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RESUMO

Este trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento e aprimoramento da técnica de
impregnacéo/deposicdo de farmaco em lentes de contacto utilizando didxido de carbono
supercritico (scCOz2), com o intuito de estudar uma alternativa viavel e mais eficiente que as
formas farmacéuticas para administracdo ocular ja existente no mercado. Com este propdsito
pretende-se a obtencdo e caracterizacdo de lentes de libertagdo farmacoldgica com perfis de

libertacdo controlada e localizada para o tratamento de patologias oculares.

O estudo do efeito de diferentes condicdes de pressdo e temperatura no processo de
impregnacdo para avaliar a sua eficiéncia tem em conta dois pontos cruciais: a quantidade de
farmaco impregnado em cada lente e a auséncia de alteracdes significativas nas propriedades

fisicas e quimicas das lentes de contacto.

Os farmacos utilizados ao longo destes meses de trabalho laboratorial foram o Acido all-trans-
Retindico (ATRA) para o tratamento da sindrome do olho seco e da doenca macular
degenerativa (DMRI) e a Norfloxacina (NFLX) para o tratamento de infecdes oculares. Como
matriz polimerica foram utilizadas lentes de contacto comerciais: a Balafilcon A e a Hilafilcon
B, que constituem o veiculo para o farmaco e conferem a estrutura ao sistema de libertacdo

controlada.

O primeiro sistema estudado foi o ATRA impregnado na Balafilcon A, verificando que se
conseguiu impregnar uma quantidade de farmaco que varia entre 0s 329 e 900 pug em cada lente,
dependendo das condig¢Ges que foram utilizadas. A condigdo que permitiu impregnar maior
quantidade de farmaco foi a de 200 bar a temperatura de 55°C. Os perfis de libertacéo in vitro
do farmaco foram tracados com base num periodo de 6 dias e demonstraram que mais de 89 %

do farmaco foi libertado nas primeiras 24 horas do ensaio.

Relativamente a NFLX impregnada na Balafilcon A, concluiu-se que foi possivel impregnar
cerca de 38 a 170 pg de farmaco em cada lente, tendo-se igualmente verificado que o maximo
de impregnacéo foi para a condi¢do de 200 bar a 55°C. O perfil de libertacdo obtido durante 8
horas revelou que ao fim de 6 horas de libertacdo o farmaco presente na matriz ja se tinha

libertado na totalidade.

O sistema que permitiu alcancar o melhor perfil de libertagdo controlada foi o do ATRA
impregnado na Balafilcon A, uma vez que a libertacdo do farmaco decorreu ao longo de um

periodo mais elevado quando comparado com 0s outros sistemas.

Além dos ensaios de libertagcdo in vitro, foram realizados estudos de caracterizacdo fisico-

guimica e morfologica das lentes de contacto impregnadas recorrendo: a analise de
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espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), para verificar a presenca
do farmaco na superficie do polimero; a avaliacdo dos angulos de contacto e da transmitancia
onde se confirmou que o processo de impregnacao/deposicdo usando scCO. ndo provocou
alteracdes significativas nas propriedades das lentes; e a microscopia eletrénica de varrimento
(SEM) onde foi possivel afirmar a presenca e localizacdo dos farmacos na superficie e no

interior da matriz polimérica.

Os resultados obtidos indicam que as lentes de contacto tém um enorme potencial para serem
utilizadas enquanto sistemas de libertacdo farmacoldgica controlada, em especifico na
superficie ocular. O trabalho desenvolvido permite a obtencao de conclusdes significativas que
poderdo ser utilizadas como bases solidas para a continuacdo do trabalho no sentido de
aprimorar o desenvolvimento dos sistemas de libertacdo propostos recorrendo a esta técnica de

impregnacao por recurso ao scCOa.



ABSTRACT

This work had as main aim the development and improvement of the impregnation/deposition
technique of drugs in contact lenses using supercritical carbon dioxide (scCO>), in order to
study a viable and more efficient alternative than the ophthalmic drug dosage forms already on
the market. With this purpose in mind, we intend to obtain and characterize drug release lenses

inside controlled release profile and localized delivery to treat ocular pathologies.

The study of different conditions of pressure and temperature in the impregnation process to
evaluate their efficiency takes into account two critical points: the amount of permeated drug
in each lens and the absence of significant changes in physical and chemical properties of

contact lenses.

The drugs used during these months of laboratory work were all-trans-retinoic acid (ATRA) to
treat dry eye syndrome and age-related macular degeneration (AMD) and norfloxacin (NFLX)
for ocular infections. The drug is transported by the commercial contact lenses, namely the
Hilafilcon B and the Balafilcon A, which characterize the way the controlled release system

works.

The first system studied was the ATRA impregnated in Balafilcon A, incorporating an amount
of drug between 329 and 900 pg in each lens, depending on the conditions used. The condition
which allowed the greater amount of drug impregnated was 200 bar at 55°C. In vitro release
profiles were based on a period of 6 days and showed that over 89% of the drug was released
within the first 24 hours of the test.

Regarding NFLX impregnated in Balafilcon A, it was concluded that it was possible to
impregnate about 38 to 170 ug of drug in each lens, and the maximum impregnation also
occurred in the condition of 200 bar at 55°C. The release profile obtained for 8 hours showed

that after the first 6 hours the drug in the matrix had already been totally released.

The system that allowed to achieve the best controlled release profile was the ATRA
impregnated in Balafilcon A, as the drug release took place over a higher period when compared

with the other systems.

Beside in vitro release experiments, physico-chemical and morphological characterization
studies were performed about the impregnated contact lenses using: an analysis of spectral
Fourier Transform Infrared spectroscopy (FTIR) to verify the presence of drug on the polymer;

evaluation of the contact angles and transmittance confirming that the process of
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impregnation/deposition using the scCO> did not cause significant changes in the properties of
the lenses; and scanning electron microscope (SEM) making it possible to attest the presence

and localization of the drugs on the surface and inside the polymer matrix.

The results indicate that the contact lenses have enormous potential to be used as controlled
drug delivery systems, in particular on ocular surface. Taking into account the work results, it
can be used as a solid foundation for further preparatory work and development of the proposed

delivery systems using this impregnation technique by scCO> use.
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OBJETIVO E MOTIVACAO

Com este trabalho, pretende-se desenvolver e aprimorar 0 método de impregnacédo/deposicao
de farmacos em lentes de contacto utilizando scCO, com o objetivo de obter um perfil de
libertacdo controlada e localizada para o tratamento de patologias oculares, bem como entender

o efeito das diversas condicGes de processamento na eficiéncia da impregnacéao de farmaco.

A investigacdo cientifica, com particular enfoque no setor da salde, é uma area em que a
evolucdo e a busca incessante de novas solucdes que melhorem a qualidade de vida dos
pacientes sdo uma constante, na qual se pode integrar o desenvolvimento de sistemas
transportadores de farmaco que sejam capazes de 0 armazenar e proteger e de garantir uma

libertacdo controlada no local de acgdo pretendida.

Colocando o foco nos farmacos cuja via de administracdo é a topica ocular, através de colirios
e pomadas oftalmoldgicas, as desvantagens prendem-se, essencialmente, com a elevada
concentracdo de fA&rmaco no momento da administragdo, a baixa biodisponibilidade, posologia
complexa e suscetivel de esquecimento (menor compliance terapéutica) e maior propensao a
efeitos secundarios. Tendo em conta estas desvantagens, € necessario procurar e avaliar novas
alternativas para colmatar tais inconvenientes. O desenvolvimento de sistemas de libertagédo
controlada favorece o aumento da biodisponibilidade do farmaco, promove a diminuicdo da
probabilidade de ocorréncia de efeitos secundarios, permite manter a concentracdo do farmaco
dentro da margem terapéutica, reduzindo os riscos de sob e/ou sobredosagem, facilitam a sua
administracdo e posologia, facultando desta forma maior adesdo a terapéutica por parte do

paciente, o que resulta diretamente num aumento da taxa de sucesso do tratamento.

A grande motivacdo deste trabalho é poder contribuir para o tratamento de doencas oculares
muito comuns na sociedade através do desenvolvimento de uma terapia inovadora e
potencialmente mais eficientes que aquelas as que ja se encontram no mercado. A Norfloxacina
(NFLX) é um farmaco ja usado em infecBes oculares através de colirios, mas devido as
desvantagens da forma de administracdo, a sua impregnacao em lentes de contacto pode tornar-
se bastante util devido ao incremento na sua biodisponibilidade e, desta forma, possibilitar um
tratamento mais célere. O &cido all-trans retindico (ATRA) tem sido alvo de estudo por
diversos cientistas para o tratamento da sindrome do olho seco e da degeneracdo macular e,
deste modo, torna-se pertinente a realizagdo de estudos de impregnacéo deste farmaco em lentes
de contacto, considerando igualmente as razGes acima expressas. As lentes de contacto foram
utilizadas como sistema transportador e de libertagdo do farmaco e consistem numa combinacgéo

de materiais poliméricos reticulados compostos por varios mondémeros. Atualmente, as lentes
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de contacto sdo amplamente utilizadas em todo o mundo essencialmente para casos de correcdo
ocular e para a vertente puramente estética. No entanto, a sua aplicacdo no tratamento de
patologias oculares através de libertacdo farmacoldgica podera ser uma mais-valia, pois faculta
vantagens notorias em termos de adequacdo da dosagem e regularidade da libertacdo do
principio ativo (devido a capacidade de modelacdo, por parte do material polimérico, da

quantidade de farmaco que é libertada por unidade de tempo).

Assim, com o presente trabalho, pretendeu-se efetuar a impregnacao destes dois farmacos em
lentes de contacto recorrendo a tecnologia de impregnacdo usando scCO-, uma vez que € um
processo que possibilita a incorporacdo de farmacos hidrofébicos, propriedade que carateriza
tanto a NFLX como o ATRA. Para que esta técnica de impregnacao seja concluida com sucesso
é fundamental que ndo provoque alteracéo das propriedades fisicas, quimicas e mecanicas, quer
do polimero, quer do farmaco e que a quantidade de farmaco impregnada seja suficiente para
estabelecer um mecanismo de libertagdo controlada no globo ocular e resultar num tratamento
seguro e eficaz. Este procedimento é muito vantajoso uma vez que o solvente utilizado (COz)
ndo deixa residuos no material apds o seu processamento, evitando desta forma o risco de
contaminacdo do olho e ndo comprometendo a seguranca do produto. A variacdo das condicdes

de operacgdo permite controlar a quantidade de fa&rmaco a impregnar.

A realizacdo de ensaios de libertacdo in vitro em agua para posterior quantificacao, recorrendo
a espectrofotometria UV/Vis, foi efetuada para avaliar a capacidade/rendimento do processo de
impregnacdo. Outros estudos de caraterizagdo neste tipo de sistemas de libertagcdo controlada
(SLC) foram desenvolvidos com o intuito de verificar se este procedimento provocou alteraces

nas propriedades fisico-quimicas e morfologicas das lentes de contacto.

Descricdo da estrutura da tese
A dissertacdo encontra-se organizada em quatro capitulos principais compostos por

subcapitulos que descrevem os diversos aspetos e contetidos abordados.

No Capitulo 1, intitulado de Introducéo, € apresentada a revisao bibliografica, onde é feito um
enquadramento geral relacionado com a tematica central deste trabalho e com a apresentacado
dos conceitos subjacentes. Inicialmente, € relatada uma abordagem geral das lentes de contacto,
dando particular énfase as lentes de contacto terapéuticas. De seguida, sdo abordados os
conceitos inerentes aos sistemas de libertacdo controlada de farmacos e, posteriormente, é

descrito o processo de impregnacéo/deposi¢do usando didxido de carbono supercritico (scCO2).



Este capitulo descreve também os farmacos utilizados, assim como as doencas oculares que se

pretendem tratar.

Nos Materiais e Métodos, que compdem o Capitulo 2, sdo descritos 0s instrumentos e técnicas
utilizadas durante o desenvolvimento deste trabalho experimental nomeadamente a técnica de
impregnacdo propriamente dita e as técnicas de caracterizacdo das lentes de contacto

impregnadas.

No Capitulo 3 sdo apresentados os Resultados e Discussdo, designadamente o estudo do
processo de impregnacéo e dos sistemas selecionados e as caracterizacGes respetivas.

Por fim, no Capitulo 4 enumeram-se as principais Conclusdes e Perspetivas Futuras com a
indicacdo de sugestdes importantes para trabalhos futuros nesta area que se encontra em

crescente evolugao.






1. INTRODUCAO

O olho é caraterizado pela sua estrutura complexa e elevada resisténcia a substancias estranhas,
nas quais se incluem os farmacos, fazendo da libertacdo de farmaco na superficie ocular, um
dos maiores desafios na &rea da investigacdo cientifica responsavel pelo estudo de sistemas de
libertacdo de farmaco. Atualmente, mais de 90% dos farmacos oftalmicos que estdo disponiveis
no mercado encontram-se sob a forma de solucfes e suspensdes (Guzman et al., 2013). Este
tipo de formulagdes oftalmicas convencionais apresenta baixa biodisponibilidade ocular devido
a vérios fatores, tais como os reflexos de lacrimejamento e de pestanejar, absorcdo ndo-
produtiva, drenagem nasolacrimal, degradacdo metabodlica e unido a proteinas do fluido
lacrimal, aléem da relativa impermeabilidade da membrana epitelial da cérnea (Ghate e
Edelhauser, 2006).

Como consequéncia destas restricdes anatomicas e fisioldgicas, apenas uma pequena fracdo da
dose de administracdo € efetivamente absorvida. Com o intuito de ultrapassar esta baixa
biodisponibilidade sdo administradas doses frequentes de farmaco em concentracées elevadas
para atingir os efeitos terapéuticos desejados. Esta dosagem descontinua resulta em oscilacdes
nos niveis de farmaco no globo ocular, podendo uma porcéo significativa da solucéo aplicada
ser absorvida na conjuntiva ou entdo ser recolhida pelo sistema nasolacrimal e, desta forma ser
absorvida pela corrente sanguinea atraves da cavidade nasal. Este aspeto compromete a
seguranca do medicamento, uma vez que a presenca de fArmaco na corrente sanguinea pode
induzir efeitos adversos sistémicos indesejados. O timolol, por exemplo, que é um blogueador
dos recetores beta-adrenérgicos utilizado no tratamento do glaucoma, pode provocar um efeito
negativo no coracdo (Guzman et al., 2013). Neste tipo de aplicacgdes, a dose real efetivamente
administrada é dependente da técnica de aplicacdo e da compliance do paciente pelo que podem
ser observadas variages significativas na concentracdo do farmaco presente no olho durante o
tratamento, existindo fortes possibilidades de ocorréncia de sob ou sobredosagens (Sktubalova
et al., 2005; Sktubalova et al., 2006).

Os problemas relatados levaram a investigacdo de alternativas viaveis para a entrega de
farmacos oftalmicos. Um sistema de libertacdo de farmaco ideal deve aumentar o tempo de
residéncia do farmaco no olho e evitar grandes oscilagdes na sua concentragdo, bem como
reduzir a0 maximo a ocorréncia de efeitos adversos sistémicos. Tendo em conta este
pressuposto, as lentes de contacto afiguram-se como um veiculo para entrega de farmaco na
superficie ocular capaz de cumprir estes requisitos, conduzindo ao aumento da
biodisponibilidade do farmaco. Assim, este aumento na biodisponibilidade corneal leva a
diminuicdo da ocorréncia de efeitos adversos (Li e Chauhan, 2006).



Por conseguinte, a investigacao relacionada com técnicas que permitam modelar e controlar a
taxa de libertacdo e a capacidade de incorporacdo de farmaco a partir de lentes de contacto,
assume particular relevancia nesta area. Com efeito, a técnica de impregnacgéo/deposicéo de
farmaco em lentes através de dioxido de carbono supercritico merece particular atencédo, dado

0 seu elevado potencial para auxiliar no tratamento de varios disturbios oculares.

1.1. Lentes de Contacto

Agquando da selecéo de um biomaterial deve ter-se em conta a aplicacdo a que se destina, uma
vez que é preponderante que as propriedades fisicas, quimicas e mecanicas sejam adequadas:
resisténcia, taxa de permeacéo, rugosidade, bioatividade, (bio)estabilidade, entre outras (Brant,
2008). Para exercerem a sua funcdo de forma apropriada, estes ttm que ser obrigatoriamente
biocompativeis para evitar qualquer reacdo adversa e/ou eventual rejeicdo por parte do

organismo humano (Bergmann, 2013).

O desenvolvimento das lentes esta intimamente relacionado com a ideia de se obter,
simultaneamente, uma melhor acuidade visual e 0 méximo de conforto, com o menor nimero
de complicacBGes possiveis, tais como: reducdo da oxigenacdo da cdrnea, secura ocular,
estimulacao de respostas alérgicas e inflamatdrias, infecdo e sensibilizacdo ao trauma mecanico

causado pelas prdprias lentes de contacto.

Existem dois tipos de lentes, as flexiveis e as rigidas (hidrogéis e hidrogéis de silicone,
respetivamente) que podem ter caracteristicas especiais, como é o caso das lentes corretivas,
coloridas/estéticas e terapéuticas. As lentes de contacto tratam-se de moléculas de elevado peso

molecular, formadas por unidades moleculares que se repetem designadas por monémeros.

1.1.1. Lentes de Contacto Terapéuticas

As lentes de contacto terapéuticas foram desenvolvidas para o tratamento de doencas da
superficie ocular, nomeadamente: reduzir a dor causada por abrasdes, erosbes e Ulceras
corneais, proteger a cornea que apresenta ceratite filamentar, facilitar e manter a cicatrizacdo
epitelial, permitir a libertacdo de farmacos na superficie ocular e reduzir o desconforto ocular

apos sutura da cdrnea, cirurgia ou transplante (Christie, 1999).

Existe uma grande variedade de lentes de contacto terapéuticas que podem ter por base um
hidrogel ou um hidrogel de silicone e a sua escolha dependerd sempre da doenga a ser tratada,

do tempo de uso e das necessidades fisioldgicas do olho do paciente.



As lentes de hidrogel de silicone sdo compostas por um material flexivel e apresentam uma
transmissibilidade ao oxigénio superior as lentes de hidrogel. Estas lentes tornaram-se a melhor
opcao para 0 uso na terapéutica de patologias oculares, ja que o objetivo é proteger e recuperar
o epitélio corneal (Christie, 1999; Coral-Ghanem et al., 2009). Estudos com lentes terapéuticas
de hidrogel de silicone comprovaram a recuperacéo de alteracdes na cornea em 74% a 91% dos
casos e 78% a 94% dos pacientes relataram alivio da dor (Montero et al., 2003; Ambroziak et
al., 2004).

Para que um polimero de hidrogel e de hidrogel de silicone seja funcional, deve possuir
caracteristicas fisicas muito importantes, tais como: ser oticamente transparente, ter um indice
de refracdo semelhante ao da cornea, 1,3375 (Blasiak et al., 2014), ser suficientemente
permeavel ao oxigenio, possuir propriedades mecanicas adequadas e ser biocompativel com o
olho (Maldonado e Efron 2003).

Existem varias estratégias para criar sistemas de libertacdo de farmacos a partir de lentes de
contacto que diferem entre si pela complexidade do processo, pela facilidade de monitorizar as
condicGes de operacdo, de modo a controlar a quantidade de farmaco que € possivel incorporar
e/ou retardar/aumentar o tempo de libertacdo de farmacos, pela capacidade de incorporar

farmacos hidrofilicos e/ou hidrofobico e pelo rendimento inerente ao processo (Hu, 2011):

* Impressdao molecular, através da criagdo de sitios ativos especificos na estrutura da
matriz para o farmaco.

» Sorc¢do das lentes de contacto numa solucdo que contém o farmaco que se pretende
incorporar.

» Encapsulamento de farmaco em sistemas coloidais que funcionam como sistemas
transportadores dispersos nas lentes e atuam como reservatdrios de farmaco;

» Modificacdo da superficie das lentes de contacto, encapsulando farmaco em lipossomas
e promovendo a sua ligacdo a superficie cbncava e convexa da lente;

» Sobreposicdo de camadas alternadas entre polimero e farmaco, o que permite uma
libertagdo gradual a medida que o meio atinge cada uma das camadas de farmaco;

» Afinidade entre a lente de contacto e o farmaco, adicionando-se copolimeros
hidrofilicos/ hidrofobicos durante a sintese e considerando as suas proporgoes;

» Na&o efetuar qualquer alteracé@o na lente, utilizando apenas a técnica de impregnacao de
farmaco usando didxido de carbono supercritico (scCO2) e, caso seja necessario,

associar um co-solvente.



O tema central prende-se com a impregnacéo/deposicdo de farmacos usando o scCO2 como
intermediario. Apesar de ser uma estratégia relativamente recente, ja existem alguns trabalhos
desenvolvidos ao longo dos ultimos anos para o tratamento de glaucoma, utilizando maleato de
timolol e acetazolamida, e para o tratamento da doenca degenerativa macular (DMRI), das
cataratas e da retinopatia diabética usando o flurbiprofeno (Costa et al., 2010; Braga et al.,
2010; Braga et al., 2011a).

O produto que se pretende desenvolver € composto por duas unidades associadas, a lente de
contacto e o farmaco. Por essa razdo designa-se por Produto Combinado, que consiste na
combinacdo de um dispositivo medico com um farmaco (Lauristsen e Nguyen, 2009). Por
dispositivo médico entende-se “qualquer instrumento, aparelho, equipamento, Software,
material ou artigo utilizado isoladamente ou combinado (...) cujo principal efeito pretendido
no corpo humano ndo seja alcangado por meios farmacolégicos, imunol6gicos ou metabdlicos,
embora a sua fungéo possa ser apoiada por esses meios, destinado pelo fabricante a ser utilizado
em seres humanos para fins de: i) diagndstico, prevencéo, controlo, tratamento ou atenuacgéo de
uma doenca; (...)” (Infarmed, 2015a). Com efeito, as lentes de contacto enquadram-se nesta
definicdo dado o objetivo da sua utilizacdo. Tendo em conta a duragdo do contacto, o facto de
ndo ser invasivo e, principalmente, a anatomia afetada pela sua utilizacdo (olho), séo
consideradas dispositivos médicos de classe Il a (risco reduzido/médio) (Comissédo europeia,
2012).

1.1.2. Polimeros Sob a Forma de Hidrogéis

Os hidrogéis constituem um grupo de materiais poliméricos com propriedades hidrofilicas,
apresentando cadeias mais ou menos reticuladas, que interferem diretamente na sua estabilidade
fisica e, capacidade de reter e absorver uma grande quantidade de agua, mantendo
incondicionalmente a sua estrutura tridimensional. No estado desidratado, a maior parte dos
hidrogéis sdo duros e quebradicos, no entanto, € devido aos grupos hidrofilicos que o polimero
incha com a agua, tornando-se menos rigido e conferindo-lhe propriedades elasticas. Estas
propriedades sdo semelhantes as dos tecidos vivos, pois apresentam consisténcia semelhante
aos tecidos moles do organismo e baixa tensdo superficial com agua e fluidos bioldgicos,

conferindo assim biocompatibilidade (Malmonge e Zavaglia, 1997).

A maior parte das lentes de contacto s&o de hidrogel de poliHEMA (poli Hidroxietil
Metacrilato) reticuladas com EGDMA (Etileno Glicol Dimetacrilato). Estas lentes séo

caracterizadas pelo conteudo em &gua relativamente elevado para o transporte de oxigénio, pela
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boa estabilidade térmica e quimica e pela menor rigidez do material. No entanto, a &gua tem
uma capacidade limitada para dissolver e transportar o oxigénio, reduzindo a permeabilidade
ao oxigénio (Jones, 2012).

A cdrnea necessita de oxigénio para desempenhar as suas fungdes metabdlicas, mas dado que
a cornea é desprovida de vasos sanguineos, o transporte de oxigénio é feito através da lagrima

e do meio ambiente.

A utilizacdo de lentes de contacto acaba por funcionar como um obstaculo & passagem de
oxigénio para a cornea, portanto é fundamental que a lente seja permeével ao oxigénio para que
a fisiologia corneal se mantenha saudavel, evitando efeitos adversos graves como 0 edema

corneal (Guzman et al., 2012).

Este transporte de oxigénio para a cornea depende da permeabilidade do material (D x k) (em
que D ¢ a difusdo do oxigénio no material e k é a solubilidade do oxigénio no material) e da sua
espessura (1), sendo que uma maior permeabilidade oferece maior conforto, uso mais
prolongado e melhor salde ocular. Daqui surge o termo da transmissibilidade ao oxigénio,
definido por DK/I, que evidencia que, quanto mais fina for a lente maior sera o transporte de

oxigeénio para a cornea (Jones, 2012).

As lentes de hidrogel de silicone sdo polimeros de elevada permeabilidade ao oxigénio. Este
tipo de lentes tem na sua constituicdo cadeias flexiveis de cruzamentos entre silicio e oxigénio
que, originam o siloxano, principal constituinte do silicone. Esta flexibilidade contribui para
facilitar a passagem de mais oxigénio do que a propria agua, pelo que a permeabilidade ao
oxigénio deixa de estar diretamente relacionada com a quantidade de 4gua que se encontra em
cada lente, ao contrario do que como acontece no caso das lentes de hidrogel (Van der Worp et
al., 2014).

O hidrogel de silicone possui também radicais hidrofilos e pontes de hidrogénio que se cruzam
com moléculas do polimero em malhas tridimensionais que contribuem para a absor¢do de agua
no polimero. Combinando os componentes hidrofilicos e hidrofébicos dos hidrogéis de silicone,
originam-se lentes mais confortaveis pela capacidade de hidratacdo e pela manutencdo das
propriedades fisiologicas devido a sua alta permeabilidade ao oxigénio (possuindo um Dk
elevado). No entanto, o hidrogel de silicone é ligeiramente mais duro devido ao aumento do
modulo de elasticidade que confere maior resisténcia do material a deformacéo sobre pressao.
Como a superficie da lente pode ser hidrofébica, pode causar algum desconforto (Ngai et al.,
2005). Contudo, foram desenvolvidos processos de modificacdo da superficie da lente para se
alterar esse caracter hidrofobico (Maldonado e Efron, 2003).



As lentes de contacto, dependendo da sua finalidade, apresentam diferentes composi¢des, pois
alterando os mondmeros envolvidos nas reaces de polimerizacdo obtém-se propriedades

diferentes consoante aquilo que se pretende.

Ao longo deste trabalho utilizaram-se dois tipos de lentes de contacto da Bausch & Lomb, um
deles composto pelo polimero Balafilcon A e outro composto pelo polimero Hilafilcon B. O
facto de serem compostas por diferentes polimeros apresentam diferentes propriedades que
terdo influéncia direta na quantidade de farmaco que pode ser incorporado por intermédio do

sistema de impregnacao de alta pressao.

A lente de Balafilcon A pertence a 12 geracdo de lentes de hidrogel a base de silicone. E
processada através da copolimerizacdo via radical livre e de ligacGes cruzadas entre os quatro
monomeros apresentados na Figura 1: N-Vinilpirrolidona (NVP), Propil Vinil Carbamato
tris(Trimetil Siloxano Silil) (TPVC), Poli (Polidimetilsiloxano) di(Silil Butanol) bis(Carbamato
de Vinil) (PBVC) e N-Carboxivinil Ester (NCVE).

Este polimero apresenta baixo teor de dgua, cerca de 36% m/m, o que diminui o transporte de
oxigénio para o olho. No entanto, de forma a ultrapassar esta desvantagem e melhorar o
conforto do uso da lente por parte do paciente, este tipo de lente possui uma boa estrutura a
base de silicio que auxilia no transporte do oxigénio para o interior do olho. Além disso, as
lentes de Balafilcon A sdo sujeitas a um tratamento tecnoldgico designado Performa ® que
modifica a superficie da lente mediante a oxidacdo de plasma, aumentando a sua hidrofilicidade
devido a transformacdo do silicone da superficie em compostos de silicato hidrofilicos e,

consequentemente, melhorando a sua capacidade de humedecimento (Braga et al., 2011a).
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Figura 1 — Composi¢do dos mondmeros do material da lente de contacto Balafilcon A (Karlgard et al., 2004).

O mondmero NVP aumenta a hidrofilicidade do polimero devido a amida (N-C=0) que tem
caracter polar e o grupo carbonilo possui dois locais onde a dgua se pode ligar por pontes de
hidrogénio. Desta forma, o aumento do contetdo de NVVP melhora a estabilidade dos hidrogéis
por aumento da capacidade de hidratagdo da lente (Garrett et al., 2000). O NCVE, também
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possui propriedades hidrofilicas devido ao grupo carboxilo (OH). O PBVC e o TPVC sédo 0s
pré-mondmeros mais hidrofobicos, com vérias ligagdes de siloxanos. O PBVC assume a funcéo
de reticulante, cujo papel principal é aumentar a integridade e a estabilidade do polimero. Este
polimero € mais ramificado, conferindo propriedades mecanicas mais rigidas. A lente apresenta
uma coloracgéo azulada que esta relacionada com o tingimento efetuado com o corante Reactive
Blue Dye 246, de modo a facilitar o seu manuseamento por parte do paciente (Baush & Lomb,
2008).

A Balafilcon A é uma lente de contacto idnica de baixa hidratacdo que pertence ao grupo 3
segundo a FDA (Food and Drug Administration) (Karlgard et al., 2004).

A lente Hilafilcon B € um hidrogel e, ao contrario da lente de Balafilcon A, este polimero possui
um teor em agua mais elevado (cerca de 59% m/m), apresentando uma permeabilidade ao
oxigénio limitada. Este tipo de lente também é processado através da copolimerizagdo por via
radical livre com os monomeros apresentados na Figura 2: Acido Metacrilico (MAA),
Hidroxietil Metacrilato (HEMA), N-Vinilpirrolidona (NVP) e Etileno Glicol Dimetacrilato
(EGDMA).

o] 9 \
o
ﬁ)l\o/\\/OH ﬁ)tm :Ni f
HEMA MAA NVP

O
|

HyC=C——C—0——CHy——CH;—0—C—C==CH,

CHy CH,
EGDMA

Figura 2 — Composicdo dos monomeros do material da lente de contacto Hilafilcon B (Yafiez et al., 2011).

O comportamento hidrofilico do HEMA deve-se ao grupo hidroxilo (OH) que aumenta a
hidratacdo da lente e o conforto por parte do usuario. Através de ligacGes por pontes de
hidrogénio estabelecidas entre os grupos de hidroxilo e as moléculas de &gua, estas sdo
difundidas para o interior da matriz polimérica (Maldonado e Efron 2003). O monomero NVP,
como supracitado, confere hidrofilicidade ao polimero. O MAA € um dos mondmeros mais
utilizados em lentes de hidrogel pelo facto de ser extremamente hidrofilico. O EGDMA é um
monomero nao iénico que funciona como reticulante e apresenta um papel preponderante na

integridade e estabilidade das cadeias do polimero (Karlgard et al., 2004).
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A Hilafilcon B pertence ao grupo 2 segundo a FDA, pois € uma lente ndo-idnica de alta
hidratacdo (Karlgard et al., 2004) e, tal como a Balafilcon A, também ¢é tingida com Reactive
Blue Dye 246 (Bausch & Lomb, 2003).

1.2.  Sistemas de Libertacio Controlada

Os SLC de farmaco sdo normalmente constituidos por uma estrutura polimérica biocompativel,
onde se incorporam agentes terapéuticos para o tratamento de determinadas doengas.
Incorporando o farmaco numa matriz polimérica, este funciona como sistema transportador de
compostos ativos até ao local de acdo desejado. Para que um SCL seja funcional é necessario
ter em conta varios fatores: o local de acdo do farmaco; o tipo de material polimérico onde se
vai incorporar o farmaco; as caracteristicas do proprio farmaco, e as interagcdes entre a matriz

polimérica e o farmaco (Chien e Lin, 2007).

A aposta em SLC estd em crescimento devido ao facto de apresentar inimeras vantagens
quando comparados com os sistemas de libertagdo convencional: controlo da concentracdo de
substancias ativas; manutencdo da concentracdo de farmaco no intervalo compreendido entre a
concentracdo minima efetiva e a concentracdo maxima tolerada, que se designa por margem
terapéutica (Figura 3); evita a sobredosagem e mantém os periodos efetivos da atuacdo do
farmaco; maximiza a relacdo dose-eficacia; aumenta a adesdo a terapéutica por parte do

paciente; reduz os efeitos secundarios e o numero de administracdes.

Este tipo de libertacdo permite um maior controlo da farmacocinética, que consiste no estudo
do percurso que o fa&rmaco segue no organismo, desde o processo de absorcao, passando pela
distribuicdo, e metabolizacdo, até a sua eliminacdo (Vilar et al., 2012). A escolha de um SLC
é, seguramente, afetada pelo perfil de libertacdo que se pretende, sendo necessario ter-se em
consideracdo dois pardmetros muito importantes para a selecdo do material mais adequado,
nomeadamente, a margem terapéutica e o periodo de acdo que se pretende (Lee et al., 2010).

A formulacdo de materiais de hidrogel normalmente permitem prolongar o tempo de residéncia
do farmaco no local da absorcdo, mantendo a libertacdo do farmaco num periodo de tempo
convencional e com uma maior biodisponibilidade (Dodane e Vilivalam,1998).

Atraves da combinacdo de fatores como o comprimento da cadeira polimérica, o tipo de &tomos
que entra na sua constituicdo (carbono, hidrogenio, oxigénio, entre outros) e o arranjo
geomeétrico, é possivel formar polimeros com propriedades Unicas e distintas, originando um

material de uso particular e para determinada funcéo (Maldonado e Efron, 2003).
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Figura 3 — Concentracdo de formaco na corrente sanguinea para as varias formas de administracéo de farmaco (adaptada de
Coelho et al., 2010).

O perfil de libertacdo de farmacos é influenciado pelas caracteristicas do meio de libertacdo e
pelas propriedades fisico-quimicas do farmaco e do polimero. O grau de reticulagdo do
polimero, a localizagdo do farmaco na matriz polimérica, o tempo de difusdo do farmaco no
meio de libertacdo e a capacidade de absorcdo de agua sdo parametros muito importantes na

analise do perfil de libertacao.

Os SLC de farmacos a partir de materiais poliméricos podem ser classificados em trés
categorias, consoante 0 mecanismo que controla a libertacdo de farmaco: difusdo; ativacao pelo
solvente; ou por acdo quimica. No caso em estudo, a libertagdo da-se pelos dois primeiros
mecanismos que serdo descritos de seguida (Li et al., 2007).

A libertacdo controlada pela difusdo consiste no transporte de moléculas de farmaco para o
meio externo através da matriz polimérica e esta dividida em dois tipos: sistemas de reservatorio
e sistemas matriciais. Nos sistemas de reservatério, o farmaco esta rodeado por uma membrana
polimérica ndo degradavel, através da qual o farmaco se difunde lentamente. No sistema
matricial, o farmaco encontra-se disperso uniformemente ou dissolvido numa matriz polimérica
onde o farmaco se difunde lentamente para 0 meio de libertacdo (Malmonge e Zavaglia, 1997,
Li et al., 2007).

A difusdo descreve a facilidade com que o farmaco se move através do polimero e pode ser
afetado pelas caracteristicas de ambos. A taxa de libertacdo € controlada pela taxa de difusdo

do farmaco através da matriz.

Os sistemas de libertacdo que sdo ativados pelo solvente também estdo divididos em dois
grupos: pela absorcéo de agua (swelling) ou pela pressao osmatica. No primeiro caso, o farmaco
encontra-se dissolvido/disperso num hidrogel e, neste caso, a taxa de libertacdo do farmaco é
controlada pela taxa de absor¢do de dgua da matriz polimérica, havendo uma aumento das
cadeias de polimero e, consequentemente, a difusdo do farmaco A libertacdo através da pressdo
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osmotica € controlada pelas concentragdes do farmaco no exterior e no interior de uma
membrana semi-permeavel, originando um fluxo do fluido do exterior para o interior do
dispositivo, forgando a solugéo saturada que se encontra no interior a sair pelo orificio presente

na membrana (Malmonge e Zavaglia, 1997; Li et al., 2007).

No presente trabalho, a libertacdo controlada de farmaco da-se por difusdo matricial e pela

ativacdo do solvente pela absor¢éo de agua.

1.2.1. Formas de Administragdo de Farmacos na Superficie Ocular

A forma de administracdo de fa&rmacos na superficie ocular € quase exclusivamente feita através
de colirios devido ao baixo custo, simplicidade da formulacdo e boa aceitacdo por parte dos
pacientes (Braga et al., 2008). No entanto, como referido, apresentam baixa biodisponibilidade.
Existem inGmeras alternativas vidveis para a libertacdo de farmaco no globo ocular que
apresentam maior eficiéncia, tais como inserc¢des, punctal plugs e lentes de contacto (Lang,
1995; Hu et al., 2011). Com efeito, ha varios estudos que confirmam que as lentes oferecem
uma maior biodisponibilidade da substancia ativa para a cornea devido a localizacdo da lente

no olho.

Dada a maior sensibilidade e biodisponibilidade na superficie ocular, os farmacos podem
apresentar alguns efeitos secundarios para o organismo quando a concentracao € muito alta. Por
outro lado, se a concentracdo for muito baixa ndo ocorre efeito terapéutico, ndo sendo possivel

tratar a patologia (Lang, 1995).

Além disso, o tratamento de problemas oculares pode ser um processo moroso que pode
estender-se de varios dias até varias semanas. O tempo de tratamento para ser eficaz deve
relacionar a concentracdo de fArmaco e o tempo de residéncia do farmaco em contacto com a

cornea.

A formulacdo de produtos farmacéuticos tem como propdsito inicial na sua concegdo a
definicdo da forma como o farmaco € libertado e entregue no local de acdo. Com efeito, existem
dois tipos de libertacdo: a forma convencional ou de libertacdo imediata e a forma de libertacao

modificada, na qual se insere a libertagdo controlada de farmacos.

As formas farmacéuticas convencionais exercem uma libertacdo rapida e indiscriminada do
farmaco. Assim, apds a administragdo do medicamento, surge um pico plasmatico
correspondente a concentragdo maxima da substancia ativa na corrente sanguinea, seguindo-se

uma diminui¢do exponencial da sua concentragdo. Desta forma, para restabelecer os niveis
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terapéuticos, sdo necessarias varias administragdes, de modo a garantir que a concentragdo
plasmaética seja superior a concentracdo minima eficaz, abaixo da qual a substéncia ativa ndo
exerce qualquer efeito terapéutico. Como exemplo de libertagcdo convencional tem-se o uso de
colirios que apresentam algumas desvantagens significativas no tratamento de doencas
oculares. Apenas uma percentagem muito reduzida do farmaco contido nas gotas oftalmicas é
eficazmente utilizada, enquanto uma grande parte dos farmacos pode entrar na circulagdo
sistémica, quer por absorcéo conjuntival quer por drenagem no interior da cavidade nasal (Hu
et al., 2011). De forma a contornar este obstaculo, pode optar-se por aumentar a concentracdo
de farmaco na formulacdo, mas esta alteracdo pode resultar num grande aumento da
concentracédo inicial no momento da libertacdo que pode ultrapassar a margem terapéutica
aconselhada, resultando em sobredosagem. Além disto, como sdo necessarias varias
administracdes ou dosagens maiores, a suscetibilidade a ocorréncia de efeitos colaterais

aumenta e a adesdo a terapéutica por parte do doente pode ficar comprometida.

Existem também pomadas oftalmicas que podem permanecer mais tempo em contacto com a

cornea; no entanto, podem afetar a visdo e provocar irritacdo do tecido ocular (Hu et al., 2011).

Tendo em conta o facto de as formas farmacéuticas classicas apresentarem diversas
desvantagens associadas a uma eficacia terapéutica reduzida, tornou-se perentério o
desenvolvimento de formas de libertacdo alternativas. Deste modo, a libertacdo controlada
permite controlar a velocidade de libertagdo do farmaco, permitindo direciona-lo para o tecido
alvo e mantendo a atividade terapéutica durante o periodo desejavel. A biodisponibilidade da
substancia ativa através do uso de lentes de contacto impregnadas com farmaco é cerca de 50%,
sendo muito superior quando comparada com as solucgdes de colirio que é de 1 a 5% (Pisella et
al., 2002; Baudouin et al., 2010). As lentes de contacto impregnadas com farmaco tém uma
maior biodisponibilidade para a cornea porque o farmaco libertado fica aprisionando entre a
lente e o filme lacrimal durante cerca de 30 minutos, ao contrério dos 2 a 5 minutos
proporcionado pelos colirios (Deshpande e Shirolkar, 1989). O aumento do tempo de residéncia
conduz a uma maior absorcdo do farmaco pela cérnea, reduzindo a dose necessaria para um

tratamento eficiente e, desta forma, melhorar o perfil de seguranca do fA&rmaco no organismo.

Outra vantagem das lentes de contacto impregnadas esta relacionada com o aumento da adesdo
a terapéutica, uma vez que a complexidade de posologia € menor e muitos dos usuarios poderédo
também necessitar de lentes de contacto para corre¢édo da viséo (Pisella et al., 2002; Baudouin
et al., 2010).
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1.3. Processo de Impregnacdo/Deposi¢cdo de Farmaco usando Didxido de
Carbono Supercritico

Neste trabalho utilizou-se como fluido supercritico o dioxido de carbono (CO2 com temperatura
e pressdo acima do seu ponto critico: - 31.1°C e 73.8 bar (Morérea et al., 2011)) que assume a
funcéo de solvente, pois € amplamente utilizado por ser um composto quimico abundante e
barato, ndo inflaméavel, seguro, inerte, muito sollvel em meios aquosos, e apresenta a
capacidade de inchar, plastificar e diminuir a temperatura de transi¢do vitrea da maioria dos
materiais poliméricos (Braga et al., 2011a). Devido a estas caracteristicas, este solvente é
utilizado em extragdes de produtos naturais, impregnacao de farmacos em matrizes poliméricas,
foaming de polimeros, entre outros (Velaga et al., 2002; Braga et al., 2008; Braga et al., 2010;
Costa et al., 2010; Tang et al., 2014).

Os sistemas de controlo de libertacdo de farmacos destinados a administracdo ocular obtidos
por impregnacdo através de scCO2 possuem inumeras vantagens. Esta tecnologia é
caracterizada por ndo alterar as propriedades fisicas, quimicas e mecénicas do polimero e ndo
danificar o farmaco. Para além disso, possibilita a obtencdo de matrizes poliméricas
previamente preparadas e de dispositivos biomédicos que podem ser posteriormente
impregnados com farmacos; proporciona ainda a impregnacao de farmacos hidrofébicos, que
ndo podem ser impregnados por imersdo em solugdo. A estas vantagens acresce o facto de ndo
se usarem solventes toxicos e apds o processamento, 0 CO2 ndo deixa residuos no material.
Trata-se de um processo ajustavel, uma vez a que variacdo das condicdes de operacao (pressao,
temperatura, tempo de processamento, taxa de despressurizagéo e a adi¢do do solvente) permite

controlar a quantidade de farmaco a impregnar.

Varios estudos foram realizados utilizando scCO: para impregnagao de farmacos hidrofobicos
e hidrofilicos em lentes de contacto comerciais. Quando o farmaco possui pouca afinidade com
0 scCO», € necessaria a adicdo de um co-solvente, como o etanol ou a agua, para facilitar a

impregnacédo do farmaco na matriz.

Dada a sensibilidade do material utilizado e as condi¢es supercriticas a que € sujeito, existe
um conjunto de interacdes (Figura 4) entre o farmaco, o polimero e o solvente que requerem
um estudo prévio para que a impregnacao seja eficiente. Essas intera¢des sdo: a solubilidade do
farmaco no solvente; a afinidade e a solubilidade do farmaco no polimero; e a interagéo entre o
solvente e o polimero, que compreende a solubilidade que o solvente tem no polimero e, desta

forma, o inchamento e plastificacdo que o solvente causa na matriz polimeérica.
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Figura 4 — InteracOes entre o farmaco, o polimero e o solvente na tecnologia de impregnacéo utilizando scCOa.

Esta técnica consiste em trés passos sequenciais muito importantes.

Primeiramente, ocorre a dissolugdo do farmaco no CO2, a temperatura e pressao pré-
estabelecidas (acima da temperatura e pressdo criticas). Sequencialmente, coloca-se a mistura
fluida resultante do passo anterior em contacto com a matriz solida (lente de contacto) durante
um periodo de tempo conveniente. Neste passo, a mistura fluida comprimida, ira difundir-se
para o interior da matriz dissolvendo-se nela, favorecendo a ocorréncia de um efeito
plastificante temporario. Por fim, apds o tempo de contacto considerado conveniente, procede-
se a remocao da mistura fluida comprimida, através da despressurizacdo. No final, recupera-se
a lente de contacto impregnada com o farmaco e livre de solventes (Kazarian, 2000, Kikic e
Vecchione, 2003; Beckman, 2004).

Em condicbes supercriticas, o fluido comprimido pode também atuar como fluido de
inchamento e de plastificacdo do polimero, ajudando na difusdo do farmaco para o interior da
matriz. Isto acontece devido a alta sor¢cdo e solubilidade do CO2 em alguns polimeros,
promovendo o inchamento do polimero e alterando temporariamente as suas propriedades
mecanicas, promovendo o efeito de plastificacdo. Este efeito ocorre devido a reducdo da
temperatura de transicdo vitrea, que é caracterizada pelo aumento da mobilidade dos segmentos
dos polimeros e pelo aumento da distancia entre as suas cadeias (Kikic e Vecchione, 2003;
Fleming e Kazarian, 2005).

No caso da estrutura polimérica ter um caracter mais hidrofobico e o farmaco também, existira
uma maior afinidade entre ambos e, desta forma, a solubilidade do farmaco no COz ira diminuir,
o coeficiente de particdo entre o farmaco e o solvente ird aumentar e, consequentemente, a

massa de farmaco impregnada na matriz sera maior.
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Por outro lado, se a estrutura polimérica for mais hidrofobica e o farmaco for hidrofilico, o
polimero ird ter menor afinidade com o farmaco. A solubilidade do farmaco no CO; ird
aumentar, o coeficiente de particdo entre o farmaco e o solvente ser& menor e, como

consequéncia, a massa impregnada de farmaco na matriz sera mais baixa.

Para que se possa iniciar o processo de impregnacdo, é condi¢do imperativa ter conhecimento
da solubilidade dos farmacos no scCO., que constitui outra interacdo envolvida no processo.
Neste sentido, foram realizadas investigacfes por Rosa et al., 2015, acerca do estudo da
solubilidade do ATRA em scCO: e por Chim et al., 2012 sobre o estudo da solubilidade da
NFLX em scCO:..

Outro aspeto também relevante € 0 maximo de sorcéo que 0 scCO2 tem nas matrizes poliméricas
a utilizar. Braga et al., 2011b realizou um estudo relativo a sor¢do de scCO- nas lentes de
contacto Balafilcon A e Hilafilcon B. O resultado obtido para 0 maximo de sorcéo foi de 14h
apos o inicio da impregnacdo, tendo sido levado em consideracédo este parametro na realizacédo

deste trabalho.

Através do estudo realizado por Rosa et al., 2015 concluiu-se que durante o processo de
impregnacdo utilizando scCO; a dissolugdo e a re-precipitacdo do ATRA no CO> levam a
reducdo do tamanho das particulas sélidas do farmaco. Isto indica que esta tecnologia apresenta
também um potencial interessante para ser usada na micronizacgdo de farmacos sélidos. Esta
reducdo de tamanho leva a uma melhoria no desempenho do processo de dissolucdo dos
farmacos em fluidos bioldgicos. Verificou-se também que, a taxa de dissolucdo do farmaco
micronizado é cerca de 59% superior quando comparada com a do farmaco ndo micronizado.
Assim, este melhoramento na performance do processo de dissolugdo favorece o aumento da

biodisponibilidade do fa&rmaco na corrente sanguinea.
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1.4. Doencas Oftalmologicas

Anatomia e fisiologia do olho
O olho humano € responsavel por um dos sentidos mais importantes para o ser humano.

Permite-nos interpretar as cores, formas e dimensdes de tudo o que nos rodeia.

O olho é um sistema complexo, uma vez que 0 nervo 6tico é capaz de detetar os raios de luz e

transforma-los em impulsos elétricos que s@o processados e interpretados a nivel cerebral.

O globo ocular é responsavel por captar a luz refletida pelos objetos, consistindo numa esfera
com cerca de 24 mm de didmetro que estd suspensa na cavidade 6ssea pelos muasculos que
controlam os seus movimentos e por uma espessa camada de tecido adiposo no interior do
cranio que protege o olho e que permite que ele se movimente com facilidade (Seeley et al.,
2003).

Retina

Cristalino

Humor Aquoso
Vasos sanguineos
Fovea

Nervo Otico —

Micula b

== Tris

Figura 5 — Anatomia do olho (adaptada de Wikipedia, 2015a).

A cornea é um tecido transparente que cobre a iris (Figura 5) e possibilita a passagem dos raios
de luz. Essa luz passa através do humor aquoso, que é um liquido responsavel por fornecer
nutrientes a cdrnea e ajuda a manter a pressao intra-ocular. Posteriormente, incide no globo
ocular pela pupila, que controla a quantidade de luz que chega a retina, atingindo de seguida o
cristalino. O cristalino, converge os raios luminosos para um foco sobre a retina, tornando as

imagens mais nitidas.

A retina tem como principal funcdo receber os fotoestimulos através de dois tipos de
fotorrecetores: 0s cones, que sdo responsaveis pela visdo a cores, e 0s bastonetes, que sdo

responsaveis pela intensidade luminosa (Netter, 2000; Seeley et al., 2003).

No centro da retina estd uma pequena mancha amarela, a macula lGtea, que congrega na sua
parte central, a fovea, que é onde a luz é focada normalmente. Esta estrutura compreende uma
maior acuidade visual devido a elevada densidade de células fotorrecetoras e pelo facto dos
raios de luz ndo terem que atravessar muitas camadas de tecido antes de atingir as células

fotorrecetoras.
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O sistema lacrimal produz e elimina as lagrimas, conseguindo um equilibrio entre a lubrificacdo
da cornea e a limpeza da superficie ocular. O filme lacrimal é constituido por trés camadas, a
camada lipidica, a camada aquosa e a camada mucosa e, tem como fungdes, a hidratacdo da
superficie ocular, nomeadamente a cdrnea e a conjuntiva; o metabolismo do olho pelo
transporte de oxigénio, didxido de carbono e nutrientes, a defesa e protecdo dos olhos contra
particulas e bactérias do meio ambiente e a lubrificacdo para 0s movimentos das palpebras e
favorecer o melhor funcionamento do centro 6tico (Gossman, 2004).

1.4.1. Sindrome do Olho Seco
A sindrome do olho seco, também conhecida por sindrome de disfuncdo lacrimal ou
ceratoconjuntivite seca, € uma doenca cronica que € caracterizada pela diminuicéo da producéo

da lagrima ou pela deficiéncia de alguns dos seus componentes.

Esta patologia surge de forma lenta e pode comecar por causar sintomas quase impercetiveis
ou atingir quadros clinicos bastante graves e sintomaticos que comprometem a salde ocular,
provocando desconforto ocular, perturbacdo visual e instabilidade do filme lacrimal com

potenciais danos da superficie ocular (Michael et al., 2007).

A sindrome do olho seco afeta quase dois milhdes de portugueses (Bayer, 2015). Nos Estados
Unidos da América esta doenca predomina em 8% dos pacientes com doencas auto imunes, dos
quais 78% sdo mulheres. O mesmo estudo indica que a prevaléncia da doenca é de 14% em
adultos com idades entre 48-91 anos (Gayton, 2009).

Na evaporacdo do filme lacrimal, quando se descreve como causa extrinseca a alteracdo da
superficie ocular, refere-se a uma ma lubrificacdo do olho que pode causar danos na cérnea. A

causa principal associada a esta alteracdo é a caréncia da vitamina A no olho (Xeroftalmia).

A vitamina A é extremamente importante para o olho, pois ajuda no desenvolvimento das
células caliciformes da conjuntiva. Quando existe caréncia de vitamina A, o numero de células
caliciformes diminui, tornando o filme lacrimal pouco viscoso e com rutura muito precoce,
causando também lesdo dos acinos da glandula lacrimal, pelo que este pardmetro estard também

associado a deficiéncia aquosa do filme lacrimal (Michael et al., 2007).

Na Figura 6 encontram-se esquematizadas algumas das causas associadas a esta doenca.
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Figura 6 — Principais causas da sindrome do olho seco (adaptada de Michael et al., 2007).

1.4.2. Degeneragdo Macular

A doenca macular degenerativa relacionada a idade (DMRI) caracteriza-se pela perda de visdo
central, sendo considerada a maior causa de cegueira em pessoas com idade superior a 65 anos,
qguando néo tratada (Michalska-Malecka et al., 2015). Deste modo, as mais simples tarefas que
impliqguem a coordenacdo olho-méo, a conducdo, a leitura, o reconhecimento de rostos, entre
outras, estdo comprometidas. Facilmente se percebe que esta patologia restringe severamente a
independéncia dos idosos, até entdo, saudaveis (Trial, 2010). Estudos relacionados com esta
doenca revelam que niveis elevados de antioxidantes reduzem significativamente o risco de
DMRI avancada e a perda de visdo associada (NEI, 2015). Dado o caracter antioxidante do

ATRA, este pode ser considerado uma alternativa viavel para a terapia da DMRI.

Dados oficiais em Portugal indicam que existem cerca de 355 mil pacientes, ou seja, cerca de
4% da populagdo portuguesa é afetada por esta doenga (SPO, 2015). J4, nos Estados Unidos

esta patologia apresenta uma prevaléncia em cerca de 11 milhdes de pessoas (Bightfous, 2015).

Os fatores de risco associados a esta doenca s@o a idade (fator predominante), o sexo (maior
incidéncia no sexo feminino), a raca, fatores hereditarios e fatores pessoais, nomeadamente,
habitos tabagicos, exposi¢éo as radiacdes solares, cor da iris (azul € mais suscetivel) e presenca
de cataratas (Maryadele, 2011).
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Existem dois tipos de DMRI, a seca e a exsudativa. A seca € diagnosticada pela presenca de
drusas (proteinas e gordutas que se depositam abaixo da retina) de tamanho médio e com
pequenas areas de hiperpigmentacdo. As pessoas com DMRI precoce geralmente ndo sofrem
perda total de visdo (Michalska-Malecka et al., 2015).

Na DMRI exsudativa ocorre o desenvolvimento anormal de novos vasos sanguineos que
crescem sob a retina. Este fendmeno pode causar danos na macula de forma mais rapida e grave,

nomeadamente a perda total da visdo central (Michalska-Malecka et al., 2015).

O stress oxidativo é a condigdo bioldgica que provoca o desequilibrio celular devido a producéo
de espécies reativas de oxigenio, que parecem desempenhar um papel crucial na patogénese da
DMRI. As espécies reativas de oxigénio sdo substancias que provocam danos nas células,
nomeadamente a reducdo da reparacdo celular e a diminuicdo dos niveis de antioxidantes. As
espécies reativas de oxigénio vao reagir com o oxigénio causando hipoxia celular, que é a
diminuicdo dos niveis de oxigénio, que € contrabalancado pela formacdo de novos vasos
sanguineos com o objetivo de aumentar o afluxo de oxigénio na méacula, originando assim a
doenca (Blasiak et al., 2014).

Estudos comprovam que o ATRA possui propriedades antioxidantes capazes de contrariar o

estado oxidativo em que se encontram as células (Beatty et al., 2000; Blasiak et al., 2014).

1.5. Farmacos Aplicados a Oftalmologia

Dependendo da doenca que se pretende tratar, é necessario efetuar um estudo prévio para
entender qual a melhor estratégia e qual o farmaco mais indicado para a patologia em quest&o.
Para além das caracteristicas farmacodinamicas e farmacocinéticas de cada farmaco, é
imperativo avaliar outros parametros fulcrais para a realizacdo deste trabalho, nomeadamente,
as propriedades fisico-quimicas de cada componente e as possiveis interacdes entre eles: a
hidrofilia/hidrofobia do farmaco, a solubilidade e a densidade deste em didxido de carbono em

condigbes supercriticas.

Tendo em conta estes parametros, os farmacos selecionados para cada tipo de doenca foram o
ATRA, para o tratamento da sindrome do olho seco e da degeneragdo macular, e a Norfloxacina

para o tratamento de infe¢Ges oculares.

O acido all-trans Retindico (ATRA) cuja estrutura (C20H2802), esta representada na Figura 7,
é também conhecido por tretinoina. Trata-se da forma oxidada da Vitamina A, pertencendo a
classe dos retinoides, pelo que desempenha fungfes essenciais em todo o corpo (na viséo, na
regulagéo da proliferacdo e diferenciagéo celular, no crescimento 6sseo, na defesa imunologica
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e na supressdo tumoral) (Fast, 1997). Primariamente, € utilizado no tratamento da acne vulgaris
devido ao aumento da atividade mitotica do epitélio folicular; também é administrado em casos
de leucemia promielocitica aguda e pode ser uma mais-valia no caso da DMRI (Blasiak et al.,

2014) e no caso do sindrome do olho seco.

R
OH

Figura 7 - Estrutura quimica do ATRA (Rosa et al., 2015).

A xeroftalmia é uma condi¢do médica que se caracteriza pela dificuldade do olho em produzir
lagrima, causando a secura da conjuntiva e da cornea. E comum em criancas, gravidas e idosos,
e, de entre as causas mais comuns, a deficiéncia grave em vitamina A € a mais reportada,
podendo causar visdo noturna anormal ou até mesmo cegueira noturna. A administracao topica
do ATRA provou ser atil no tratamento da xeroftalmia, erosfes epiteliais da cOrnea e

anormalidades relacionadas com a superficie ocular em coelhos (Harrison, 1983; Yavuz, 2012).

O carécter antioxidante do ATRA confere-lhe interesse no tratamento de patologias associadas
ao stress-oxidativo, como € o caso da DMRI (Beatty et al., 2000; Siddikuzzaman e Grace,
2012).

O ATRA apresenta-se sob a forma de um p6 amarelo/laranjo claro, devendo ter-se particular
cuidado no seu acondicionamento devido ao facto de ser extremamente sensivel & luz. E solavel
em dimetilsulféxido e éter, levemente solivel em polietilenoglicol 400 (PEG 400), octanol,
etanol (100%) e cloroférmio e pouco soltvel em agua, 6leo mineral e glicerina (Infarmed,
2015b).

O maximo de absorcdo do ATRA em agua observa-se para um comprimento de onda de 285
nm, 0 que permite a sua quantificacéo por espectrofotometria UV/VIS nos ensaios de libertacao.
A estrutura da Norfloxacina (NFLX) (C1s6H1sFN3O3) esta representada na Figura 8. Trata-se de
um antibidtico pertencente a familia das quinolonas, nhomeadamente das fluoroquinolonas,

devido a presenca de um substituinte fltor.

23



F.

one.

Figura 8 — Estrutura quimica da Norfloxacina (Chim et al., 2012).
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A NFLX sob a forma farmacéutica de colirio € um medicamento utilizado em afecdes oculares
como anti-infecioso topico (Fast, 1997). Trata-se de uma fluoroquinolona de largo espectro, ou
seja, possui atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, envolvidas nas

infecOes superficiais do olho (Infarmed, 2015c).

No que concerne as caracteristicas fisico-quimicas deste farmaco, encontra-se sob a forma de
um po6 cristalino branco, sendo higroscopico e também fotossensivel. Relativamente a
solubilidade, a Farmacopeia Europeia revela que é um farmaco muito pouco sollvel em agua e

ligeiramente soltvel em acetona e em alcool (Infarmed, 2015c).
O méaximo de absorcdo da NFLX em agua observa-se para um comprimento de onda de 272nm.

Dada a necessidade de, no caso dos colirios, se aplicar cerca de 1 a 2 gotas no olho ou olhos
afetados, 4 vezes ao dia durante um periodo minimo de 5 dias (Infarmed, 2015c), o uso de lentes
de contacto impregnadas com NFLX afigura-se como uma boa alternativa no que diz respeito

ao incremento a adesao a terapéutica por parte do paciente devido a simplificacdo da posologia.

O grande objetivo deste trabalho experimental foi desenvolver uma forma de administracao
ocular de farmacos oftalmolégicos através de lentes de contacto. A tecnologia utilizada foi a
impregnacdo/deposicdo usando scCO: e foram testadas dois tipos de lentes de contacto
comerciais, a Balafilcon A e a Hilafilcon B.

A selecdo dos farmacos utilizados teve como base o seu mecanismo de acdo e o state of the art
relacionado com as patologias oculares para as quais se procura fornecer uma alternativa viavel
para o seu tratamento. O acido all-trans-retindico tem forte potencial para o tratamento da
sindrome do olho seco e da doenca macular degenerativa relacionado com a idade e a
norfloxacina que é comumente utilizada no tratamento de infegdes oculares, sob a forma de

colirio
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2. MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos utilizados ao longo do trabalho experimental, assim como alguns

principios tedricos das técnicas usadas, encontram-se descritos de seguida.

2.1. Materiais

Os materiais utilizados para a atividade experimental, o peso molecular, o distribuidor, a pureza

e 0 Chemical Abstracts Service (CAS) number, encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Lista de material utilizado.

Peso Ponto de Solubilidade
Material Molecular ~ em agua Distribuidor Pureza (%) CAS
1 fuséo (°C) 1
(g mol™) (mg ml™?)
Acido all-trans L
Retindico 300,44 180-182 0,035 Sigma-Aldrich 298 302-19-4
Norfloxacina 319,33 220-2211 0,28° >98 70458-96-7
Dioxido de 44,01 5562 1,7a20°C? Praair, 590,99, viv  124-28-9
Carbono Espanha

1-Ponto de fuséo dos farmacos - Maryadele et al., 2011.
2-Propriedades do CO2 - Wikipédia, 2015b.
3-Solubilidade da NFLX em &gua - Pubchem, 2015.

As lentes de contacto utilizadas, assim como as suas caracteristicas, encontram-se na Tabela 2
e 0 esquema do procedimento experimental pode ser consultado na Figura 9.

Tabela 2 — Lentes de contacto utilizadas.

L Poténcia  Curva Base Diametro @+ Quantidade de Agua % Dxk
ente -
Esférica (mm) (mm) (m/m)
Balafilcon A
(Bausch & Lomb) -4,00 8,6 14,0 36 101
Hilafilcon B 8,00 86 142 55 ’s

(Bausch & Lomb)

Polimero

Balafilcon A Hilafilcon B

Figura 9 — Esquema do procedimento experimental.
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2.2.Métodos

2.2.1. Impregnacéo de Farmaco utilizando a Tecnologia de Dioxido de Carbono
Supercritico

Antes de se introduzirem as lentes de contacto comerciais na célula, estas sdo deixadas imersas
em agua destilada sob agitacdo magnética durante cerca de 24h para remover 0 maximo de

cloreto de sodio contido na solu¢do de armazenamento.

Na célula de alta pressdo (Figura 10), dividida em 5 andares, introduzem-se no primeiro andar
10mg de farmaco e um agitador magnético. No segundo andar, insere-se apenas um anel de
inox e, com auxilio de redes previamente preparadas, inserem-se sete lentes de contacto nos
trés andares seguintes, também separadas por aneis perfurados nas laterais. As lentes sdo
introduzidas na vertical para diminuir a probabilidade de deposi¢do de farmaco na superficie
da lente durante a despressurizacéo.

Figura 10 — Representagdo esquematica da célula de impregnacéo.

O farmaco é impregnado nas lentes através utilizando a tecnologia de scCOz. Na Figura 11,
podem observar-se a constituicdo e o mecanismo de funcionamento do sistema através da
esquematizacdo de um diagrama experimental do equipamento. Este equipamento € composto
por uma bomba de liquido de alta pressdo, um banho de 4gua com temperatura controlada
(Thermoscientific, Haake AC 150), uma célula de alta pressdo com 23 cm® de volume, um
manometro (Lab DMM, transdutor REP), valvulas de alta pressdo e uma placa de agitacéo

magnética para homogeneizar a mistura.

Depois de acondicionar as amostras dentro da célula de alta pressdo, esta é imersa num banho
de &4gua termostatico a temperatura que se pretende, consoante a condigdo que se deseja estudar.
De seguida, o CO, armazenado na garrafa passa pelo compressor, onde se regula a pressao a
que se pretende operar e, posteriormente, a célula é saturada com CO> até se atingir a pressdo
desejada. O sistema é mantido a temperatura e pressdo pré-estabelecidas durante 14h (Braga et

al., 2011b) para que se alcance a completa saturacdo da matriz polimérica com o COa.
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Ap0s esta etapa, procede-se a despressurizacao do sistema até a pressao ambiente, a uma taxa
de 1bar/min, mantendo a temperatura do banho constante. Este processo deve ser realizado de
forma lenta para ndo danificar as lentes e o farmaco residual e coletado no final para um
recipiente com agua, precipitando-o, para ndo contaminar o ambiente. Por fim, recolhem-se as

lentes impregnadas com o farmaco e reservam-se numa caixa de humidade (75-80%).

ik

]

Figura 11 — Diagrama experimental do equipamento. Garrafa de COz; V — Valvula; C — Compressor; CT — Controlador de
Temperatura, BA — Banho de Agua; TP — Transdutor de Pressdo; CAP — Célula de Alta Pressdo; VM — Vélvula Macrométrica;
Vm — Vélvula micrométrica; AM — Agitador Magnético (adaptada de Rosa, 2013).

As condiges utilizadas nesta atividade experimental encontram-se na tabela seguinte (Tabela
3).

Tabela 3 — CondicGes de operagdo utilizadas no decurso da atividade experimental e respetiva densidade e solubilidade de cada
farmaco em CO..

Ensaio FArmaco Presséo Temperatura  Densidade do CO:2 Solubilidade em
(bar) (°C) (kg m3)! CO2x10%(gL?Y) 23
1 ) 200 35 868,72 2,79
2 Acido all-trans 55 763,75 5,53
3 Retindico 300 35 929,42 5,13
4 55 852,07 10,71
5 200 45* 815,06 2,23
6 Norfloxacina %5 785,11 6,38
7 300 45 892,23 6,54
8 55" 869,65 15,40

Observacoes:

"Os valores da densidade e da solubilidade da NFLX em CO: apresentados na tabela a 55°C correspondem, na realidade, a
temperatura de 50°C disponivel na literatura. Considera-se que a diferenga ndo é significativa.

1-Densidade do COz - NIST, 2015.

2-Solubilidade do ATRA em CO: - Rosa et al., 2015.

3-Solubilidade da NLX em CO2 - Chim et al., 2012.
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2.2.2. Métodos de Caracterizacao

Ao longo desta subseccdo seré feita a descricdo dos métodos de caracterizacdo utilizados para
avaliar a eficiéncia da impregnacao efetuada nas diferentes condi¢cdes para os dois farmacos

estudados.

Estudo de Libertacéo (In Vitro): O farmaco foi quantificado para verificar a capacidade de
carregamento das lentes de contacto usando o método de impregnacédo utilizando scCO2. As
lentes de contacto comerciais impregnadas com cada um dos farmacos utilizados foram imersas
em 20 mL e/ou 40 mL de agua bidestilada dependendo da concentragdo do fa&rmaco na lente e
colocadas ao abrigo da luz sob agitagéo a 100 rpm e a 37°C, de forma mimetizar a temperatura
normal da superficie ocular. Foram recolhidas aliquotas de aproximadamente 1,6 a 2 mL da
solucdo e, posteriormente, foi analisado o valor da absorvancia por espectrofotometria (Jasco
V- 650, Japan). O comprimento de onda maximo absorvido pelo ATRA e pela NFLX foi de
285 nm e 272 nm, respetivamente. A medicao foi feita como sistema de libertagdo fechado sem
renovacdo de fluido, dado que a concentracdo de farmaco a medir era relativamente baixa. Esta
andlise foi feita durante um periodo de tempo pré-estabelecido, que variou entre 24 e 144h. A

concentracdo de farmaco foi determinado através das curvas de calibrag&o.

As curvas de calibracdo de ambos os farmacos encontram-se no ANEXO 1.

Modelos Matematicos da Libertagdo Controlada: De forma a compreender os
mecanismos que controlam a libertacdo dos farmacos a partir das lentes, recorreu-se a modelos

matematicos que permitem estimar os parametros cinéticos e os coeficientes de difuséo.

Analisando os perfis de libertacdo obtidos para ambos os farmacos denotaram-se duas etapas
distintas: a etapa inicial que é caracterizada por um perfil de libertacdo mais rapido e uma etapa
seguinte correspondente a um periodo de libertacdo mais lento.

Recorrendo a equacdo de Korsmeyer-Peppas (Equacdo 1) (Yafiez, 2011), que relaciona a
velocidade de libertagdo com o tempo, calculou-se os coeficientes cinéticos de libertacdo para
todas as condicGes estudadas. Esta equacdo sé € valida para os primeiros 60% de libertacdo. A
Equacéo 2 obteve-se através da logaritmizacao da Equacdo 1.

Representou-se graficamente o log Af—t em funcdo de log t, para se obter a equacédo da recta a

partir da qual se determinam os parametros cinéticos, n e K. O n € o expoente de libertacdo que

fornece informagdo sobre 0 mecanismo de libertacdo do farmaco e o K é a constante cinética
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de libertacdo que incorpora as caracteristicas geométricas e estruturais do dispositivo de
administracdo — polimero + farmaco (Siepmann e Peppas, 2001; Yafiez, 2011).

Ll 1)
m :

o)

M,

M—OozlogK+n><logt (2)

log
Mt representa a massa do farmaco libertado num periodo tempo t, M., representa a massa de

farmaco num periodo de tempo infinito e t representa o tempo de libertacéo.

Como os perfis de libertacdo apresentam duas etapas distintas, isto é, velocidades de libertacao
diferentes, é imprescindivel estudar os coeficientes de difusdo nessas duas zonas. Para isso,
recorreu-se as equacdes 3 e 5: a primeira apenas € valida para os primeiros 60% de libertacdo e
a segunda é valida para os Ultimos 40% da libertacdo (Siepmann e Peppas, 2001; Yafiez, 2011).
Estas duas equacdes tém sido amplamente utilizadas para se obter os coeficientes de difusdo a
partir de dados experimentais de libertacdo de farmacos. Apds linearizar as equacgdes anteriores,
obtiveram-se as equacdes 4 e 6, respetivamente para cada um dos modelos.

Representou-se graficamente Alj—t em funcéo de t*2 para os primeiros 60% de libertacéo e para

os Ultimos 40% de libertagdo representou-se log (1 - ;:—t) em funcéo de t.

1
2

M, Dy xt

M_oo=4x(nxl2) @)
M _ [16xD; E .
.- | TExn )

M, 8 _Dyxtxm?
e ()

M, 8\ mixD,xt

‘°g(1 ‘M—() = log (F) T (6)

Em que | é a espessura da lente, D1 e D2 séo os coeficientes de libertacdo para os primeiros 60%

e para os ultimos 40% de libertacéo, respetivamente.

Quando a agua penetra na lente a configuracdo da matriz altera, levando a um relaxamento das
cadeias poliméricas. Este processo de relaxamento normalmente envolve uma transicéo de fase
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do estado vitreo para o estado amorfo. Isto €, a &gua atua como um plastificante no polimero,
levando a uma diminuicdo da temperatura de transicdo vitrea da matriz. Quando esta
temperatura se torna igual a temperatura a que se encontra o sistema, o polimero passa do estado
vitreo, onde as cadeias de polimero tém uma mobilidade muito reduzida, para o estado amorfo,
onde estas apresentam uma maior mobilidade e uma expansao do volume (Siepmann e Peppas,
2001; Lin e Metters, 2006).

Como a espessura das lentes € muito pequena comparada com o didmetro, considera-se a lente
de contacto como um filme e, deste modo, 0 mecanismo de libertacdo do farmaco ao longo do

tempo pode ser classificado da seguinte forma (Coimbra, 2010):

e Difuséo Fickiana, para 0 <n <0,5—normalmente associada a cinética de libertacdo que
segue a primeira lei de Fick, ou seja, quando a taxa de difusdo da &gua na matriz
polimérica é muito mais lenta que o processo de relaxamento da matriz.

e Transporte andmalo ou ndo Fickiano para 0,5< n <1,0 — quando as taxas de difusdo e de
relaxamento das cadeias poliméricas sdo semelhantes.

e Caso Il ou transporte controlado pelo relaxamento para n > 1,0 — acontece quando a
difusdo é mais rapida do que o processo de relaxamento das cadeias poliméricas. O
processo de difusdo passa a ser controlado pela cinética de relaxamento e ndo pela lei
de Fick.

Este estudo foi feito apenas para as impregnagdes do ATRA e da NFXL na lente Balafilcon A

para todas as condicdes estudadas.

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR): O objetivo
da utilizacdo desta técnica foi verificar a presenca de farmaco depositado na superficie das

lentes de contacto.

A técnica de FTIR € normalmente utilizada para identificar a estrutura e a pureza de um
determinado composto. O equipamento disponivel para a realizacdo deste estudo de
caraterizacdo foi o Jasco FT/IR-4200, Japan. Utilizou-se 0 método de espectroscopia de
infravermelho por reflectancia total atenuada (ATR) para obter os espectros dos farmacos, das
lentes desprovidas de farmaco e das lentes impregnadas. A resolugéo foi de 4 cm™, 256 scans

e com varrimento do espectro numa regiéo entre 3100 e 500 cm™.
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Angulos de Contacto: A avaliagio dos angulos de contacto de cada lente foi realizada para
investigar se a molhabilidade carateristica de cada tipo de lente sofreu alguma alteracéo
aquando da impregnagé&o de alta pressdo com scCO>. Os resultados s6 podem ser comparaveis

se 0s ensaios forem realizados tanto nas lentes ndo processadas como nas lentes processadas.

Para efetuar esta caraterizacéo procedeu-se de acordo com o método sessile drop, onde a técnica
de medicdo de angulos de contacto é feita através de um liquido, neste caso agua, onde a
interface liquido/vapor encontra uma superficie sélida. Esta técnica determina o angulo de
contacto das lentes, indicando se o material tem caracter hidrofilico ou hidrofébico. Deste
modo, a gota de &gua (cerca de 10 pL), é dispensada sobre a superficie da lente usando uma
seringa (Dias et al., 2012).

A operacdo consistiu na realizacdo de 5 medi¢bes em quatro regiBes distintas de cada lente
através do equipamento disponivel (OCA 20 DataPhysics), que se baseia no método de Young-

Laplace.

Transmiténcia: As lentes de contacto comerciais devem ser transparentes para que seja
permitida uma percecdo clara e sem distor¢cdo dos objetos (Gulsen, 2006). Desta forma, é
necessario assegurar a transparéncia na zona do visivel, sendo um pardmetro muito importante
para avaliar se 0 processo de impregnacdo provoca alteragdes nesta propriedade. A
transmitancia compara a intensidade de luz que passa através da lente com a intensidade de luz

que incide sobre ela e é expressa em percentagem.

O equipamento (Jasco V-530, Japan) efetua a leitura da transmitancia no comprimento de onda
de maior interesse para lentes de contacto que se situa nos 600 nm, uma vez que é este
comprimento de onda visivel que € utilizado para quantificar a transparéncia (Gulsen, 2006;
Yafiez et al., 2008).

Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM): Para visualizacdo/localizacdo dos
farmacos no interior e superficie das matrizes poliméricas utilizou-se a microscopia eletrénica
de varrimento, que permitiu identificar a sua presenca, forma, tamanho e distribuicdo na

superficie e no interior da lente de contacto.

O protocolo utilizado nesta técnica consistiu em recorrer ao espalhamento das amostras de uma
lente impregnada com ambos os farmacos, fraturadas com auxilio de azoto, e colocadas numa
fita adesiva de grafite sobre o suporte metélico do microscopio eletronico. Como os materiais

poliméricos ndo sdo condutores foi necessario proceder ao seu revestimento com uma camada
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de ouro com aproximadamente 300A. O equipamento utilizado foi o Merlin-ZEISS e a anélise
foi feita a 5k com o aumento de 500 X e 1000 X.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Quantificacdo de Farmacos

Foram realizados ensaios de libertacdo in vitro para avaliar a quantidade de farmaco
impregnado nas lentes Hilafilcon B e Balafilcon A.

Quantificacdo total de ATRA impregnado na Balafilcon A

Na Figura 12, encontram-se os resultados obtidos para a massa de ATRA impregnado em cada
lente para as diferentes densidades do CO,. E importante referir que a libertagio das lentes
impregnadas com farmaco ocorreu durante 6 dias. No entanto, para a Figura 12 os calculos
foram efetuados apenas para as primeiras 24h de libertagdo, uma vez que os espectros de
absorvancia obtidos apds esse periodo sofreram um deslocamento de 10nm no comprimento de

onda de maxima absorcdo do ATRA.

Tendo em conta o0s ensaios, verifica-se que existe uma tendéncia pois a medida densidade do

CO2 aumenta, menor é a massa de farmaco impregnado na matriz.

Através do gréafico observa-se que o valor mais elevado de massa de farmaco impregnado por
lente é cerca de 900,27 pg para uma densidade de CO- de 764 kg/m?3. Ja a menor quantidade de
farmaco impregnado foi cerca de 329,31 ug para uma densidade de CO de 929 kg/m?®.
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Figura 12 — Massa de ATRA ao fim de 24h de libertacdo. Ensaio a 35°C (o) e a 55°C (m).
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Na Figura 13, esta representado o coeficiente de particdo e a solubilidade do farmaco em CO2>

em funcdo da densidade do CO». O coeficiente de particdo estd definido como a razdo entre o

maximo de farmaco impregnado na matriz polimérica e a solubilidade do farmaco em CO..

Com estas informacdes torna-se mais simples a compreensdo das interaces que existentes

durante o processo de impregnacdo do farmaco na matriz nas diferentes condicbes e assim,

entender a eficiéncia do processo de impregnacéo.
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Figura 13 — Coeficiente de particdo (A) e solubilidade (X) em funcéo da densidade do CO2. A) a 35°C; B) a 55°C.
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A comparacao da eficiéncia de impregnacdo deve ser feita para os ensaios efetuados a mesma

temperatura. Relacionando as Figuras 12 e a 13, entende-se que para maiores valores de

coeficiente de particdo, maior foi a massa de farmaco impregnado. Isto acontece pelo facto de

haver maior quantidade de farmaco no polimero do que no CO,. Como a solubilidade do

farmaco neste solvente € menor, hd uma menor afinidade entre o CO- e o farmaco e uma maior

afinidade entre o farmaco e o polimero. Assim sendo, dada a maior afinidade entre o farmaco

e 0 polimero, existe uma menor quantidade de farmaco que se desloca com o CO; durante o

processo de despressurizacdo, permanecendo mais farmaco no interior da matriz polimérica.

Contrariamente, para menores valores de coeficiente de particdo, a eficiéncia de impregnacéo

€ menor. Seguindo o raciocinio anterior, como a solubilidade do farmaco em CO, é maior, a

afinidade entre eles aumenta e a afinidade entre o farmaco e o polimero diminui, fazendo com

que haja menor quantidade de farmaco no polimero e, consequentemente, menor massa de

farmaco impregnado na matriz. Ou seja, durante o processo de despressurizacdo o farmaco

desloca-se em maior quantidade com o CO; para o exterior.

Para as condicdes de temperatura de 35°C verifica-se que a impregnacao de farmaco para uma

densidade de 869 kg/m® é maior quando comparada com a densidade de 929 kg/m®. Para os

ensaios efetuados a 55°C, também se observa maior impregnacao de massa de farmaco para um
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valor de densidade de 764 kg/m?, do que para a densidade de 852 kg/m?®. Estes resultados podem

ser confirmados com a Figura 13, pois para um maior coeficiente de particdo maior é a

eficiéncia da impregnacdo, uma vez que a solubilidade do farmaco em CO é menor.

Neste sistema, verifica-se que a interacdo predominante durante o processamento € a afinidade

entre o farmaco e o polimero.

Na Figura 14 esta representado o coeficiente de particdo e a sor¢do do CO2 no polimero em

funcdo da densidade do CO.. A sorc¢do esté relacionada com o inchamento do polimero, ou seja,

a capacidade que o polimero tem para aumentar de volume e ficar intumescido. Para maiores

valores de sorcéo, o polimero apresenta maior grau de intumescimento, pois as suas cadeias

poliméricas afastam-se, permitindo assim maior difuséo de farmaco para o interior da matriz.

A medida que a densidade do CO, aumenta, a sor¢do do polimero também aumenta e quanto

maior é a sor¢do do polimero menor é o coeficiente de particdo. Contrariamente, para menores

valores de sorcdo, mais elevado é o coeficiente de particao.

A

[e)]

N
1

ATRA, /ATRA (o, X 103, m, m
N

o

850 880 910
Densidade CO,, kg/m?3

Figura 14 — Coeficiente de particdo (A) e sor¢do (X) em funcdo da densidade do CO2. A) a 35°C; B) a 55°C.

940

36

34

32

30

Sorgdo Balafilcon A em CO,, %

=
D [¢e) o

ATRA , /ATRA ¢o, X 103, m,m
N} IN

750

790 830
Densidade CO,, kg/m3

870

42

38

34

Sorgdo Balafilcon A em CO,, %

30

Interligando as Figuras 12 e 14, conclui-se que para menores valores de coeficiente de parti¢do

e maiores valores de sor¢do, a massa de farmaco impregnado é menor.

Existem trés possiveis explica¢fes para o sucedido: i) quando o polimero apresenta maior grau

de inchamento, ocorre uma difusdo do farmaco para o interior e para o exterior do polimero, 0

que pode levar a uma menor fracdo de farmaco que fica aprisionado na matriz; ii) a medida que

a densidade aumenta, a viscosidade também aumenta, fazendo com que a difusdo do farmaco

para o interior da matriz polimérica seja dificultada e, desta forma, reduzindo a massa de

farmaco no interior da matriz; iii) possivel elevada taxa de despressurizacao efetuada durante o

ensaio. Durante o processo de despressurizacgdo, se esta for efetuada a uma taxa elevada, como

o farmaco é mais soltivel em CO., este pode deslocar-se com o CO para o exterior, causando
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decrescimo de farmaco no interior da matriz polimérica. Por este motivo, seria interessante
efetuar os ensaios para uma taxa de despressurizagdo mais baixa, cerca de 0,6 bar/min, por
exemplo, para verificar a influéncia deste pardmetro na quantidade de massa de farmaco

impregnada no polimero.

Para valores de solubilidade de farmaco em CO: e de sor¢do do polimero mais baixos, existe
uma maior impregnacao de farmaco na lente de contacto. Como a solubilidade do farmaco é
menor e como a taxa de despressurizacdo pode ter sido elevada, durante este processo o farmaco

ndo se deslocou tanto com o CO; ficando mais farmaco retido na matriz polimérica.

Com estes resultados concluiu-se que a interacdo predominante neste sistema é a grande

afinidade entre a matriz polimérica e o farmaco.

Como ndo existem formulagGes oftalmoldgicas cujo principio ativo seja 0 ATRA e como nédo
foi possivel realizar ensaios in vivo, ndo é possivel afirmar se a quantidade de farmaco
impregnado é ou ndo suficiente para o tratamento das patologias oculares supramencionadas e,
ainda, qual das condi¢des de operacdo utilizadas seria a mais indicada para impregnar o farmaco
na Balafilcon A.

No entanto, num estudo de libertacdo in vitro realizado em PBS, constatou-se que foi possivel
impregnar cerca de 558 pg de Vitamina E na lente de Balafilcon A, através do método de
imerséo aquosa (Hsu et al., 2013). Considerando este valor como referéncia, ainda que se tratem
de farmacos diferentes, é possivel concluir que a quantidade de ATRA impregnado na

Balafilcon A é préxima desta.

A grande vantagem da utilizacdo desta tecnologia com scCO; para impregnacdo de farmacos é
que variando as condicBes de processamento obtém-se diferentes quantidades de farmaco em

cada lente de contacto e isso pode ser benéfico para o ajustamento da terapéutica do paciente.

Na Figura 15, esta representada a percentagem de libertacdo de cada condi¢do em funcgéo dos 6
dias de libertacio. E possivel observar que a percentagem de libertagio ao longo do tempo para
todas as condi¢bes foi semelhante, levando a considerar que se trata de um processo de

impregnacao/deposicdo homogéneo (devido a grande afinidade entre 0 ATRA e a lente).

Percorridas as primeiras 8h, observa-se que foi libertado, em média, cerca de 73% do farmaco
presente na matriz. Apos as 24h de libertagdo, ja se havia libertado cerca de 94% do farmaco,
sendo que o remanescente (6%) foi libertado até as 144 horas. Apos anélise do coeficiente de
difusdo, apresentado na seccdo 3.2 serd verificado se se trata de um perfil de libertagcdo

controlado.
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Figura 15 — Percentagem de Libertacdo do ATRA impregnado na lente Balafilcon A durante 6 dias para as varias densidades:
869 kg/m3 (0), 929 kg/m? (), 764 kg/m? (e) ¢ 852 kg/m3 (A).

Quantificacdo total de ATRA impregnado na Hilafilcon B

Na Figura 16, esta representado a massa de ATRA por lente de contacto de Hilafilcon B apds
libertacdo em agua bidestilada durante o periodo de libertacdo de 8h nas duas condicgdes
estudadas: P=200bar, T=35°C e P=300bar, T=55°C.

Pela analise da figura verifica-se que consoante as condicGes utilizadas se obtiveram diferentes
valores de massa de farmaco em cada lente. Para a condi¢do mais alta, obteve-se uma massa de

farmaco na lente de 123 pg e para a condi¢cdo mais baixa foi impregnado cerca de 57 pg.
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Figura 16 — Massa de ATRA na Hilafilcon B ao fim de 8h de libertag@o. Ensaio a 35°C (o) e a 55°C (=).
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Comparando os valores da massa de farmaco impregnado na Hilafilcon B e na Balafilcon A
verifica-se claramente que a Balafilcon A permitiu impregnar maior quantidade de farmaco por

lente de contacto.

A origem da baixa impregnacdo deste farmaco na Hilafilcon B deve-se a elevada quantidade de
agua neste polimero, cerca de 59% (m/m), ao contrério da Balafilcon A que contém menor
quantidade de agua. Como a lente € mais hidrofilica e o farmaco é muito hidrofobico, hd menor

afinidade entre ambos.

Existindo uma menor afinidade entre a lente e o farmaco e sendo o farmaco soltuvel em COy,
existe maior afinidade entre este e o farmaco, fazendo com que o ATRA se deslogue em maior
quantidade com o CO. durante a despressurizagdo, reduzindo a quantidade de farmaco

impregnado no polimero.

Na Figura 17-A encontra-se representado o coeficiente de particdo entre o polimero e o solvente
e a solubilidade do ATRA em CO. em fungdo da densidade de CO> e, na Figura 17-B esta
representado o coeficiente de parti¢do e a sor¢do da Hilafilcon em funcdo da densidade do CO:..

E de notar que a apesar de se terem usado condicbes de temperatura e pressdo diferentes, a
densidade de CO, em ambas as condigdes é bastante proxima. Para densidades semelhantes,
observa-se uma grande diferenca na massa de farmaco impregnado na lente de contacto, o que
leva a crer que a temperatura e pressdo apresentam uma grande influéncia na quantidade de

farmaco impregnado na matriz.
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Figura 17 — Coeficiente de particdo 4 35°C , A 55°C em funcéo da densidade de CO.. A) Solubilidade do ATRA em CO2: x
a 35°C, + a 55°C; B) Sorcdo da Hilafilcon B em CO2 x a 35°C. + a 55°C.

Interligando as Figuras 16 e 17-A, observa-se que no ensaio efetuado a 55°C, para um menor
coeficiente de particdo existe maior solubilidade do farmaco em CO2, tendo sido incorporada
maior massa de farmaco na lente. Isto aconteceu devido a maior quantidade de farmaco que

fica com o polimero, uma vez que entra mais farmaco para o interior da matriz.
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Ja no ensaio efetuado a 35°C verificou-se que para um maior coeficiente de particdo e para uma
solubilidade mais baixa, observa-se menor quantidade de massa de farmaco no polimero.
Apesar do coeficiente de particdo ser maior, a difusdo do fa&rmaco para o interior da matriz €

menor, fazendo com que haja uma menor massa de farmaco no polimero.

Também é de notar que a sorcdo para ambas as condi¢des é proxima, levando a crer que esta
interacdo ndo é relevante para a quantidade de farmaco impregnada, no caso particular das

lentes de contacto Hilafilcon B.

Relativamente a percentagem de libertacdo do ATRA na Hilafilcon B concluiu-se que a
libertacdo ndo ocorreu de forma uniforme (Figura 18). Nas duas primeiras horas observa-se um
aumento gradual de libertacdo do farmaco para ambas as condicdes testadas. Nas 6 horas
seguintes observa-se alguma irregularidade no perfil de libertacdo que se pode associar a erros
relacionados com a medicéo e/ou a difusdo constante do farmaco para o interior e exterior da

matriz polimérica.

Estes resultados sdo provavelmente consequéncia da réapida libertacdo do farmaco que se
encontra depositado a superficie da lente. Este perfil ndo se enquadra num perfil de libertacéo
controlada de farmaco, pelo que, é possivel concluir que o fArmaco ndo tera sido impregnado
no interior da matriz polimérica, mas apenas se depositou na sua superficie. Este resultado foi
confirmado visualmente, uma vez que a lente ndo apresentava a coloracdo amarelada

caracteristica do préprio farmaco, ap6s o processamento.

R

40

Libertacdo de ATRA, %

20 4

Tempo, h

Figura 18 — Percentagem de Libertacdo do ATRA impregnada na lente Hilafilcon B durante 8h para as densidades estudadas:
869 kg/m? (@) e 852 kg/m® (A).
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Quantificacdo total da NFLX impregnado na Balafilcon A

Na Figura 19, apresentam-se os resultados obtidos para a massa de NFLX impregnada em cada
lente de Balafilcon A em fungdo das diferentes densidades do CO», num periodo de libertacdo
de 8h.

Destaca-se claramente que para a densidade mais baixa se obteve 0 méximo de libertacéo, tendo
sido impregnado cerca de 170 pg de farmaco na lente. Ainda assim, trata-se de um valor muito
inferior comparativamente com os valores da impregnacao efetuada com o ATRA. Isto pode
ser explicado pelo facto do ATRA ser mais hidrofébico que a NFLX e, desta forma, existe uma

maior afinidade entre 0 ATRA e o polimero.

Verifica-se também que a temperatura de 45°C, o aumento da densidade potencia a
impregnacao do farmaco, enquanto que, para a temperatura de 55°C, a medida que a densidade

diminui verificou-se uma maior quantidade de farmaco impregnado.
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Figura 19 — Massa de NFLX ao fim de 8h de libertacdo. Ensaio a 45°C (o) e a 55°C (m).

Na Figura 20, encontra-se representado o coeficiente de particdo e a solubilidade da NFLX em
CO- em funcdo da densidade do CO». O coeficiente de particdo, como no caso anterior, esta
definido como a razdo entre 0 maximo de farmaco impregnado na matriz polimérica e a

solubilidade do farmaco em CO:..
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Figura 20 — Coeficiente de particdo (A) e solubilidade (X) em funcéo da densidade em CO.. A) a 45°C; B) a 55°C.

Mais uma vez é importante referir que a comparacdo da eficiéncia de impregnagdo deve ser
feita para os ensaios efetuados a mesma temperatura. Pelas Figuras 19 e 20 verifica-se que para
0s ensaios realizados a 55°C, quanto maior o valor de coeficiente de particdo maior a massa de
farmaco impregnado. Isto acontece porque existe maior quantidade de farmaco no polimero do
que no solvente, devido a maior afinidade entre o farmaco e o polimero e a menor afinidade
entre o farmaco e o CO». Contrariamente, para um coeficiente de particdo inferior e uma
solubilidade em CO. maior, menor massa de farmaco foi impregnado na matriz polimérica,
uma vez que durante o processo de despressurizacao o farmaco desloca-se com o CO; para 0

exterior.

No caso dos ensaios realizados a temperatura de 45°C, seria de esperar que houvesse maior
quantidade de farmaco impregnado no caso de 815 kg/m?, dado que o coeficiente de particéo é
maior e a solubilidade em CO- é menor. Uma justificacdo para que tal ndo se tenha verificado
é devido diferenca existente entre os valores de solubilidade e os valores dos coeficientes de
particdo ndo ser suficientemente grande para se observar alteracdes tdo acentuadas nestes

resultados.

Na Figura 21 encontra-se representado o coeficiente de particdo entre o polimero e o solvente
e a sor¢éo do polimero em funcéo da densidade do CO.. E importante referir que na literatura
ndo existem valores para ensaios de sorcdo a 45°C, pelo que no gréfico do ensaio efetuado a

esta temperatura, os valores de sor¢édo correspondem a 35°C.

Pela observacdo da figura é possivel verificar que & medida que aumenta a densidade a sor¢éo

do CO2 no polimero também aumenta.
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Figura 21 — Coeficiente de particdo (A) e sor¢do (X) em funcéo da densidade do CO2. A) a 45°C; B) a 55°C.

Observado a Figura 19 em conjunto com a Figura 21, conclui-se que nos ensaios efetuados a
55°C, para maiores valores de coeficiente de particdo e menor valor de sor¢do, a massa de
farmaco impregnado é maior. Isto é explicavel porque como as cadeias poliméricas estdao mais
afastadas, ocorre difusdo do farmaco tanto para o interior como para o exterior do polimero,
fazendo com que a fracdo de farmaco que fica aprisionado no interior da matriz seja menor.
Outro motivo para este resultado € devido a viscosidade da mistura que dificulta a difusdo do
farmaco para o interior da lente, uma vez que a viscosidade e a sor¢do aumentam com a
densidade de CO..

Para os ensaios efetuados a 45°C, verifica-se que a medida que densidade aumenta a sor¢édo do
polimero também aumenta. Apesar dos valores serem retirados a 35°C, a 45°C a tendéncia é a
mesma. Neste caso, como ja se verificou anteriormente, a medida que o coeficiente de particdo
aumenta e a sorcao diminui, seria de esperar que a quantidade de farmaco impregnado fosse
maior, pelas razfes ja descritas anteriormente. Seria importante repetir os ensaios de libertacdo
para as condi¢des de impregnacdo efetuados a 45°C, a fim de entender se ocorreu algum erro

na medi¢do da absorvancia aquando dos ensaios de libertagéo.

Considerando que, no tratamento de infe¢bes oculares através de lentes de contacto
impregnadas, 50% do farmaco é teoricamente absorvido, carregando cada lente com 170 pug de
farmaco, 85 pg de farmaco é que sdo eficazmente utilizados. Trata-se de um valor superior
quando comparado com uma estimativa da quantidade de farmaco necessario para o tratamento
de uma infe¢do ocular através do colirio comercial, o Chibroxol, cujo principio ativo é a NFLX:
a posologia varia de 30 a 60 ug de farmaco, correspondentes a 4 ou 8 gotas administradas

diariamente por um periodo minimo de 5 dias (Infarmed, 2015b).

Seguindo o mesmo raciocinio efetuado anteriormente, as condi¢@es cujas densidades em CO>
sd0 870 e 892 kg/m® permitem impregnar uma quantidade de farmaco suficiente, cerca de 30
Kg de farmaco por lente que é efetivamente utilizado para o tratamento. Com isto, conclui-se
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que para o tratamento de uma infecdo ocular seria necessario a utilizacao de lentes diarias com
pelo menos cerca de 60 ug de farmaco impregnado em cada lente. No entanto, poder-se-ia
alterar as condicdes de processamento a fim de se obter uma quantidade de farmaco por lente
entre os 60 e 0os 120 pg. Com isto concluiu-se que as condi¢cdes onde se impregnou menos

farmaco sdo interessantes para o tratamento de infecdes oculares.

A percentagem de NFLX libertada através da lente Balafilcon A encontra-se na Figura 22, para
um periodo de libertacdo de 8h. A medicdo as 24h de libertagdo tambeém foi efetuada; no
entanto, observou-se uma ligeira diminuicdo dos valores de absorvancia quando comparados
com os valores obtidos para a medi¢do correspondente ao periodo de 8h. Esta diminuigdo deve-
se ao facto do farmaco ser hidrofobico, fazendo com que ocorra uma difuséo constante da
molécula para o interior e exterior da matriz. Tendo em conta estes resultados, considerou-se

gue 0 maximo de absorvancia nesta libertacdo foi observado ao final de 8h de libertacao.
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Figura 22 — Percentagem de Libertacéo da Norfloxacina impregnada na lente Balafilcon A durante 8h para as véarias densidades:
815 kg/m? (0), 892 kg/md (o), 785 kg/m? (@) e 870 kg/me (A ).

Para 0s ensaios onde a densidade de CO, € maior constata-se que a libertacdo ao longo do tempo
foi mais lenta do que nas outras condicdes para as primeiras 2h de libertacdo, observando-se
apenas uma libertacdo de 69% do farmaco presente na matriz. Para os dois ensaios
correspondentes as densidades de CO> inferiores, a libertagdo ocorreu de forma mais rapida,
tendo-se libertado cerca de 87% do farmaco incorporado na matriz ao fim de 2h de libertac&o.
Ao final de 6h de libertacdo, j& se havia libertado praticamente todo o f&rmaco presente nas

lentes para todas as condicdes.

A percentagem de libertacdo nédo foi linear para as diferentes condic¢des, 0 que indica que se

estd perante uma impregnacao/deposicdo heterogénea, que se deve a menor afinidade do
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farmaco com o polimero. Este motivo faz com que haja zonas da lente que libertam maior

quantidade de farmaco por unidade de tempo do que outras.

Comparando os perfis obtidos da impregnacao/deposicdo da NFLX na lente Balafilcon A e os
resultados obtidos por Gonzalez-Chomén et al., 2012 que impregnou NFLX em lentes
intraoculares hidrofilicas através do processo de impregnagdo por scCOz, concluiu-se que neste
trabalho se obtiveram melhores resultados no perfil de libertacdo obtido. Gonzalez-Chomédn
efetuou a libertagdo em fluido lacrimal e concluiu que em menos de 1h ja se havia libertado
todo o farmaco presente na matriz. Supbe-se que a diferenca dos perfis de libertacdo de
Gonzélez-Chomon relativamente aos perfis obtidos neste trabalho se deve a quantidade de agua
contida nas lentes, pois a lente intraocular estudada pelos autores é mais hidrofilica que a
Balafilcon A. Isto leva a crer uma vez mais, que a impregnacdo de farmacos hidrofobicos em
lentes hidrofébicas através de scCO2 é um processo bastante eficiente para a obtengdo de um
perfil libertacdo controlada de fArmaco no local de interesse/alvo.

3.2. Modelos Matematicos da Libertacdo Controlada

Na Tabela 4, encontram-se os valores obtidos dos parametros cinéticos do ATRA e da NFLX

impregnados na Balafilcon A.

Tabela 4 — Parametros cinéticos da libertacdo do ATRA e da NFLX impregnado na Balafilcon A.

Farmaco Densidade de CO: Condicoes de K )
n — R
(kg/m?) Processamento h™m

868,72 P=200bar, T=35°C 0,256+0,026 0,624+0,010 0,975
Acido-all-trans- 763,75 P=200bar, T=55°C 0,347+0,023 0,633+0,009 0,912
Retinodico 929,42 P=300bar, T=35°C 0,170+0,017 0,683+0,016 0,978
852,07 P=300bar, T=55°C 0,270+0,045 0,608+0,041 0,983
815,06 P=200bar, T=45°C 0,847+0,042 0,768+0,035 0,990
Norfloxacina 785,11 P=200bar, T=55°C 0,687+0,097 0,689+0,128 0,987
892,23 P=300bar, T=45°C 0,650+0,161 0,537+0,067 0,919
869,65 P=300bar, T=55°C 0,574+0,062 0,507+0,042 0,995

Observando os valores do expoente de libertacdo (n) para o ATRA verifica-se que em todas as
condicdes, os valores sdo inferiores a 0,5, 0 que indica que estamos perante um mecanismo de
difusdo Fickiana. Esta observacao é perfeitamente compreensivel, uma vez que como o farmaco
é muito hidrofobico, a difusdo da 4gua para o interior da matriz polimérica é mais lenta devido
ao processo de solubilizacdo/dissolugcdo do farmaco, enquanto as cadeias poliméricas véo
relaxando. J& os valores do expoente de libertacdo da NFXL, encontram-se entre 0,5 e 1,0, 0
que indica que o0 mecanismo de difusdo se trata de transporte anémalo. Dado que a NFLX é um

farmaco menos hidrofébico que 0o ATRA, a difusdo da dgua para o interior da matriz polimérica
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ocorre de forma mais rapida. E por esta razdo que os valores dos expoentes de libertagio para

todas as condicdes sdo superiores quando comparados com os resultados do ATRA.

Um sistema que apresenta uma libertacdo controlada de farmaco é aquele que segue um
mecanismo de difuséo Fickiana. Neste caso, a Balafilcon A impregnada com o ATRA garante
um perfil de libertagdo mais controlada do que a NFLX impregnada na mesma lente.

Tendo em conta os valores das constantes cineticas de ambos os farmacos, conclui-se que 0s
resultados obtidos sdo semelhantes para todas as condi¢Oes estudadas, o que indica que as
interagBes que existem entre o polimero e o farmaco no meio de libertagdo utilizado sdo

similares.

Na Tabela 5, encontram-se os resultados relativos aos coeficientes de difusdo para ambos os

farmacos.

Tabela 5 — Coeficientes de difuséo da libertacdo dos farmacos impregnados na Balafilcon A.

Farmaco CondigBesde 1y 1 3 (mm2h) R? D2 x10% (mm2h?) R
Processamento

Acido-all- P=200bar, T=35°C 1,160+0,021 0,956 0,847+0,169 0,944
frans- P=200bar, T=55°C 4,593+1,115 0,930 0,332+0,109 0,930
RetinGico P=300bar, T=35°C 0,629+0,051 0,959 0,108+0,001 0,996
P=300bar, T=55°C 0,711+0,035 0,953 0,091+0,015 0,925
P=200bar, T=45°C 119,516+4,916 0,994 11,252+1,845 0,994
Norfloxacina P=200bar, T=55°C 79,859+11,184 0,993 8,798+0,250 0,960
P=300bar, T=45°C 66,910+£11,203 0,985 12,115+5,120 0,995
P=300bar, T=55°C 26,613+1,042 0,989 6,335+1,357 0,957

Observando os valores da tabela 5, verifica-se que o D1 é maior que o D para todos 0s casos,
indicando que a libertacdo dos primeiros 60% de farmaco ocorre de forma mais rapida e que 0s
ultimos 40% sdo libertados de forma mais lenta, como era de esperar pelos perfis de libertacéo
obtidos.

Os resultados comprovam uma vez mais que 0 processo de libertacdo/difusdo do ATRA
impregnado na matriz das lentes de Balafilcon A € mais lento, ao contrario da NFLX. Este facto
é facilmente comprovado pelos coeficientes de difusdo apresentados acima, onde se verifica
que os valores correspondentes ao ATRA sdo muito inferiores quando comparados com 0s

coeficientes de difusdo da NFLX:
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3.3. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A andlise efetuada por FTIR permite identificar a presenca de farmaco nas lentes de contacto e
averiguar a existéncia de possiveis alteracdes que possam ter ocorrido durante o processo de

impregnacao e, dessa forma, reconhecer as diferentes estruturas quimicas presentes na amostra.

Na Figura 23, 24 e 25 estdo representados 0s espectros obtidos para a lente Balafilcon A
impregnada com ambos os farmacos nas condi¢6es de 200bar e 55°C e para a lente Hilafilcon

B impregnada com o ATRA na condicdo de 300bar e 55°C.

Durante o processamento das lentes de contacto, 0s monémeros que entram na sua constituicdo
perdem as ligacbes duplas. Tanto no caso das lentes impregnadas com o ATRA como com a
NFLX, é importante visualizar no espectro as ligacGes duplas que cada um dos farmacos
apresenta, encontrando os picos correspondentes a essas ligacOes e, dessa forma, conseguir
diferenciar a lente impregnada da lente ndo processada. Na Tabela 6, encontram-se o0s
comprimentos de onde correspondente a cada grupo funcional para os farmacos e os polimeros

utilizados.

Tabela 6 — Grupos funcionais e respetivos comprimentos de onda (cm™) dos farmacos e dos polimeros para analise do FTIR
(Launer, 1987; Holler et al., 2009).

NFLX ATRA Balafilcon A Hilafilcon B
N-H — 3500-3300 O-H — 3650-3590 (S:ij)' _ }%3 535’7225 730 C-O - 1760-1690
N=C - 1622-1600 C=C-CH3-2970-2860 (_si_0 _ 780-760 O-H - 3650-3590
C=0 -1760-1690 C=C — 1600-1500 C -0 —1760-1690
0=C-OH — 3600-2200

C-N —2280-2210

No espetro da lente Balafilcon A impregnada com ATRA (Figura 23), o grupo funcional
presente é o C=C-CHjs (Propileno) que se encontra préximo do comprimento de onda de 2866
cm, 0 que indica a presenca do farmaco na lente de contacto. Na Figura 23 encontra-se também
representado um recorte do espectro relativo a banda de comprimentos de onda correspondente

aos picos que indicam a presenca do farmaco.
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Figura 23 — Espectros de FTIR obtidos da lente impregnada com ATRA (==); do ATRA (—); e da Lente Balafilcon A (- ).

Na lente de contacto de Hilafilcon B impregnada com o ATRA (Figura 24) verificaram-se
diferencas no espectro obtido da lente impregnada e da lente ndo processada no comprimento
de onda 2880 cm™, que corresponde igualmente ao grupo funcional C=C-CHs. A presenca deste
grupo funcional permite confirmar, uma vez mais, a presenca de farmaco na superficie da lente
de contacto decorrente do fenémeno de deposicdo. No comprimento de onda 1711 cm™ do perfil
da lente impregnada com a ATRA também se verifica um pico mais acentuado, que coincide

com um pico do farmaco nesse comprimento de onda, mas nao foi possivel identificar o grupo
funcional corresponde.
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Figura 24 — Espectros de FTIR obtidos da lente impregnada com ATRA (==); do ATRA (—); e da Lente Hilafilcon B (- ).

Pela analise dos trés espectros da Figura 25 ndo se verificam alteracdes significativas entre o
espectro da Balafilcon A impregnada com a NFLX e o espectro da Balafilcon A ndo processada.

A interpretacdo deste resultado poderia levar a concluséo erronea de que ndo teria ocorrido
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impregnacdo do farmaco na lente. No entanto, pelos perfis de libertacdo obtidos é possivel
reafirmar que ocorreu incorporagdo de NFLX na lente de contacto. Isto aconteceu devido a
quantidade de farmaco presente na lente ndo ser suficiente para o equipamento conseguir deteta-

lo, dado que é um procedimento que é realizado a superficie da lente.

Transmitancia, %

S

3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimento de onda, cm?

Figura 25 — Espectros de FTIR obtidos da lente impregnada com NFLX (==); da NFLX (—); e da Lente Balafilcon A (- ).

3.4. Transmitancia

Nos resultados da transmitéancia das lentes de Hilafilcon B impregnadas com ATRA néo foram
observadas grandes diferencas nos valores de transmitancia, o que pode ser devido a baixa

eficiéncia de impregnacéo do farmaco neste tipo de polimero.

Quanto aos resultados obtidos para a lente Balafilcon A impregnada com ATRA verificou-se
gue em média houve uma diminuicdo de 2% no valor da transmitancia, que é considerado como
sendo um valor aceitavel. Este decréscimo pode ser explicado pela coloracdo do farmaco
(amarelo/ laranja) que acaba por alterar a cor da lente, uma vez que a cor do farmaco se situa
num comprimento de onda compreendido entre 0s 590 e 0s 625 nm e a medicao é feita nos 600
nm.

Relativamente as lentes Balafilcon A impregnadas com NFLX, salienta-se que ndo houve
diminuicao significativa no valor da transmitancia, visto que a lente impregnada apresentava
coloracéo igual a lente ndo processada e dado o facto da quantidade de farmaco impregnado ser
relativamente baixa.

Em suma, pode concluir-se que o processo de impregnacdo/deposicdo do ATRA e de NFLX

ndo alteram significativamente o valor da transmitancia no comprimento de onda de interesse,

48



mantendo as propriedades das lentes de contacto intactas, favorecendo assim uma percecao

clara e sem distorcdo dos objetos.

Tabela 7 — VValores de transmiténcia para as lentes impregnadas para todas as condices.

Condicdes ATRA/Balafilcon A, % ATRA/Hilafilcon B, % Condicoes NFXL/Balafilcon A, %
35°C 93,80+0,42 95,90+0,31 45°C 95,69+0,23
200bar 200bar
55°C 91,79+0,36 55°C 95,33+0,46
35°C 96,25+0,45 45°C 96,37+0,38
300bar 300bar
55°C 95,06+0,28 94,93+0,27 55°C 95,67+0,40
Controlo 96,38 95,62 Controlo 96,38
Diminuicdo 2,15% 0,20% 0,61%

O processo de impregnacéo através de scCO2 demonstra evidéncias claras da sua eficiéncia e
seguranga, uma vez que ndo se observam diferengas relevantes entre as lentes impregnadas e

as lentes ndo processadas.

3.5. Angulos de Contacto

O estudo dos angulos de contacto foi efetuado para as lentes de contacto Hilafilcon B
impregnadas com ATRA e para as lentes de contacto Balafilcon A impregnadas com ATRA e
NFLX. No que concerne aos resultados obtidos para o polimero Hilafilcon B, verificou-se uma
diminuicdo de 6% do angulo de contacto quando comparado com lente ndo processada. Quanto
ao polimero Balafilcon A impregnado com ATRA ndo se verificou qualquer diminuicdo no
valor obtido para os angulos de contacto. Relativamente as lentes Balafilcon A impregnadas
com NFLX verificou-se igualmente uma diminuicéo de 6,6% no valor do angulo de contacto.

Com estes resultados pode concluir-se que as alteracdes evidenciadas foram pouco expressivas,
tendo em conta também o facto de que a propria técnica € suscetivel ao erro do utilizador e
mesmo inerente ao proprio equipamento. Os erros associados a medic¢do por parte do utilizador
prendem-se essencialmente com a dificuldade em segurar/equilibrar a lente de contacto no

suporte do equipamento devido a dificuldade criada pela concavidade da lente.

Desta forma, conclui-se que este processo de impregnacao ndo provoca alteracdes ao nivel da
molhabilidade e hidrofilicidade da lente, confirmando que este processo néo causa alteragdo na

superficie da lente.

Considerando outra propriedade importante das lentes de contacto, segundo Braga et al., 2011b,
a permeabilidade ao oxigénio de ambas as lentes (Balafilcon A e Hilafilcon B), ap6s contacto

com scCOz2, ndo sofre alteragdes relevantes. Este resultado reforca uma vez mais que a
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utilizagdo de scCO2 ndo provoca alteragdes significativas nas propriedades das lentes de

contacto.

3.6. Microscopia Eletréonica de Varrimento (SEM)

A andlise de SEM foi realizada com o intuito de identificar e localizar a presenca dos farmacos
no interior e na superficie das lentes de contacto impregnadas, assim como observar se

ocorreram alteracGes morfologicas relevantes oriundas do processo de impregnagéo.

Para esta analise apenas foram analisadas as lentes Balafilcon A, impregnadas com ambos 0s
farmacos. Ndo se procedeu a analise da lente Hilafilcon B impregnada com o ATRA porque,
como ja relatado anteriormente, verificou-se que ndo existe farmaco no interior da matriz, mas,

provavelmente, apenas depositado apenas na superficie da lente.

As lentes de contacto utilizadas para esta analise, tanto do ATRA como da NFLX, foram

processadas a 200bar e a 55°C, condicdes essas onde a impregnacdo dos farmacos foi superior.

Comparando as imagens de SEM obtidas neste trabalho com as imagens de SEM da lente de
contacto ndo processada proveniente de outros estudos realizados (Braga et al., 2011), foi
possivel concluir que ndo existem alteracGes da morfologia da superficie da lente impregnada
com ambos os farmacos, o que permite reafirmar que este processo nao altera as propriedades

fisicas da lente.

Analisando as imagens de SEM da lente impregnada com o ATRA, é possivel identificar a
presenca de particulas do farmaco na superficie da lente de contacto em forma de “agulha”,
caracteristica do proprio farmaco que estando no interior da matriz recristaliza até a superficie
(Figura 26-A). Pode observar-se também uma disposicéo uniforme do farmaco na superficie da
lente de contacto.

Na imagem representativa do corte transversal, Figura 26-B, visualizam-se algumas particulas
na parte lateral da lente que poderao indicar que o farmaco estéa presente no interior da matriz

polimérica.
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Figura 26 — Imagens de SEM da lente Balafilcon A impregnada com ATRA. A) Imagem da superficie da lente de contacto,
1000 X. B) Imagem do corte transversal da lente de contacto, 500 X.

Nas imagens de SEM da lente impregnada com o NFLX foram identificadas particulas de
farmaco na superficie da lente de contacto em forma de “bolhas” (Figura 27-A). Para além
disso, também se consegue observar uma disposi¢cdo uniforme do farmaco na superficie da

lente.

Figura 27 — Imagens de SEM da lente Balafilcon A impregnada com NFLX. A) Imagem da superficie da lente de contacto,
500 X. B) Imagem do corte transversal da lente de contacto, 1000 X.

Analisando as imagens correspondentes ao corte transversal, Figura 27-B, visualizam-se
também algumas particulas na parte lateral que poderao indicar de igual modo que o farmaco
estd presente no interior da matriz polimérica. Com maior pormenor foi possivel identificar
particulas “incrustadas” em alguns orificios da lateral da lente. No entanto, esta imagem néo é
totalmente representativa ja que existem orificios que ndo estdo ocupados por farmaco, mas
supde-se que este facto acontece porque durante o corte das lentes, recorrendo a utilizacdo de
azoto liquido, o farmaco pode ter-se soltado e saido dos orificios.
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Nas imagens recolhidas através deste tipo de microscopia de alta resolucdo foi também
percetivel a existéncia de pequenas particulas de cloreto de sodio na superficie de ambas as

lentes, proprias da solugdo de armazenamento das lentes de contacto comerciais.

Os resultados fornecidos pelo SEM permitem constatar que a impregnagéo foi conseguida com
sucesso, uma vez que relata a existéncia de farmaco quer a superficie quer no interior da matriz
polimérica, sendo este Gltimo a caracteristica mais importante porque influencia diretamente a

libertacdo continuada/prolongada do farmaco.
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAIS FUTURAS

O objetivo principal deste trabalho consistiu na impregnacao de farmacos em lentes de contacto
comerciais usando scCO- com o intuito de obter um perfil de libertacdo controlada de farmaco
para o tratamento de patologias oculares e estudar a eficiéncia da impregnacdo nas diversas
condicdes de processamento. O grande impacto que este tipo de libertacdo apresenta é o facto
de permitir ultrapassar as limitacGes resultantes dos sistemas de libertacdo convencionais
permitindo prolongar a a¢do do farmaco no sitio alvo, diminuindo a frequéncias das doses,

maximizando os beneficios e minimizando os efeitos secundarios.

A selecdo dos farmacos foi feita com base no state of the art, considerando as suas
potencialidades para o tratamento de patologias oculares: 0 ATRA para o tratamento da DMRI
e da sindrome do olho seco; a NFLX para o tratamento de infe¢fes oculares.

O uso de matrizes poliméricas € vulgarmente conhecido pela sua capacidade de controlar a
velocidade de libertacdo de farmacos. Como tal, as lentes de contacto tornaram-se uma opg¢ao
valida visto que conjugam o facto de serem compostos por materiais poliméricos e aplicam-se
na superficie ocular possibilitando maior biodisponibilidade do farmaco, uma vez que

aumentam o tempo de residéncia do mesmo.

Neste trabalho experimental utilizaram-se como matrizes poliméricas dois tipos de lentes
comerciais: a Hilafilcon B e a Balafilcon A. O ATRA foi impregnado em ambas as matrizes e

a NFLX foi impregnada apenas na lente Balafilcon A.

Apds aimpregnacao das lentes com os farmacos recorrendo a tecnologia supercritica de didxido
de carbono, foram realizados estudos de libertacdo. A impregnacdo do ATRA na Balafilcon A
permitiu a obtencdo de perfis de libertacdo controlada em todas as condic¢des estudadas. A
quantidade de farmaco impregnado nas lentes de contacto variou entre 329 e 900 ug,
dependendo das condi¢bes de processamento utilizadas. O sucesso da impregnacdo do ATRA

na Balafilcon A esta associado a grande afinidade entre o farmaco e o polimero.

Também foi possivel concluir através dos perfis de libertacdo que o processo de
impregnacdo/deposi¢do do farmaco no polimero foi homogéneo, uma vez que os perfis para as
diferentes condicGes foram idénticos, tendo-se libertado sensivelmente 73% do farmaco
presente no polimero nas primeiras 8h de libertacdo, tendo o restante sido libertado até as
144horas.
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Relativamente ao ATRA impregnado na Hilafilcon B verificou-se que a impregnacéo nao foi
eficiente, visto que ndo se observou a obtencdo de um perfil de libertacdo controlada, levando
a concluir que o farmaco apenas ficou depositado na superficie da lente de contacto. Isto
aconteceu porgue este polimero possui 59% de agua na sua constituicdo e como o farmaco é
muito hidrofdbico, a afinidade entre o polimero e o farmaco € reduzida e, desta forma, a

impregnacéo do farmaco na matriz polimérica é dificultada.

Na impregnacdo da NFLX na Balafilcon A gama de farmaco impregnado oscilou entre 38 e

170 pg, consoante as condigdes estudadas.

A quantidade de farmaco impregnado foi consideravelmente inferior a quantidade de ATRA
impregnado no mesmo polimero. Embora a NFLX seja um farmaco hidrofobico, é
relativamente menos hidrofobico que o ATRA. Como a Balafilcon A tem na sua constitui¢do
36% de &gua, o farmaco mais hidrofébico tem maior afinidade com o polimero e, desta forma,

permite impregnar maior quantidade de farmaco.

Através dos perfis da percentagem de libertacdo foi possivel concluir que o processo de
impregnacao/deposicdo foi heterogéneo, uma vez que para as diferentes condicbes a
percentagem de farmaco libertado nas primeiras 4 horas foi diferente. Este facto dever-se-a a
existéncia de zonas do polimero onde terd sido impregnada maior ou menor quantidade de
farmaco e que, por esta forma, se vai libertando de forma diferente. Em ambas as condigdes,
passadas 6h de libertacdo ja se havia libertado praticamente todo o farmaco presente na matriz.

Seguindo o modelo de Peppas, que relaciona a velocidade de libertagdo do farmaco com o
tempo, nos primeiros 60% de libertacdo calculou-se os coeficientes cinéticos de libertag&o.
Verificou-se que para 0 ATRA impregnado na Balafilcon A, 0 mecanismo de libertagdo segue
um modelo de difusdo Fickiana. Jaa NFLX impregnada ha mesma matriz polimérica segue um
mecanismo de transporte anémalo. Conclui-se portanto que o sistema do ATRA impregnado
na Balafilcon A segue um mecanismo de libertagdo mais controlado que o sistema da NFLX
incorporada na Balafilcon A.

Relativamente aos coeficientes de difusdo, obtiveram-se valores maiores nos primeiros 60% de
libertagdo para a NFLX, uma vez que este farmaco se liberta mais rapido que o ATRA. Isto
acontece devido a NFLX ser menos hidrofébica que o ATRA, fazendo com que o farmaco se

difunda de forma mais rapida no meio de libertagéo utilizado.

Pela analise de FTIR foi possivel concluir que para ambos os polimeros impregnados com o
ATRA se verificou a presenca de farmaco na superficie das matrizes. Ja relativamente a NFLX

impregnada na Balafilcon A néo foi possivel confirmar a presenga do farmaco na superficie da
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lente, uma vez que a quantidade de farmaco pode nao ter sido significativa e desta forma nédo

ter sido possivel visualizar atraves deste método de caracterizag&o.

Na andlise da transmitancia das lentes de contacto impregnadas com o ATRA, verificou-se que
na Hilafilcon B ndo houve alteracdo deste parametro, confirmando o que ja havia sido
concluido, ou seja, a lente ndo continha farmaco impregnado. Para a Balafilcon A impregnada
com o ATRA verificou-se uma diminuicdo de 2% da transmitancia quando comparado com a
lente ndo processada no comprimento de onda de 600nm. Esta diminuigdo deve-se ao facto da
cor do fArmaco amarelo/alaranjado se situar neste comprimento de onda estudado, transferindo
esta cor para a lente. Este facto comprova a existéncia de farmaco impregnado, mas trata-se de
uma diminuicdo ndo significativa que ndo compromete a transparéncia da lente de contacto.
Para a Balafilcon A impregnada com a NFLX também ndo se verificou nenhuma alteracao neste

parametro

Posteriormente, efetuou-se o estudo dos angulos de contacto e verificou-se uma diminuicao de
6% deste parametro comparado com as lentes ndo processadas para NFLX impregnada na
Balafilcon A e para o ATRA impregnada na Hilafilcon B, ja para o ATRA impregnado na
Balafilcon A nédo foi verificado nenhuma alteragdo. A diminuigdo insignificativa que foi
verificada para ambos os casos sup8e-se que tenha sido devido a erros de medigédo por parte do

utilizador e do equipamento.

Na anélise de SEM para o ATRA e a NFLX impregnada na Balafilcon A foi possivel verificar
a presenca do farmaco tanto na superficie da lente como no corte transversal, o que confirma a

sua incorporacdo no interior da matriz.

Com isto, pelas analises efetuadas durante a caracterizacdo das lentes impregnadas, concluiu-
se uma vez mais que o processo de impregnacdo/deposicdo por scCO:2 revelou-se eficaz e
inbcuo para as propriedades das lentes, uma vez que ndo provocou qualquer alteracdo
significativa nas mesmas. No entanto, apenas um dos sistemas estudados obteve um perfil de

libertagdo controlada.

Embora o custo deste tipo de SLC seja inicialmente mais caro que 0s sistemas convencionais,
nomeadamente colirios e pomadas oftalmicas, a eficacia do tratamento e a reducdo da
frequéncia da aplicacdo fara com que estes sistemas sejam comercial e clinicamente mais

apelativos, quer para os profissionais de salide quer para os pacientes (Phan et al., 2014).

Como perspetivas futuras, com o0s resultados obtidos seria interessante efetuar ensaios de

impregnacdo com uma taxa de despressurizacdo mais baixa, a fim de se compreender a
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influéncia que este parametro apresenta na quantidade de farmaco impregnado por lente de

contacto.

Considerando o facto da auséncia de farmaco impregnado nas lentes de Hilafilcon B devido a
baixa afinidade do polimero com o farmaco, tornar-se-ia Gtil efetuar o estudo desta tecnologia
recorrendo ao uso de um co-solvente, como por exemplo, a agua ou com 5% de etanol
(quantidade pequena para ndo danificar a matriz polimérica), para verificar a sua influéncia

quer no melhoramento da afinidade, quer no aumento da eficiéncia do processo.

Apesar de existirem artigos que comprovam que ndo ha alteragdo da permeabilidade ao
oxigénio com a utilizagdo de scCO, devem ser estudados/aprimorados 0s métodos de

determinacéo deste parametro.

Também seria interessante realizar ensaios de libertacdo em fluido lacrimal, uma vez que ja se
conhecem todas as interacdes envolvidas no processo de impregnacao/deposicdo atraves de
scCOx.

Por fim, realizar ensaios in vivo com 0 ATRA e com a NFXL com o de entender se a quantidade

de farmaco impregnado na matriz é segura e eficaz para o tratamento das patologias oculares.
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Anexos







ANEXO |- Curva de Calibracio dos Farmacos em Agua.

Para fazer as curvas de calibracdo de ambos os fa&rmacos foi necessario efetuar a dissolucao dos

farmacos em agua bidestilada.

Apds pesquisa na literatura, verificou-se que os valores relativos a solubilidade do ATRA néo
eram concordantes, pois variavam entre: 0,0006 g/L (Szutsl e Harosi, 1991), 0,07 g/L
(Yalkowsky et al., 2010) e 1 g/L (DrugBank, 2015).

Foram feitas varias solucdes com base nestes dados, deixando-as sob agitacdo de 100 rpm e a
37°C durante um periodo de tempo que variou entre os 15 dias e 0s 2 meses. Posto isto,
ocorreram trés situacOes distintas: nas concentracdes mais elevadas ndo foi possivel solubilizar
o farmaco na totalidade, verificando-se precipitados do mesmo; nas concentracGes mais baixas,
apos solubilizacdo, ndo foi possivel quantificar o farmaco através espectrofotometro; por
ultimo, nas solucbes onde tedrica e aparentemente o farmaco se encontrava totalmente
dissolvido, por andlise de espectrofotometria verificou-se que se encontrava degradado,

possivelmente devido ao elevado tempo de solubilizacgéo.

Face as dificuldades no processo de dissolucdo do ATRA, decidiu-se iniciar os ensaios de

libertacdo in vitro das lentes de contacto impregnadas antes da obtencdo da curva de calibracéo.

Ap0s varias tentativas da solubilizagdo do ATRA em &gua bidestilada conseguiu-se obter uma
solugéo cuja concentracéo foi de 0,035 g/L, que demorou cerca de 3 semanas a solubilizar, com
recurso a ultrassons duas vezes por semana durante 10-15 minutos a uma temperatura de 40°C.
Quando se contruiu a curva de calibracdo, verificou-se que o valor maximo de absorvéancia era
de 0,130. No entanto, nos ensaios de libertacdo previamente realizados obtiveram-se valores
superiores a este e, para ultrapassar este problema, procedeu-se a realizacao de novas solucdes
com uma concentracdo superior (cerca de 0,04 g/L), mas sem sucesso. A solucdo delineada para
superar esta situacao foi refazer os ensaios de libertacdo das lentes para um volume de libertacdo

superior (40 mL), cujos resultados se encontram no ponto a discutir em seguida.

Relativamente a solucdo da NFLX em agua bidestilada foi possivel solubilizar totalmente o

farmaco numa semana, a temperatura de 37°C e a 100 rpm, com uma concentracdo de 0,28g/L.
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Figura I-1- Curva de calibracdo da NFLX em agua: [NFLX]=0.0475 x Absorvancia.
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Figura I-2- Curva de calibracdo do ATRA em agua: [ATRA]=0.2675 x Absorvancia.



ANEXO II- Calculo dos Parametros Cinéticos.

Nesta seccdo apenas estd representado um exemplo dos célculos efetuados dos pardmetros

cinéticos, visto o raciocinio ser o0 mesmo para 0s outros casos.
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8 -0,6 -0,4 0,2
-0,1

O )
y=0,8176x - 0,1008 g0

2 _ ®
R%=0,9933 05
y=0,8764x - 0,1291 2,.-' oa
R%=0,9868 ° ’

-0,5
. -0,6
¢ -0,7
log(t) e

Figura 11-1- Representacéo de Iog(%) em funcdo de log(t) para os 60% de libertagéo na condi¢éo a P=200 bar e T=45°C.-Lente

23 (®) e lente 24 (7).

Através do declive da recta retira-se o valor de n. Da ordenada da origem retira-se o valor de

K, para ambas as lentes. De seguida efetuou-se a média dos parametros.

Para o calculo dos coeficientes de difusao efetuou-se as representacdes graficas que se seguem:
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Figura 11-2- Representacdo de % em funcéo de t¥2 para os 60% de libertagdo na condi¢do a P=200 bar e T=45°C.-Lente 23

(®) elente 24 (7).
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Figura 11-3- Representacéo de log (1 — %) em funcéo de t para os ultimos 40% de libertacdo na condi¢do a P=200 bar e

T=45°C.-Lente 23 (®) e lente 24 (*).

Para o célculo de D1 recorreu-se a Figura 11-2 e retirou-se o valor do declive (m) e calculou-se

lez

16

X1

0 coeficiente de difusdo pela seguinte equagéo: p = , em que o | toma o valor de 0,5

mm.

Jé& para o célculo de D> recorreu-se a Figura I1-3 e retirou-se o valor do declive para calcular o

. . - . m x 12
coeficiente de difusdo pela equagdo: 0 = ————

Este raciocinio foi efetuado para cada lente da mesma condicéo e efetuou-se a média, obtendo-
se 0s valores que estdo na Tabela 5, ao longo da dissertagéo.






