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RESUMO

O glaucoma, uma neuropatia progressiva do nervo Otico, necessita da
utilizagdo de medicagcdo continua durante toda a vida do paciente. Por ser uma
doenca que atinge geralmente a populacdo idosa, seu tratamento pode
apresentar problemas como sua interrup¢do pelo custo elevado do
medicamento, pelo fator esquecimento e perda na aplicagdo do colirio. Entre os
varios principios ativos para controlar a pressao intraocular (PIO) o timolol, um
beta bloqueador adrenérgico, € um dos mais usados. O objetivo deste trabalho
foi utilizar o silicone como matriz polimérica para o desenvolvimento de um
dispositivo oftalmico para liberacdo de doses diarias diluidas e continuas do
timolol para o tratamento de glaucoma. Aditivos para melhorar a cinética de
liberacdo do timolol foram testados, tendo sido eleito o miristato de isopropila
5% na formulagéo, obtendo-se liberagdo de timolol em até 30 dias.
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INTRODUGAO

O glaucoma é causado por diferentes enfermidades que, na maioria dos
casos, levam a um aumento da PIO (pressdo intraocular). O aumento da
pressao é causado por um bloqueio ao fluido no interior do olho e com o tempo
isto causa dano ao nervo 6ptico. Esta pressdo aumentada passa a atuar sobre
a parte mais fraca do olho, o ponto na esclera onde o nervo 6ptico deixa o olho.
O nervo optico € a parte do olho que carrega a informagéao visual até o cérebro.
E formado por mais de um milhdo de células nervosas. Quando se eleva a
pressao no olho, as células nervosas tornam-se comprimidas, o que as

danifica, e eventualmente até causa sua morte. A morte destas células resulta
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em perda visual permanente. Através da detecgdo precoce, diagnéstico e
tratamento, o paciente e o oftalmologista podem ajudar a preservar a visao M,

Por ser uma doenga que atinge geralmente a populacédo idosa, seu
tratamento pode apresentar problemas como sua interrupcdo pelo custo
elevado do medicamento, pelo fator esquecimento e perda na aplicagcdo do
colirio ®. Entre os varios principios ativos para controlar a PIO, o timolol, um
beta bloqueador adrenérgico, € um dos mais usados.

O objetivo deste trabalho foi utilizar o silicone como matriz polimérica para
o desenvolvimento de um dispositivo oftalmico para liberacdo de doses diarias

diluidas e continuas do timolol para o tratamento de glaucoma.
METODOLOGIA

Obtencao da matriz polimérica

O silicone Med 6210 da Nusil foi utilizado para obtencdo de uma matriz
polimérica adequada para compor um sistema de liberacdo de timolol para
tratamento de glaucoma.

Foram preparadas matrizes de silicone com adigado de cetiol AB, cetiol
CC, acido oleico e miristato de isopropila, cujas formulagdes estéo
apresentadas na Tab1.

Somente as formulagbes contendo acido oleico nado apresentaram
reticulacdo adequada (formulagdes 3 e 4) quando obtidas em moldes circulares

e em forma de meia lua, apresentados na Fig.1.

Forma circular Forma meia-lua

Figura 1. Moldes de acgo inoxidavel para obtencao dos dispositivos
oftalmicos
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Tabela 1. Formulagées de matrizes de silicone com diferentes
aditivos

Formulagao

Componentes
1 2 3 4 5 6

Parte A 495% 49,5% 47,5% 40% 47,5% 40%
Med 6210 pateB  495% 495% 47.5%  40%  47.5%  40%
Cetiol AB 1% - - - -
Cetiol CC - 1% - - -
Acido oleico - - 5% - -
Acido oleico - - - 20% -
Miristato de isopropila - - - - 5% -

Miristato de isopropila - - - - 20%

Apos a reticulacdo as formulacbes 1, 2, 5 e 6 foram esterilizadas em
radiacdo gama (dose de 25kGy) e submetidas ao ensaio de citotoxicidade para

verificar a possibilidade de uso como matriz no sistema de liberagao de timolol.

Teste in vitro de citotoxicidade das matrizes contendo aditivos

O teste de citotoxicidade pelo método de incorporacao do vermelho
neutro foi realizado de acordo com as normas internacionais ® e procedimento
descrito em trabalhos publicados ®*. Foi utilizado o latex de borracha natural
como controle positivo e, como controle negativo, o polietileno de alta
densidade (HDPE).

Primeiramente, foram preparados extratos das amostras a serem
analisadas pela imersdo das mesmas em meio de cultura celular (MEM), na
proporcdo de 1cm? por mL do meio MEM, durante 24h em estufa a 37°C.
Foram feitas diluicdes seriadas dos extratos obtidos em MEM.

O ensaio foi realizado colocando-se estas diluigdes seriadas dos extratos
em contato com cultura de células de tecido conectivo de camundongo da
linhagem NCTC L929 da American Type Culture Collection (ATCC), em

microplaca de 96 pocos. A microplaca foi deixada em estufa a 37°C com
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atmosfera umida e 5% CO, durante 24h. Apds este periodo, as solugdes foram
substituidas pelo meio de cultura MEM contendo vermelho neutro, e a
microplaca foi incubada por mais 3h em estufa. Decorrido este tempo,
necessario para a incorporagao e fixacdo do vermelho neutro nas células
integras, o meio foi descartado e a microplaca lavada com tampéao fosfato-
salina (PBS) pH 7,4. As células foram entdo rompidas para liberagdo do
vermelho neutro incorporado pelas células vivas com solucédo de acido acético
e etanol e a densidade O6ptica dos pocos da microplaca lida em
espectrofotdmetro para leitura de microplaca tipo ELISA, Sunrise da Tecan, em
540nm. A partir das leituras de DO foram calculadas as porcentagens e as
meédias de viabilidade celular de cada dilui¢do, tendo como padrao 100% um

controle de células na mesma microplaca.

Obtencao do dispositivo de timolol

O timolol foi incorporado na matriz de silicone com 5% de miristato de
isopropila, na concentracdo de 1%, reticulado no molde e esterilizado em

radiagao gama.

Cinética de liberacao in vitro do timolol

Cerca de 1 g de dispositivos foram imersos em 5 mL de PBS 0,1M pH =
7,0 em frascos de vidro, em triplicata, e colocadas em uma incubadora da
Tecnal, modelo TE-420, sob agitacdo constante a 37°C. Aliquotas de 1 mL
foram coletadas diariamente durante 30 dias. A solugao tampao, apds a coleta
da aliquota, foi substituida por solugcéo tampéao fresca, diariamente.

O doseamento do timolol © foi realizado em HPLC da Shimadzu com
modulo de comunicagéo para operagdo CBM-10 A e programa para aquisi¢ao
de dados CLASS-LC10. Foram injetados 80 uL das amostras coletadas em
uma coluna de fase reversa C18 (4 um x 250 mm x 4.6 mm) proveniente da
Varian, utilizando fluxo de 0,8 mL/min e deteccéao realizada em 294 nm. A fase
movel utilizada neste ensaio consiste em 85% de solugao tampao fosfatada pH
2,5, 10% de metanol e 5% de acetonitrila em um sistema isocratico. Para

quantificar o timolol foi feito a analise comparativa dos picos nos
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cromatogramas obtidos com os da curva padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Fig. 2 esta apresentado o grafico com as curvas da viabilidade celular
das matrizes de silicone Med 6210 com diferentes aditivos. Neste grafico pode-
se verificar que todas as amostras de matrizes testadas apresentaram
comportamento semelhante ao controle negativo, ou seja, ndo mostraram
toxicidade. Somente o controle positivo mostrou-se tdxico, como era esperado,

apresentando indice de citotoxicidade (ICsq) de 43.
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Figura 2. Curvas de viabilidade celular obtidas no ensaio de
citotoxicidade das matrizes de silicone com diferentes aditivos, pelo
método de incorporagao do vermelho neutro.

O resultado do ensaio de citotoxicidade indica que o silicone Med 6210
com adicao de cetiol AB, cetiol CC, na concentracdo de 1% e miristato de
isopropila nas concentragdes de 5 e 20% podem ser utilizados como matrizes
para compor o sistema de liberagdo para tratamento de glaucoma.

Baseado nestes resultados foi eleita como matriz para obtencdo do
dispositivo oftalmico a formulagao do silicone Med 6210 com 5% de miristato
de isopropila, onde foi incorporado 1% de timolol.

Na Tab.2 estdo os resultados da cinética de liberagao in vitro do timolol.
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Tabela 2. Resultados do ensaio in vitro de cinética de liberagao do timolol
dos dispositivos 1%.

Dia Média * dp (ug/g)
1 338 £ 29
2 93+4
3 57 + 11
4 35+3
5 30+12
6 23+3
7 40 £ 1
14 8+3
21 27 +1
28 13+2

O perfil de liberagdo do timolol esta apresentado na Fig.3, onde foi obtido

a curva ajustada pela categoria exponencial e fungdo ExpDec1 do Origin.
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Figura 3. Perfil de liberagao do timolol no ensaio in vitro da cinética
de liberagao diaria, durante 28 dias.

No tratamento de glaucoma com colirio de timolol 0,5%, usualmente é
utilizado uma gota a cada 12h e cada gota contém cerca de 150 ug do timolol.

Considerando-se as perdas no uso do colirio e a absor¢gdo do mesmo, é retido
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somente cerca de 5% do total aplicado, ou seja, somente cerca de 7,5 pg do
timolol s&o absorvidos a cada 12h, ou seja 15 ug por dia.

De acordo com os resultados in vitro da liberagdo do timolol obtidos e a
facilidade de sintese, os estudos realizados até o momento mostraram a
viabilidade do desenvolvimento de dispositivos de liberacido de timolol para

tratamento de glaucoma.

CONCLUSAO

As matrizes de silicone com o aditivo miristato de isopropila apresentaram
caracteristicas adequadas para a incorporacdo do principio ativo timolol. O
dispositivo obtido com 1% de timolol apresentou liberagdo diaria em até 30
dias. Estudos devem ser continuados no sentido de aperfeicoar a quantidade
de principio ativo a ser incorporado no dispositivo, assim como a liberagao

continua, em niveis adequados para o tratamento de glaucoma.
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OFTALMIC DEVICE FOR éLAUCOMA TREATMENT

ABSTRACT

Glaucoma is a progressive neuropathy of the optic nerve, so the patient
needs the medication during whole life. As this disease Because it is a disease
that usually strikes the elderly population, the treatment may present problems
as its interruption by the high cost of the medication, by the forgetfulness factor
and loss on application of eye drops. Among the various active principles to
control intraocular pressure (IOP) the timolol, a beta adrenergic blocker, is one
of the most used. The aim of this work was the use of silicone as polymer matrix
for the development of an ophthalmic device to release diluted and continuous
daily timolol doses for glaucoma treatment. Additives to improve the kinetics
release of timolol have been tested, having been elected the formulation with

5% isopropyl myristate, resulting in timolol release up to 30 days.

Keywords: Glaucoma, timolol, delivery system, silicone
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