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RESUMO

O OphthalMimic € um dispositivo impresso em 3D que simula condigdes oculares humanas
com fluxo lacrimal artificial, uma area de cul-de-sac, uma pélpebra mével e uma superficie para
interagir com formulagcdes oftalmicas. Todos os testes realizados até entdo utilizaram
membranas poliméricas empregando uma taxa continua de fluxo de lagrima artificial de 1
mL/min por 5 minutos. Neste estudo, foram implementadas variagcdes de protocolo em relagéo
ao tempo de aplicacdo e fluxo de lagrimas simulado para aumentar a discriminacdo do teste e,
consequentemente, obter resultados de desempenho confidveis. Os novos protocolos
incorporaram as formulagbes de fluconazol a 0,2% previamente avaliadas (PLX16 e
PLX16CS10) e novas formulagdes de moxifloxacino a 5%, uma formulagdo convencional e
uma microemulsdo (CONTROLE e NEMOX), respectivamente. A primeira tentativa foi
estender a duracdo do teste diminuindo a taxa de fluxo em 50%. Além disso, um periodo de
aplicacdo prévia ao fluxo para permitir a interacdo da formulagdo com a membrana também foi
incluido. Esta abordagem avaliou a resisténcia da formulacdo por até 9 minutos de fluxo
continuo, apos uma pré-aplicacdo estatica de 1 minuto em uma base de membrana polimérica
selecionada. Esta avaliacdo foi repetida utilizando o modelo OphthalMimic com uma
membrana hibrida a base de hidrogel para comparacdo, a qual incluiu condicbes de fluxo
adicionais. Os resultados indicaram que a utilizacdo do protocolo 1+9 com a membrana
polimérica tornou viavel prolongar a duracdo do teste, aumentando assim o potencial de
discriminacdo do dispositivo e permitindo uma melhor compreensdo do desempenho da
formulacdo. Além disso, com a membrana de hidrogel, a incorporacdo de uma pré-aplicacédo
estatica de 1 minuto pareceu ser mais adequada para testar nanossistemas, fornecendo tempo
adicional para a formulacéo interagir com a membrana antes de iniciar o fluxo. Em concluséo,
as condicdes do protocolo e a base da membrana devem ser pré-avaliadas considerando as
principais caracteristicas das formulacdes, como mucoadesividade, viscosidade e presenca de
estruturas coloidais. O dispositivo OphthalMimic demonstrou mais uma vez ser um meétodo
versatil para avaliar o desempenho de formulacGes de medicamentos oftalmicos, com potencial

para reduzir o uso de animais em experimentacéo.

Palavras-chave: Dispositivo impresso em 3D; drug delivery; OphthalMimic; Membrana
polimérica; Hidrogel; Tempo de retencdo.



ABSTRACT

The OphthalMimic is a 3D-printed device that simulates human ocular conditions with artificial
lacrimal flow, a cul-de-sac area, a moving eyelid, and a surface to interact with ophthalmic
formulations. All tests using the polymeric membranes used a continuous artificial tear flow
rate of 1 mL/min for 5 minutes. In here, we implemented protocol variations regarding the
application time and simulated tear flow to increase the test's discrimination and hence, reliable
performance results. The new protocols incorporated the previously evaluated 0.2%
fluconazole formulations (PLX16 and PLX16CS10) and novel moxifloxacin 5% formulations,
respectively, a conventional formulation and a microemulsion (CONTROL and NEMOX). The
first attempt was to extend the test duration by decreasing the flow rate by 50%. In addition, a
pre-flow application period to allow formulation interaction with the membrane was also
included. This approach evaluated formulation resistance for up to 9 minutes of continuous
flow, following a 1-minute static pre-application on a selected polymeric membrane base. This
evaluation was repeated using the OphthalMimic model with a hydrogel-based hybrid
membrane for comparison, which included additional flow conditions. The results indicated
that employing protocol 1+9 with the polymeric membrane made it feasible to prolong the
testing duration, thereby enhancing device discrimination potential and allowing a better
understanding of formulation performance. Moreover, with the hydrogel membrane, the
incorporation of a 1-minute static pre-application appeared to be more adequate for testing
nanosystems, providing additional time for the formulation to interact with the membrane
before initiating the flow. In conclusion, protocol conditions and base membrane must be pre-
evaluated considering formulations main characteristics, e.g. mucoadhesiveness, viscosity and
colloidal structures presence. The OphthalMimic device demonstrated once again to be a
versatile method for evaluating ophthalmic drug formulations performance with the potential

of reducing animals of experimentation.

Keywords: 3D-printed device; Drug Delivery; Ocular delivery; Polymeric membrane;

Retention time
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1 INTRODUCAO

Prolongar o tempo de residéncia de formula¢6es oftalmicas topicas € crucial para aumentar a
biodisponibilidade do farmaco e a eficécia terapéutica. Algumas formulagbes de colirios ja
incluem excipientes especificos para melhorar o tempo de residéncia, tais como agentes de
liberagédo sustentada, aumentadores de viscosidade e substancias mucoadesivas (Morrison PWJ
e Vitaliy VK, 2014). No entanto, frequentemente sdo ineficazes, uma vez que aproximadamente
95% da dose administrada é rapidamente drenada através dos ductos lacrimais devido ao piscar
dos olhos. Como resultado, apenas uma pequena fracdo da dose entra em contato com a
superficie ocular, resultando em baixa biodisponibilidade (Kevin Y. Wu et al, 2023). Os
métodos atuais utilizados para avaliar a eficacia dessas novas formulagdes, principalmente por
meio de testes in vivo e ex vivo, enfrentam desafios devido a sua natureza dispendiosa e
preocupacoes éticas relacionadas a experimentacdo animal (Meigs L., 2018). Metodologias in
vitro, como o dispositivo OphthalMimic, que emprega modelos corneais simulados, devem
demonstrar robustez para sustentar periodos prolongados de testes e ter a capacidade de avaliar
diferentes formulacGes (Barbalho GN et al., 2024a). O objetivo final de tais técnicas seria
produzir resultados comparaveis aos obtidos pelos atuais métodos in vivo, imitando de perto
cenarios de administracdo oftalmica topica. O Alcool Polivinilico (PVA) é comumente
empregado na obtencdo de membranas poliméricas por sua capacidade de fornecer resisténcia
mecanica (Patil M. et al, 2022). No entanto, a natureza hidrofilica dos compostos na membrana
pode comprometer a resisténcia necessaria para periodos de teste mais longos expostos ao fluxo
lacrimal simulado. Para replicar da forma mais fiel possivel a aplicacdo fisioldgica de
formulagdes oftalmicas tépicas in vitro, 0 nosso grupo recentemente avaliou dois tipos de
membranas completamente artificiais para simular a superficie da cornea no dispositivo
OphthalMimic: membrana polimérica (Barbalho et al., 2024a) e membrana hibrida a base de
hidrogel (Barbalho et al., 2024b). No entanto, até 0 momento, durante os testes com as
membranas, apenas uma condi¢cdo com uma taxa de fluxo continuo foi testada. Portanto, parece
plausivel ajustar os protocolos do dispositivo as capacidades da membrana para melhorar a
eficiéncia dos testes e o potencial discriminatdrio. Desta forma, neste trabalho, descrevemos a
avaliacdo de diferentes abordagens de protocolo alternativas para ambas as membranas
poliméricas e a base de hidrogel: a aplicacdo de uma condicdo pré-estatica como alternativa ao
fluxo continuo e a influéncia de uma taxa de fluxo reduzida, que foram analisadas com base no
desempenho de diferentes tipos de formulagbes, convencionais, mucoadesivas e

nanoestruturadas.



2 REVISAO LITERARIA
2.1 Olho

O olho humano é um érgdo sensorial vital para a visdo, equipado com mecanismos de
protecdo que buscam garantir sua integridade. Os mecanismos dindmicos incluem o movimento
palpebral involuntério, fluxo e drenagem lacrimal. Ademais, a cdrnea e a conjuntiva compdem
0s principais mecanismos estaticos para aplicacdo oftdlmica tdépica. Esse conjunto de
mecanismos estaticos e dindmicos afeta diretamente a biodisponibilidade de farmacos
administrados topicamente no segmento anterior do olho, uma vez que dificultam a
permeabilidade e aceleram a elimina¢do de compostos e microorganismos. Anatomicamente o
globo ocular ¢ dividido em segmento anterior e posterior. O segmento anterior é formado pelo
corpo ciliar, a iris, a pupila, o humor aquoso, a conjuntiva, a cérnea e o cristalino. O segmento

posterior € formado por esclera, coroide, retina, nervo optico, macula litea e humor vitreo.

&—————— Glandula lacrimal

Canaliculos

Saco lacrimal

Canal lacrimo-nasal
Pupila fris  Conjuntiva

Cornea

Humor aquoso Nervo dptico

Cristalino
Corpo ciliar

Segmento anterior Segmento posterior

Figura 1.Esquema representativo da drbita ocular e sistema nasolacrimal.

A homeostase do fluido pré-corneano é essencial para a saude ocular, sendo mantida
por um mecanismo de drenagem nasolacrimal dentro de uma faixa fisioldgica de 7 a 10
microlitros (uL) (Agrahari et al., 2016; Bachu et al., 2018). O olho humano apresenta uma
capacidade volumétrica finita estimada em aproximadamente 30 microlitros (uL), para

acomodar o fluido intraocular, prevenindo, assim, o extravasamento (Estlack et al., 2017;



Mishima et al., 1966). A manutengdo da homeostase ocular e a otimiza¢do da funcdo visual
dependem da renovacéo continua desse fluido, garantindo um microambiente adequado para 0s
tecidos oculares. Assim, a capacidade volumétrica reduzida do olho, juntamente com a
constante renovacgao do filme lacrimal e o reflexo de piscar, sdo elementos que influenciam
significativamente o tempo de residéncia de formulagdes oftalmicas, levando frequentemente a

uma reduzida biodisponibilidade.

2.1.1 Cobrnea

A cOrnea humana é uma estrutura transparente presente na por¢do anterior do olho que
desempenha um papel crucial na visdo. Apesar de ser a principal via de absorcdo de farmacos
oftalmicos de aplicacéo topica, as estruturas celulares altamente coesas desempenham um papel
significativo limitando a absor¢é@o de farmacos por essa via.

Composta por cinco camadas de células distintas: (I) epitélio, (1) camada de Bowman, (I11)
estroma, (1) camada de Descemet e (V) endoteélio, cada uma com suas caracteristicas e fungdes

especificas.

Tabela 1. Composigdes, estruturas e funcdes das camadas da cérnea humana
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O epitélio, a camada mais externa, apresenta células que variam em tamanho de acordo
com a profundidade. A porc¢éo superficial possui células achatadas com microvilosidades, que
auxiliam na adesdo do filme lacrimal, enquanto as porc¢des intermediaria e basal exibem células
poliédricas e cilindricas, respectivamente. A abundancia de complexos juncionais como tight
junctions, adhering junctions, gap junctions e desmossomos em diferentes niveis do eptélio
estratificado fortalece a coesdo intercelular, dificultando a transposicdo de compostos e

microorganismos (Figura 2).
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Figura 3. Camadas da coérnea humana. Imagem retirada e adaptada de Guérin LP et al, 2021 e Morrison, P. W., &
Khutoryanskiy, V. V., 2014,

A camada de Bowman, localizada logo abaixo do epitélio, € um condensado acelular
constituido de colageno tipo | e V, aléem de proteoglicanos. Sua estrutura resistente contribui
para manter o formato convexo do olho e oferece protecéo adicional. O estroma, a por¢do mais
espessa da cérnea, mantém a integridade Optica do olho. A alta organizacdo das fibras de
coldgeno e de sua matriz extracelular garantem a transparéncia e a capacidade refrativa
necessarias para a funcionalidade do 6rgdo. A camada de Descemet, uma fina membrana basal
composta por colageno tipo IV e laminina, oferece suporte estrutural a cornea e auxilia na
regulacdo do transporte de agua.

Por fim, o endotélio, a camada mais profunda, é formado por uma Unica camada de
células hexagonais densamente compactadas. Essas células, ricas em mitocondrias e

metabolicamente ativas, desempenham um papel vital na manutengdo da deturgescéncia da



cdrnea, garantindo seu estado de hidratacdo ideal. Assim, aléem dos mecanismos oculares de
protecdo dindmica, a propria complexidade estrutural da cOrnea se apresenta como um

mecanismo de protecdo estatico que dificulta a permeacdo de farmacos oftalmicos tdpicos.

2.1.2 Filme lacrimal

O olho humano é um 6rgdo sensorial equipado com mecanismos de protecdo dindmico
que buscam garantir sua integridade. Entre esses mecanismos destacam-se: o fluxo e drenagem

lacrimal, o epitélio com baixa permeabilidade e a movimentacdo palpebral involuntéaria.

Na administracédo oftalmica de farmacos, o filme lacrimal representa a barreira fisiologica
inicial que deve ser transposta para a efetiva biodisponibilidade do agente terapéutico. O filme
lacrimal é uma estrutura trilaminar fluida extremamente fina de 2-6 um de espessura, pH com
média de 7,45 e um volume de 3-10 pL que recobre toda superficie ocular. A camada lipidica
superficial apresenta uma espessura de aproximadamente 50-100 nm e é principalmente
composta por esteres de colesterol, esteres de cera e triglicerideos. Esta camada exibe uma
organizacdo estrutural duplex, onde lipidios apolares, como 0s mencionados anteriormente,
estdo localizados na interface ar-lagrima, enquanto lipidios polares anfifilicos, como
fosfolipidios e acidos graxos 6mega-hidroxila, encontram-se adjacentes a camada aquosa
mucinosa. Essa porc¢éo secretada pelas glandulas de Meibdmio, exerce uma funcdo fundamental
para a resisténcia da evaporacdo da pelicula lacrimal (DelMonte DW et al,2011; Sheppard JD.
et al., 2023).

A camada aquosa intermediaria contém imunoglobulinas, uréia, sais, glicose e proteinas
que sdo produzidas pelas glandulas lacrimais, sendo responsavel pelo aporte de oxigénio e
nutrientes a cornea. As células caliciformes conjuntivais secretam uma camada de mucina que
facilita a adesdo e a distribuicdo homogénea do filme lacrimal sobre a superficie corneal. Dessa
forma, uma das estratégias discutidas no desenvolvimento de formulacdes oftalmicas é a

inclusdo de compostos mucoadesivos com o objetivo de prolongar o tempo de permanéncia da



formulagdo por meio da interagdo desses compostos com as mucinas oculares.
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Figura 4. Representagdo esquematica das camadas que compdem o filme lacrimal.

2.1.3 Desafios no desenvolvimento de formulac6es oftalmicas

O tratamento oftalmico topico enfrenta desafios devido a presenca de barreiras
fisiologicas estaticas e dindmicas no olho humano, que protegem o 6rgao de corpos estranhos
e substancias exogenas. As barreiras estaticas (e.g., epitélio, estroma, endotélio corneano,
barreira sangue-aquosa) e dinamicas (e.g., diluicdo lacrimal, barreira conjuntival, barreira
sangue-retiniana) retardam a absorcdo passiva e reduzem o tempo de contato por aumentar a
drenagem de medicamentos oftalmicos, consequentemente diminuindo sua biodisponibilidade.
(Chrai et al., 1973, 1974; Gote V et al., 2019)

Logo apés a administracdo da formulacdo oftdlmica, observa-se uma resposta
fisiologica caracterizada pelo aumento do fluxo lacrimal, resultando em uma significativa
drenagem que praticamente elimina a formulacdo em um curto intervalo de tempo,
aproximadamente 30 minutos (Barbalho G et al.,2023). Além disso, as diferentes polaridades
das camadas do filme lacrimal, acabam retendo farmacos e veiculos que ndo possuam
caracteristicas intermediarias podendo impossibilitar até mesmo que atinjam a camada mais

superficial da cérnea.



Essas especificidades anatémicas e fisioldgicas do olho humano, acabam reduzindo o
tempo de contato, a biodisponibilidade, aumentando a drenagem da formulagdo e impondo
caracteristicas especificas para o qual farmacos oftdlmicos topicos devem apresentar para
garantir a eficacia. Além disso, como o olho comporta uma quantidade limitada de liquido
(cerca de 30uL sem extravasamento) geralmente é necessario aplicacfes frequentes e com altas
concentragdes de principio ativo (Sridhar MS et al, 2018; Awwad et al, 2017; Paulsamy et al,
2018).

Portanto, a complexidade das camadas da cornea devem ser cuidadosamente consideradas
durante o desenvolvimento de formulacdes oftalmicas tdpicas, pois afeta diretamente a eficacia
do tratamento. Para superar esses desafios, diversas estratégias, tecnologias e formulacdes
inovadoras tém sido desenvolvidas (por exemplo, nanomicelas, nanoparticulas, suspensdes,
emulsdes, dendrimeros, solugdes viscosas, solu¢cbes mucoadesivas e dispositivos oculares)
(Morrison, P. W., & Khutoryanskiy, V. V. 2014; Silva B et al., 2021). Para avaliar o
desempenho e a seguranca dessas formulagdes inovadoras, € imprescindivel a elaboracdo de

novos métodos.

2.2 Modelos animais em pesquisas oculares

Ao longo da evolucdo da pesquisa na area da saude, os animais tém desempenhado um
papel fundamental como modelos para o estudo de doencas e o desenvolvimento de novas
terapias, incluindo aqueles destinadas a doencas oculares humanas. Uma ampla gama de
espécies animais, como coelhos, porcos, camundongos, ratos e macacos, tem sido utilizada
nesses estudos devido a presenca de certas semelhancas fisioldgicas, anatémicas e patologicas
com os olhos humanos (Doke & Dhawale, 2015). Por exemplo, os coelhos sdo frequentemente
empregados em estudos de irritacdo ocular devido a sua sensibilidade semelhante a dos
humanos (OECD, 2019), enquanto os porcos sdo selecionados por possuirem um tamanho e
estrutura ocular que se assemelham aos dos humanos (Chan KY et al., 2014;Menduni F et al.,
2018). Os macacos, por sua vez, sao frequentemente utilizados em pesquisas sobre a visdo,
devido a sua visdo binocular e capacidade de discernimento de cores semelhantes as humanas,

0 que lhes confere um sistema visual de elevada complexidade (Mustari MJ et al., 2017).

Apesar da relevancia histérica dos modelos animais no avanco da pesquisa

oftalmoldgica, a busca por abordagens alternativas tem recebido crescente atengédo e apoio nos



ultimos anos (Pound & Bracken, 2014). Essa tendéncia € impulsionada por diversos fatores,
tais como preocupacdes éticas e ambientais relacionadas ao bem-estar dos animais, os elevados
custos envolvidos na aquisicdo, criagdo e manutengdo de animais em ambiente laboratorial, 0
baixo retorno sobre o investimento devido a reduzida taxa de sucesso na traducgdo para humanos

e as limitacGes cientificas inerentes aos modelos animais.

Uma das principais limitagdes dos modelos animais reside na heterogeneidade entre as
diferentes espécies. Apesar das similaridades existentes, cada espécie animal apresenta
caracteristicas fisioldégicas, metabolicas e imunoldgicas distintas que podem influenciar a
resposta a farmacos e terapias. Diferencas significativas entre as espécies podem ser
identificadas em aspectos fundamentais da fisiologia ocular, como a composi¢do do filme
lacrimal, a taxa de renovacéo celular da cdrnea, a resposta inflamatoria a estimulos externos e

a expressdo de mucina pelas células epiteliais da cornea (Leonard BC et al., 2016).

Essas disparidades podem comprometer a aplicacdo direta dos resultados obtidos em
estudos com animais na pesquisa clinica em seres humanos. Doencas oculares multifatoriais,
como o glaucoma, a degeneracdo macular relacionada a idade e a retinopatia diabética, sdo
afetadas por interacdes complexas entre fatores genéticos e ambientais (Nath M et al., 2017). A
reproducdo precisa dessas condi¢fes in vivo pode representar um desafio significativo, o que
restringe a capacidade de prever a eficacia e a seguranca de novos tratamentos em seres

humanos.

Estudos envolvendo animais frequentemente enfrentam desafios metodoldgicos que
restringem sua aplicabilidade aos seres humanos (Pound e Bracken, 2014). A diversidade de
espécies e linhagens animais, com diferentes vias metabdlicas e metabolitos, resulta em
variacOes na eficacia e toxicidade de medicamentos. Os modelos utilizados para induzir
doencas ou lesdes muitas vezes ndo refletem com preciséo as condi¢cbes humanas, e 0s regimes
de dosagem de farmacos podem nao ser adequados para a situacdo clinica humana.
Adicionalmente, a falta de padronizacdo na selecdo de animais, métodos de randomizacdo,
escolha de terapias comparativas e relato de perdas de seguimento pode comprometer a validade
dos resultados. Grupos experimentais com tamanho reduzido e poder estatistico insuficiente,
andlises estatisticas simplistas e falhas na adesdo aos principios de intencdo de tratamento

também representam desafios.

Outros fatores, como variagdes nas técnicas laboratoriais e na escolha de medidas de

desfecho de relevancia questionavel para a condigdo clinica humana, podem influenciar os



resultados sem serem devidamente reconhecidos ou reportados. Por fim, a duracdo do
acompanhamento até a determinacao do desfecho da doenca varia e pode ndo refletir a laténcia
da doenga em seres humanos. Essas questdes metodoldgicas suscitam duvidas sobre a validade
e a aplicabilidade dos resultados de estudos em animais para a pesquisa clinica em humanos.
Além disso, a realizacdo de estudos de longo prazo requer um grande nimero de animais, 0
que, aliado a variabilidade bioldgica e as condi¢des experimentais, torna os modelos in vivo
dispendiosos. Muitos estudos in vivo disponiveis apresentam problemas que impactam
diretamente os resultados, como a ma condicdo da cOrnea, a utilizacdo de doses Unicas para
avaliacdo, embora a maioria dos tratamentos exija administracdo repetida, e 0 uso de anestesia,

que pode afetar a resposta fisioldgica lacrimal.
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Figura 5. Relatério anual do uso de animais por espécie, 2008 até 2017. Pesquisa realizada em Robinson NB et al, 2019.

Conforme ilustrado na Figura 5, tem-se verificado uma reducao gradual no uso de animais em
pesquisas nos Ultimos anos. Este declinio é possivelmente atribuido as questdes previamente
mencionadas relacionadas ao uso de animais, bem como aos resultados questionaveis obtidos a

partir desses testes.

2.2.1 Modelos ex vivo e in vitro em pesquisas oculares

Nos Ultimos anos, observa-se um crescente desenvolvimento e validacdo de modelos e

métodos oftalmicos ex vivo e in vitro para avaliar a performance de farmacos. Avaliagdo essa



fundamental durante as etapas de pesquisa e desenvolvimento de novas formulagdes oftalmicas,
permitindo determinar a eficacia do produto, a posologia ideal e identificar abordagens
terapéuticas promissoras.

Os métodos ex vivo frequentemente utilizados empregam a cornea isolada ou o olho
inteiro para investigar a permeagdo de farmacos, porém ndo consideram o fluxo lacrimal, um
mecanismo de protecdo que desempenha um papel crucial na depuracgdo ocular. Essa limitacéo
pode levar a uma superestimacdo da permeacdo do farmaco, o que compromete a confiabilidade
dos resultados. No entanto, um modelo ex vivo mais recente incorpora um fluxo lacrimal (porém
sem movimento de piscagem) para simular de forma mais precisa a drenagem durante a
aplicacdo de uma formulacdo ocular (Barbalho G et al., 2023).

A auséncia do movimento palpebral em modelos ex vivo e in vitro representa outra
limitagdo significativa. O movimento dindmico das palpebras influencia diretamente a
quantidade de formulagdo que permanece em contato com a superficie ocular, aumentando a
depuracéo e consequentemente impactando a biodisponibilidade do farmaco.

Portanto, os modelos ex vivo e in vitro disponiveis apresentam limitacdes consideraveis
na reproducdo das principais barreiras de protecdo ocular, o que pode levar a uma
superestimacao da performance dos farmacos, uma vez que as formulacdes ndo sao testadas sob
condicdes que mimetizam o ambiente fisioldgico in vivo.

O avanco de modelos oftalmicos mais complexos que consideram o fluxo lacrimal, o
movimento palpebral e outras caracteristicas relevantes do olho humano é fundamental para
uma avaliacdo precisa da eficacia dos farmacos. Os modelos in vivo representam alternativas
promissoras devido ao seu custo reduzido e maior capacidade de reproducéo, sendo, portanto,
essenciais no desenvolvimento de novas formulacdes para uma compreensdo abrangente da

biodisponibilidade, eficacia e seguranca de formulacdes oftalmicas inovadoras.

2.3 Membranas poliméricas

As membranas poliméricas ja sao comumente utilizadas em diversas aplica¢fes biomédicas
para entrega de medicamentos, engenharia de tecidos, hemodialise, desenvolvimento de 6rgaos
artificiais, entre outros (Ribeiro M.H.L. et al., 2017; Radu E. et al., 2023). Polimeros
biodegradaveis sdo amplamente utilizados no desenvolvimento de novos materiais biomédicos,
incluindo cérneas artificiais (Pal K et al., 2006; Bakhshandeh H et al., 2011; Jin S. et al., 2022).

Nesse sentido, o alcool polivinil (PVA) é um polimero semicristalino sintético que possui



propriedades muito atrativas na aplicacdo biomédica e engenharia de tecidos. Sua natureza
hidrofilica, conferida pelos grupos hidroxila, associada a biodegradabilidade, baixo custo, alta
resisténcia mecanica e capacidade de formagdo de membranas, o torna um material promissor

na obtencdo de curativos, implantes e matrizes para cultivo celular (Patil M. et al., 2022).
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Figura 6. Estrutura quimica do monémero do alcool polivinil (PVA). Imagem retirada de sigmaaldrich.com.
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Figura 7. Esquema sobre as diversas composi¢des e aplica¢des do PVVA para obtencdo de biomateriais de aplicacéo terapéutica.
Imagem retirada e adaptada de Kumar A et al, 2016.
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A gelatina é obtida através da desnaturacao do colageno presente na pele e 0ssos de animais.
Sua estrutura é constituida por uma tripla-hélice peptidica com ligacdes de hidrogénio entre as
cadeias, 0 que confere grande forca e estabilidade ao material. Sendo assim a gelatina é um
material de baixo custo muito utilizado para obtencéo de hidrogéis devido a sua capacidade de

conferir resisténcia mecanica (Bigi A. et al., 2004).
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Figura 8. Formula estrutural da gelatina. Imagem retirada de Mikhailov OV et al., 2023.
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Figura 9. Trés cadeias polipeptidicas o formam uma triplice hélice de gelatina. A gelatina ¢ estabilizada pela formagéo de
ligagOes cruzadas covalentes, tanto dentro da triplice hélice de gelatina quanto entre as hélices de gelatina. Imagem retirada e
adaptada de Mikhailov OV. et al., 2023.

Poloxamer 407, também conhecidos como Pluronic® F-127, € um surfactante hidrossoluvel
ndo idnico com baixa toxicidade. Pertence a uma categoria de copolimeros sintéticos
constituido por trés blocos, onde a cadeia hidrofobica central de poli(propilenoglicol) €

flanqueada por duas cadeias hidrofilicas de poli(etilenoglicol).
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Figura 10. Formula estrutural do Poloxamer 407. Imagem retirada de sigmaaldrich.com.

As mucinas sdo glicoproteinas encontradas associadas a superficie ocular, que vem sendo
muito estudadas para melhorar biodisponibilidade de farmacos através da mucoadesdo, uma
vez que a interacdo da formulacdo com a camada de mucina resulta em uma menor remocéo da

formulacéo através dos mecanismos de protecdo ocular (Gratieri et al. 2010).



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material

Os materiais necessarios para a realizacdo do estudo foram adquiridos de diferentes
fornecedores. O fluconazol, a quitosana, o alcool polivinilico (PVA), a mucina tipo Il e o
Poloxamer® 407 foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). A gelatina foi
obtida da Vetec, localizada no Rio de Janeiro, Brasil. O carbonato de sodio foi adquirido da
Reagen (Colombo, Brasil), enquanto o cloreto de sodio e o cloreto de calcio foram adquiridos
da Dinamica (S&o Paulo, Brasil). A moxifloxacino foi fornecida pela Eurofarma (S&o Paulo,
Brasil). O oleato de etila e 0 Cremophor® EL foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha)
e 0 Plurol® Oleique foi fornecido pela Gattefossé (Lyon, Franca). A acetonitrila e metanol de
grau de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foram adquiridos da J.T. Baker
(Phillipsburg, NJ, EUA). A agua ultrapurificada da Merck Millipore, (lllkirch-Graffenstaden,

Franca) foi utilizada para todas as analises realizadas.

3.2 Producgdo das membranas poliméricas e hibrida baseada em hidrogel

As membranas poliméricas foram preparadas pela técnica de casting, utilizando uma
combinacdo de alcool polivinilico (PVA), gelatina tipo A, mucina suina tipo 1l (0,5%) e
Poloxamer® 407 (1,0%), conforme método descrito por (Barbalho G.N. et al, 2024a).
Membranas hibridas a base de hidrogel foram sintetizadas utilizando metacrilato de gelatina e
metacrilato de mucina por meio de fotopolimerizacdo, seguindo procedimento descrito por
(Barbalho GN. et al, 2024b).

3.3 Quantificacéo e preparacdo das formulacdes

Para a analise foram utilizados dois grupos de formulacées distintas: (i) uma formulacéo
mucoadesiva composta por 16% de poloxamero, 0,2% de fluconazol e 1,0% de quitosana
(PLX16C10) em comparacdo com uma formulacdo convencional composta por 16% de
poloxamero e 0,2% de fluconazol (PLX16); e (ii) uma formulacdo de microemulsdo composta
de moxifloxacino 5% com poloxamer 5% (NEMOX) em comparacdo com um controle de
propilenoglicol 50% com 5 % depoloxamer e 5% de moxifloxacino (CONTROL). Ambos o0s
géis de Fluconazol 0,2% foram preparados solubilizando 16% de poloxamer em agua e um

contendo 1,0% de quitosana, seguindo as instrugdes de (Gratieri et al., 2011). O fluconazol foi



analisado a 210 nm, com um volume de injecdo de 20 pL em sistema isocratico utilizando
acetonitrila, metanol e agua (15:5:80) como fase mével. A vazdo foi de 0,8 mL/min, e uma
coluna C18 (150 x 4,6 mm, 5 um, Supelco Discovery BIO Wide-Pore) foi usada com a
temperatura ajustada em 40°C.

A microemulsdo de moxifloxacino foi preparada com uma combinacéo de surfactante e
(Cremophor® EL e Plurol® Oleique, 4:1 p/p) dissolvidos na fase oleosa, seguida pela adi¢éo da
fase aquosa sob agitacdo continua a 1.000 rpm em temperatura ambiente. O preparo foi
finalizado com a adigé@o de 5% de poloxamer sob refrigeracdo, conforme descrito por (Cardoso
et al., 2022). Um controle aquoso de propilenoglicol a 50% com 5% de poloxamer foi preparado
solubilizando moxifloxacino a 5%. O moxifloxacino foi analisada utilizando uma coluna de fase
normal pporasil (10 um, 125 A, 3,9 mm x 300 mm, Cambridge, EUA). A fase movel consistiu
em uma mistura de solvente A (acido fosforico 0,01 M) e solvente B (metanol) na proporgéo de
24:76 (v/v). A analise foi realizada a uma vazéo de 0,8 mL/min, com um volume de inje¢éo de
amostra de 25 pL. A temperatura da coluna foi mantida a 40°C, e a deteccdo UV foi realizada a
290 nm.

3.4 Variando as condicdes de testagem no dispositivo OphthalMimic

Os testes de resisténcia foram realizados aplicando 300 puL. de cada formulagao. A
solucdo lacrimal artificial foi preparada conforme descrito por (Miyazaki et al., 2001), contendo
NaHCO3 0,2%, NaCl 0,67% e CaCl2 0,008%. Os testes foram realizados em dois tipos de
membrana: uma membrana polimérica e uma membrana hibrida a base de hidrogel preparada
conforme item 3.2. Como a membrana de hidrogel € mais resistente que a polimérica, sé foi
possivel incorporar a palpebra artificial nos testes de hidrogel (Figura 11). No aparelho, o
movimento angular da plataforma (variando de 0° a 50°) faz com que a palpebra artificial se
mova a uma frequéncia de 32 movimentos por minuto, imitando o piscar natural. O fluido
coletado durante o teste foi examinado para analise. As condicdes de teste variaram de acordo

com a Tabela 2.
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Figura 11. Representagdo esquematica ilustrando o processo de lavagem realizado pelo Dispositivo OphthalMimic. O processo
envolve a aplicagdo de uma formulagéo acima da membrana, um periodo de descanso de um minuto e o inicio do processo de
lavagem utilizando fluxo de lagrima artificial por 4 ou 9 minutos, com ou sem a utilizagdo de palpebra artificial.

Para melhorar a interacdo entre a formulacdo e a membrana, o fluxo lacrimal continuo
foi iniciado apds 1 minuto da aplicacdo da formulacdo. A condi¢do de 1 minuto sem fluxo
seguido de 4 minutos de fluxo foi testada com taxas de fluxo regulares e reduzidas. A mesma
condicdo de pre-aplicacéo estatica de 1 minuto seguida de 9 minutos de fluxo continuo de 0,5

mL/min foi avaliada em ambas as membranas com formulac6es de fluconazol e moxifloxacino.

Tabela 2. Protocolo com variag@es de fluxo, membrana e formulagdes testadas no dispositivo OphthalMimic.

Duracdo Fluxo (mL/min) ~ Membrana Formulagao
testada
1 min de contato
sem fluxo + 1 Polimérica PLX16
i PLX16C10
4 min com fluxo
1 min de contato
s PLX16
sem fluxo + 0.5 Polimérica oL X16C10
4 min com fluxo
i PLX16
1 min de contato
sem fluxo + 0.5 Polimérica PLX16C10
9 min com fluxo ' CONTROL
NEMOX
i PLX16
1 r;]elrr‘:]qf?u(;(oonf‘to 0 5 HidrO el PLX16C].O
' g CONTROL

9 min com fluxo NEMOX




3.5 Andlise estatistica

A analise dos dados foi realizada no software GraphPad Prism®, versdo 9.0.0 (San
Diego, CA, EUA), pelo método t-test. A hipdtese nula foi rejeitada com seguranca a um nivel
de significancia de p < 0,05.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados de publicacdes anteriores, a membrana polimérica
contendo gelatina (2,5% p/v), PVA (10% p/v) e uma combinacdo de poloxamer e mucina na
proporcao de 2:1 (m/m) apresentou melhor resisténcia de acordo com os testes de propriedades
mecanicas, incluindo capacidade de intumescimento, alongamento minimo e deformacao.
Portanto essa membrana polimérica foi escolhida para realizar as seguintes variacOes de
protocolo em relacédo ao fluxo e tempo no dispositivo OphthalMimic. A membrana polimeérica é
uma membrana seca de camada Unica que contém mucina em sua composi¢cdo para simular a
superficie da cornea.

Nossos resultados anteriores mostraram que a membrana é adequada para avaliar
formulagdes que possuem compostos mucoadesivos em sua composicdo. No entanto, para
melhorar ainda mais a capacidade do teste em diferenciar formulacées com uma propriedade
mucoadesiva mais discreta, como formulacGes nanoestruturadas, propusemos variacfes de
protocolo que poderiam melhorar o tempo de contato da formulagdo com a membrana (Singh M
et al., 2020). Os resultados apresentados na Figura 12a e b mostram que a diminuicdo do fluxo
lacrimal simulado de 1,0 para 0,5 mL/min realmente melhorou o poder de discriminacdo do
dispositivo, fornecendo um valor de p menor para este Gltimo. A vazdo reduzida também
permitiu uma duracdo de teste mais longa de 9 minutos, reduzindo o estresse ha membrana
(Figura 12c).
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Figura 12. Porcentagem de FLU drenada no dispositivo OphthalMimic para as formulagdes PLX16% e PLX16C1.0%
utilizando a membrana polimérica. A) 1 minuto de contato com a membrana sem fluxo, seguido por 4 minutos de fluxo lacrimal
continuo a uma taxa de 1 mL/min. B) 1 minuto de contato com a membrana sem fluxo, seguido por 4 minutos de fluxo lacrimal
a uma taxa de 0,5 mL/min. C) 1 minuto de contato com a membrana sem fluxo, seguido por 9 minutos de fluxo lacrimal a uma
taxa de 0,5 mL/min. A analise estatistica utilizando t-test confirmou diferencas significativas entre as formulagdes. *p < 0,05;
**p <0,01.

O periodo de teste prolongado levou a mesma diferenca estatistica, mas a diferenca
entre as quantidades absolutas drenadas foi maior, o que poderia indicar um melhor
comportamento discriminatorio. O protocolo de repouso da formulagédo por 1 minuto sem fluxo
na superficie da membrana e posterior aplicacdo de um fluxo lacrimal simulado de 0,5 mL/min
por 9 minutos foi entdo aplicado para avaliar o tempo de residéncia do fluconazol das
formulagdes PLX 16 e PLXC10 utilizando a membrana a base de hidrogel (Figura 13).
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Figura 13. Porcentagem de FLU drenada no dispositivo OphthalMimic utilizando membrana de hidrogel com pélpebra
artificial. A analise estatistica utilizando t-test confirmou diferencas significativas entre as formulacdes. *p < 0,05; **p < 0,01.

Como afirmado anteriormente, como a membrana de hidrogel € mais resistente que
a polimérica, a palpebra artificial também poderia estar presente, simulando o movimento de
piscar. Surpreendentemente, o dispositivo ndo foi capaz de diferenciar mais entre as duas
formulagdes (p>0,05). Por um lado, o movimento de piscar melhorou a interagcdo entre a

formulacdo controle (PLX 16) e a membrana base, diminuindo sua drenagem de 65,27 +11,06%



para 54,75 + 8,79%. Por outro lado, 0 mesmo movimento de piscar foi responsavel por promover
uma maior drenagem da formulacdo mucoadesiva. A drenagem aumentou de 37,95 + 8,07%
para 51,50 + 6,16%. A explicacdo mais plausivel para esse efeito € a diferenca de viscosidade
das formulac6es. Assim, em um experimento anterior avaliando a membrana base de hidrogel
submetida a um fluxo lacrimal continuo por 10 minutos com uma taxa de 1,0 mL/min, também
com movimento palpebral, a drenagem da formulacéo controle foi comparéavel a obtida com a
condigdo atual de 1 + 9 min, PLX16 72,01 + 3,57% e a drenagem da formulagéo PLX16C10
também aumentou para 64,73 + 3,46%, mas o protocolo ainda foi capaz de diferenciar ambas as
formulacgdes (p = 0,0062) (Barbalho GN et al, 2024b).

Os resultados atuais indicam que, para formulagbes com diferentes viscosidades,
pode ser necessario ajustar as quantidades de formulacdo aplicada. De fato, a comparacdo do
mesmo protocolo utilizando membranas diferentes com formulagdes diferentes (uma
convencional (CONTROLE), a outra microestruturada (NEMOX)), mas com viscosidades
aparentes similares, mostra que ambas as membranas, poliméricas e baseadas em hidrogel, sdo

capazes de diferenciar as formulacgdes (figura 14 b).
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Figura 14. Porcentagem de drenagem de MOX no dispositivo OphthalMimic. A) Drenagem de MOX utilizando a membrana
polimérica M3 sem pélpebra artificial. B) Drenagem de MOX utilizando membrana de hidrogel com pélpebra artificial. A
andlise estatistica utilizando t-test confirmou diferencas significativas entre as formulagées. *p < 0,05; **p < 0,01.

O aumento da complexidade e capacidade de intumescimento do hidrogel trilamelar,
juntamente com a presenca do movimento palpebral, intensifica a interacdo da base com o
microssistema, reduzindo assim a quantidade drenada em comparacdo com a membrana
polimérica. Como o protocolo baseado em hidrogel adiciona a simulacao do efeito de piscar, ele
replica com mais precisdo o processo fisioldgico. Por outro lado, o protocolo baseado em filme
polimérico com tempo prolongado e fluxo menor também diferencia as formulacGes e pode

representar uma Otima opg¢do, oferecendo mais praticidade aos testes. A inclusdo dessa



abordagem de aplicacdo pré-estatica também pode melhorar a avaliagdo de nanossistemas, como
microemuls@es, lipossomas e outros. S0 necessarias pesquisas adicionais para fundamentar esta

proposta.

5 CONCLUSAO

Neste estudo, foram implementadas variagfes de protocolo utilizando o dispositivo
OphthalMimic. O protocolo que inclui uma pré-aplicacdo estatica de 1 minuto, seguida por 9
minutos de um fluxo lacrimal simulado continuo mais baixo, demonstrou maior capacidade de
discriminacdo do dispositivo ao avaliar diferentes formulagGes. A viscosidade da formulagéo
mostrou-se um fator relevante na selecdo do protocolo, no qual formulagdes com viscosidade
semelhante podem ser analisadas com o protocolo da membrana mais complexa baseada em
hidrogel, que inclui um movimento simulado das palpebras.

Ademais, o protocolo baseado em membrana polimérica, com tempo prolongado e
menor fluxo lacrimal simulado, oferece uma abordagem mais pratica, permitindo uma triagem
rapida de diferentes formulacdes, o que aumenta a eficiéncia da pesquisa e desenvolvimento,
reduzindo custos e 0 numero de animais utilizados em experimentacdo. Essa vantagem € de
grande importancia para o desenvolvimento de novas formulagdes e para investigacoes

regulatorias.
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