no caso concreto da utilizacdo da PCL no InEye®, como a degradac¢do do polimero é
relativamente lenta, e a utilizagdo do inserto ndo pressupde um periodo terapéutico tao alargado,
a taxa e as condigdes de degradacdo nao vao afetar a PCL, pelo que se pode considerar que esta

nao € biodegradavel.
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Caracterizada por excelentes propriedades, como a biodegradabilidade, a
biocompatibilidade, a ndo toxicidade e, como referido a taxa de degradacdo lenta, a PCL
aprovada pela FDA para aplicacdes no corpo humano, tem assumido um papel importante na
drea biomédica e de biomateriais. E um dos polimeros mais promissores utilizados nos sistemas
de libertagdo controlada de farmacos, sendo que a capacidade de mistura com outros polimeros
permite manipular a cinética de degradacdo, facilitando assim certos ajustes nas suas
propriedades finais, face as diferentes aplicacoes [33].

A PCL é também vulgarmente utilizada em suturas cirtirgicas (sutura Monocryl® - sintética
e absorvivel, composta por fibras de copolimeros de PCL e PGA (poli (4cido glicélico)),
patenteada por Ethicon Inc) e em engenharia de tecidos, nomeadamente na producdo de
suportes (scaffolds). No entanto, devido a elevada cristalinidade deste polimero, ocorre uma
diminui¢do da biodegradabilidade e compatibilidade, principalmente em tecidos moles. Uma
alternativa que visa solucionar as dificuldades em algumas aplica¢des, como a hidrofilicidade

e a taxa de degradacdo, passa pela copolimerizagdao da PCL com outros polimeros [38,39].

Sintese da PCL

A PCL pode ser sintetizada através de duas vias distintas: a condensacdo do acido 6-
hidroxihexanodico e a polimerizacdo por abertura do anel (ROP, do inglés “Ring Opening
Polymerisation”) de e-caprolactona, um éster ciclico. Neste ultimo caso, Figura 6, obtém-se
polimeros com um peso molecular mais elevado e uma polidispersividade mais baixa, sendo
deste modo o método de sintese mais utilizado [34]. No caso da reacdo de policondensacdo,
para além de serem necessdrios longos tempos de reacdo, que pode levar a ocorréncia
indesejavel de reacOes secundadrias e a efeitos prejudiciais no peso molecular, necessita ainda
de elevadas temperaturas [40].

Relativamente a sintese da PCL através da ROP, existem quatro mecanismos principais:
anidnicos, catidnicos, por ativacdo do mondmero ou coordenacdo-inser¢ao (forma mais
comum). Esta ultima rea¢c@o necessita da presenga de um catalisador, que por sua vez ira definir
o tipo de reacdo. Os sistemas cataliticos podem ser baseados em metal, enzimadticos e organicos.
Grande parte dos compostos a base de metal utilizados pertencem ao grupo dos metais pobres,
mais frequentemente os catalisadores a base de aluminio e estanho. Dada a sua eficacia,
disponibilidade no mercado, facilidade de manuseamento e solubilidade numa variedade de
solventes, os catalisadores a base de estanho, nomeadamente o octanoato de estanho, tém sido

amplamente utilizados na ROP de e-caprolactona [34,35].
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Figura 6. Sintese de PCL por ROP de g-caprolactona.

222 Polietilenoglicol

O polietilenoglicol (PEG) € um poliéter hidrofilico sintético, cuja unidade de repeti¢do € o
oxido de etileno, Figura 7. Apresenta elevada solubilidade em 4gua e em grande parte dos
solventes organicos, incluindo o tolueno, cloreto de metileno, etanol e acetona. E insolivel em

hexano e éter etilico [41].

H OH

m

Figura 7. Representagdo da estrutura
molecular do PEG.

Sintetizado, geralmente, através da polimerizacdo anionica do 6xido de etileno, iniciada
pelo ataque nucleofilico do 130 hidréxido (OH"). Exibe uma ampla gama de pesos moleculares,
entre 400-50 000 g.mol!, sendo denominado de “monodisperso” quando o tamanho da cadeia
e o peso molecular sdo definidos, ou por outro lado, e mais frequentemente, “polidisperso”,
quando existe uma distribui¢do gaussiana de pesos moleculares e comprimentos de cadeia
[40,42]. Aprovado pela FDA para aplicacOes internas no corpo humano, atendendo as
propriedades fisicas e quimicas como a biocompatibilidade, a ndo toxicidade, auséncia de
imunogenicidade, assim como a elevada capacidade de hidratacdo, o PEG torna-se um polimero
atrativo para aplicacdes farmacéuticas e biomédicas. E o caso dos sistemas de libertagio
controlada de farmacos e dos hidrogéis utilizados na regeneracdo de tecidos [43].

Todavia, a utilizacdo do PEG apresenta também algumas desvantagens, como o facto do
polimero nao ser biodegradavel, a baixa cristalinidade e a possibilidade de degradacdo quando
submetido a tensdo. No entanto, e a semelhanca da PCL, estas limitagcdes podem ser

contornadas através da formacgao de copolimeros com outros monémeros [40,41].
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2.2.3 Copolimeros de polietilenoglicol-policaprolactona

A sintese de copolimeros, caracterizados por possuirem duas ou mais sequéncias de
monomeros, permite manipular e melhorar vérias propriedades individuais dos polimeros,
colmatando certas limitagcdes na sua utilizacdo. A copolimerizacdo em bloco da PCL (poliéster
hidrofébico) com o PEG (poliéter hidrofilico), origina um copolimero anfifilico biocompativel,
onde o PEG atua como iniciador, formando ligagdes ésteres com duas moléculas da PCL, como
ilustrado na Figura 8. A reacdo de condensacgdo € caracterizada pela juncdo de duas moléculas
acompanhada pela eliminag¢do de uma molécula pequena, geralmente agua.

As propriedades finais do copolimero podem ser manipuladas com base na propor¢ao entre
o PEG e a e-caprolactona, como € o caso da hidrofilicidade que, consequentemente, alterara as
caracteristicas da matriz do copolimero. Desta forma, torna-se também possivel solubilizar

tanto farmacos hidrofébicos como hidrofilicos [16].

PCL PEG
H JOH o
d S NN
o]
2H,0
0
H 0\/\{ /\/}0 OH
» o ] o ,
(0)
m
PCL-PEG-PCL

Figura 8. Reagdo de copolimerizagdo, onde cada molécula de PCL estd ligada covalentemente ao
grupo terminal hidroxila de uma molécula de PEG (reagdo de condensagdo), dando origem a um
copolimero anfifilico por reagdo de condensagdo [16].
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2.3 Farmaco - Cloridrato de Dorzolamida

A terapia médica para o tratamento do glaucoma sofreu diversas alteragcdes ao longo dos
anos, a medida que novos medicamentos se tornaram disponiveis para o uso clinico. Diversas
classes farmacoldgicas sdo atualmente utilizadas para o tratamento da doenca, como € o caso
dos inibidores da anidrase carbonica e os B-bloqueadores, especificos para a diminui¢do da

formag¢ao de humor aquoso [44].

Cloridrato de Dorzolamida

A dorzolamida, inventada por Thomas H.Maren e comercializada em 1995 como o sal
cloridrato em solucdo aquosa de colirio (Cloridrato de Dorzolamida, DZ), Figura 9, é
frequentemente utilizada para o tratamento do glaucoma [49]. Trata-se de um inibidor da
anidrase carbonica (IAC), que quando colocado no olho, impede a acdo da enzima anidrase
carbonica, responsdvel pela catélise reversivel de H,O e CO,, para formar bicarbonato (HCO3),
e ides de hidrogénio (H*), de acordo com a Equag@o 1. A presenga de ides de HCO3 , provoca
o movimento de Na* e de dgua para o olho. Desta forma, se a reagdo nao ocorrer, hd uma
diminui¢do do transporte de dgua e, consequentemente da produgdo de humor aquoso. Regista-
se uma reducgdo da PIO de 18-22% [50,51].

A dorzolamida € relativamente estavel em solugdes aquosas e possui dois valores de pKa:
6.4 e 8,5. Apresenta-se na forma catiénica em pH abaixo de 6,4, na forma aniénica quando o
pH esta acima de 8,5 e, na sua forma ndo ionizada em pH entre 6,4 e 8,5. Estudos in vivo,
demostram que o efeito da reducdo da PIO da dorzolamida € maior quando os medicamentos
sdo aplicados em solugdes de colirios ligeiramente acidas (pH 4.4 e 4,9), ou bésicas (pH 9,9-

9,1), comparativamente com as tipicas solucdes de colirio neutras (pH 7,1) [49].
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Figura 9. Estrutura quimica do Cloridrato de Dorzolamida.

2.4 Avaliacao da Solubilidade de Farmacos na Matriz Polimérica

O estudo da solubilidade, parametro introduzido por Hildebrand e Hansen, é uma
propriedade-chave no delineamento dos sistemas de libertagdo controlada, para que a resposta
farmacoldgica desejada seja atingida. Quando se trata de sistemas monoliticos, a quantidade de
farmaco dispersa € limitada pela solubilidade do farmaco no polimero fundido, sendo as
caracteristicas dos sistemas poliméricos, controlados por difusdo, amplamente determinadas
pela solubilidade e difusidade do farmaco na matriz polimérica [52].

De maneira a avaliar o tipo de interacdo que se estabelece entre o farmaco e a matriz
polimérica, recorre-se frequentemente a métodos térmicos, como a Calorimetria Diferencial
de Varrimento (DSC, do inglés “Differential Scanning Calorimetry”), técnica frequentemente
utilizada na industria farmac€utica. Tal deve-se a capacidade de o método fornecer informagao
acerca dos efeitos do calor associados a alteragdes fisicas e quimicas, como as transi¢does de
fase, temperaturas de fusdo, de transi¢do vitrea e de degradag@o, bem como a determinacao das
entalpias. Possibilita também a identificacdo de polimorfismo e o estudo da compatibilidade
entre constituintes das formula¢des farmacéuticas [53,54]. A utilizacdo desta técnica para a
medi¢do quantitativa da solubilidade de farmacos dispersos em matrizes poliméricas foi
primeiramente descrita por Theeuwes et al. (1974) [52].

A DSC trata-se de uma técnica bem estabelecida que se baseia num modelo padrdo, onde
¢ medida a diferenca de energia fornecida a amostra em estudo em relacdo a um material
referéncia, enquanto submetidos a um aumento da temperatura, a uma taxa predeterminada e

constante, medindo o fluxo de calor envolvido no processo. Quando uma amostra sofre uma

20



Capitulo 2

transformagao, esta ird absorver ou libertar calor. Sempre que a temperatura da amostra nao
coincidir com a do material referéncia, o equipamento faz variar o fornecimento de calor,
mantendo nula a diferenca de temperatura [53]. A elevada sensibilidade instrumental a
alteracOes na estrutura dos compostos, aliada a capacidade de efetuar varrimentos numa ampla
gama de temperaturas e velocidades, tornam esta técnica amplamente utilizada nos estudos de
caracterizagdoes de compostos/formulacdes. Ademais, sdo necessdrias poucas quantidades de
amostra (no estado solido ou liquido), a qual pode ser sujeita a sucessivos ciclos de
aquecimento/arrefecimento [55].

Uma curva tipica de uma andlise DSC de um polimero semi-cristalino, Figura 10,

representa o fluxo de calor (miliwatts) em fungdo da temperatura (°C) [56].

Evento exotérmico

Degradacao

Fluxo de calor (mW)

Evento endotérmico

Temperatura (°C)

Figura 10. Curva resultante de uma andlise DSC de um polimero semi-
cristalino, evidenciando a temperatura de transicdo vitrea (T,), temperatura
e entalpia de recristalizagdo (T, e AH,, respetivamente), temperatura e
entalpia de fusdo (T,, e AHy) e o inicio de degradacdo. A azul um evento
exotérmico e a laranja um evento endotérmico. Adaptado [56]
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O estudo da miscibilidade e homogeneidade de misturas bindrias entre sistemas farmaco-
polimero, baseia-se na temperatura de transicdo vitrea (T,), indicando se os sistemas sdo
misciveis ou imisciveis. Assim, misturas misciveis apresentam uma sé T,, resultante de um
valor intermédio entre a molécula de farmaco e polimero individualmente, comprovando uma
mistura quimicamente homogénea. No caso de misturas imisciveis, a T,dos componentes puros
nao altera com a composi¢ao da mistura, indicando assim um sistema de duas fases [57].

O estudo da solubilidade de farmacos é um dos pardmetros de maior importancia para que
seja alcancada a concentracdo sistémica pretendida. Segundo Florence et. al., a solubilidade é
dada “como a capacidade de uma substancia no estado sé6lido, liquido ou gasoso, designada por
soluto, se dissolver num solvente, formando uma solu¢do homogénea do soluto no solvente”
[58]. Como ja mencionado, um dos maiores desafios farmacoldgicos reside na obten¢do de uma
boa biodisponibilidade. Os farmacos s6lidos podem existir em mais do que uma forma,
exibindo diferentes propriedades fisico-quimicas, como a solubilidade e a velocidade de
dissolugdo. A andlise DSC permite identificar o fendmeno de polimorfismo, isto €, a capacidade
de um composto cristalizar em vérias estruturas distintas. A presenga de polimorfos numa
estrutura interfere na solubilidade comprometendo, por consequéncia, a biodisponibilidade,
alterando a velocidade de dissolucdo [59]. Uma estrutura amorfa, caracterizada por uma
desordem no arranjo molecular, apresenta propriedades interessantes, do ponto de vista
termodinamico, como os niveis de energia mais elevados e uma maior mobilidade molecular,
conferindo melhores propriedades em termos de solubilidade, cinética e dissolu¢do. No entanto,

este estado de maior energia implica uma menor estabilidade quimica e termodinamica [58].
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Materiais e Métodos

3.1 Sintese Polimérica
3.1.1 Sintese de policaprolactona

A PCL foi obtida através de um processo de polimerizacao em massa, por abertura do anel
(ROP) do monémero e-caprolactona (99% da TCI, Japao), catalisada por um material a base de
metal no estado solido, o estanho.

A reacgdo foi preparada num frasco reacional, onde se comegou por colocar um agitador
magnético revestido com estanho, de modo a aumentar a drea de contacto do catalisador com o
reagente. Por cada grama de polimero que se pretende obter, sao necessdrias 0,4 g de
catalisador. Posteriormente, com o auxilio de uma micropipeta, pesaram-se 2,0 g de e-
caprolactona numa balanca analitica, para o frasco reacional. A solucao foi pré-aquecida numa
estufa (J.P Selecta), a cerca de 65 °C, durante 15 minutos. Por fim, foi colocada num banho
termostatico, sob agitagdao (100 rpm) e mantida a 130 °C, durante 12 horas. A etapa de pré-
aquecimento da reacdo permite evitar a degradacdo térmica da €- caprolactona (que ocorre a
temperaturas superiores a 70 °C), uma vez que se fosse colocada diretamente no banho de dleo,

0 aquecimento seria mais lento.
3.1.2 Sintese de copolimeros policaprolactona-polietilenoglicol

Para a sintese de copolimeros policaprolactona-polietilenoglicol (PCL/PEG), seguiu-se o
mesmo procedimento descrito em 3.1.1, incluindo agora no processo de polimerizagdo em
massa PEG de peso molecular 600 g.mol! (Merck Alemanha). Assumindo um peso final de
reagentes igual a 2,0 g, sintetizaram-se copolimeros utilizando diferentes propor¢cdes massicas:
85% e-caprolactona / 15% PEG, 81% e-caprolactona / 19% PEG; 77,5% e-caprolactona/22,5%
PEG, 75% e-caprolactona / 25% PEG; 50% e-caprolactona / 50% PEG; 25% e-caprolactona /
75% PEG e 22,5% e-caprolactona / 77,5% PEG.
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Todos as reacOes foram realizadas sem qualquer solvente — polimeriza¢do na massa — nao
sendo por isso necessario a etapa de extracdo e purificacdo, um processo obrigatério quando se

utiliza solventes e o produto final se destina a aplicacdes biomédicas.

Todos os processos de sintese foram realizados no Departamento de Engenharia Quimica

da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra (DEQ-FCTUC).

3.2 Técnicas de Caracterizacao Polimérica

3.2.1 Calorimetria Diferencial de Varrimento

As andlises térmicas de Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC) foram realizadas
no CIEPQPF-DEQ, no equipamento Q700, da TA Instruments. As amostras, com cerca de 2 a
10 mg, foram submetidas a um aquecimento de 10 °C/min, numa gama de temperatura entre 20
e 220 °C. Estes valores tém em conta as temperaturas de degradacao dos polimeros e do farmaco
utilizados, cujos resultados foram obtidos em andlises de TGA, realizadas e descritas em
trabalhos anteriores. Os resultados foram analisados através do software Universal Analysis

2000, TA Instruments.

3.2.2 Ressoniancia Magnética Nuclear

As analises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), fornecem informacao acerca da
estrutura e composicao quimica de uma amostra. Esta técnica, aplicada para avaliar a estrutura
quimica e peso molecular dos polimeros e copolimeros sintetizados, foi realizada no
Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear (L-RMN) do Departamento de Quimica da
Universidade de Coimbra, através de um espectrometro Bruker Avance 111 400 MHz de 9.4
Tesla. Para isso, recolheram-se as amostras poliméricas, com cerca de 11 mg e dissolveram-se
em 1 mL de cloroférmio deuterado, CDCL; (99,8%, da Sigma-Aldrich, EUA). Os espetros 'H
RMN resultantes da andlise foram processados através do software MestreNova da Mestrelab

Research S.L.
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3.3 Preparacao de Insertos Oculares

3.3.1 Imobilizacao do Farmaco na Matriz polimérica

Para a preparacao dos insertos, procedeu-se a uma imobilizacdo fisica do farmaco, DZ, por
oclusdo na matriz polimérica. Primeiramente, foi determinada a quantidade do farmaco
necessaria imobilizar por inserto, tendo em conta o periodo terapéutico de acdo, para

posteriormente proceder a mistura fisica com o polimero.

Determinacdo da Quantidade de Farmaco

De forma a determinar a quantidade de farmaco necessdria imobilizar por inserto, teve-se
como base a formulag@o terapéutica do COSOPT®, um dos colirios comercialmente vendidos
utilizado no tratamento do glaucoma, contendo DZ. Relativamente a sua composicao
quantitativa, cada mL de solucdo contém 22,26 mg de DZ. A sua utilizacdo pressupde a
administracdo de uma gota, duas vezes ao dia. Sabendo que cada mL de solucdo contém
aproximadamente 24 gotas, o volume de cada gota sera de 42 uL. [60]. Para a quantificagdo do
farmaco, teve-se ainda em conta que apenas 20 % da dose instilada € retida. Assim, e
considerando um periodo de libertagdo de 7 dias, sdo necessarias imobilizar 2,618 mg de DZ,

por inserto.

Mistura Fisica

Sintetizado o copolimero 77,5 / 22,5 (% m/m) PCL/PEG e, determinadas as quantidades
de farmaco a utilizar, procedeu-se a sua imobilizacdo na matriz polimérica, através de uma
preparacdo fisica, Figura 11. Tendo em conta que cada inserto devera ser constituido por
aproximadamente 20 mg de polimero, preparou-se num frasco reacional, uma mistura inicial
total com 50 mg e a quantidade equivalente de farmaco. Posteriormente, colocou-se o frasco
numa placa de aquecimento a 60 °C, com agitagcao, durante sensivelmente uma hora. Por fim,
colocou-se o frasco a temperatura ambiente para que a mistura solidifique. Uma vez que €
pretendido um sistema matricial monolitico, é importante assegurar a homogeneidade da

mistura, garantindo que a quantidade de farmaco em cada inserto € aproximadamente a mesma.

Para isso, é fundamental verificar a estabilidade do farmaco na mistura. Caso nao se obtenha
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uma mistura homogénea, com o auxilio de uma espatula, mexe-se vigorosamente a solugao,
ainda liquida (60 °C), até que arrefeca a temperatura ambiente. Desta forma, a medida que o
polimero solidifica, o farmaco deixa de precipitar, e fica homogeneamente distribuido por toda

a matriz polimérica.
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Figura 11. Imobilizacdo do farmaco na matriz polimérica,
através da mistura fisica, recorrendo a agitagdo e temperatura.

3.3.2 Insertos Oculares

Os insertos oculares foram obtidos a partir da formulagdo resultante da mistura fisica,
apresentando uma geometria hemisférica e de diametro igual a 3,5 mm. Para tal, foram
utilizados discos de silicone, funcionando como base para conceber aos insertos a forma do
didmetro pretendido. Tendo em conta que cada inserto deverd apresentar um peso final de
aproximadamente 22,7 mg (correspondente a quantidade total de polimero e farmaco), com a
mistura a temperatura ambiente, pesou-se a respetiva quantidade para o disco de silicone.
Posteriormente, levou-se o disco a estufa para fundir a mistura e dar forma ao inserto, a uma
temperatura de cerca de 45 °C e por um curto intervalo de tempo (inferior a um minuto), de
modo a evitar que o polimero fique demasiado liquido e o que o farmaco nao se deposite junto
do disco. Por ultimo, e ja a temperatura ambiente, o inserto € separado do disco tendo sempre
cuidado para ndo o danificar. Na Figura 12 estd demostrado um esquema simplificado do

processo de preparagdo, assim como do resultado final dos insertos.
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Figura 12. Preparagcdo de um inserto ocular, a partir da mistura fisica,
utilizando discos de silicone com 3,5 mm de didmetro, submetidos a
temperatura (45°C) para fundir e dar origem ao inserto.
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3.4 Estudo da Cinética de Libertacao

3.4.1 Preparacao dos meios de dissolucao

Para o estudo da cinética de libertagdo do farmaco, consideraram-se quatro meios de
dissolucgdo diferentes, com base nas variacoes do pH do filme lacrimal. Como ja mencionado,
o pH normal serd préximo de 7,2 e, mesmo em condi¢do de doenga, permanece num intervalo
entre 5,2 e 8,6. Tendo em conta os valores apresentados, foram preparadas quatro solucdes
tampao de pH 6, 7, 8 € 9. Para tal, dissolveram-se em agua ultrapura saquetas pré-preparadas

de cada pH, consoante indicacao do fabricante (BDH Limited Poole England).

3.4.2 Teste de Libertacao de Farmaco

Inicialmente, cada inserto foi colocado em frascos individuais que continham a solugao,
cuja quantidade variava consoante o tempo de permanéncia do inserto na solu¢do. Atendendo
a taxa de renovagao do fluido lacrimal e, garantindo as sink conditions, de maneira a assegurar
que o volume utilizado seria sempre superior ao volume onde se atingiria a saturagdo, utilizou-
se para 24 horas cerca de 3 mL de solugdo. Os frascos que continham os insertos foram
colocados numa estufa a 37 °C. Apds o tempo estipulado de permanéncia em solugdo (1, 2 ou
3 dias), cada inserto foi transferido do meio onde estava inserido para um novo meio, com as
mesmas caracteristicas. Este procedimento repetiu-se para cada inserto, até serem completados
os 7 dias de libertacao estipulados inicialmente. Os testes foram feitos em triplicado, de maneira
a comparar os resultados obtidos e a verificar os possiveis desvios de resultados dentro do

mesmo valor de pH.

A avaliagdo da cinética de libertacdo baseia-se na quantificagdo de farmaco libertado
através do inserto e presente em cada solucdo, ao longo do tempo. Para isso, recorre-se a
utilizacdo de um leitor de placas, SynergyTM HTX (Software Gen5, BioTek), onde através da
leitura da absorvancia de cada solugdo, é possivel determinar a concentragdo de farmaco. O

resultado € analisado através de um grafico tempo vs percentagem de libertacdo cumulativa.
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Curva Padrao

Para converter os valores da absorvancia em concentragdo, é necessdrio recorrer a uma
curva de calibracdo, que relaciona linearmente a concentracio do farmaco (x) com a
absorvancia (y). Desta forma, utilizaram-se amostras de diferentes concentragdes conhecidas,
através do método de diluicdes, a partir de uma concentra¢do inicial. As absorvancias foram
lidas para um comprimento de onda fixo (Apz = 248nm) e relacionadas com a concentracao,
de modo a se obter a reta padrao, Figura 13. Esta reta permitem determinar a concentracao de

farmaco presente em cada solucdo final, nos testes de libertagao.

3,500
3,000 4
25500
2,000
1,500

y = 20,078x + 0,0185
1,000 o R? = 0,999

Absorvancia (248nm)

0,500

0,000 T T T T T T T 1
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120 0,140 0,160

Concentragdo / mg.mL!

Figura 13. Curva de calibragdo referente ao Cloridrato de Dorzolamida
(248 nm).

3.5 Modelacao matematica - Analise da cinética de libertacao

A cinética de libertagc@o de farmacos em materiais poliméricos, depende essencialmente de
trés fatores: a difusao do fairmaco na matriz polimérica; o inchaco e relaxamento das cadeias
poliméricas; a degradacao da matriz polimérica, por dissolucido ou degradacdao do polimero.
De notar que todos estes fatores estao relacionados entre si, na medida em que tanto a difusao
do farmaco, assim como a degradag¢do do polimero sdo favorecidas pelo intumescimento do

polimero.
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A penetracdo do solvente no sistema matricial é o primeiro processo de inchaco do
polimero. Consequentemente, hd um aumento da mobilidade das cadeias poliméricas,
favorecendo assim o transporte do farmaco dissolvido. Por sua vez, o aumento do volume vazio
provocado pela libertacdo do farmaco e a degradacdo do polimero, facilita o intumescimento
do polimero [16].

A modelacio matemdtica assume um papel importante para a compreensdo do
comportamento da cinética de libertacdo de farmacos. Um modelo elaborado por Ritger e
Peppas, em 1987, descreve de forma simplificada os mecanismos de libertacao de farmacos a

partir de sistemas poliméricos, utilizando uma equacao semi-empirica, Equacao 2 [61][62].

L = gt )

Moo

Onde :—t representa a quantidade de farmaco libertado num periodo de tempo t; k

<)

corresponde a uma constante cinética, que incorpora as caracteristicas estruturais e geométricas
do dispositivo, e n é o expoente difusional que indica o tipo de mecanismo de libertagdo. Este
modelo apenas € valido para uma andlise da cinética nos primeiros 60 % de libertacao [61][62].
Para a determinacdo dos valores de n e k, recorre-se a logaritmizag¢do da equacdo anterior,

obtendo-se assim a Equagao 3:

log (B“f—;) = log (k) + n log () 3)

Os valores do exponente difusional, n, descrito na literatura, variam consoante o

mecanismo de libertacdo e geometria, e encontram-se descritos na Tabela 3 [61].

Tabela 3. Exponente difusional, n, em fungdo do mecanismo de libertagdo e forma geométrica.

Plana Cilindrica Esférica Mecanismo
0,5 045 043 Difusao Fickiana
05<n<10 045<n<089 043<n<0,85 Transporte anémalo’
1,0 0,89 0,85 Caso IT*

*Caso II ou transporte controlado por relaxamento- ocorre quando o processo de difusdo é mais rapido do
que o processo de relaxamento das cadeias do polimero. Assim, a difusdo passa a ser controlada pela
cinética de relaxamento e ndo segundo a lei de Fick.

"No transporte anémalo ou ndo Fickiana, envolve a sobreposi¢do de ambos os fendmenos, mecanismo
Fickiano e Caso II.
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Quando n=1, a taxa de libertacdo do farmaco € independente do tempo, correspondendo a

uma cinética de libertacao de ordem zero.

Para além do modelo descrito, Peppas e Sahlin, em 1989, na tentativa de quantificar as
contribuigdes relativas dos dois fendmenos responsaveis pela libertacdo, difusdo e relaxamento
das cadeias, desenvolveram um modelo que descreve a cinética de libertagao controlada através

dos dois mecanismo. Assim, e de acordo com a Equacgdo 2, obtém-se:

M,
M_ = kltm + k2 tzm (4)

[oe]

Onde m corresponde ao exponente de difusdo para um dispositivo de qualquer forma
geométrica, para um comportamento puramente Fickiano, que exibe uma libertagdo controlada.
O primeiro termo da equagdo diz respeito ao contributo Fickiano e o segundo ao contributo do

relaxamento das cadeias do polimero [63].
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Resultados e Discussao

4.1 Analise RMN dos copolimeros

A técnica de RMN permite, através dos espetros 'H-RMN, identificar as estruturas

quimicas da PCL e dos copolimeros sintetizados, assim como determinar o peso molecular e a

quantidade percentual de PEG e PCL presente no copolimero final. Os resultados foram

avaliados através do software MestReNova. Os espetros resultantes da analise apresentam

varios picos, de acordo com os atomos de hidrogénio existentes nas moléculas. De notar que, o

pico caracteristico referente ao solvente utilizado (cloroférmio deuterado) estd situado em 7,260

ppm. Como referéncia e para efeito de célculo, foi utilizado o espetro 'H-RMN relativo 3 e-

caprolactona, Figura 14, realizado em trabalhos anteriores [16]. O resultado obtido pela andlise

RMN da amostra da PCL sintetizada encontra-se apresentado na Figura 15.

e-caprolactona

CDCls & ’ bl ’

H;‘l‘ll
AR W A

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 40 35 3.0 25 2.0 1.5
3 (ppm)

T

1.0 0.5 0.0

Figura 14. Em cima apresenta-se a estrutura quimica da e-caprolactona, seguindo-se do respetivo espetro 'H-

RMN obtido[16].
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OH

CDCl,

3 (ppm)

Figura 15. Em cima apresenta-se a estrutura quimica da PCL, seguindo-se do respetivo espetro 'H-RMN
obtido. O pico representado a laranja corresponde a g-caprolactona residual, que ndo reagiu.

Pela comparagdo entre as Figura 14 (mondémero) e 15 (polimero) verifica-se que, ap6s
ocorrer a polimerizacao, ha alteracdes no sinal (a’), referente ao grupo metilo préximo do a&tomo
de oxigénio do grupo cetona, verificando-se um deslocamento menor quando comparado com
0 mesmo sinal no espetro do monémero — de 2,5 a 2,2 ppm. Ha medida que ocorre a reagdo, o
pico (a’) referente a0 mondmero vai desaparecendo, aumentando o respetivo pico no espetro
do polimero. Este, apresenta um tamanho muito pequeno, uma vez que corresponde a
quantidade de e-caprolactona residual, que ndo reagiu. Através desta diferenga, é possivel
determinar a taxa de conversao do monémero em polimero, dada pela razdo entre a drea do pico
(a’) correspondente ao espetro da PCL e o somatdrio entre a drea do mesmo pico

correspondentes aos dois componentes, como demonstrado na Equacao 5.

Aa'PCL (5)

conv =
Aarper + Agrcr

Desta forma, foi conseguida uma conversao de 99,74 %.
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Os picos associados aos protdes da molécula PCL, apresentados no espetro da Figura 15,
foram identificados tendo por base dados da literatura [64]. O sinal (f*), correspondente a um
deslocamento de 3,6 ppm, diz respeito a ligacdo de protdes dos grupos metilo aos grupos

terminais hidroxilo, demonstrando a abertura do anel do mondémero.

O peso molecular da PCL sintetizada é determinado pelo somatério do peso molecular das
unidades de repeticao e do peso das cadeias terminais (Mn¢erp- isto €, a massa molecular de &-
CL e a massa molecular de um hidrogénio, assumindo um valor de 115 g.mol™!). Por sua vez, o
peso molecular das unidades de repeti¢do ¢ dado pelo produto entre o peso molecular da e-
caprolactona, a conversao e o grau de polimerizacao (dado pela razdo entre os sinais (a’) e (f°)).

Assim, o peso molecular da PCL ¢é determinado de acordo com a Equagao 6:

AarPCL
Mnpc, = | Mng_cp X conv X 4; + Mnyorm (6)

A PCL sintetizada apresenta um peso molecular de 4530 g.mol!

As amostras dos copolimeros com 25, 50 e 75 % de PEG, de peso molecular 600 g.mol"!,
foram sintetizadas nas condi¢des padrao inicialmente referidas: 12 horas de reagdo, a 130 °C,
cuja razdo catalisador/reagentes € 2/5 e a quantidade total de mondmeros igual a 2 g. Na Figura

16, encontram-se os espetros resultantes da analise RMN dos copolimeros sintetizados.
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PCL PEG PCL
H e ¢’ 2 10

To d b’ v

cpcl,
25% PEG
50% PEG n Al A

| 75% PEG
) 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10

8 (ppm)

Figura 16. Em cima apresenta-se a estrutura quimica do copolimero PCL/PEG, seguindo-se dos espetros 'H-
RMN de amostras do copolimeros sintetizado, com 25,50 e 75 % de PEG na composigdo final.

Na Figura 16, € possivel identificar os sinais correspondentes a presenca de dtomos de
hidrogénio no mondmero, nomeadamente o sinal (h”), e o sinal (i’) referente a ligacao terminal
com a molécula da PCL. De acordo com a quantidade percentual de PEG presente no
copolimero, estes sinais sdo alterados, verificando-se um aumento da area do sinal atribuido ao
pico (h’), relativamente aos sinais da PCL, com o aumento da percentagem de PEG no

copolimero.

Determinacdo do peso molecular dos copolimeros

O peso molecular € considerado uma caracteristica critica dos polimeros, sendo que as
propriedades dos copolimeros variam, dependendo do tamanho das suas cadeias poliméricas:
copolimeros com baixo peso molecular apresentam taxas de degradagdo mais rdpidas,

interferindo assim na cinética de libertacdo dos farmacos imobilizados na matriz polimérica.
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O peso molecular dos copolimeros é dado pelo somatdrio entre o peso molecular individual
dos polimeros constituintes. Dado que, o peso molecular do PEG € conhecido (M, pec = 600
g.mol ), este serd uma referéncia para a determinacao do peso molecular da PCL. Considerando
o grau de polimerizacao do PEG dado como o quociente entre o seu peso molecular e a massa
molar da unidade de repeticdo (44 g.mol') e, assumindo que uma unidade de PEG € constituida
por 4 atomos de hidrogénio, é possivel determinar o nimero total de hidrogénios, por cada
molécula de PEG, de acordo com a Equacdo 5.

Mn
ny = PEG
MMpEgg

X 4 5

O peso molecular da PCL, foi determinado através do produto entre a razdo das areas dos
sinais dos protdes (e’) e (h’), correspondente a PCL e ao PEG, o grau de polimerizacao
anteriormente definido e, pela massa molar da unidade de repeti¢ao (114 g.mol! no caso da ¢-
caprolactona). Uma vez que o valor do sinal (e”) corresponde a dois atomos de hidrogénios, €
necessario dividir o resultado por metade, de modo a se obter o nimero total de unidade de
repeticdo da PCL por cada unidade de PEG. Em suma, o peso molecular da PCL pode ser

determinado segundo a Equacao 6.

Moy A
MM/pge Ay,

Mnpc, = 2( X My (6)

Para a determinagdo da razdo PCL/PEG, recorre-se ao quociente entre o somatdrio das
areas dos sinais referentes a cada espécie. A percentagem de cada polimero na composig¢ao final
do copolimero, é determinada pelo quociente entre a soma das dreas dos sinais referentes a cada
espécie e o total dos picos do copolimero, como exemplificado na Equacdo 7. A determinagao

da percentagem de PEG segue a mesma metodologia.

Ay +Ay +A0+Ay + Ay
Ay + Ay + A +Agy + Ay + Ay + Ay

()

YopcL =

Deste modo, foi determinado o peso molecular de cada copolimero sintetizado, assim como

arazdo PCL/PEG e as respetivas percentagens. Os resultados encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4. Valores obtidos na andlise RMN, do peso molecular da PCL e dos copolimeros sintetizados e a
percentagem de PEG e PCL no copolimero final.

% pPCL/PEG ~ Merer/ PCL/PEG % PCL % PEG M./
g.mol-! g.mol-!

75/25 2456 4,10 80,4 19.6 3056
50/50 573 1,20 54.6 45 4 1173
25/75 111 048 290 710 711

Os resultados de RMN apresentados na Tabela 4, demonstram uma a quase
proporcionalidade inversa relativamente ao peso molecular obtido e a percentagem de PEG
utilizada, isto €, copolimeros com pesos moleculares mais elevados sdo conseguidos quando €
utilizada uma menor percentagem de PEG. Isto pode facilmente ser explicado se forem tidos
em conta dois fatores: -o peso molecular da molécula de PEG (600 g.mol'), bastante inferior
ao peso molecular obtido da PCL (4530 g.mol™); - o peso molecular da unidade de repeticao de
PEG (44 g.mol!), € menor comparativamente com a g-caprolactona (114 g.mol"'). Na Figura
17, estd apresentado um esquema que permite uma melhor compreensao visual relativamente a
quantidade de PEG existente no copolimero, face a disponibilidade de moléculas de e-
caprolactona. Neste caso, quanto maior a quantidade de PEG na mistura reacional, mais sitios
ativos existem, no entanto menor serd a quantidade de mondmeros e-caprolactona disponiveis
para formar as cadeias. Tendo o PEG um peso molecular muito menor que a PCL, copolimeros
com maior percentagem de PEG irdo apresentar menor peso molecular final, comparativa com

os copolimeros onde a quantidade de PCL predomina.
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Figura 17. llustracdo simplificativa da propor¢do entre a quantidade de PEG e PCL nos copolimeros.

E importante considerar que a percentagem inicial de PEG corresponde a quantidade
misturada com e-caprolactona, antes de ser realizada a reagdo. Ja a percentagem determinada
através da andlise RMN, representa a quantidade de PEG presente no copolimero final, apds
ocorrer a reacdo, podendo ser notadas diferencas no valor, relativamente a quantidade inicial.
Uma percentagem de PEG final superior pode ser justificada pela incerteza associada aos
calculos da conversdo e-caprolactona, assim como pela possivel degradacdo térmica deste
mondmero. A anélise térmica de DSC feita a e-caprolactona, em estudos anteriores, demonstrou
que esta sofre a principal degradacdo na gama de temperaturas de 70 a 140 °C, incluindo assim
a temperatura utilizada na sintese dos copolimeros [16].

Em 1989, Andruzzi et al.,

3500
descobriram que a quantidade de 3000 o
PEG presente nos copolimeros é =
p p B 2500 y =-45,685x +3717,1

inversamente proporcional ao seu szooo R?=0.8919
peso molecular final, confirmando 2 1500 '

3
os resultados obtidos. Assim, uma :8 1000 o
boa correlagdo linear permite 500 O
controlar o peso molecular de um 0

10 20 30 40 50 60 70 80

copolimero, alterando corretamente % PEG

a percentagem de PEG [65].
. . . Figura 18. Efeito da percentagem de PEG 600 no peso molecular final
Todavia, através da Figura 18, do copolimero PCLIPEG.
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verifica-se que nao se obteve uma boa linearidade nos valores obtidos pela andlise RMN,
relativos ao peso molecular dos copolimeros em funcdo da percentagem de PEG, registando-se
um valor do coeficiente de determinacdo (R?) igual a0,8911. O declive negativo da linha de

tendéncia confirma a proporcionalidade inversa entre as duas variaveis.

4.2 Analise térmica- DSC

As caracteristicas de libertacdo de farmacos, através de sistemas poliméricos de libertacao
controlada, sao amplamente determinadas pela solubilidade do farmaco na matriz polimérica.
Contudo, a quantificacdo da solubilidade de qualquer substincia dentro de uma matriz
polimérica ndo se trata de um processo simples [52]. A caracterizagao térmica por DSC, permite
obter informacdes acerca do estado cristalino dos polimeros e dos farmacos, bem como das
interagdes entre os dois compostos.

Os polimeros e copolimeros sintetizados, assim como o farmaco utilizado, foram sujeitos
a uma andlise DSC. Os resultados sdo apresentados através de um grafico conhecido como
termograma, que relaciona o fluxo de calor (W.g') em fun¢do da temperatura, correspondentes

a um processo de aquecimento.

Homopolimeros

Na Figura 19 e 20 estdo apresentados os termogramas dos homopolimeros da PCL

sintetizada e do PEG, respetivamente, submetidos a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min.
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Figura 19. Termograma referente a PCL sintetizada, com uma taxa de aquecimento de 10°C/min.
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Figura 20. Termograma referente ao PEG 600, com uma taxa de aquecimento de 10°C/min.

No termograma referente a PCL sintetizada, Figura 19, estd evidenciado um pico
endotérmico acentuado, correspondente a temperatura de fusdo (T,,= 58 °C) — temperatura a
qual, durante o aquecimento, desaparecem as regides cristalinas com a fusdo, atingindo-se a
energia necessaria para que seja possivel quebrar as forcas intermoleculares entre as cadeias,

destruindo o empacotamento da estrutura. A PCL € assim definida como uma estrutura semi-

39



Resultados e Discussao

cristalina, onde as cadeias poliméricas se encontram proximas e organizadas. Ao invés, através
da curva térmica do PEG, Figura 20, € possivel concluir que se trata de uma estrutura amorfa,
nao apresentando uma temperatura de fuso, sendo caracterizada pela auséncia de transi¢des de
fase com o aumento da temperatura. As estruturas amorfas, contrariamente a estruturas

cristalinas, sdo caracterizadas por um arranjo desordenado das moléculas.

Copolimeros

Os copolimeros sintetizados foram submetidos a andlise térmica de DSC, por forma a
avaliar o impacto de cada segmento do copolimero no comportamento térmico global do
copolimero. Os termogramas resultantes da mistura quimica entre os polimeros, encontram-se
na Figura 21, cuja taxa de aquecimento foi de 10 °C/min. Os graficos estdo identificados no

canto superior direito com as percentagens massicas utilizadas de cada polimero.
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Figura 21. Termogramas referentes aos copolimeros PCL/PEG, com uma taxa de aquecimento de 10°C/min.
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A andlise dos graficos da Figura 21, baseou-se particularmente na avaliacdo do
comportamento apresentado pela curva térmica obtida em cada copolimero. A primeira
instancia, € possivel constatar que, ocorreram mudancas significativas nos termogramas,
comparativamente com o resultado obtido no homopolimero da PCL (Figura 19). A presenca
do PEG influenciou o comportamento térmico individual da PCL, isto €, a mistura quimica
entre os polimeros resultou numa perda do pico endotérmico de fusdo acentuado, indicativo de
uma natureza cristalina. De acordo com os graficos, quanto maior a percentagem de PEG, maior
a tendéncia que a curva térmica do copolimero apresenta para descrever um estado amorfo,
desaparecendo, por consequéncia, o pico de fusdo da PCL. Um copolimero composto por 25/75
(% m/m) de PCL/PEG, pressupde um comportamento térmico bastante semelhante ao
termograma do PEG puro, dado que o PEG prevalece em maior quantidade na estrutura,

concebendo ao copolimero um comportamento mais amorfo.

Farmaco- Cloridrato de Dorzolamida

Como ja referido, os farmacos so6lidos podem apresentar-se em mais do que uma forma
sOlida, exibindo diferentes propriedades fisico-quimicas, como € o caso da solubilidade.
Através da analise de DSC, € possivel identificar o fendmeno de polimorfismo. A presenca de
polimorfos interfere na solubilidade comprometendo, por consequéncia, a biodisponibilidade,
alterando a velocidade de dissolugdo [59].

O farmaco utilizado, cloridrato de dorzolamida, foi submetido a uma andlise térmica de

DSC, Figura 22, com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min.
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Figura 22.Termograma referente ao cloridrato de dorzolamida, com uma taxa de
aquecimento de 10°C/min.
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Na Figura 22, ndo foi detetado nenhum evento térmico, facto este que indica que o
cloridrato de dorzolamida apresenta uma estrutura amorfa, verificando-se apenas uma ligeira
alteracdo na curva por volta dos 105 °C. As estruturas amorfas apresentam propriedades
interessantes em termos de solubilidade e cinética de dissolugdo, isto €, encontram-se em
estados de energia mais elevados, apresentando uma maior mobilidade molecular.

A utilizacdo de formas amorfas dos farmacos pode ser uma abordagem util no incremento
da solubilidade, devido ao aumento da mobilidade no sistema, comparativamente com as
formas cristalinas. No entanto, sdo caracterizados por uma menor estabilidade quimica e

térmica, comparativamente com as estruturas cristalinas.

Mistura Fisica: Polimero + farmaco

De modo a avaliar as interagdes entre o farmaco e o polimero, como a solubilidade,
procedeu-se ao estudo térmico de uma amostra resultante da mistura fisica entre o copolimero
e o farmaco. A propor¢ao madssica utilizada entre copolimero-farmaco foi de 10:3, tendo sido
utilizado o copolimero composto por 75 % de PEG. Na Figura 23, estd representado o

termograma resultante da mistura do farmaco com o copolimero.

0.0

Fluxo de calor (W.g")

| 4

T T T
15 65 115 165 215
Temperatura (°C)

Figura 23 Termograma referente a mistura do copolimero 25/75 %(m/m) de PCL/PEG com DZ,
a uma taxa de aquecimento de 10°C/min.
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A Figura 23 fornece informacdes importantes acerca da solubilidade do firmaco na matriz
do copolimero. O termograma da mistura do copolimero com o cloridrato de dorzolamida
mostrou ser possivel distinguir as alteracdes térmicas associados a cada componente: a laranja,
estd representada uma ligeira alteracdo revelada no termograma individual do copolimero
(Figura 21); a alteracdo da curva representada a azul corresponde a um comportamento
caracteristico do cloridrato de dorzolamida, como € possivel observar na analise feita ao
farmaco individual (Figura 22).

Apesar de ndo existirem eventos térmicos evidentes, o facto de se poder observar um
detalhe caracteristico do copolimero e outro que esta presente no termograma referente ao
farmaco, demonstra que ndo existe interferéncia mitua do comportamento térmico, permitindo
assim concluir que o fdrmaco nao se encontra solubilizado na matriz polimérica. Caso contrdrio,
seria de esperar que as alteragdes exibidas nos termogramas individuais, fossem atenuadas
aquando da mistura, dando origem a uma curva com um novo comportamento, ndo sendo

possivel identificar as modifica¢des individuais com o aumento da temperatura.

4.3 Cinética de Libertacao - Teste Piloto

A formulagdo tem impacto direto na taxa de libertacdo do farmaco. Sendo o PEG uma
molécula hidrofilica, atrai 4gua para a matriz polimérica e, consequentemente acelera o
mecanismo de difusdo. Assim, € esperado que um aumento da percentagem de PEG, gere uma
taxa de libertagdo mais rapida, para a mesma quantidade de farmaco. De maneira a certificar
que a formulacdo definida estaria ajustada a um perfil de libertagdo de 7 dias, isto €, a utilizagao
de um inserto composto por 20 mg de copolimero contendo 22,5 % PEG (massa/massa) e 2,62
mg de DZ (quantidade correspondente a uma ac¢do terapéutica de 7 dias, conforme calculado
em 3.3.1), procedeu-se inicialmente a um teste piloto. Este foi realizado numa solu¢io de pH
neutro, conforme o procedimento descrito em 3.4.2).

O resultado do perfil cinético obtido da libertagdo de DZ através de um inserto polimérico,

¢ apresentado na Figura 24.
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Figura 24. Perfil cinético de libertagcdo de DZ, através de um inserto contendo 22,5 %
de PEG, durante 14 dias.

Através dos resultados apresentados na Figura 24, conclui-se que ao fim de 7 dias, ndo se
obteve a libertagdo minima desejada, de pelo menos 80 %, tendo-se registado um valor de
apenas aproximadamente 58 %. Desta forma, prolongou-se o tempo libertacdo até 14 dias, a
fim de verificar se, apés os 7 dias, ainda havia farmaco a ser libertado através do inserto. Os
dados da figura indicam que a quantidade de farmaco estabilizou ao sétimo dia, ndo havendo
alteracOes significativas ao fim do décimo quarto dia, registando-se uma libertacdo total de
apenas 60 %.

Desta forma, e de maneira a estudar as possiveis interferéncias que estariam na origem da
reduzida percentagem de libertacdo do farmaco, procedeu-se a um conjunto de testes, antes de
serem realizados os estudos de libertagdao, em meios com diferente pH.

Todos os testes foram realizados utilizando uma solu¢do neutra (pH 7) e copolimero

contendo 22,5 % (massa) de PEG 600.

Caso de Estudo I — Adsorcao do farmaco na matriz polimérica

* Inicialmente foi estudada a possivel ocorréncia de adsor¢ao do farmaco na matriz
polimérica, isto €, a adesdo das moléculas do farmaco a superficie sélida do
polimero. Para isso, utilizou-se um frasco onde foram espalhadas nas paredes 20
mg de polimero. Acrescentou-se 5 mg de DZ e 10 mL de solugdo. O frasco foi

colocado numa estufa, a 37 °C, durante 24 horas. Posteriormente, determinou-se a
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quantidade de farmaco presente em solug@o, com recurso ao leitor de microplacas.
Dado que, ao fim de 24 horas a quantidade de farmaco obtida corresponde a
quantidade inicialmente pesada, admitiu-se de partida que ndo ocorreu o processo
de adsor¢do. Caso contrario, dada a adesdo das particulas do farmaco ao polimero,

a quantidade deste em solucdo seria menor.

No entanto, as condi¢Oes de realizagdo do teste ndo sdo as mesmas que se observam num

inserto, isto €, na prepara¢do do inserto, o firmaco € misturado e, provavelmente, solubilizado

numa amostra fundida de polimero, enquanto neste teste de adsor¢do o farmaco € dissolvido

em agua e sO depois é colocado em contacto com o polimero no estado sélido. Deste modo, o

facto de se ter concluido que durante o teste ndo ocorreu a adsor¢do do farmaco no polimero, a

hipétese ndo pode ser totalmente descartada no contexto do inserto (onde ocorre interacao entre

os constituintes). Assim, o resultado deste caso de estudo € inconclusivo.

Caso de Estudo II — Interferéncia da formulacdo (% de PEG 600)

Como ja referido, uma vez que a formulacao do copolimero interfere na cinética de
libertacdo do farmaco, executou-se um estudo onde se fez variar a percentagem
massica de PEG, a fim de verificar qual a influéncia desta variacdo na quantidade
total de farmaco libertado. Para isso, foram utilizados vérios copolimeros, de
diferentes composigdes: 0, 15, 22,5 ¢ 50 % de PEG. Inicialmente pesou-se para
um frasco 20 mg de copolimero e 5 mg de DZ. O frasco contendo a mistura foi
colocado num banho com agitagcdo, a 70 °C, durante cerca de 20 minutos, para
homogeneizar a mistura. Acrescentou-se 5 mL de solucdo, e colocou-se o frasco
numa estufa a 37 °C, durante 24 horas. Por fim, foi determinada a concentracao do

farmaco em solucdo através do leitor de microplacas.

Os resultados referentes a perda de DZ obtida em cada solugdo foram avaliados através de

um simples estudo estatistico, Figura 25, de maneira a entender se a variacdo da percentagem

massica de PEG no copolimero, interferia no valor da perda do farmaco.
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Figura 25. Variagdo da % da perda de DZ, de acordo com diferentes % (mdssica) de PEG no
copolimero.

De acordo com os resultados obtidos na Figura 25, para a mesma quantidade de farmaco,
€ possivel concluir que nao ha diferenca estatisticamente significativa da perda, e que esta
¢ independente da formulacdo utilizada, registando sempre um valor médio de
aproximadamente 20 %. Os simbolos apresentados no topo das barras permitem facilitar a
interpretacdo, confirmando a igualdade estatistica entre as duas varidaveis em questao.

Deste modo, conclui-se assim a necessidade de compensar a quantidade de farmaco

perdida, na etapa da mistura fisica.

Caso de Estudo 111 — Estabilidade do farmaco

Para concluir acerca da estabilidade do farmaco, nomeadamente a possibilidade de
degradacdo térmica, pesou-se num frasco 5 mg de DZ e acrescentou-se 5 mL de
solucdo. Posteriormente, mediu-se a absorvancia da solucdo em tempo zero e,
dividiu-se a mesma em dois frascos. Um frasco foi colocado numa estufa a 37 °C,
e 0 outro a temperatura ambiente, durante 7 dias. No final, foram lidas novamente
as absorvancias de cada solu¢@o e comparadas com o valor obtido inicialmente. Os
resultados da absorvancia foram obtidos segundo um fator de dilui¢do (f) igual a

10 e encontram-se na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados da abs e da perda do farmaco obtida, durante 7 dias, para Tums e T37c (f=10).

t7 dias
Tamp  Tarc
abs 2,156 2,054 2,107
mpz (mg) 5,363 5,110 5,241
Perda (%) - 4,72 23"

to

“calculado em relagio a to

Através dos valores apresentados na Tabela 5, conclui-se que tanto a temperatura ambiente
como a 37 °C (temperatura a qual as solu¢des sdo sujeitas no teste de libertacdo), o farmaco
sofre pouca degradacdo, registando-se um valor maximo de aproximadamente 5 %, quando
exposto durante 7 dias, a temperatura ambiente. Por sua vez, o valor registado ndo € suficiente
para justificar a perda de 20 % no perfil de libertac@o obtido inicialmente.

De notar que, podem existir erros associados aos valores obtidos, como o facto de a solucao
inicial ser dividia em duas, podendo estas ndo conter a mesma quantidade de farmaco, fazendo
variar os resultados finais.

Deste modo e, dado os resultados obtidos é descartada a hipétese da possivel degradacao

térmica do farmaco ao longo dos testes de libertagao.

Caso de Estudo 1V- Interferéncias espetrais

* Para a determinacdo da quantidade de farmaco presente nas solugdes, recorre-se a
leitura da absorvancia, através de um leitor de microplacas. Assim, parte-se do
principio que a absorvancia lida corresponde apenas ao farmaco. No entanto, a
presenca de outras espécies, as quais também absorvem radiacdo no mesmo
comprimento de onda, podem induzir a interferéncias espetrais, interferindo assim
no resultado final. Deste modo, procedeu-se a um estudo das possiveis
interferéncias de outros componentes, como o caso do polimero e da prdpria
solucdo. Comecou-se por fazer um varrimento de comprimento de onda individual
para cada amostra, onde através dos graficos (Anexo B), se obteve o valor da
absorvancia, correspondente ao comprimento de onda fixo do farmaco. Os
resultados foram obtidos para amostras filtradas (através de uma seringa com filtro

de Nylon de 0,45 pm), como para amostras ndo filtradas. Deste modo, € possivel
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avaliar apenas as interferéncias espetrais (através das amostras filtradas), como as

interferéncias espetrais e quimicas em conjunto (pelas amostras nao filtradas).

Considerando como base, os valores da absorvancia obtidos no Caso de Estudo II para: A)
farmaco + solugdo e B) farmaco + solucdo + polimero, foi possivel determinar a quantidade de
farmaco, e, por conseguinte, a percentagem de perda, tendo agora em conta a absorvancia obtida
do polimero e da solucdo. Deste modo, aos valores base foi subtraida a absorvancia de cada
componente, € os resultados foram comparados, a fim de verificar se haveria alteracoes
significativas na perda de DZ. No Anexo B, encontram-se os célculos auxiliares deste estudo.

Na Tabela 6 estdo resumidos os valores da absorvancia resultantes do varrimento de
comprimento de onda e, na Tabela 7 encontram-se as percentagens de perda do farmaco
posteriormente calculadas. Os resultados sdo apresentados para as amostras filtradas e nao

filtradas.

Tabela 6. Valores da absorvincia obtidos, através do varrimento de comprimento de onda individual, para o
polimero e solugdo, de acordo com o valor do comprimento de onda fixo do DZ.

abs,_;48pz)
Filtrada Nao Filtrada
Polimero 0,16 0,26
Solucao 0,12 0,15

Tabela 7. Percentagem de farmaco perdido, considerando os resultados da abs do polimero e da solugdo.

% perda

DZ

Amostra filtrada 22

Amostra nao filtrada 27

Tendo em conta os dados apresentados na Tabela 6, conclui-se que de modo geral, tanto o
polimero como a solug@o ndo apresentam grandes interferéncias a nivel espetral. Todavia, ainda
que se considere que as absorvancias obtidas ndo interferem no valor da perda do farmaco
registada, os dados apresentados na Tabela 7, demostram que a filtragem é um fator

modificador para a obtenc¢do de uma menor percentagem de perda. Assim, existe a possibilidade
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de alguma interferéncia quimica, dado que as amostras ndo sujeitas a filtragao apresentam uma
percentagem de perda maior. Deste modo, verifica-se a necessidade de filtrar as solucdes

provenientes dos testes de libertacdo, antes de serem lidas as respetivas absorvancias.

Em termos conclusivos dos diferentes testes realizados, depois de descartadas varias
interferéncias que poderiam afetar a quantidade do farmaco libertado, constata-se a necessidade
de um acréscimo de cerca de 22 % de DZ face a quantidade inicial estipulada para os 7 dias de
libertagdo. Assim, um inserto passard a ser constituido por 3,20 mg de DZ para 20 mg de
polimero. A adi¢do do farmaco é feita na etapa da mistura fisica (descrita em 3.3.1).
Acrescenta-se ainda a etapa de filtracdo das solugdes onde sdo realizados os testes de libertagao,

antes de serem submetidas a leitura no leitor de microplacas.

4.4 Cinética de Libertacao do Farmaco em diferentes meios de dissolucao

Definida a formulac¢@o ideal, tendo em conta um periodo de acdo de 7 dias, procedeu-se a
andlise da cinética de libertacio em meios de dissolu¢cdo com diferentes valores de pH (6,7, 8
e 9). Todos os insertos apresentam um didmetro de 3,5 mm e a mesma constitui¢do (igual

quantidade de farmaco e polimero).

4.4.1 Meio de dissolucao com pH 7

O estudo da cinética de libertagcdo num meio de dissolu¢do de pH neutro foi concebido para
diferentes formulacdes, variando a percentagem mdssica de PEG no copolimero em 15, 19 e
22,5 %. O resultado cinético obtido para as diferentes formulacdes encontra-se apresentado na
Figura 26. A Figura 27 descreve o comportamento da libertagdo, quando € utilizada uma

percentagem massica de PEG de 22,5 %, durante 7 dias.
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Figura 26. Perfil cinético de libertacdo de DZ ao longo do tempo: a azul um inserto constituido por 15 %
PEG, a verde com 19 % PEG e a laranja com 22,5 % PEG.
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Figura 27. Perfil cinético de libertagcdo de DZ, durante 7 dias, de um inserto constituido por copolimero
PCL/PEG (com 22,5 % PEG), num meio de dissolugcdo com pH 7. No grdfico, é apresentada a equagdo de
linearidade referente aos primeiros tempos de libertagdo.
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A influéncia da percentagem de PEG ao longo do estudo cinético da libertagdao de DZ, pode
ser observada na Figura 26 - um aumento na percentagem de PEG implica uma taxa de
libertagao mais rapida. O comportamento de libertacdo do farmaco € controlado através da
difusdo das moléculas do farmaco e do relaxamento da matriz polimérica. Deste modo, sendo
o PEG uma molécula hidrofilica, atrai 4gua para a matriz polimérica, acelerando o processo de
difusdo. Assim, é esperado que uma maior quantidade de PEG no copolimero, gere uma taxa
de libertacdo do farmaco mais rdpida, o que € comprovado pelos resultados apresentados.

Dos dados obtidos, verifica-se que ao fim de 7 dias, apenas o inserto constituido por 22,5
% de PEG, apresenta uma libertacdo de aproximadamente 100 % (cerca de 98 %). No caso do
inserto composto apenas por 15 % de PEG, sdo necessarios 17 dias para que se obtenha uma
libertagdo minima de 80 %, sendo que a quantidade de farmaco libertado sé estabiliza ao fim
de 24 dias, registando-se um valor total de aproximadamente 88 %. A semelhanga, quando é
utilizada 19 % de PEG, € necessario o dobro do tempo predefinido para que se obtenha cerca
de 82 % de libertacdo, normalizando a quantidade ao fim do décimo segundo dia. Nestes
ultimos casos, para que seja possivel a utilizagdo de um inserto com as respetivas percentagens
de PEG, seria necessdrio a utilizacdo de um inserto de menores dimensdes, onde as moléculas
do farmaco percorriam um menor caminho até alcancar a superficie, proporcionando assim uma
libertagao mais rapida. No entanto, a utiliza¢do de insertos de menores dimensdes aumentariam
o risco de deslocamento quando colocados no olho.

Pela Figura 27, a utilizacido de 22,5 % PEG pressupde uma percentagem de libertacdo
ideal de DZ, ao fim de 7 dias, apresentando inicialmente uma taxa de libertacdo mais rapida,
estabilizando progressivamente a quantidade libertada nas fases posteriores, descrevendo assim
um perfil cinético de acordo com a lei de Fick. Ao fim de 7 dias, foi conseguida uma libertagao
superior a 98 %. Ainda na Figura 27, esta representada a linearidade obtida nos primeiros dias

de libertacdo, tendo-se registado um coeficiente de determinacao de 0,9995.
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4.4.2 Meio de dissolucao com pH 6,8 ¢ 9

Os testes de libertacdo para os meios de dissolu¢do com pH 6, 8 e 9, foram realizados
apenas para a formulacdo contendo 22,5 % PEG.

Para os estudos realizados em solucdes ligeiramente mais alcalinas, de pH 9, ndo foi
possivel a obtencdo de dados relativos a cinética de libertacdo dado que, ao fim de 24 horas, os
insertos colocados na solu¢do encontravam-se completamente desfeitos, como apresentado na

Figura 28.

Figura 28. Resultado 24 horas apds os insertos serem
colocados numa solucdo de pH 9. A esquerda uma
solugcdo de pH 9 pura (onde inicialmente sdo inseridos os
insertos); os restantes frascos correspondem a uma
solugcdo 24 h apos a colocacdo do inserto.

Como referido, a degradacdo da PCL é mediada através da hidrdlise de ligacOes ésteres.
Teoricamente a taxa de degradacdo em meio alcalino € relativamente mais rapida quando
comparado com o meio 4cido [36][37]. De notar que, um aumento no pH diminui a
concentragdo de ides H*, o que resulta numa maior quantidade de ides hidroxido (OH-) no meio.
Deste modo, ha um aumento da rutura das ligacdes éster da cadeia de PCL, resultando assim
numa taxa de degradacdo mais rapida. No entanto, para uma melhor compreensao e conclusao,
seria necessdrio a realizacdo de mais testes, utilizando diferentes percentagens de PCL no

copolimero, a fim de entender a influéncia desta na degradagdo do inserto.
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Os resultados dos perfis obtidos para os meios de dissolu¢@o de pH 6 e 8 sdo apresentados
na Figura 29, onde se acrescentou também o perfil obtido em meio neutro (pH 7), para termos

de comparacdo.
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Figura 29. Perfil cinético de libertagcdo de DZ, durante 7 dias, de um inserto constituido por copolimero
PCL/PEG (22,5 % PEG), num meio de dissolucdo com pH 6 (roxo), pH 8 (laranja) e pH 7 (cinzento).

De acordo com os dados apresentados na Figura 29, ao fim de 7 dias, todos os insertos
obtiveram uma libertacdo superior a 90 %, observando-se um ligeiro aumento da quantidade
libertada, ao longo de todo o tempo, quando o inserto € submetido a um meio de pH 6 (95 %),
quando comparado com o meio de pH 8 (92 %). Todos os perfis seguem uma cinética de
libertagao de acordo com a lei de Fick: uma primeira etapa caracterizada por uma libertagao
mais rapida e, uma segunda etapa correspondente uma libertagdo mais lenta. Embora se
verifique um perfil de libertagdo mais lento em pH neutro, ao longo do tempo, observa-se uma
maior percentagem de libertacao final, com aproximadamente 98 % de DZ libertada.

A DZ apresenta dois valores de pKa, 6,4 e 8,5, sendo que a utilizacdo de meios de
dissolucdo com diferentes valores do pH influéncia a carga do farmaco. A relagdo entre a forma
ionizada e a forma ndo ionizada estd diretamente dependente do pH do meio e do pKa do

farmaco. Assim, para o meio com pH 6, a DZ encontra-se na forma catidnica; ja no meio com
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pH 9, o farmaco apresenta-se na sua forma anidnica. Para valores de pH na gama entre 6,4 e
8.5, o farmaco apresenta-se na sua forma nao ionizada.

Pode assim conclui-se que o valor do pH do meio, ndo interfere significativamente na
cinética de libertacdo de DZ, tendo-se alcangado uma taxa de libertacdo do farmaco favoravel

em ambos 0S casos.

Por forma a compreender os mecanismos predominantes na libertacdo do farmaco a partir
dos insertos durante os testes de libertagdo, recorreu-se aos modelos matematicos descritos em
3.5). Assim, utilizando o modelo Ritger-Peppas, foram determinados os parametros cinéticos,
nomeadamente o expoente de libertacdo (n) e a constante cinética (k). Embora este modelo,
apenas abrange os primeiros 60 % de farmaco libertado, como o tempo de libertagdo total é de
apenas 7 dias, a percentagem de farmaco indicada é conseguida ao final de um ou dois dias,
dependendo do pH utilizado. Deste modo, € na impossibilidade da obten¢cdo de uma reta com
apenas um ponto, assumiu-se para efeitos de céalculo uma libertacdo de 70 %. Ademais, para
definir os mecanismos de acordo com os valores obtidos do expoente de libertagdo, assumiu-se
ainda que o inserto apresentava uma geometria esférica. Na Tabela 8 estdo apresentados os
valores dos parametros cinéticos e o coeficiente de determinacao obtidos, consoante o valor do

pH do meio. Todos os prossupostos mencionados, invalidam o rigor dos resultados obtidos.

Tabela 8. Valores obtidos dos pardmetros cinéticos, consoante o valor do pH do meio.

pH n k R?
6 0,582 0,021 1,000
0,651 0,029 0,999
8 0,668 0,023 1,000

De acordo com os valores do expoente de libertacao apresentados na Tabela 8, e tendo em
conta os valores da literatura, conclui-se que, possivelmente, o mecanismo predominante na
libertagao de DZ através dos insertos, € o transporte andmalo, envolvendo a sobreposi¢do de
ambos os fendmenos, o mecanismo Fickiano e o transporte controlado pelo relaxamento das
cadeias poliméricas. Este por sua vez, € provocado pela penetracio do solvente na matriz
polimérica, provocando um aumento da mobilidade das cadeias, favorecendo assim o transporte

do farmaco.
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Conclusoes

5.1 Conclusao Geral

Alguns pontos abordados ao longo da dissertacdo requerem observagdes conclusivas.

O objetivo deste trabalho, inserido no ambito do projeto InEye®, foi a otimiza¢do do perfil
de libertagdo de DZ (farmaco utilizado para o tratamento do glaucoma), através de um inserto
ocular de base polimérica.

Relativamente a avaliacdo do comportamento cinético da libertagdao de DZ, conclui-se que
independentemente do pH do meio utilizado, a libertacdo do DZ através do inserto polimérico
¢ sempre superior a 90 %, e de acordo com a lei de Fick, isto é, mais rapida nos primeiros
tempos, estabilizando nos tempos posteriores. De acordo com os valores dos parametros
cinéticos obtidos, nomeadamente o expoente de libertacao (n= 0,582, 0,651, 0,668, para pH 6,
7 e 8, respetivamente) e a constante cinética (k= 0,021, 0,029, 0,023, pH 6, 7 e 8,
respetivamente), conclui-se que possivelmente a libertagdo apresenta um comportamento
anémalo. No entanto, aquando da utilizagdo de um meio mais alcalino, pH 9, verifica-se que ao
fim de 24 horas o inserto se encontrava desfeito. Tal deve-se ao facto de um aumento no valor
de pH proporcionar um aumento dos ides hidroxila no meio e, como tal, o aumento das ruturas
das ligagdes esteres da cadeia de PCL. Do estudo da libertagdo realizado numa solucio neutra,
com copolimeros contendo diferentes percentagens mdssicas de PEG, conclui-se, como
esperado, que um aumento da percentagem de PEG, implicaria uma libertacdo do farmaco mais
rapida.

Os resultados da andlise RMN permitiram confirmar as estruturas da PCL assim como a
abertura do anel, tendo-se obtido uma 6tima conversao de aproximadamente 100 %. Os valores
obtidos do peso molecular dos copolimeros indicam que um aumento da quantidade de PEG,
resulta num copolimero com menor peso molecular final. Desta forma, uma boa correlagao
linear entre estas varidveis permite controlar o peso molecular de um copolimero, alterando

corretamente a percentagem de PEG.
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Conclusoes

A Calorimetria Diferencial de Varrimento trata-se de um valioso instrumento de
investigacdo na caracterizagdo polimérica e das misturas do farmaco com os polimeros. A PCL
apresentou uma estrutura cristalina, com uma temperatura de fusdo de aproximadamente 58 °C.
No caso do PEG, dada a auséncia de transi¢des de fase ao longo do aquecimento, conclui-se
ser uma estrutura amorfa. A andlise aos copolimeros, indicou que uma maior percentagem de
PEG, levaria a uma curva do termograma mais proxima do estado amorfo, desaparecendo o
ponto de fusdo associado a PCL. Relativamente ao cloridrato de dorzolamida, conclui-se que
se trata de uma estrutura amorfa, marcada pela auséncia de uma temperatura de fusdo. Quanto
a solubiliza¢do na matriz do copolimero, conclui-se que a DZ nao € soluvel no polimero, sendo
possivel distinguir claramente as fases térmicas individuais no termograma da mistura entre o

copolimero e o farmaco.

5.2 Trabalhos Futuros

Neste subcapitulo serdo propostos alguns aspetos em prol da melhoria dos resultados de

investigacao obtidos.

— Utiliza¢do de um meio que melhore imite a composicao do filme lacrimal, contendo sais
e enzimas. Para isso seria ainda necessario um novo método de quantificacdo do
farmaco na solucdo, sem que haja interferéncia nas leituras devido a presenca de outros

compostos em solucao;

— Repeti¢do do estudo individual e conjunto, do comportamento cinético da libertagdo
para o caso do Maleato de Timolol, e combinado com DZ, uma vez que estes farmacos

atuam como terapia conjugada em grande parte das formulacOes farmacéuticas.

— Estudo acerca da degradagdo do inserto composto por PCL/PEG quando submetido em
meios mais alcalinos. Como a PCL se degrada mais rapidamente em meio alcalino,
propde-se um estudo onde se utilize insertos com diferentes percentagens de PCL,

avaliando a relacdo entre a quantidade de PCL e o tempo de degradacao do inserto;
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Capitulo 5

— Um estudo mais profundo acerca da solubilidade do farmaco na matriz polimérica,
incluindo outras técnicas que permitam complementar/comparar os resultados obtidos
por DSC, como o caso da Espetroscopia de Infravermelho e a Difrag¢do de Raios X. Para

além disso, estudar a solubilidade de DZ em diferentes copolimeros.
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Anexos

Anexo A: Descricdo das propriedades fisico-quimicas dos reagentes utilizados

Tabela Al. Propriedades fisico-quimicas e medidas de seguranca (adverténcias de perigo (H) e recomendacdes de prudéncia (P)) dos compostos
utilizados, obtidas a partir das fichas de seguranca.

Ponto
Peso
Nome da Densidade de
Formula quimica Estrutura quimica molecular Frases H Frases P
substancia (g.cm?) fusao
(g.mol?)
(°O)
P264; P280;
° P305+P33;
¢- caprolactona C¢H,00, 114,14 1,037 -2,14 H319
- P305+P351;
n 0
P337+P313
i Substancia considerada nao
PCL (C6H1002)n . 10 000 1,157 60

perigosa.
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PEG

Cloridrato de

Dorzolamida

Cloroformio

deuterado

H(OCH,CH>),,OH

C,oH,.N,0,S,.HCl

CCL;D

H

HoN-S

0
/] « HCI
| S S “,

HN" CHj

CHgs

N

600 1,12°
360,9
120,38 1,50"

17-22
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H302
H361
H373

H302
H361
H373

H302
H315
H319
H331
H351
H361d
H352

P260; P264; P281;
P305+P312; P405;
P501

P201; P202; P260;
P264; P270; P281;
P301+P312;
P308+P313; P314;
P330; P405; P501

P201;
P301+P312+P330;
P302+P352;
P304+P340+P311;
P308+P313;
P305+P351+P338
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Anexo B: Cilculos complementares do Caso de Estudo I'V- Interferéncias
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Figura B30. Varrimento de onda para o polimero (22,5%PEG) a) amostra ndo filtrada; b) amostra filtrada.
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Figura B31. Varrimento de comprimento de onda para a solugcdo pH 7 a) amostra ndo filtrada; b) amostra

filtrada.
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» Cloridrato de Dorzolamida: A = 248 nm

Considerando a seguinte informacao:

5 mg DZ + 5 mLgotugopr7 = 1,984
5 mg DZ + 5 mLsolugz’m pH7 +20 mg pOHmero: 1’61

Através do varrimento, para A = 248 nm, os valores da abs obtidas sao:

Amostra polimero ndo filtrada = 0,261
Amostra de polimero filtrada = 0,156
Amostra de solucao ndo filtrada = 0,147
Amostra de polimero filtrada = 0,119

Amostra nao filtrada

Solucao: 1,984-0,147 = 1,837
(assumindo 100%)
Polimero: 1,61- 0,261 = 1,349

Assim:
1,837 --- 100%
1,349 - x

Com x = 73,40%

Perda =~ 27 %

Amostra Filtrada

Solucao: 1,984-0,119 = 1,865
(assumindo 100%)
Polimero: 1,61- 0,156 = 1,454

Assim:
1,865 --- 100%
1454 - x
Com x =77,96%

Perda ~22%
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Anexo C: Resultados analise térmica de DSC

Fluxo de calor (W.g")
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Figura C1. Termograma referente a e-caprolactona, com um grau de aquecimento de 10 °C/min.
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