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RESUMO

Olho seco é uma doenca multifatorial da superficie ocular caracterizada pela perda da
homeostase do filme lacrimal e geralmente estd acompanhada de sintomas oculares.
A doenca afeta milhdes de pessoas em todo mundo, € um dos motivos mais comuns
para consulta com médico oftalmologista e o tratamento convencional utiliza colirios
lubrificantes ou lagrimas artificiais, que podem ser eficazes em casos leves e
moderados. O objetivo deste estudo foi avaliar a presenga de macro e microelementos
em colirios lubrificantes utilizados no tratamento da doenc¢a do olho seco no Brasil.
Apos digestdo em sistema aberto, as concentracdes de Al, As, Ba, Cd, Co, Cu, Cr,
Pb, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Se, V e Zn foram determinadas em 19 amostras de colirios
lubrificantes utilizando a técnica de Espectrometria de Emiss&o Optica com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP OES). Os valores do limite de deteccao (LOD) e limite
de quantificacdo (LOQ) para os elementos quantificados foram, respectivamente: Al
(0,0363 ug/g, 0,1211 pg/g), As (0,0036 ug/g, 0,0121 pg/g), Ba (0,0003 ug/g, 0,0010
pg/g), Cd (0,0005 ug/g, 0,0018 pg/g), Co (0,0010 pg/g, 0,0033 ug/g), Cr (0,0011 pg/g,
0,0037 pg/g), Cu (0,0020 pg/g, 0,0067 pg/g), Fe (0,0065 pg/g, 0,0217 ug/g), Mg
(0,0017 pg/g, 0,0057 pg/g), Mn (0,0002 ug/g, 0,0007 ug/g), Mo (0,0006 pg/g, 0,0019
pg/g), Ni (0,0011 pg/g, 0,0038 ug/g), Pb (0,0050 pg/g, 0,0168 pg/g), Se (0,0045 ug/g,
0,0149 ug/g), V (0,0010 pg/g, 0,0032 pg/g) e Zn (0,0016 pg/g, 0,0052 pg/g). Os
elementos Al (2,382 ug/g), As (0,204 ug/g), Ba (0,056 pg/g), Cd (0,051 pg/g), Co
(1,085 pg/g), Cr (0,020 ug/g), Cu (0,023 ng/g), Fe (0,453 ug/g), Mg (24,284 ug/g), Mn
(0,014 pg/g), Mo (0,046 ug/g), Ni (0,071 pg/g), Pb (0,049 ug/g), Se (0,365 ug/g), V
(0,083 pg/g) e Zn (0,552 pg/g) apresentaram os maiores valores de concentracées.
Além disso, as concentracfes foram comparadas com 0s niveis estabelecidos pela
Farmacopeia Brasileira (FB) e diretriz ICH Q3D (R2) do Conselho Internacional para
Harmonizacédo de Requisitos Técnicos para Medicamentos para Uso Humano (ICH)
para via parenteral. A exposicao diaria pela instilacdo de colirio foi comparada com a
exposicao diaria permitida parenteral (PDE) definida na diretriz ICH Q3D (R2). Em
relacdo a via parenteral, a concentracdo de As (5 amostras) e Cd (3 amostras) foi
superior as permitidas pela FB. Duas amostras apresentaram concentragao de As e

Cd acima do limite permitido pela FB na via parenteral. O teor de Co em uma amostra



foi superior ao valor de concentracdo permitida pela diretriz ICH Q3D (R2) na via
parenteral. Com base na diretriz ICH Q3D (R2), os valores das exposicdes dos
elementos quimicos As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mo, Ni, Pb, Z e V estavam abaixo do limite
estabelecido pela diretriz ICH Q3D (R2) na via parenteral. No entanto, a exposi¢ao a
curto ou longo prazo a este tipo de medicamento contendo niveis elevados destes
elementos representa um risco para a saude. A presenca de macro e microelementos
em colirios € um alerta as agéncias reguladoras de diversos paises para que sejam

realizados controles e fiscalizacoes.

Palavras-chave: colirios lubrificantes; doenca do olho seco; metais pesados;
macroelementos; microelementos.



ABSTRACT

Dry eye is a multifactorial disease of the ocular surface characterized by loss of tear
film homeostasis and is usually accompanied by ocular symptoms. The disease affects
millions of people around the world, it is one of the most common reasons for
consulting an ophthalmologist and conventional treatment uses lubricating eye drops
or artificial tears, which can be effective in mild and moderate cases. The objective of
this study was to evaluate the presence of macro and microelements in lubricating eye
drops used to treat dry eye disease in Brazil. After digestion in an open system, the
concentrations of Al, As, Ba, Cd, Co, Cu, Cr, Pb, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Se, V and Zn
were determined in 19 samples of lubricating eye drops using the technique of
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP OES). The limit of
detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) values for the quantified elements
were, respectively: Al (0.0363 pg/g, 0.1211 pg/g), As (0.0036 ug/g, 0.0121 ug/g), Ba
(0.0003 pug/g, 0.0010 pg/g), Cd (0.0005 pg/g, 0.0018 ug/g), Co (0.0010 upg/g , 0.0033
Mg/g), Cr (0.0011 pg/g, 0.0037 pg/g), Cu (0.0020 pg/g, 0.0067 ug/g), Fe (0.0065 ug/g
g, 0.0217 pg/g), Mg (0.0017 pg/g, 0.0057 pg/g), Mn (0.0002 pg/g, 0.0007 pg/g), Mo
(0.0006 ug /g, 0.0019 ug/g), Ni (0.0011 pg/g, 0.0038 pg/g), Pb (0.0050 ug/g, 0.0168
ug/g), Se (0.0045 ug/g, 0.0149 ug/g), V (0.0010 pg/g, 0.0032 pg/g) and Zn (0.0016
pg/g, 0.0052 ug/g). The elements Al (2.382 ug/g), As (0.204 pg/g), Ba (0.056 pg/g),
Cd (0.051 pg/g), Co (1.085 pg/g), Cr (0.020 pg/g), Cu (0.023 ug/g), Fe (0.453 pg/g),
Mg (24.284 ug/g), Mn (0.014 pg/g), Mo (0.046 pg/g), Ni (0.071 pg/g), Pb (0.049 ug/g),
Se (0.365 ug/g), V (0.083 ug/g) and Zn (0.552 ug/g) presented the highest
concentration values. Furthermore, concentrations were compared with the levels
established by the Brazilian Pharmacopoeia (FB) and ICH Q3D (R2) guideline of the
International Council for Harmonization of Technical Requirements for Medicinal
Products for Human Use (ICH) for parenteral use. Daily exposure from eye drop
instillation was compared with the parenteral permitted daily exposure (PDE) defined
in the ICH Q3D (R2) guideline. Regarding the parenteral route, the concentration of As
(5 samples) and Cd (3 samples) was higher than those allowed by FB. Two samples
showed concentrations of As and Cd above the limit allowed by FB in the parenteral

route. The Co content in a sample was higher than the concentration value allowed by



the ICH Q3D (R2) guideline in the parenteral route. Based on the ICH Q3D (R2)
guideline, exposure values for the chemical elements As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mo, Ni,
Pb, Z and V were below the limit established by the ICH Q3D (R2) guideline via the
parenteral route. However, short or long-term exposure to this type of medicine
containing high levels of these elements represents a health risk. The presence of
macro and microelements in eye drops is a warning to regulatory agencies in several
countries to carry out controls and inspections.

Keywords: dry eye disease; lubricating eye drops; heavy metals; macroelements;
microelements.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as condicdes
oculares que normalmente ndo causam deficiéncia visual, como o olho seco, nao
devem ser negligenciadas (WHO, 2019). Por isso, varios paises tém buscado a
prevencao e o tratamento desta doenca (TCHEGNON et al., 2021).

A doenca do olho seco (DED, do inglés, dry eye disease), também chamada
de sindrome do olho seco, sindrome da disfun¢do lacrimal ou ceratoconjuntivite,
uma doenca multifatorial da superficie ocular caracterizada pela perda da homeostase
do filme lacrimal (GOLDEN; MEYER; PATEL, 2022; SIMSEK et al., 2018) e
geralmente esta acompanhada de sintomas oculares (WILLCOX et al., 2017).

Diversas etiologias podem contribuir para o desenvolvimento da DED, como
idade, sexo, doengas oculares ou sistémicas, fatores sociodemogréficos, condicbes
ambientais e causas iatrogénicas (uso de medicamentos ou cirurgias) (GOLDEN;
MEYER; PATEL, 2022; RIBEIRO, 2019).

O diagnostico da DED é realizado a partir da identificacdo dos sintomas e
exames clinicos (KANNAN et al., 2023; MESSMER, 2015; WOLFFSOHN et al., 2017)
e o tratamento convencional utiliza colirios lubrificantes ou lagrimas artificiais, que
podem ser eficazes em casos leves e moderados (DOGRU et al., 2013; FONSECA,
ARRUDA; ROCHA, 2010).

O tratamento com colirios lubrificantes é considerado seguro, mas pode
causar efeitos colaterais nas pessoas (BOYD, 2022; PUCKER; NG; NICHOLS, 2016).
Além disso, os colirios utilizados na DED podem conter conservantes na sua férmula,
a fim de evitar a contaminacéo de bactérias nos frascos apés a abertura (GOLDSTEIN
et al., 2022).

O uso crdnico de colirios com conservantes pode causar danos significativos
aos tecidos oculares (GOLDSTEIN et al., 2022; NISHIWAKI-DANTAS, 1999). Por
outro lado, os colirios lubrificantes sem conservantes podem diminuir os efeitos de
irritacdo e toxicidade ocular, mas sdo caros e o frasco € de dificil manuseio,
principalmente para pacientes idosos (BAUDOUIN et al., 2010; JONES et al., 2017).

Nos colirios podem existir impurezas elementares (IEs), contaminantes que
podem ter sido adicionados de forma intencional, por meio de reagente e

catalisadores, ou surgir naturalmente devido a contaminacdo ambiental dos
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excipientes ou da substancia ativa que compde a formulacdo do medicamento (SILVA,
2018).

Os niveis aceitaveis de macro e microelementos em produtos farmacéuticos
sdo definidos pelas agéncias reguladoras, considerando os dados de avaliagcdo
toxicolégica para diferentes tipos de exposicdo, de modo que 0S riscos nao
sobreponham aos beneficios terapéuticos (BRASIL, 2019; CHAWLA et al., 2020;
EMA, 2018; ICH, 2022; LI et al., 2015; NAGESWARA; KUMAR, 2007; USP, 2017).

Nesse contexto, alguns paises possuem farmacopeias que estabelecem
parametros de qualidade e métodos de andlise de insumos e medicamentos (BRASIL,
2019; KAMEYAMA et al., 2019; WHO, 2022). Porém, na auséncia de informac¢des em
suas farmacopeias, alguns paises recorrem as orientacdes da diretriz harmonizada
para IEs (ICH Q3D), que séo estabelecidas pelo Conselho Internacional para
Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para Medicamentos para Uso Humano (ICH)
(BRASIL, 2016; CANADA, 2016; EMA, 2018).

A diretriz ICH Q3D, atualmente na verséo 2 (R2), apresenta um processo para
avaliar e controlar as IEs presentes em medicamentos administrados na via oral,
parenteral e inalatoria, ou seja, estabelece as concentracfes permitidas de impurezas
em medicamentos, substancias medicamentosas e excipientes (ICH, 2022;
SANDERSON; WHITECOTTON, 2022; SILVA, 2018) e os limites de Exposicao Diaria
Permitida (PDE) para elementos que exige preocupacédo toxicolégica. Porém, até o
momento, ndo foram estabelecidos os valores de limite de concentracéo e exposi¢ao
diaria para elementos quimicos administrados pela via oftdlmica (BRASIL, 2019; ICH,
2022; USP, 2017).

Estudos relatam que os macro e micro elementos desempenham um papel
importante na patogénese de diversos disturbios oftalmolégicos, como glaucoma
(BOCCA et al., 2020; LEE et al., 2016; WONG et al., 2007), degeneracdo macular
relacionada a idade (DMRI), (ABERAMI et al., 2019; JUNEMANN et al., 2013; PARK
et al., 2015), catarata (DOLAR-SZCZASNY et al., 2019; GARNER et al., 2000) e DED
(CHEN; CHEN; LAI, 2022; CHOI et al., 2020; CHUNG; MYONG, 2016; JUNG,; LEE,
2019; LIOU et al., 2022). No entanto, sdo escassos 0s estudos clinicos sobre a
toxicidade de macro e microelementos em colirios com e sem conservantes.

Motivado pelos resultados dos estudos publicados nas referéncias (ABERAMI
etal., 2019; BOCCA et al., 2020; CHEN; CHEN; LAI, 2022; CHOI et al., 2020; CHUNG;
MYONG, 2016; DOLAR-SZCZASNY et al., 2019; GARNER et al., 2000; JUNEMANN
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et al., 2013; JUNG,; LEE, 2019; LEE et al., 2016; LIOU et al., 2022; PARK et al., 2015;
WONG et al., 2007) que demonstraram que 0s potenciais riscos a saude ocular podem
estar relacionados a presenca de metais pesados, é importante verificar se existe
macro e microelementos toxicos nos colirios lubrificantes utilizados no tratamento da
DED.

Nosso estudo visa avaliar pela primeira vez a presenca de aluminio (Al),
arsénio (As), bario (Ba), cadmio (Cd), cobalto (Co), cromo (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe),
magnésio (Mg), manganés (Mn), molibdénio (Mo), niquel (Ni), chumbo (Pb), selénio
(Se), vanadio (V) e zinco (Zn) em colirios lubrificantes com e sem conservantes
utilizados no tratamento da doenca do olho seco no Brasil. Além disso, os teores dos
elementos quimicos nas amostras de colirios estudadas foram comparados com 0s
valores limites de concentracdo de impurezas elementares estabelecidos pela
Farmacopeia Brasileira (FB) (BRASIL, 2019) e ICH Q3D (R2) e os valores da
exposicao diaria pela instilacdo de colirios foram comparados com os PDEs
recomendados pela ICH Q3D (R2) (ICH, 2022), na via parenteral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenca do olho seco

2.1.1 Defini¢éo e classificagdo

De acordo com o relatorio de 2017 do Workshop de filme lacrimal, superficie
ocular e olho seco (TFOS DEWS IlI), o olho seco é uma doenca multifatorial da
superficie ocular caracterizada pela perda da homeostase do filme lacrimal e esta
acompanhada de sintomas oculares, na qual a instabilidade e hiperosmolaridade do
filme lacrimal, inflamacdo e danos da superficie ocular e anormalidades
neurosensoriais desempenham papéis etiolégicos (CRAIG et al., 2017; GOLDEN;
MEYER; PATEL, 2022; MARSHALL; ROACH, 2016; SIMSEK et al., 2018; WILLCOX
et al., 2017).

A DED pode ser classificada em duas categorias: deficiéncia aquosa e
evaporativa, sendo que as pessoas podem apresentar uma combinagdo dessas
categorias (BRON et al., 2014; GOLDEN; MEYER; PATEL, 2022; JONES et al., 2017).

A DED por deficiéncia aquosa é caracterizada pela producao inadequada de
lagrimas causada por doencas, inflamacdo e/ou disfuncdo da glandula lacrimal,
obstrucdo da glandula lacrimal, uso de medicamentos sistémicos que afetam a
producédo de lagrimas ou sindrome de Sjogren (primaria ou secundaria). A sindrome
de Sjogren € uma doenca inflamatdria autoimune cronica caracterizada pela
diminuicao da funcao lacrimal e das glandulas salivares, com consequente secura dos
olhos e da boca (GOLDEN; MEYER; PATEL, 2022; PERTOVAARA et al., 1999;
RAMOS-CASALS; TZIOUFAS; FONT, 2005). A DED evaporativa é caracterizada pelo
aumento da evaporacao do filme lacrimal e por uma deficiéncia na porcao lipidica do
filme lacrimal. A quantidade de lagrimas produzidas é normal, mas a qualidade das
lagrimas causa evaporacdo excessiva. Esta alteracdo geralmente é causada por
disfuncdo da glandula meibomiana (GOLDEN; MEYER; PATEL, 2022). Ressalta-se
que a DED evaporativa é mais comum que a aquosa (CRAIG et al., 2017).

2.1.2 Fisiologia

A lagrima é produzida pelas glandulas lacrimais, cobre a superficie ocular e a
mantém lubrificada, protege o olho do meio ambiente, mantém a superficie lisa para
refracdo da luz e preserva a saude da cornea e conjuntiva (DARTT; WILLCOX, 2013).

Na sua composicdo é possivel encontrar lipidios, proteinas, mucinas e eletrélitos, que
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Sao essenciais para manter a integridade da superficie ocular (WILLCOX et al., 2017).
ApoOs um piscar, as lagrimas se espalham na superficie ocular formando o filme
lacrimal, que favorece a visdo clara e mantém a saude e a renovacao das células da
superficie ocular (LEMP, 2008).

O filme lacrimal é composto por 3 camadas: mucina, aquosa e lipidica (Figura
1). A camada de mucina € a camada mais interna do filme lacrimal, produzida
predominantemente por células caliciformes conjuntivais e sua principal funcéo é
proporcionar estabilidade e fixar as lagrimas a cornea (FONSECA; ARRUDA; ROCHA,
2010; O’'NEIL et al., 2019). A camada intermediaria, aquosa, mais espessa do filme
lacrimal, € produzida pelas glandulas lacrimais, localizadas nas Orbitas, e pelas
glandulas lacrimais acessorias (glandulas de Krause e Wolfring) na conjuntiva, sua
funcédo é hidratar, proteger e nutrir a superficie ocular. Em certas condic¢des, o uso de
lentes de contato pode diminuir a sensibilidade das terminacdes nervosas na
superficie ocular e ocasionar uma diminuicdo da secrecdo aquosa reflexa. Esta
reducdo no lacrimejamento reflexo é suficiente para causar sensacdes de olho seco.
A camada lipidica, localizada na parte externa do filme lacrimal, € produzida pelas
glandulas meibomianas das péalpebras e tem a funcéo de reduzir a evaporacdo das
lagrimas (BROWN; ADDISON, 2017). Quando a camada lipidica esta alterada, devido
a distarbios das glandulas meibomianas, pode aumentar a evaporacao da lagrima
(WILLCOX et al., 2017) e, quanto maior a evaporagéo, maior o desconforto ocular e
os sintomas de DED (RIBEIRO, 2019).

Figura 1 - Camadas do filme lacrimal.
Filme lacrimal

Camada Camada Camada
demucina aquosa lipidica

Fonte: Elaborado pelo autor.

O olho aberto esta sujeito ao ressecamento em virtude da evaporagdo da
lagrima, mas existem mecanismos que regulam a secrec¢ao e a distribuicao da lagrima

em resposta ao estresse, por exemplo, impedindo o dano. Quando esses mecanismos
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falham, ocorre a DED e isso vai causar a instabilidade do filme lacrimal,
hiperosmolaridade e irritacdo da superficie ocular. Aléem disso, inicia varias reacdes
inflamatorias que vao caracterizar a doenca (BRON et al., 2017).

Ressalta-se também que a DED pode ser considerada ndo s6 pela falta de
guantidade suficiente das lagrimas, mas também quando a qualidade esté alterada
(BRON et al., 2014).

2.1.3 Epidemiologia

A prevaléncia da DED para estudos em humanos envolvendo sintomas variou
de aproximadamente 5% a 50%. Em estudos onde o diagnostico foi baseado
principalmente nos sinais da DED, a prevaléncia foi maior que 75% em algumas
populacdes (STAPLETON et al., 2017).

Em relacdo ao sexo, a prevaléncia de DED em mulheres variou de 1,33 a 1,74
vezes em relacdo aos homens na maioria dos estudos (HAN et al., 2011; HASHEMI
et al., 2014; JIE et al., 2009; MALET et al., 2014; PAULSEN et al., 2002; TAN et al.,
2015; VISO; RODRIGUEZ-ARES; GUDE, 2009). Apesar da dificuldade de comparar
estudos diretamente devido a heterogeneidade da doenca, a DED sintomatica € mais
comum em mulheres do que em homens (STAPLETON et al., 2017).

Varios estudos também encontraram associacdo da DED com idade elevada
(GUO et al., 2010; LU et al., 2008). No entanto, ndo estd bem estabelecido como os
limiares patologicos para instabilidade lacrimal, producéo lacrimal e coloracdo da
cornea devem ser ajustados em relacao a idade (WOLFFSOHN et al., 2017).

Acredita-se que a raca possa causar confusdo nas estimativas de prevaléncia
da funcéo lacrimal anormal, pois usa os mesmos critérios de diagndsticos e faixa etaria
semelhante. Além disso, os asiaticos apresentam maior prevaléncia de instabilidade
lacrimal e manchas na superficie ocular do que os caucasianos. Essa questdo pode
estar relacionada as diferencas geograficas e/ou diferencas na suscetibilidade a
doenca entre populacdes asiaticas e outras populacdes (STAPLETON et al., 2017).

Existe uma variagdo significativa na prevaléncia da DED diagnosticada
apenas com sinais clinicos. Isto é, quando o tempo de ruptura do filme lacrimal foi
menor que 10s, a prevaléncia variou de 15,6 a 85,6%; quando se avaliou usando o
teste de Schirmer e obteve valor menor que 5mm a prevaléncia foi entre 19,9 e 37%
e quando houve coloracéo corneana (fluoresceina) maior que 1, a prevaléncia ficou
entre 5,8 e 77% (GUO et al., 2010; HAN et al., 2011; LU et al., 2008). Essas diferencas
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na prevaléncia podem ser devidas a heterogeneidade da doenca e a controvérsia de
meétodos utilizados nos diagndsticos, visto que muitas vezes os sintomas ndo sao
compativeis com os sinais da DED (BARTLETT et al., 2015). Outros fatores também
devem ser considerados como a resposta diferente & dor e a variabilidade de
respostas aos questionarios de sintomas (DRY EYE WORKSHOP, 2007).

Em relacéo a incidéncia da DED, um estudo estimou a incidéncia da DED em
uma populacédo de 43 a 86 anos da cidade de Beaver Dam (Estados Unidos) durante
10 anos e examinou sua associacao com varios fatores de risco. Neste periodo foram
realizados exames, entrevistas e coletas de informacdes sobre fatores de risco, dados
demograficos, histérico médico, uso de medicamentos e estilo de vida. Durante o
periodo de 10 anos, 482 individuos apresentaram histérico de DED com uma
incidéncia de 21,6%, que aumentou significativamente com a idade, sendo maior em
mulheres (25,0%) do que em homens (17,2%). Além disso, as pessoas com artrite,
alergia ou doenca da tireoide nao tratada com hormdnios, que usaram medicamentos
como anti-histaminicos, ansioliticos, antidepressivos, esteroides orais ou vitaminas e
tiveram pior autoavaliacdo de salde apresentaram maior incidéncia da DED (MOSS;
KLEIN; KLEIN, 2008).

No geral, a prevaléncia da DED aumenta linearmente com a idade e a
prevaléncia relacionada a sinais clinicos € maior em comparacdo com o relato de
sintomas e com o autorrelato de um diagnéstico clinico (STAPLETON et al., 2017).
Bron e colaboradores (2009) propuseram um modelo teérico de progressdo da DED
baseado na evolucao da doenca por meio de 3 estagios (inicio, compensacao reflexiva
e perda da resposta compensatéria). Este modelo sugere que a doencga pode piorar
sem intervencéo e que, no decorrer dos anos, a DED por deficiéncia aquosa pode
apresentar sinais clinicos de olho seco evaporativo e vice-versa ou a doenca pode
estabilizar numa determinada fase. Por outro lado, outro estudo relata que nem todos
os casos da DED é progressivo. Ao determinar a taxa e os fatores de risco para um
aumento do desconforto ocular seco e o impacto social do desconforto ocular nos
participantes por meio de registros médicos e exames clinicos, constataram que a
duracdo média da DED era de 10,5 anos para homens e 14,5 anos para mulheres
(LIENERT et al., 2016).

No entanto, o agravamento dos sintomas de secura foi associado a um alto
gasto mensal em tratamento, a um historico de sintomas graves e ao uso de

betabloqueadores sistémicos. A piora nos sintomas também foi associada a um
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historico de cirurgia ocular, depresséo, disfuncdo da glandula meibomiana ou blefarite
(LIENERT et al., 2016). No geral, a utilizacdo de lagrimas artificiais e ciclosporina
apresentaram alguma melhora para esses casos (WAN; CHEN; YOUNG, 2015).

A DED afeta milhdes de pessoas em todo o mundo (SIMSEK et al., 2018), é
considerada um dos motivos mais comuns para uma consulta com um médico
oftalmologista (GOLDEN; MEYER; PATEL, 2022), tem implicacdes socioeconémicas
significativas, como despesas associadas a medicamentos e consultas médicas,
efeitos no funcionamento social e fisico, prejuizo na produtividade e perda de
qualidade de vida (UCHINO et al., 2014). Inclusive, pacientes com DED
constantemente relatam dificuldades visuais durante as atividades diarias, que podem

causar depresséao e ansiedade (LI et al., 2012).

2.1.4 Principais causas e/ou fatores de risco associados a DED

Dentre as principais causas e/ou fatores de risco relacionados a DED temos
a idade; o sexo, principalmente o feminino devido a variagdo nos niveis de horménios
sexuais (DRY EYE WORKSHOP, 2007; RIBEIRO, 2019; SCHAUMBERG et al., 2011;
STAPLETON et al.,, 2017); o uso do computador ou dispositivo movel (de forma
continua ou excessiva); o uso prolongado de lentes de contato; a exposi¢ao a irritantes
como vapores quimicos, fumaca de cigarro e poluicdo; a baixa umidade; as dosagens
excessivas ou insuficientes de vitaminas, principalmente a deficiéncia de vitamina A
(GOLDEN; MEYER; PATEL, 2022); a disfuncéo da glandula meibomiana (DRY EYE
WORKSHOP, 2007; SCHAUMBERG et al., 2011); a raca asiatica (TONG et al., 2009,
2021); o diabetes (WARD et al., 2019); o uso de colirios para tratamento do glaucoma;
a toxicidade de conservantes em colirios com conservantes e o uso de medicamentos
sistémicos, como anti-histaminicos, anti-hipertensivos, ansioliticos, diuréticos,
benzodiazepinicos, hormdnios sistémicos, anti-inflamatérios néo esteroides,
corticosteroides sistémicos ou inalados, medicamentos anticolinérgicos, isotretinoina
e antidepressivos (GOLDEN; MEYER; PATEL, 2022; RIBEIRO, 2019).

Outras causas/fatores também podem estar associadas a DED, como fatores
genéticos e hereditarios (VEHOF et al., 2014a); dor crénica (VEHOF et al., 2014b);
doencas da tireoide (BRUSCOLINI et al., 2015; KAN et al., 2014); sindrome de
Sjogren; doencas de pele nas palpebras ou ao redor delas; cirurgias oftalmologicas
como refrativa, catarata, ceratoplastia e de palpebras; queimaduras quimicas ou

térmicas que cicatrizam a conjuntiva; alergias oculares; infec¢des causadas pelo virus
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do herpes ou outras causas de cérnea neurotréfica; doenca do enxerto contra
hospedeiro; doencas autoimunes ou do tecido conjuntivo como artrite reumatoide e
lpus (GOLDEN; MEYER; PATEL, 2022).

2.1.5 Sinais e sintomas

Os sinais e sintomas da DED, que geralmente afetam ambos os olhos,
incluem irritacdo, olhos lacrimejantes, sensag¢ao de ardéncia, queimagcao ou coceira
nos olhos, sensacéo de corpo estranho ou de ressecamento, vermelhidao dos olhos,
prurido leve, fotofobia, visdo turva ou fadiga visual, intoleréncia a lente de contato,
hiperemia, muco viscoso dentro ou ao redor dos olhos, frequéncia do piscar
aumentada, flutuacdo diurna e dificuldade para dirigir a noite. Dentre as possiveis
complicacBes relacionadas a doenca temos a ceratite infecciosa, Ulcera corneana,
neovascularizacdo, afinamento e perfuracdo da cérnea (FONSECA; ARRUDA,;
ROCHA, 2010; GOLDEN; MEYER; PATEL, 2022; ROSA, 2019a).

2.1.6 Diagnéstico

Segundo Golden, Meyer e Patel (2022), ndo existe um Unico sinal ou sintoma
de padrdo-ouro para o diagnéstico da DED, sendo recomendada a avaliacdo dos
sintomas e dos sinais pelo médico oftalmologista, pois 0s sinais podem estar
presentes em pessoas sem sintomas e vice-versa.

O médico oftalmologista ao fazer o diagndstico deve determinar a etiologia
subjacente como olho seco por deficiéncia aquosa ou evaporativa, que Sao 0S
mecanismos que causam a DED, e/ou a presenca de outras doencas da superficie
ocular. Posteriormente, o profissional precisa administrar o tratamento ao paciente
(SY et al., 2015; WILLIAMSON et al., 2014).

O diagnostico € realizado a partir de testes que medem a quantidade e a
qualidade das lagrimas. As lagrimas contém em média 98,2% de agua e 1,8% de
sélidos. Esta alta percentagem de agua presente na lagrima é uma consequéncia
natural da necessidade de lubrificar a conjuntiva e a superficie da cornea (SOUSA,
2014).

O grau de gravidade da DED pode ser avaliado através de uma tabela
adaptada a partir daquela desenvolvida pelo Delphi Panel Report em 2007, que
classifica a gravidade da doenca considerando os sinais e sintomas e as alteracbes
da superficie ocular por meio da biomicroscopia e de testes especificos (FONSECA,;
ARRUDA; ROCHA, 2010).
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Segundo Rosa (2019a), o teste mais utilizado no diagnostico é o de
Schirmer, no qual o médico oftalmologista usa uma fita absorvente cuja ponta €&
colocada na palpebra inferior do olho de modo que promova o contato entre as
lagrimas e a fita. Se no teste verificar que a producédo de lagrimas é suficiente, o
especialista procurara outras causas para a DED. Testes adicionais também podem
ser realizados para definir a qualidade da lagrima e determinar se ha problemas na
camada lipidica. Além disso, aparelhos modernos na area de oftalmologia podem ser
utilizados para analisar essas e outras condi¢oes.

A identificacdo da condicdo primaria subjacente nos casos da DED ¢é a chave
para reduzir a progressdo da doenca e o agravamento do olho seco (GOLDEN,;
MEYER; PATEL, 2022). Além disso, outros aspectos também devem ser
considerados no diagnostico, como exposi¢cdo ao vento, viagem aérea, umidade
reduzida, esforco visual prolongado associado a diminuicdo da frequéncia do piscar
durante leitura e uso de computador (FONSECA; ARRUDA; ROCHA, 2010).

2.1.7 Tratamento

A DED é uma doenca crbnica cujo tratamento dificilmente conduz a cura
definitva (GOLDEN; MEYER; PATEL, 2022; NISHIWAKI-DANTAS, 1999). O
tratamento é realizado gradualmente, de acordo com a gravidade da doenca, e
baseado na diminuicdo dos sintomas e desconfortos gerados (CRAIG et al., 2017).

O tratamento orientado para a etiologia da doengca ganhou importancia nos
encontros realizados pela Sociedade de Olho Seco da Asia (Asia Dry Eye Society -
ADES) e TFOS DEWS (Tear Film & Ocular Surface Society). A ADES reconheceu 0
protocolo da terapia orientada para camadas do filme lacrimal na qual a camada
deficiente do filme lacrimal deve ser substituida e o problema subjacente deve ser
abordado diretamente (SIMSEK et al., 2018).

Como é dificil classificar o tratamento da DED dentro de regras precisas e
levando em consideracdo apenas os estudos baseados em evidéncias cientificas, o
médico oftalmologista precisa avaliar cada paciente individualmente e elaborar planos
de tratamento especificos para cada situacdo (SIMSEK et al., 2018).

As abordagens iniciais para o tratamento da DED incluem educacao sobre a
condicao, modificagdo do ambiente, como eliminagéo de alto fluxo de ar/ventiladores
diretos, tempo de tela reduzido (computador, celular, televisdo, etc), umidificador,

identificacdo e eliminacdo de agentes topicos e sistémicos ofensivos, utilizagdo de
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lubrificantes oculares de varios tipos, higiene da tampa e ingestdo de acidos graxos
essenciais (GOLDEN; MEYER; PATEL, 2022). Posteriormente, pode incluir no
tratamento lubrificantes oculares sem conservantes (lagrimas artificiais), tampdes
punctais, pomada noturna ou Oculos de camara de umidade, aquecimento assistido
por dispositivo e/ou expressao das glandulas meibomianas, terapia de luz intensa
pulsada, medicamentos anti-inflamatoérios e antibioticos orais (FONSECA; ARRUDA,
ROCHA, 2010; GOLDEN; MEYER; PATEL, 2022; SIMSEK et al., 2018).

Outras opc¢des de tratamento incluem colirios séricos, secretagogos orais ou
topicos, lentes de contato terapéuticas, enxerto de membrana mucosa, ocluséo
punctal cirargica e tarsorrafia (FONSECA; ARRUDA; ROCHA, 2010; GOLDEN;
MEYER; PATEL, 2022; SIMSEK et al., 2018).

O tratamento da DED é desafiador, sendo necessério estabelecer o que é
realmente seguro e eficaz no manejo do crescente niumero de portadores (FONSECA,;
ARRUDA; ROCHA, 2010). Neste contexto, sera dado énfase no tratamento da DED

utilizando colirios lubrificantes com conservantes e sem conservantes.

2.2 Tratamento da DED utilizando colirios lubrificantes

Os colirios sdo aplicados localmente e considerados a forma farmacéutica
mais usada no tratamento de doencgas oculares. A administracdo tépica desses
medicamentos sao benéficas para a parte anterior (c6rnea, conjuntiva, esclera,
camara anterior) e posterior (humor vitreo, retina, coroide) do olho (MUN et al., 2014).

Atualmente os colirios lubrificantes estdo disponiveis em gotas ou gel
(JACOBS, 2020; SHTEIN, 2023). O gel é um produto mais viscoso e pode ser usado
quando o paciente observa que o colirio ndo esta aliviando os sintomas (PUCKER,;
NG; NICHOLS, 2016; SHTEIN, 2023). Ao utilizad-lo pode borrar temporariamente a
viséo, entdo seu uso deve ocorrer preferencialmente antes de dormir (JACOBS, 2020;
PUCKER; NG; NICHOLS, 2016; SHTEIN, 2023).

Existem varias formulagdes de colirios lubrificantes (lagrimas artificiais) e,
muitas vezes, o0 paciente deve submeter-se a diferentes tipos até encontrar a que lhe
oferece maior conforto e beneficio (NISHIWAKI-DANTAS, 1999). Em um
levantamento realizado pelo autor em sites de farméacia online do Brasil no més de
setembro de 2021 foram identificados 34 colirios lubrificantes comercializados no pais
para tratar os sinais e sintomas da DED, sendo 30 disponiveis em gotas e 4
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lubrificantes em gel. Segundo as informacdes contidas nas bulas, apenas 6 colirios
lubrificantes em gotas ndo possuem conservantes em sua composicao.

Os colirios lubrificantes sdo aprovados para o0 uso sem necessidade de
comprovagdo de eficicia clinica e seguem as normas da Agéncia Federal do
Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos (FDA), érgéo que
regula as medicacdes nos Estados Unidos e serve de modelo para outros paises,
como o Brasil e paises da Europa (DEWS CLINICAL TRIALS, 2007; FOULKS, 2003).

A superioridade de um colirio lubrificante em relagdo a outro referente a
protecdo da superficie ocular e alivio dos sintomas, sugerida nas propagandas, nao
significa que foi necessariamente comprovada em estudos clinicos controlados e
talvez ndo exista método clinico satisfatoriamente sensivel para indicar a
superioridade de um produto em relagédo ao outro. Por outro lado, para ocorrer a
liberacdo de medicamentos no comércio com ingredientes ativos como anti-
inflamatorios, vitaminas e secretagogos € necessario apresentar comprovacao de
eficdcia em relacdo a um placebo, com desenho, planejamento, execucdo adequada
e superioridade em pelo menos um sintoma e um sinal relacionado a doenga do olho
seco (DEWS CLINICAL TRIALS, 2007; FOULKS, 2003).

Os colirios lubrificantes possuem diferentes osmolaridade, pH e viscosidade
(JONES et al., 2017), tentam mimetizar as camadas do filme lacrimal, mas ndo tem
0S mesmos componentes com atividade biol6gica encontrados na lagrima natural e
podem ter adicdo de substancias quimicas em sua composicdo. Entretanto, possuem
0 mesmo componente aquoso que € importante na lubrificacdo da superficie ocular
(PUCKER; NG; NICHOLS, 2016).

Em geral, colirios com preparacbes menos viscosas sao mais toleradas,
principalmente nos casos mais leves da DED, mas sdo menos estaveis, requerem
instilacdo mais frequente e isso pode ser um transtorno para 0s casos mais graves
(NISHIWAKI-DANTAS, 1999).

Para os lubrificantes que sé@o usados varias vezes ao dia, € necessario 0 uso
de conservante para evitar contaminacées (GOMES et al.,, 2017). O cloreto de
benzalcénio (BAK) é o preservativo mais comum dos colirios, tem agéo bactericida e
fungicida e possui melhor difusdo na superficie ocular (COROI; BUNGAU; TIT, 2015),
mas apresenta efeitos colaterais como apoptose de células conjuntivais e corneanas,
danos aos nervos corneanos e reducao da cicatrizacéo corneana (CHEN et al., 2013;
PINHEIRO et al., 2016).
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Os conservantes brometo de benzododecimo, cetrimido, nitrato
fenilmercarico, thimerosal, clorambutol, metil parahidroxibenzoato e &acido
etilenodiamino tetra-acético podem ser usados nos colirios, mas a maioria deles
apresentou toxicidade na concentracao de 0,05% (DEBBASCH et al., 2001; RIBEIRO,
2019). Existem ainda outros conservantes que podem agredir menos a superficie
ocular, como o cloreto de sodio, perborato de sodio e o poliquatérnio (RIBEIRO, 2019;
SCHRAGE; FRENTZ; SPOELER, 2012).

Segundo Fraunfelder e Rich (2003), os conservantes em medicamentos
oculares topicos sdo predominantes e um dos principais motivos de irritacdo ocular,
antes e apdés a cirurgia refrativa. Além disso, sdo causadores de danos as células
epiteliais da cornea.

Em um estudo observacional europeu envolvendo 9658 pacientes com
glaucoma verificou que todos os sintomas e sinais registrados foram mais frequentes
em pacientes que usam medicamentos com conservantes em comparagdo com
agueles que usam formulacdes sem conservantes. Acredita-se que a maioria dos
efeitos observados nos pacientes pode ter sido causado pelo conservante e nao pelos
ingredientes ativos (JAENEN et al., 2007).

Existem também os colirios sem conservantes, que possuem um custo mais
elevado e sdo usualmente recomendados para pacientes com DED moderada a
severa. Neste caso 0s pacientes necessitam utilizar lubrificante com maior frequéncia,
ou em situacdes que os pacientes usam multiplos colirios.

Da mesma forma que outros medicamentos, os colirios lubrificantes podem
ter efeitos colaterais, causar reacao alérgica na pessoa e visdo embacada. Dentre os
sintomas, pode acontecer coceira, inchaco, problemas respiratérios, sensacao de
tontura ou enjoo (BOYD, 2022; PUCKER; NG; NICHOLS, 2016). Em virtude disso, a
lagrima artificial ideal seria aquela que fosse bem tolerada, estavel, sem irritar os
olhos, sem conservantes, vendida a um custo baixo e acessivel para maioria da
populacdo (BAUDOUIN et al.,, 2010; GOMES et al.,, 2017; JONES et al., 2017;
NISHIWAKI-DANTAS, 1999).

2.3 Absorcéo dos colirios
A capacidade maxima do fundo do saco conjuntival em humanos € de
aproximadamente 30 puL. Em virtude disso, o volume ideal de uma gota na forma de

colirio para atingir um aproveitamento maximo é de 20 a 23 uL (COSTA et al., 2015).
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Como o volume dos dispensadores de gotas comerciais geralmente excede a
capacidade de absorcdo do medicamento no saco conjuntival, parte da mistura colirio-
lagrima escorre do olho para o rosto (FARKOUH; FRIGO; CZEJKA, 2016; JARVINEN;
JARVINEN; URTTI, 1995; SALMINEN, 1990).

Apos instilagdo, o colirio fica pouco tempo na superficie ocular (JARVINEN;
JARVINEN; URTTI, 1995; SALMINEN, 1990) (Figura 2), pois uma parte dele é
absorvida pela conjuntiva, esclera e cornea (AGARWAL; CRAIG; RUPENTHAL, 2021,
AGRAHARI et al., 2016); a maior parte é drenada através do ducto nasolacrimal para
0 nariz até a rinofaringe. Na cavidade nasal, o colirio pode ser absorvido pela mucosa
nasal e na rinofaringe pela mucosa nasofaringea difundindo-se para circulacao
sistémica (AGARWAL; CRAIG; RUPENTHAL, 2021; FARKOUH; FRIGO; CZEJKA,
2016). O restante € deglutido e absorvido no trato gastrointestinal (JARVINEN;
JARVINEN; URTTI, 1995; PAULSEN et al., 2002).

Apesar da administracdo topica de medicamentos oftalmologicos ser mais
utilizada, a biodisponibilidade do farmaco é baixa e fica comprometida por fatores
como piscar, lacrimacdo e a funcdo de barreira da cornea (AGARWAL; CRAIG;
RUPENTHAL, 2021; DAVIES, 2000; PIVETA, L. C. et al., 2020; RAMSAY et al., 2017,
2018).

Figura 2 - Absorc¢éo dos colirios.
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Ressalta-se também que a taxa de drenagem da solugéo da superficie ocular
depende de varios fatores, como volume instilado, viscosidade e lacrimejamento
induzido (CHRAI et al., 1973; CONRAD et al., 1978).

2.4 Legislacao

Os colirios podem conter impurezas, que podem ser solventes organicos,
inorganicos e residuais. A maior parte dessas impurezas pode estar relacionada aos
processos de fabricacéo, degradacédo, condicdes de armazenamento, excipientes ou
contaminacgao, ndo trazem qualquer beneficio terapéutico ao paciente e podem afetar
negativamente o0 comportamento toxicolégico do farmaco (BALARAM, 2016;
RAGHURAM et al., 2010; SILVA, 2017a, 2018).

A industria farmacéutica esta sujeita a um conjunto de leis e documentos de
orientacdo com a finalidade de garantir a qualidade, eficAcia e seguranca dos
medicamentos (PRIME, 2012). Neste contexto, existem diretrizes para garantir que 0s
riscos dos produtos farmacéuticos ndo sobreponham aos beneficios terapéuticos.
Essas diretrizes definem os limites de concentracdo no medicamento e os métodos
que garantem os critérios de seguranca e qualidade dos produtos farmacéuticos
(CHAWLA et al., 2020; ICH, 2022; LI et al., 2015; USP, 2017). Todos esses critérios
sdo exigidos e controlados por agéncias reguladoras, como a Agencia Europeia de
Medicamentos e o Conselho Internacional para Harmonizagéo de Requisitos Técnicos
para Medicamentos para Uso Humano (ICH), e também devem respeitar as normas
das farmacopeias dos paises (LI et al., 2015).

Neste sentido, a FB, compéndio farmacéutico do Brasil, estabelece as
exigéncias minimas de qualidade, autenticidade e pureza dos insumos farmacéuticos,
dos medicamentos e de outros produtos sujeitos a vigilancia sanitaria, que séo
disponibilizados a populagédo brasileira, e descreve testes para determinacdo de
metais pesados nos medicamentos (BRASIL, 2019).

Diante da auséncia de informacdes nas farmacopeias, alguns paises recorrem
ms diretrizes para impurezas elementares (ICH Q3D) estabelecidas pelo ICH
(BRASIL, 2016; CANADA, 2016; EMA, 2018).

Em novembro de 2016, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
orgao regulatério do Brasil, passou a fazer parte do ICH, favorecendo o alinhamento
da legislacao brasileira sobre medicamento as praticas internacionais (BRASIL, 2016).
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A diretriz ICH Q3D (R2) do ICH, avalia e controla as IEs em produtos
farmacéuticos administrados pelas vias oral, parenteral e inalatoria. Esta orientacéo
contempla 24 elementos, divididos em 3 classes, de acordo com a natureza
toxicologica, e define os limites de PDE e as concentracdes permitidas de IEs em
medicamentos, substancias medicamentosas e excipientes (ICH, 2022;
SANDERSON; WHITECOTTON, 2022; SILVA, 2018).

Como as IEs presentes nos medicamentos aplicados topicamente ou por via
mucosa sao minimamente absorvidas, ndo sao abordadas na diretriz ICH Q3D (ICH,
2022; SANDERSON; WHITECOTTON, 2022; SILVA, 2018) e, até o momento, ndo
foram definidos os limites de concentracdo e exposicdo diaria a macro e
microelementos administrados pela via oftalmica (BRASIL, 2019; ICH, 2022; USP,
2017).

2.5 Minerais (Macro e microelementos)

Os minerais sao elementos quimicos inorganicos que desempenham funcdes
estruturais e biologicas vitais para o organismo humano, ou seja, a presenca deles
favorece o equilibrio e manutencédo de fung¢des corporais basicas, como regulacéo do
metabolismo, ativacdo e regulacdo de enzimas, conducdo de impulsos nervosos,
controle do equilibrio acido-base do organismo, atuacdo na coagulacdo sanguinea,
fabricacdo de hormonios e transporte de oxigénio. S&o classificados em
macrominerais (macroelementos ou elementos majoritarios) e microelementos
(microminerais) (PORFIRIO, 2004; ROSA, 2019b; TOGNON, 2012).

Os macroelementos sdo essenciais a vida e precisam estar em maior
quantidade no organismo humano para ter uma vida saudavel (quantidade >= 100
mg/dia), sendo eles: Calcio (Ca), Enxofre (S), Fésforo (P), o Sédio (Na), Potassio (K)
e Magnésio (Mg). Os microelementos também sdo conhecidos como elementos traco,
sao importantes ao organismo, mas em pequenas quantidades (quantidade < 100
mg/dia). Dentre eles temos o Cobalto (Co), Cobre (Cu), Cromo (Cr), Ferro (Fe), Flaor
(F), Manganés (Mn), Selénio (Se), Vanadio (V) e Zinco (Zn). Alguns deles, como o
Aluminio (Al), Arsénio (As), Béario (Ba), Cadmio (Cd), Chumbo (Pb), Mercurio (Hg) e o
Niquel (Ni) ndo sdo essenciais aos seres vivos do ponto de vista biolégico e podem
ser toxicos ou contaminantes, mesmo em baixas concentragbes (PORFIRIO, 2004;
ROSA, 2019b; SOUZA, 2021; TOGNON, 2012).
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O conceito de metais pesados refere-se, basicamente, ao alto peso molecular
gue esses elementos quimicos apresentam, seja devido ao peso atdbmico ou a
densidade. E, ao contrario do que se imagina, nem todos os metais pesados sédo
considerados toxicos e, além disso, sdo utlizados nas industrias, residéncias,
agricultura e medicina, levando a sua ampla distribuicdo no meio ambiente (AL
OSMAN; YANG; MASSEY, 2019; MAHURPAWAR, 2015; MARTIN; GRISWOLD,
2009). Como vimos anteriormente, em concentracdes fisiologicas, alguns minerais
(macro e microelementos) desempenham papéis essenciais para o organismo, sendo
importantes para a manutencdo das atividades biologicas. No entanto, outros
elementos quimicos, como Al, As, Ba, Cd, Pb, Hg e Ni ndo trazem quaisquer
beneficios para a saude humana e podem, inclusive, contaminar a agua, o solo, o ar
e os alimentos. (CUNHA; MACHADO, 2004; PORFIRIO, 2004; ROSA, 2019b; ROSA
et al., 2020; TOGNON, 2012).

O desequilibrio de alguns minerais (metais pesados) no organismo, tanto a
deficiéncia como o excesso, podem ocasionar efeitos adversos (SILVA, 2017a). Em
algumas situacdes de toxidade podem causar doencas graves, como problemas
cardiovasculares, respiratorios, disturbios neuroldgicos e cancer (AL OSMAN; YANG,;
MASSEY, 2019; AYENIMO et al., 2010; SILVA, 2017a). A toxidade depende da
guantidade da substancia quimica que entra no organismo e do tempo de exposicao.
Quanto maior a quantidade e o tempo de exposicdo, maior serd a resposta toxica
(CALDERON et al., 2003; SILVA, 2017a).

A exposicao dos seres humanos aos metais pesados considerados téxicos a
saude geralmente ocorre pela ingestdo de agua e alimentos contaminados, inalacao
de poluentes/particulas do ar e contato (absorcdo dérmica) com agua, solo
contaminados ou produtos com quantidade de metais pesados acima do valor
permitido pelos 6rgaos de regulamentacédo (DE MIGUEL et al., 2007; KOMAROVA et
al., 2021; WANG et al., 2019).

Neste contexto, 0 macroelemento (Mg) e os microelementos (Al, As, Ba, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V e Zn) analisados neste estudo e suas possiveis
consequéncias ao organismo, devido a situacdes de deficiéncia ou excesso, séo
apresentados nas subsecdes 2.5.1 a 2.5.16. Na subsecao 2.5.17 s&o apresentados
os elementos que estdo associados a disturbios oftalmologicos em situacdes de

toxidade.
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2.5.1 Aluminio (Al)

O Al ndo possui uma funcdo biolégica conhecida, mas evidéncias sugerem
gue a exposicéo a concentracdes altas do metal pode potencializar eventos oxidativos
e inflamatorios no organismo, causar disturbios oftalmologicos (DOLAR-SZCZASNY
et al.,, 2019; LU; GONG; AMEMIYA, 2002) e contribuir para o desenvolvimento de
encefalopatia dialitica, anemia microcitica, osteomalacia (BECARIA; CAMPBELL,;
BONDY, 2002), aluminose encefalopatia por didlise e Alzheimer (KLOTZ et al., 2017).

2.5.2 Arsénio (As)

O As é um elemento toxico e carcinogénico, sendo que a ingestdo de 100 mg
envenena seriamente o organismo (CUNHA; MACHADO, 2004). A exposic¢ao cronica
afeta o sistema vascular, causa hipertensdo, doencas cardiovasculares, diabetes,
doencas dérmicas, canceres (JOMOVA et al.,, 2011) e conjuntivite (BARRA et al.,
2000).

2.5.3 Bério (Ba)

O Ba nao tem papel biolégico conhecido em humanos, é toxico, assim como
seus compostos sollveis em 4gua ou acido (MOFFETT; SMITH-SIMON; STEVENS,
2007), e aiingestao de concentragdes de 550 a 600 mg sao fatais ao homem (CUNHA;
MACHADO, 2004). A exposicado a compostos de Ba podem causar dores gastricas,
nauseas, vomitos, diarreia, hipocalemia, taquicardia ventricular, hipertensdo ou
hipotensado arterial, dorméncia, fraqueza muscular, paralisia, tremores, convulsdes,
midriase (MOFFETT; SMITH-SIMON; STEVENS, 2007; OSKARSSON, 2022;
SAVAZZI, 2009) e doencga ocular (LU; GONG; AMEMIYA, 2002).

2.5.4 Cadmio (Cd)

O Cd nao desempenha um papel nos sistemas biolégicos superiores ou na
nutricdo humana (MEHRI, 2020), € altamente toxico, acumulativo no organismo
humano. Pode causar alteragbes no organismo, como desregulacdo hormonal,
estresse oxidativo, apoptose (CUPERTINO et al., 2017; ERIE et al., 2005), doencas
cardiovasculares, renais, 6sseas e hepaticas, cancer (CUNHA; MACHADO, 2004;
VOLPE et al., 2012), disturbios oftalmolégicos (ABERAMI et al., 2019; CHOI et al.,
2020; DOLAR-SZCZASNY et al., 2019) e levar a morte (CUNHA; MACHADO, 2004).
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2.5.5 Chumbo (Pb)

O Pb ndo tem nenhum papel biolégico, é muito toxico, carcinogénico, possui
efeito acumulativo e pode ser letal se ingerido por muito tempo. Pode causar danos
irreversiveis ao cérebro, principalmente em criancas, hiperatividade, retardamento de
crescimento, anemia, tumores renais (CUNHA; MACHADO, 2004) e doencas oculares
(BOCCA et al., 2020; CASTRO et al., 2021; EKINCI et al., 2014; NELKE et al., 2015).

2.5.6 Cobalto (Co)

O Co possui papel importante na formacédo das hemacias, da mielina e do
acido desoxirribonucleico (DNA). Sua deficiéncia no organismo pode causar
alteracdes no fator intrinseco do estbmago, hipocloridria, envelhecimento e
hipotireoidismo (CARVALHO, 2002). Niveis excessivos podem resultar em alteracfes
visuais, neuropatia periférica, perda auditiva, déficits cognitivos, cardiomiopatia,
hipotireoidismo (GARCIA et al., 2020) e dermatite de contato alérgica (UTER et al.,
2012).

2.5.7 Cobre (Cu)

O Cu é um microelemento essencial para a sintese de hemoglobina, colageno
e melanina. Ele é indispensavel na absorcao do Fe, na manutencdo da saude 6ssea
e do sistema nervoso central (CARVALHO, 2002; TOGNON, 2012). O Cu também é
encontrado em diferentes regides da retina e as concentracdes desse elemento estao
ligadas a fisiologia e funcfes da retina nas quais esta envolvido (BOCCA et al., 2020).
Sua deficiéncia no organismo causa reducdo do crescimento, anemia microcitica e
hipocrémica, evoluindo para leucopenia com neutropenia e consequente deficiéncia
imunologica, e reducdo da pigmentacdo da pele e dos cabelos. A intoxicacdo é
caracterizada por nauseas, vomitos, queimaduras epigastricas, diarreia, ictericia,
hemolise, sangramento digestorio e faléncia renal. Podem também ocorrer
hemocromatose, hipertireoidismo, hemopatias malignas, doencas reumatoldgicas
(CARVALHO, 2002; TOGNON, 2012), cirrose hepatica, disfuncdo motora, disturbios
oftalmoldgicos, tremores, rigidez muscular, infarto do miocardio (AYENIMO et al.,
2010) e doencas oculares (BOCCA et al., 2020; JUNEMANN et al., 2013; MICUN et
al., 2022).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cognitive-defect
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2.5.8 Cromo (Cr)

O Cr é um microelemento essencial para o organismo que potencializa a acao
da insulina e influencia o metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas.
(CARVALHO, 2002; GOMES; ROGERO; TIRAPEGUI, 2005; OFFENBACHER et al.,
1986). O Cr reduz os niveis de colesterol total, aumenta o HDL-colesterol e
desempenha um papel importante na sintese de serotonina podendo diminuir a
depressdo. A forma biologicamente ativa é a trivalente (Cr*3), enquanto a hexavalente
(Cr*6) é potencialmente téxica (CARVALHO, 2002) e pode causar cancer, problemas
no figado, nos rins, na derme (LOZI, 2019) e danos nos olhos (KAPARWAN, 2023).

2.5.9 Ferro (Fe)

O Fe possui grande importancia biologica para a saude, é responsavel pelo
transporte de oxigénio para as células através da hemoglobina e pode ser encontrado
na forma ferrosa (Fe*?), natural dos alimentos, com maior absorcéo e na forma férrica
(Fe*3) com menos absor¢do (CARVALHO, 2002; GROPPER; SMITH; CARR, 2012).
Sua deficiéncia causa anemia ferropriva e doencas gastrointestinais, como colite
ulcerativa e doenca de Crohn (BJORKLUND et al., 2017). O Fe em excesso pode
contribuir para formacdo de radicais livres (MAHAN; RAYMOND, 2018) e esta
associado ao desenvolvimento e progressdo de certos tipos de cancer, doencas
hepaticas e cardiacas, diabetes, anormalidades hormonais, disfungbes do sistema
imunologico (FRAGA; OTEIZA, 2002) e doencas oculares (BOCCA et al.,, 2020;
UGARTE et al., 2013; WONG et al., 2007).

2.5.10 Magnésio (Mg)

O Mg é um macroelemento encontrado naturalmente no corpo humano que
esté relacionado aos processos de sintese de proteinas, formacao 6ssea, regulacéo
da pressdo arterial, funcdo nervosa, conducdo elétrica no coracdo e pode
desempenhar papel terapéutico e preventivo no diabetes, osteoporose, asma
brénquica, pré-eclampsia e enxaqueca (AJIB; CHILDRESS, 2021; HADDAD;
ALASADI; HADDAD, 2012). A deficiéncia de Mg causa fadiga, anorexia, deficiéncia
de crescimento, insuficiéncia cardiaca, arritmias, angina, alteracbes neuromusculares,
aumento da adesividade plaquetaria, hipercolesterolemia, irritabilidade e desiquilibrios
mentais, alucinagdes e tetania (CARVALHO, 2002). Os sintomas iniciais mais comuns

de toxicidade sdo diarreia, nauseas e vémitos, fragueza muscular e pressao arterial
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baixa, mas a medida que os niveis aumentam, ha perda de reflexos tendinosos
profundos, bloqueios do nd sinoatrial ou atrioventricular, paralisia respiratoria e,
eventualmente, parada cardiaca (AJIB; CHILDRESS, 2021).

2.5.11 Manganés (Mn)

O Mn é um elemento essencial para o ser humano, age como ativador e como
um constituinte de varias enzimas (superoxido dismutase, peptidase, arginase,
glutamina sintetase, glicosil transferase, colinesterase e piruvato carboxilase). Sua
deficiéncia esta relacionada a convulsdes, ataxia, paralisias, surdez, cegueira,
obnubilacédo, perda de peso, diminuicdo da densidade Ossea, arritmias cardiacas,
intolerancia a lactose, insuficiéncia pancreética, fragilidade ligamentar, articular e de
tenddes. Concentracdes elevadas no organismo podem causar anemia ferropriva,
deficiéncia de cobre, interferéncia na utilizacdo de tiamina (vitamina B1) (CARVALHO,
2002), toxidades no sistema cardiaco, respiratorio, reprodutor e nervoso central
(ATSDR, 2012; SILVA, 2017a).

2.5.12 Molibdénio (Mo)

Participa de importantes sistemas enzimaticos (xantina oxidase, sulfito
oxidase, aldeido oxidase e nitrato redutase). Além disso, esta ligado a producéo de
catecolaminas e ao metabolismo lipidico (CARVALHO, 2002). Sua deficiéncia esta
relacionada com intolerancias alimentares, hipersensibilidade ao alcool, cancer de
esbfago, artrite gotosa, impoténcia, queda de dentes, problemas visuais, taquicardia,
perda de peso e diminuicdo da longevidade. A toxicidade do Mo estd associada a
ingestao de cobre ou ao esgotamento dos estoques de cobre no corpo (VYSKOCIL;
VIAU, 1999). O excesso no organismo pode aumentar os niveis séricos de &acido urico
e xantina oxidase tecidual, causar dores nas articulagdes, hiperuricosuria
(KOVAL’SKII; IAROVAIA; SHMAVONIAN, 1961), dores de cabeca (WALRAVENS et
al., 1979), irritacédo ocular (MoO3) e doenca ocular (CEYLAN et al., 2013).

2.5.13 Niquel (Ni)

O Ni é um elemento essencial para o corpo humano, componente importante
no processo de hematopoiese, esta envolvido na atividade enzimatica, hormonal,
estabilidade estrutural das macromoléculas bioldgicas e no metabolismo em geral.
Além disso, interfere na absorcdo e no metabolismo do ferro. A sua caréncia no

organismo pode alterar o metabolismo da glicose e assim diminuir a sua tolerancia
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(ALLAN, 1997; SILVA, 2017a) (ALLAN, 1997; SILVA 2017). A toxicidade ao Ni provoca
cefaleias, nduseas, vomitos, apatia, diarreia, febre e afecdes da pele. A exposicéo a
altas concentracdes pode causar doencas oculares (ABERAMI et al., 2019; BOCCA
et al., 2020), carcinomas a nivel das fossas nasais e vias respiratorias inferiores
(SEGANTINI, 1996; SILVA, 2017a).

2.5.14 Selénio (Se)

Em humanos, o Se € um nutriente essencial, faz parte da enzima glutationa
peroxidase que promove a neutralizacdo do peroxido de hidrogénio, precursor direto
dos radicais hidroxila. Praticamente todas suas func¢des no organismo estdo
relacionadas a acdo antioxidante, previne o cancer, atua no metabolismo dos
eritrécitos, mantém a integridade dos cromossomos, previne doencas
cardiovasculares, atua como imunoestimulante, protege dos metais pesados e outras
toxinas, aumenta a fertilidade masculina e aumenta a expectativa de vida. A sua
deficiéncia esta relacionada a altas incidéncias de cancer e doengas cardiovasculares.
Além disso, outras doencas estdo associadas a sua deficiéncia, como infarto do
miocardio, hipertensédo arterial, aterosclerose, deficiéncia imunoldgica, miopatias
diversas, alcoolismo e cirrose, fibrose cistica, anemia hemolitica, doenca celiaca,
infertilidade e impoténcia, catarata, retinopatia diabética, degeneracao macular; artrite
reumatoide, psoriase e esclerose multipla. As fun¢des inorganicas do Se sao mais
toxicas e os sintomas mais comuns relacionados ao excesso no organismo Sao:
problemas visuais, musculares e cardiacos, aumento da incidéncia de caries
dentarias, calvicie, eczemas, vomitos e fadiga. Em casos agudos, pode haver febre,

sintomas gastrointestinais e disfuncéo hepatorrenal (CARVALHO, 2002).

2.5.15 Vanadio (V)

O V esté envolvido com o metabolismo dos lipidios, das catecolaminas e da
glicose. Além disso, tem papel importante na eritropoese, no metabolismo do calcio e
da insulina. Atua no controle e sintese do colesterol, na formacao de ossos e dentes,
auxilia a insulina no controle da glicemia, atua no processo de sintese da coenzima A,
mantém o metabolismo muscular do iodo e as fun¢des tireoidianas. Sua deficiéncia
esta relacionada a altos niveis de colesterol e triglicerideos no sangue e um aumento
na incidéncia de doencas cardiacas, obesidade, diabetes e cancer (CARVALHO,
2002). As pessoas que sofrem intoxicagdo por vanadio apresentam o0s seguintes

sintomas: dor de cabeca, tremores nas maos, hipertensdo, tosse, palpitagoes,
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respiracdo ofegante, irritacdo dos ouvidos e garganta (EMEA, 2008), erupcbes
cutaneas (FALLAHI et al., 2018) e doencas oculares (BARCELOUX; BARCELOUX,
1999).

2.5.16 Zinco (Zn)

O Zn é um elemento essencial no organismo, participa de reacdes que
envolvem a sintese e degradacado de metabdlitos (carboidratos, lipidios e proteinas) e
acidos nucléicos (DNA e RNA) (TOGNON, 2012), tem funcdo na transcricdo génica,
integridade das membranas, atua na defesa do organismo, na cicatrizacao e na visao
noturna, tem acéo antioxidante e anti-inflamatdria (COMINETTI; COZZOLINO, 2020).
No que diz respeito a visdo ocular, o zinco desempenha papéis vitais na sobrevivéncia
das células da retina, € importante para o funcionamento das enzimas antioxidantes
e protege as estruturas oculares dos efeitos nocivos da luz e do estresse oxidativo.
Os sintomas de deficiéncia de Zn incluem: diminuicdo de paladar, ma cicatrizacao de
feridas, fadiga, aumento da susceptibilidade a infecdes, lesdes de pele, deficiéncia
imunoldgica com atrofia timica e linfopenia, intolerancia a glicose e manchas brancas
nas unhas (CARVALHO, 2002). A deplecdo de zinco intracelular pode aumentar a
vulnerabilidade das células do epitélio pigmentar da retina (EPR), induzir a apoptose
ou aumentar indiretamente a vulnerabilidade dessas células a leséo ultravioleta (UV)
(HYUN et al., 2001). A toxicidade aguda de zinco pode apresentar 0s seguintes
sintomas: desidratacdo, letargia, vertigens, dores abdominais, naduseas, vémitos e
descoordenacdo muscular. A exposicao crénica de ZN a doses elevadas pode
interferir na absorcdo de cobre levar a processos carcinogénicos (SILVA, 2017a) e
distarbios oftalmoldgicos (BOCCA et al., 2020; NRIAGU, 2007).

2.5.17 Macro e microelementos associados a disturbios oftalmoldgicos

Estudos sugerem que a presenca e 0 aumento significativo do teor dos
elementos quimicos no organismo, apresentados na Tabela 1, estdo relacionados ao
desenvolvimento de doencas oftalmolégicas em humanos.

Evidéncias cientificas também relatam a presenca significativa de metais
pesados em processos de intoxica¢ao crénica no humor aquoso (BOCCA et al., 2020;
DOLAR-SZCZASNY et al., 2019; JUNEMANN et al., 2013; MICUN et al., 2022), no
cristalino (CEKIC, 1998; GARNER et al., 2000; HADDAD, 2012; MICUN et al., 2022),
no EPR, na coroide, na retina (ABERAMI et al., 2019; EKINCI et al., 2014; ERIE et al.,
2005; NELKE et al., 2015), no cabelo, nas unhas (BAIDYA et al., 2006), no sangue
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(CHOI et al., 2020; LEE et al., 2016; PARK et al., 2015), na urina (LIOU et al., 2022) e
nas lagrimas (CHEN; CHEN; LAI, 2022). Entretanto, sdo escassos 0s estudos clinicos
sobre a toxicidade de macro e microelementos em colirios com conservantes e sem

conservantes no Brasil e em outros paises.

Tabela 1 - Principais minerais que estdo associados a disturbios oftalmolégicos.

Distlrbios

P Referéncias
oftalmolégicos

Elemento Concentracdes (pg/g)

Al

Catarata

Humor aquoso: 2,427

(DOLAR-SZCZASNY et al., 2019)

As

Conjuntivite

Pessoa 1
Cabelo: 1,727
Unhas: 1,35

Pessoa 2
Cabelo: 4,738
Unhas: 3,279

(BAIDYA et al., 2006)

DMRI

EPR - coroide
DMRI inicial: 0,022
DMRI tardia: 0,054
Controle: 0,0015

Retina

DMRI inicial: 0,0107
DMRI tardia: 0,0240
Controle: 0,0014

(ABERAM I et al., 2019)

Perdas visuais

Biopsia de célon; 0,0059

(FREUND et al., 2020)

Ba

Perdas visuais

NI

(NEW JERSEY DEPARTAMENT,
2002)

Cd

Catarata

Cristalino: 0,99

(CEKIC, 1998)

DED

Sangue
DED: 0,00096

Sem DED: 0,00065

Urina
DED: 0,55
Sem DED: 0,37

(CHOI et al., 2020)

Urina: 0,00108

(LIOU et al., 2022)

DMRI

EPR - coroide
DMRI inicial: 0,088
DMRI tardia: 0,114
Controle: 0,024

Retina

DMRI inicial: 0,057
DMRI tardia: 0,128
Controle: 0,026

(ABERAMI et al., 2019)

Humor aquoso: 0,0281
Controle: 0,0024 ug/g

(JUNEMANN et al., 2013)

Sangue
DMRI tardia; 0,019

(PARK et al., 2015)

Glaucoma

Sangue
Homens: 0,011

Adolescentes: 0,0112

(LEE et al., 2016)




Tabela 1 - Continuagao.

Disturbios Concentracfes .
Elemento P Referéncias
oftalmolégicos (nglg)
Humor aquoso: 0,1242 .
DMRI Controle: 0,0469 pg/g (JUNEMANN et al., 2013)
Co Sangue: > 1 (GARCIA et al., 2020)
Perdas visuais
Sangue: 0,0856 (NG; EBNETER; GILHOTRA, 2013)
EPR - coroide
DMRI inicial: 4,064
DMRI tardia: 6,549
Controle: 1,928
Cr DMRI ] (ABERAMI et al., 2019)
Retina
DMRI inicial: 3,312
DMRI tardia: 13,06
Controle: 1,638
Cu Catarata Cristalino: 2,11 (CEKIC, 1998)
Catarata Cristalino: 0,832 (Z%Z?)L OZALP; ATALAY,

Humor aquoso: 12,4643

DMRI Controle: 5,1701 ug/g

(JUNEMANN et al., 2013)

Humor aquoso
GPAA (Todos): 0,0507

Fe Apenas GPAA: 0,0485 (BOCCA et al., 2020)
GPAA e outras doencas: 0,0587
Controle: 0,0255

Glaucoma
Humor aquoso
Glaucoma primario de angulo

aberto (GPAA): 0,00021 (HOHBERGER et al., 2018)

Glaucoma pseudoexfoliativo
(PEG): -0,0009

Sangue
PEX: 0,0022

PEG: 0,0018
Controle: 0,0017

Sindrome de
Mn pseudoexfoliacéo
(PEX)

(CEYLAN et al., 2013)

Sangue
Glaucoma PEX: 0,00198

Mo pseudoexfoliativo PEG: 0,00195 (CEYLAN et al., 2013)
(PEG) Controle: 0,0017

EPR - coroide
DMRI tardia: 4,575
Controle: 0,962

Ni DMRI Retina (ABERAMI et al., 2019)
DMRI inicial: 1,644
DMRI tardia: 3,831
Controle: 0,7782
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Distlrbios

Elemento P
oftalmolégicos

Concentracées (pg/g)

Referéncias

Catarata

Cristalino: 5,17

Humor aquoso: 2,427

(CEKIC, 1998)

(DOLAR-SZCZASNY et al.,
2019)

DED

Lagrimas
Grupo exposicéo: 0,02358
Controle: 0,00342

Unhas dos pés: 0,34

(CHEN; CHEN; LAI, 2022)

(LIOU et al., 2022)

Pb

DMRI

EPR - coroide
DMRI inicial: 0,832
DMRI tardia: 0,939
Controle: 0,219

Retina

DMRI inicial: 1,644
DMRI tardia: 3,831
Controle: 0,7782

(ABERAM I et al., 2019)

Sangue
DMRI inicial: 0,029

DMRI tardia: 0,0366

(PARK et al., 2015)

Catarata

Cristalino: 5,43
Controle: 4,43

(KARAKUCUK et al., 1995)

DMRI

Se

EPR - coroide
DMRI tardia: 0,1116
Controle: 0,0566

Retina
DMRI tardia: 0,0501
Controle: 0,0201

(ABERAM I et al., 2019)

Glaucoma

Humor aquoso (faixa)
12: 0,03847 — 0,04405
22: 0,04406 — 0,04756
32:0,0477 — 0,05765

Selénio plasmatico (faixa)
12:0,1273 - 0,1826
22:0,1835 - 0,2159
32:0,2185 - 0,3988

(BRUHN et al., 2009)

\% Conjuntivite

NI

(ZENZ; BARTLETT; THIEDE,
1962)

Catarata

Humor aquoso: 0,243
Controle: 0,154

(NOURMOHAMMADI,
MODARRESS; PAKDEL, 2006)

Zn

Glaucoma

Humor aquoso
GPAA (Todos): 0,0891

Apenas GPAA: 0,0725
GPAA e outras doencas: 0,186
Controle: 0,0255

Humor aquoso: 0,0003
Controle: -0,00083

(BOCCA et al., 2020)

(HOHBERGER et al., 2018)

Nota: NI - Nao Informado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a presenca dos elementos Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo,
Ni, Pb, Se, V e Zn em colirios lubrificantes com e sem conservantes utilizados no

tratamento da DED no Brasil.

3.2 Objetivos especificos

¢ Quantificar o macroelemento (Mg) e os microelementos (Al, As, Ba, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, Mn Mo, Ni, Pb, Se, V e Zn) por meio da técnica de Espectrometria de
Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES);

e Avaliar se os teores dos elementos quimicos nas amostras de colirios
lubrificantes estdo de acordo com os valores de concentracbes permitidas de
impurezas elementares estabelecidos na Farmacopeia Brasileira (FB) e na diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral;

e Calcular a exposicdo diaria por meio da instilacdo dos colirios lubrificantes
nos olhos;

e Avaliar se os valores calculados da exposicao diaria estdo de acordo com
os PDEs estabelecidos na diretriz ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta de amostras

Neste estudo, 95 amostras de colirios lubrificantes utilizadas no tratamento da
DED e pertencentes a 19 medicamentos distintos foram adquiridas em farmacias da
cidade de Campo Grande, estado de Mato Grosso do Sul, no més de dezembro de
2021.

Foram selecionadas apenas amostras de colirios lubrificantes com volume de
10 mL e disponiveis em gotas, sendo 70 amostras de colirios com conservantes (5
exemplares de mesmo lote e 14 colirios diferentes) e 25 amostras de colirios sem
conservantes (5 exemplares de mesmo lote e 5 colirios diferentes). As amostras de
mesmo lote e mesmo fabricante foram misturadas (pool) para obter uma amostra

representativa para analise.

4.2 Preparacao para a analise

Todos os materiais utilizados no estudo, como vidrarias e tubos plasticos do
tipo Falcon, passaram por processo quimico de desmineralizacdo antes de serem
utilizados. Os materiais foram colocados em solucao de Extran (5%, v/v) e acido nitrico
(10% de concentracdo, Merck) por um periodo minimo de 24 horas, depois foram
enxaguados em agua ultrapura e secos em estufa a 42 °C.

4.3 Digestéo acida das amostras

Aproximadamente 0,5 mL de cada amostra representativa de colirio
lubrificante foi colocada em tubo de ensaio de vidro e, posteriormente, foram
adicionados 2,0 mL de &cido nitrico (HNO3) (65%, Merck, Darmstadt, Alemanha) e 1,0
mL de peroxido de hidrogénio (H2032) (35%, Merck, Darmstadt, Alemanha), totalizando
3,5 mL (Figura 3). Depois, utilizou-se o vortex para homogeneizar as particulas nas

amostras (Figura 4).
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Figura 3 - Adicdo de acido nitrico (HNO3) e perdxido de hidrogénio (H202) nas amostras.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4 - Homogeneizagao das particulas na amostra.

Fonte: Elaborado pelo autor.

As amostras foram digeridas em sistema de digestao aberto durante 40 min e
temperatura de 80 °C (Figura 5). Posteriormente, todas as amostras foram transferidas

dos tubos de ensaio de vidro para tubos plasticos do tipo Falcon (Figura 6), onde foram
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adicionados 2,5 mL de agua ultrapura (condutividade 18,2 MQcm (Millipore), Biocel,

Alemanha).

Figura 5 - Sistema de digestao aberto.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 6 - Amostras nos tubos Falcon.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Procedimentos de calibragéo

As curvas de calibracdo externas foram obtidas a partir de solugcbes estoque
padrdao de 100 mg/L contendo os elementos Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn,
Mo, Ni, Pb, Se, V e Zn (Specsol, Sédo Paulo, Brasil). Para cada elemento, utilizou-se 1
branco analitico e 11 intervalos de concentracdo (ppm), onde os valores de calibracdo
variaram na faixa de 0,001 a 2 ppm.

O limite de deteccéo (LOD) foi calculado multiplicando o desvio padrdo do
sinal do branco (SB) por 3 e dividindo o resultado pela inclinacdo da curva de

calibracéo (C), conforme apresentado na equacéao 1.
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(1)
LOD =3« SB/C

Da mesma forma que LOD, o limite de quantificacdo (LOQ) foi obtido
multiplicando o desvio padrdo do branco (SB) por 10 e dividindo o resultado pela
inclinacdo da curva (equacéao 2).

(2)
LOQ =10+ SB/C

O célculo dos LOD e LOQ seguiu os padrbes analiticos estabelecidos pela
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) (LONG; WINEFORDNER,
2008) e a linearidade das curvas foi avaliada por meio do coeficiente de correlacéo
(R?). A Tabela 2 apresenta os parametros da curva de calibracdo e os valores obtidos
para LOD, LOQ e R? Os valores de LOD, LOQ e R?para os elementos detectados
variaram de 0,0002 - 0,0363 (pg/g), 0,0007 - 0,1211 (ug/g) e 0,9968 - 0,9996,

respectivamente.

Tabela 2 - Equacgdes de calibracédo (y = ax + b)", R2, LOD e LOQ obtidos por calibragdo externa.

Equacédo de
Elemento Calibracéo Externa LOD (ug/g) LOQ (ug/g9) R?
y=ax+hb
Al y = 5875x - 44,236 0,0363 0,1211 0,9996
As y = 449,7x + 1,2977 0,0036 0,0121 0,9996
Ba y = 813519x - 1440 0,0003 0,0010 0,9995
Cd y = 14392x - 47,211 0,0005 0,0018 0,9994
Co y =5674,7x - 0,31 0,0010 0,0033 0,9995
Cr y =17967x + 30,812 0,0011 0,0037 0,9994
Cu y = 22046x + 10,232 0,0020 0,0067 0,9996
Fe y = 10379x + 18,352 0,0065 0,0217 0,9994
Mg y = 381472x + 1439 0,0017 0,0057 0,9994
Mn y = 63173x - 33,596 0,0002 0,0007 0,9994
Mo y = 3475,6x — 5,3857 0,0006 0,0019 0,9993
Ni y=5121,1x - 4,011 0,0011 0,0038 0,9994
Pb y = 995,99x + 9,5888 0,0050 0,0168 0,9993
Se y = 357,79x - 3,0524 0,0045 0,0149 0,9968
\% y = 32973x - 18,426 0,0010 0,0032 0,9995
Zn y =10718x - 37,313 0,0016 0,0052 0,9989

"y = intensidade; a = slope; x = concentragdo (1g/g); b = intercept.

Para validar e avaliar a precisdao do ICP OES (SCIENTIFIC, 2007), foi
realizado um ensaio de adi¢éo e recuperacao de analitos (teste Spike), no qual foram

adicionados 0,15 mL de cada elemento em 0,5 mL de uma amostra de colirio
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lubrificante. Os resultados obtidos proporcionaram uma recuperac¢ao na faixa de 90,23
a 99,05% (Tabela 3) e estdo dentro do intervalo de 80 a 120% estabelecido pela
IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOQOD, 2002).

Tabela 3 - Teste de adicao e recuperacao (Spike).

Analito Spike (%)
Al 91,37
As 90,86
Ba 95,38
Cd 96,12
Co 90,57
Cr 99,05
Cu 91,69
Fe 96,19
Mg 97,13
Mn 95,31
Mo 90,23
Ni 92,70
Pb 95,85
Se 97,10
\% 91,12
Zn 98,17

4.5 Anélise elementar usando ICP OES

A concentracdo do macroelemento (Mg) e dos microelementos (Al, As, Ba,
Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn Mo, Ni, Pb, Se, V e Zn) foi quantificada em 14 amostras
representativas de colirios lubrificantes com conservantes (amostras 1-14) e 5 sem
conservantes (amostras 15-19) pela técnica de ICP OES utilizando o equipamento
Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha, modelo iCAP 6300 Duo e o software

Thermo Scientific ITEVA, verséo 2.8.0.96, disponibilizado pelo fabricante (Figura 7).
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Figura 7 - Equipamento de ICP OES do Laboratério de Metabolismo Mineral e
Biomateriais/FAMED/UFMS.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os parametros

instrumentais e operacionais para ICP OES sédo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Parametros instrumentais do ICP OES.

Parametros Valores
Poténcia de RF 1250 W
Taxa de Bomba de Lavagem 0,45 L/min
Taxa de fluxo de gés de plasma 12 L/min
Tempo de integracao 5s

Tempo de estabilizacao 20s
Presséo do nebulizador 20 psi
Visualizac&o do plasma axial

Al (309,271); As (189,042); Ba (455,403); Cd (228,802); Co
(228,616); Cr (283,563); Cu (324,754); Fe (259,940); Mg
(279,553); Mn (257,610); Mo (202,030); Ni (221,647); Pb

(220,353); Se (196,090); V (309,311); Zn (213,856)

Analitos/comprimento de onda (nm)

4.6 Determinagado da dose maxima diaria de colirio lubrificante

A dose maxima diaria de colirio lubrificante representa o volume de colirio que
é instilado nos olhos diariamente considerando a frequéncia maxima informada na

bula do medicamento.
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Neste estudo, considerou que a dose méaxima diaria (mL/dia) de colirio
lubrificante instilada nos olhos de uma pessoa adulta foi obtida pela multiplicacédo do
volume de 2 gotas do colirio (equivalente a 1 gota em cada olho) pela frequéncia
méaxima de instilacdo diaria, conforme equacédo 3. Para os casos que a bula do colirio
nao apresentava essa informacao, adotou-se 5 vezes ao dia.

3)

Dose maxima diaria = volume 2 gotas x frequéncia maxima diaria

Onde, a Dose méxima diaria (mL/dia) consiste no volume maximo diério de
colirio lubrificante instilado nos olhos, volume 2 gotas (ml) equivale ao volume de 1
gota de colirio instilado em cada olho (2x) e frequéncia maxima diaria (dia) consiste

na quantidade méxima de instilacdo de colirio nos olhos em um dia.

4.7 Exposicdo diaria a macro e microelementos pela instilagdo de colirio
lubrificante

A exposicdo diaria a macro e microelementos pela instilagdo de colirios
lubrificantes equivale a quantidade (concentracdo) que cada elemento (Al, As, Ba, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V e Zn) pode estar contida num colirio
administrado diariamente e foi obtida multiplicando-se a concentracdo dos macro e
microelementos quantificados nos colirios lubrificantes com conservantes e sem
conservantes pela dose diaria maxima da amostra (GERONIMO et al., 2021),
conforme apresentado na equacao 4.

4)

Exposicao diaria = concentracido ICP OES x dose maxima diaria

Onde, Exposicao diaria (ug/dia) representa a exposicdo ao elemento pela
instilacdo diaria de colirio lubrificante nos olhos, a concentracdo ICP OES é a
concentracdo quantificada no ICP OES (ug/g) e a dose maxima diaria (mL/dia)
equivale a dose maxima diaria do colirio instilada nos olhos. Convencionou-se que 1

g=1mL.

4.8 Estudo comparativo
Da mesma forma que os colirios (AGRAHARI et al., 2016; BACHU et al., 2018;

DEL AMO; URTTI, 2008), os medicamentos administrados pela via parenteral também

entram diretamente na circulacdo sistémica e ndo estdo sujeitos ao efeito de primeira
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passagem ou trato gastrointestinal. Neste sentido, as subsecdes 4.8.1 e 4.8.2
apresentam os estudos comparativos realizados para concentracdes e exposicao aos

elementos pela instilagéo diaria de colirio nos olhos.

4.8.1 Concentracfes permitidas de impurezas elementares em colirios
lubrificantes

Como as IEs absorvidas pela via oftalmica ndo sdo consideradas nas
farmacopeias e na diretriz ICH Q3D (R2) (ICH, 2022; SILVA, 2018; USP, 2017), em
nosso estudo, as concentragcdes dos macro e microelementos quantificadas nas
amostras de colirios lubrificantes foram comparadas com os valores das
concentracdes permitidas de IEs em medicamentos parenterais (1g/g) estabelecidos
pela FB e diretriz ICH Q3D (R2).

4.8.2 PDE para impurezas elementares em medicamentos oftalmoldgicos

A PDE estabelece a quantidade maxima permitida que cada elemento pode
estar em um medicamento administrado diariamente na via oral, inalatéria e parenteral
(ug/dia) (ICH, 2022; SILVA, 2018; USP, 2017). Da mesma forma que a concentracao,
ndo existem valores de referéncia para comparar a PDE na via oftalmica.

Portanto, em nosso estudo, a exposicao diaria as IEs, através da instilacéo de
colirios lubrificantes nos olhos, foi comparada as PDEs para medicamentos
parenterais definidos na diretriz ICH Q3D (R2). Além disso, esta orientacdo permite o
uso de valores de PDEs administrados na via parenteral sem modificacao (ICH, 2022;
SANDERSON; WHITECOTTON, 2022; SILVA, 2018).

4.9 Anédlise estatistica

A andlise de variancia de uma via (One-Way ANOVA) e o teste de
comparacao multipla post hoc de Tukey foram utilizados para testar as diferencas
significativas nas concentracdes entre as marcas de colirios e as diferencas
significativas nos valores de exposicao diaria via instilacdo de colirios lubrificantes
com conservantes e sem conservantes. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o software estatistico GraphPad Prism 9.0 (San Diego, California,
Estados Unidos) e o nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussdo foram apresentados da seguinte forma: a
subsecdo 5.1 apresenta as concentragbes do macroelemento (Mg) e dos
microelementos (Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn Mo, Ni, Pb, Se, V e Zn)
quantificadas (ug/g) nas amostras de colirios lubrificantes; as doses maximas diarias
de colirios lubrificantes instiladas nos olhos sédo apresentadas na subsecéo 5.2; os
valores das exposi¢Oes diarias aos elementos pela instilagdo de colirios lubrificantes
sdo apresentados na subsecéo 5.3. Na subsecdo 5.4 é apresentado a comparacao
das concentracfes detectadas com os valores de concentracdo permitida de
impurezas elementares estabelecidos na via parenteral da FB (BRASIL, 2019) e
diretriz ICH Q3D (R2) (ICH, 2022) e a comparac¢do dos valores de exposi¢ao diaria
com os valores de PDE estabelecidos pela diretriz ICH Q3D (R2) para via parenteral.

5.1 Concentracdo de macro e microelementos em colirios lubrificantes

A concentracdo de Al nas amostras de colirio 2-11, 16, 17 e 19, Cr nas
amostras 1-8,10, 12-18, Fe nas amostras 2, 4, 5, 7, 9-11, 14, 16, 17, Mg nas amostras
4,6, 17, 18 e 19, Pb nas amostras 1, 3-7, 14-19 estédo abaixo do limite de deteccéo
(<LOD).

As concentracdes de Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se,
V e Zn detectadas nos colirios lubrificantes diminuem na seguinte ordem:

Colirio 1 (com conservante): Mg > Zn > Se > Fe > As > Al > Cd > Ni > Mo >
Ba>Co>Cu>V>Mn;

Colirio 2 (com conservante): Se > Mg > As > Zn > Ni > Cd > Mo > Pb = Co >
Ba>V >Mn>Cu;

Colirio 3 (com conservante): Se > Mg > Fe >As >Z >Cd >Ba > Mo > Ni > Co
>Cu>V>Mn;

Colirio 4 (com conservante): Se >As>Zn>Cd>Mo>Ni>Ba>Co=V >Cu
> Mn;

Colirio 5 (com conservante): Mg > Co > Se > As > Cd > Zn >V > Mo > Ni >
Ba > Mn > Cu;

Colirio 6 (com conservante): Se > As > Zn > Cd > Mo > Ni > Co > Fe > Ba >
V =Cu > Mn;

Colirio 7 (com conservante): Mg > Se > As > Zn > Ni = Cd >Mo >V > Co > Ba

> Mn > Cu;
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Colirio 8 (com conservante): Mg > Se > Zn > As > Ni > Cd > Mo > Co > Ba >
Pb>V>Cu>Mn>Fe;

Colirio 9 (com conservante): Mg > Se > As >V > Ni >Zn > Cd > Pb > Mo > Co
>Ba > Cu > Mn > Cr;

Colirio 10 (com conservante): Mg > Se > Zn >As >Ni > Cd > Mo >Pb > Co >
Ba >V > Mn > Cu;

Colirio 11 (com conservante): Mg > Zn > Se > As > Ni> Cd > Mo > Co > Ba >
V >Pb > Mn > Cr > Cu;

Colirio 12 (com conservante): Mg > Al > Fe >Se >As>Ni>V >Zn =Cd >
Mo > Co =Ba>Pb > Mn>Cu;

Colirio 13 (com conservante): Al > Fe > Se > Mg >Zn>As>Ni>Cd >V >
Mo > Ba > Co > Pb > Mn > Cu;

Colirio 14 (com conservante): Se > Mg > As > Al > Cd > Ni=Zn > Mo > Ba >
Co>Mn >V > Cu;

Colirio 15 (sem conservante): Se > Al > Fe > As > Cd > Co > Ni=Mo >Ba =
Mg >Zn>V > Cu = Mn;

Colirio 16 (sem conservante): Se > As > Cd >Ni>Ba>Mo>Zn>Co >V >
Mn > Cu;

Colirio 17 (sem conservante): Se > As >Ba > Cd > Mo =Ni >2Zn > Cu > Co >
V > Mn;

Colirio 18 (sem conservante): Al > Fe > Se > Mg > Cd > Zn > As > Ni > Co >
V > Mo >Ba > Cu = Mn;

Colirio 19 (sem conservante): Se > Zn > As > Fe > Cd > Co > Ba = Ni > Mo >
Cr>V>Mn>Cu.

Nas Tabelas 5 e 6 sdo apresentadas as concentragcdes de Al, As, Ba, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V e Zn quantificadas (ug/g) nos colirios
lubrificantes com conservantes e sem conservantes, respectivamente, sendo que as

maiores concentragdes foram obtidas para os elementos Mg, Al, Co e Se (Figura 8).



Tabela 5 - Concentracdo de macro e microelementos quantificadas nos colirios lubrificantes com conservantes (ug/g).

Elemento Colirio 1 Colirio 2 Colirio 3 Colirio 4 Colirio 5 Colirio 6 Colirio 7
Al 0,090+0,020 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
As 0,091+0,006 0,169+0,009 0,077+0,017 0,088+0,005 0,079+0,007 0,072+0,008 0,108+0,011
Ba 0,027+0,003 0,024+0,001 0,042+0,001 0,021+0,001 0,021+0,001 0,021+0,001 0,024+0,002
Cd 0,049+0,001 0,051+0,002 0,051+0,002 0,046+0,001 0,047+0,002 0,048+0,0005 0,048+0,0005
Co 0,026+0,004 0,032+0,002 0,029+0,004 0,014+0,001 1,085+0,019 0,024+0,003 0,025+0,005
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Cu 0,015+0,001 0,012+0,001 0,021+0,002 0,008+0,001 0,004+0,002 0,011+0,014 0,007+0,002
Fe 0,167+0,009 <LOD 0,17040,020 <LOD <LOD 0,022+0,003 <LOD
Mg 0,315+0,008 0,272+0,01 0,194+0,01 <LOD 8,224+0,248 <LOD 5,346+0,162
Mn 0,013+0,002 0,012+0,001 0,009+0,001 0,007+0,001 0,006+0,001 0,008+0,001 0,008+0,001
Mo 0,033+0,002 0,043+0,002 0,032+0,002 0,026+0,001 0,028+0,003 0,029+0,001 0,033+0,002
Ni 0,040+0,003 0,060+0,005 0,030+0,004 0,023+0,002 0,026+0,003 0,028+0,002 0,048+0,002
Pb <LOD 0,032+0,006 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Se 0,245+0,007 0,303+0,01 0,256+0,013 0,248+0,006 0,245+0,014 0,229+0,008 0,261+0,01
\Y 0,014+0,001 0,017+0,005 0,018+0,003 0,014. £ 0,005  0,029+0,003 0,011+0,004 0,026+0,007
Zn 0,246+0,004 0,087+0,003 0,066+0,002 0,052+0,001 0,037+0,002 0,059+0,003 0,065+0,001
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Tabela 5 - Continuacao.

Elemento Colirio 8 Colirio 9 Colirio 10 Colirio 11 Colirio 12 Colirio 13 Colirio 14
Al <LOD <LOD <LOD <LOD 0,934+0,109 1,255+0,034 0,073+0,025
As 0,204+0,008 0,195+0,004 0,184+0,004 0,124+0,002 0,147+0,004 0,147+0,008 0,129+0,001
Ba 0,028+0,001 0,031+0,002 0,025+0,001 0,023+0,002 0,025+0,00 0,023+0,001 0,021+0,001
Cd 0,049+0,001 0,051+0,001 0,049+0,001 0,045+0,002 0,049+0,002 0,046+0,002 0,044+0,001
Co 0,031+0,002 0,037+0,002 0,029+0,003 0,026+0,007 0,025+0,005 0,019+0,002 0,013+0,001
Cr <LOD 0,004+0,001 <LOD 0,004+0,001 <LOD <LOD <LOD
Cu 0,015+0,003 0,016+0,002 0,008+0,001 0,003+0,001 0,005+0,002 0,005+0,001 0,002+0,001
Fe 0,013+0,004 <LOD <LOD <LOD 0,31+0,022 0,427+0,026 <LOD
Mg 0,653+0,036 24,284+0,769 0,489+0,024 6,004+0,224 5,431+0,178 0,258+0,016 0,225+0,009
Mn 0,014+0,001 0,014+0,001 0,011+0,0003 0,008+0,001 0,01+0,0004 0,012+0,001 0,009+0,0003
Mo 0,043+0,001 0,046+0,001 0,044+0,002 0,035+0,002 0,037+0,001 0,033+0,001 0,030,002
Ni 0,071+0,002 0,065+0,001 0,067+0,003 0,047+0,002 0,056+0,004 0,052+0,004 0,034+0,001
Pb 0,019+0,003 0,049+0,011 0,037+0,012 0,009+0,001 0,013+0,006 0,015+0,0002 <LOD
Se 0,311+0,013 0,358+0,006 0,317+0,01 0,268+0,014 0,308+0,003 0,299+0,018 0,278+0,011
\Y 0,018+0,004 0,083+0,005 0,017+0,002 0,022+0,006 0,055+0,004 0,043+0,003 0,008+0,002
Zn 0,219+0,001 0,058+0,001 0,186+0,002 0,552+0,008 0,049+0,001 0,200+0,002 0,034+0,002

Notas: dados apresentados como média + desvio padrdo; < LOD - As concentra¢des do analito estavam abaixo dos limites de detecc¢éo.
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Tabela 6 - Concentracdo de macro e microelementos quantificadas nos colirios lubrificantes sem conservantes (ug/g).

Elemento Colirio 15 Colirio 16 Colirio 17 Colirio 18 Colirio 19
Al 0,134+0,039 <LOD <LOD 2,382+0,219 <LOD
As 0,075+0,003 0,178+0,002 0,108+0,009 0,036+0,013 0,122+0,008
Ba 0,021+0,001 0,039+0,001 0,056+0,002 0,021+0,002 0,03+0,001
Cd 0,049+0,001 0,048+0,002 0,044+0,002 0,047+0,001 0,046+0,001
Co 0,028+0,003 0,021+0,003 0,015+0,004 0,028+0,009 0,031+0,002
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD 0,020+0,003
Cu 0,008+0,003 0,006+0,003 0,023+0,006 0,011+0,009 0,006+0,002
Fe 0,076+0,005 <LOD <LOD 0,453+0,032 0,051+0,011
Mg 0,021+0,007 <LOD <LOD 0,124+0,014 <LOD
Mn 0,008+0,0004 0,007+0,001 0,007+0,001 0,011+0,001 0,008+0,001
Mo 0,027+0,002 0,032+0,002 0,026+0,001 0,025+0,002 0,029+0,001
Ni 0,027+0,003 0,043+0,004 0,026+0,004 0,031+0,003 0,03+0,002
Pb <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Se 0,250+0,004 0,36510,01 0,277+0,011 0,211+0,009 0,295+0,001
Y, 0,014+0,004 0,009+0,004 0,011+0,008 0,026+0,007 0,011+0,003
Zn 0,019+0,002 0,022+0,002 0,024+0,001 0,039+0,002 0,136+0,003

Notas: dados apresentados como média + desvio padrdo; < LOD - As concentra¢des do analito estavam abaixo dos limites de detecc¢éo.
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Figura 8 - Concentracdes de macro e microelementos nos colirios lubrificantes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Tabela A-1 do Apéndice 1 apresenta o resultado dos testes estatisticos
utilizados considerando as concentragfes quantificadas nas amostras de colirios com
conservantes (Tabela 5) e sem conservantes (Tabela 6). De acordo com o teste One-
Way ANOVA, ha diferenga estatistica significativa nas médias de concentracdo dos
elementos Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V e Zn em todos o0s
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colirios lubrificantes. Por meio do teste de Tukey foi possivel identificar quais médias
sao diferentes das demais. Quando as letras sdo iguais na mesma linha, ndo ha
diferengas estatisticas. Por outro lado, quando as letras sdo diferentes, existe
diferenca estatistica entre os valores (p<0,05). Além disso, as comparacgdes entre as
concentragdes dos colirios lubrificantes resultaram em p<0,0001 para os elementos
Al, As, Ba, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V e Zn e p=0,0001 para os elementos
Cre Mg.

5.2 Dose méxima diéaria de colirio lubrificante

A dose maxima diaria (mL/dia) de colirio lubrificante instilada nos olhos de uma pessoa
adulta apresentada na Tabela 7 foi calculada considerando as informagdes da bula
para as 19 amostras representativas de colirios lubrificantes com conservantes
(Tabela 5) e sem conservantes (Tabela 6). Observou-se que ndo ha um padrao nos
conta-gotas comerciais dos colirios lubrificantes analisados e o volume da gota variou
de 0,033 a 0,061 mL. Além disso, os colirios 1 e 6-15 ndo informaram a frequéncia

maxima diéria de instilacdes nos olhos nas suas bulas.

Tabela 7 - Colirio lubrificante com conservante e sem conservante, volume de uma gota (mL),

frequéncia méaxima diaria de instilagbes nos olhos e dose méxima diaria (mL), conforme estabelecido

na bula.
Colirio Conservante Volume: 1 gota (mL) Frequéncia Dose maxima diaria
maxima diaria (2 olhos) (mL/dia)
1 sim 0,045 5* 0,454
2 sim 0,051 4 0,408
3 sim 0,051 3 0,306
4 sim 0,040 5 0,400
5 sim 0,051 5 0,510
6 sim 0,045 5* 0,454
7 sim 0,053 5* 0,526
8 sim 0,049 5* 0,490
9 sim 0,045 5* 0,454
10 sim 0,059 5* 0,589
11 sim 0,048 5* 0,480
12 sim 0,061 5* 0,610
13 sim 0,060 5* 0,600
14 sim 0,051 5* 0,510
15 nao 0,049 5* 0,490
16 nao 0,033 3 0,200
17 nao 0,033 3 0,200
18 nao 0,042 4 0,333
19 nao 0,033 3 0,200




* Na bula do colirio lubrificante ndo contém a frequéncia maxima diaria de instilagcdes nos olhos.

5.3 Valores da exposicdo didria a macro e microelementos pela instilacdo de

colirios lubrificantes

A exposicao diaria obtida (ug/dia) pela instilacédo de colirios lubrificantes com

conservantes e sem conservantes € apresentada nas Tabela 8 e 9, respectivamente.

Ressalta-se que os valores elevados da exposicdo apresentados na Figura 9 sao

resultados das concentracdes mais elevadas dos elementos Mg, Al, Co e Se.

Tabela 8 - Exposicao diaria pela instilagdo de colirios lubrificantes com conservantes (ug/dia).

Elemento Colirio1  Colirio 2 Colirio 3 Colirio4 Colirio5 Colirio6  Colirio 7
Al 0,041 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
As 0,041 0,069 0,023 0,035 0,040 0,033 0,057
Ba 0,012 0,010 0,013 0,009 0,010 0,010 0,013
Cd 0,022 0,021 0,016 0,018 0,024 0,022 0,025
Co 0,012 0,013 0,009 0,006 0,554 0,011 0,013
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Cu 0,007 0,005 0,006 0,003 0,002 0,005 0,004
Fe 0,076 <LOD 0,052 <LOD <LOD 0,010 <LOD
Mg 0,143 0,111 0,060 <LOD 4.194 <LOD 2.812
Mn 0,006 0,005 0,003 0,003 0,003 0,003 0,004
Mo 0,015 0,017 0,010 0,010 0,014 0,013 0,017
Ni 0,018 0,024 0,009 0,009 0,013 0,012 0,025
Pb <LOD 0,013 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Se 0,111 0,124 0,078 0,099 0,125 0,104 0,137
\Y 0,007 0,007 0,005 0,006 0,015 0,005 0,014
Zn 0,111 0,036 0,020 0,021 0,019 0,027 0,034
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Tabela 8 - Continuacéo.
Elemento Colirio 8 Colirio 9 Colirio 10 Colirio 11 Colirio 12 Colirio 13 Colirio 14

Al <LOD <LOD <LOD <LOD 0,570 0,753 0,037
As 0,100 0,088 0,109 0,059 0,090 0,088 0,066
Ba 0,014 0,014 0,015 0,011 0,015 0,014 0,011
Cd 0,024 0,023 0,029 0,021 0,030 0,028 0,022
Co 0,015 0,017 0,017 0,013 0,015 0,011 0,007
Cr <LOD 0,002 <LOD 0,002 <LOD <LOD <LOD
Cu 0,007 0,007 0,005 0,001 0,003 0,003 0,001
Fe 0,006 <LOD <LOD <LOD 0,189 0,256 <LOD
Mg 0,320 11.025 0,288 2.882 3.313 0,155 0,115
Mn 0,007 0,006 0,006 0,004 0,006 0,007 0,004
Mo 0,021 0,021 0,026 0,017 0,023 0,020 0,016
Ni 0,035 0,029 0,040 0,023 0,034 0,031 0,018
Pb 0,009 0,022 0,022 0,004 0,008 0,009 <LOD
Se 0,152 0,163 0,187 0,128 0,188 0,179 0,142
\% 0,009 0,038 0,010 0,010 0,034 0,026 0,004
Zn 0,107 0,026 0,110 0,265 0,030 0,120 0,018

Notas: dados apresentados como média; < LOD - As concentra¢des do analito estavam abaixo dos
limites de deteccéo.
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Tabela 9 - Exposicéo diaria pela instilacédo de colirios lubrificantes sem conservantes (ug/dia).

Elemento Colirio 15 Colirio 16 Colirio 17 Colirio 18 Colirio 19
Al 0,066 <LOD <LOD 0,793 <LOD
As 0,037 0,036 0,022 0,012 0,024
Ba 0,010 0,008 0,011 0,007 0,006
Cd 0,024 0,009 0,009 0,016 0,009
Co 0,014 0,004 0,003 0,009 0,006
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD 0,004
Cu 0,004 0,001 0,005 0,004 0,001
Fe 0,037 <LOD <LOD 0,151 0,010
Mg 0,010 <LOD <LOD 0,041 <LOD
Mn 0,004 0,001 0,001 0,004 0,002
Mo 0,013 0,006 0,005 0,008 0,006
Ni 0,013 0,009 0,005 0,010 0,006
Pb <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Se 0,122 0,073 0,055 0,070 0,059
\Y, 0,007 0,002 0,002 0,009 0,002
Zn 0,009 0,004 0,005 0,013 0,027

Notas: dados apresentados como média; < LOD - As concentracdes do analito estavam abaixo dos
limites de deteccao.
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Figura 9 - Exposicédo diaria a macro e micro elementos pela instilagdo de colirios lubrificantes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Tabela A-2 do Apéndice 1 sdo apresentados os resultados dos testes

estatisticos da exposicdo diaria pela instilacdo de colirios lubrificantes. O teste
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estatistico One-Way ANOVA mostrou que existem diferencas significativas nos
valores médios de exposicdo diaria a macro e microelementos entre as amostras de
colirios lubrificantes (p<0,05) e o teste de Tukey permitiu identificar quais valores
diferem um dos outros, sendo que as letras diferentes na mesma linha representam
as diferencas estatisticas entre as amostras (p<0,05). Os valores de p referente as
comparacdes das exposicoes diarias calculadas séo: p<0,0001 para os elementos Al,
As, Ba, Cd, Co, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Se, V e Zn, p=0,0062 para o Cr, p=0,0002 para o
Fe e p=0,0001 para o Pb.

5.4 Estudo comparativo

Com base na literatura publicada, estima-se que a biodisponibilidade
intraocular de medicamentos oculares tépicos é inferior a 5% (BACHU et al., 2018;
CHOLKAR et al., 2013; DAVIES, 2000; JARVINEN; JARVINEN; URTTI, 1995;
KARASULU, 2008; KIM et al., 2014; KOMPELLA; KADAM; LEE, 2010; PATEL et al.,
2013) e depende do volume da gota (KEISTER et al., 1991).

Cerca de 50-100% da dose instilada de colirio nos olhos pode atingir a
circulacao sistémica, principalmente pela conjuntiva e ducto nasolacrimal, e causar
efeitos colaterais graves (AGRAHARI et al., 2016; DEL AMO, 2022; JARVINEN;
JARVINEN; URTTI, 1995).

Diante da auséncia de limites de concentracdo e exposi¢ao diaria permitida
para via oftalmica adotou-se a via parenteral porque a maioria da absorcao dos colirios
ocorre semelhante aos medicamentos administrados na via parenteral (AGRAHARI et
al., 2016; BACHU et al., 2018; DEL AMO; URTTI, 2008).

Neste sentido, a Tabela 10 mostra as concentracdes de Al, As, Ba, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V e Zn quantificadas nos colirios lubrificantes com
conservantes e sem conservantes em comparacdo com as concentragdes permitidas
de impurezas elementares estabelecidas pela FB (BRASIL, 2019) e diretriz ICH Q3D
(R2) para administracéao parenteral (ICH, 2022).

Na Tabela 11 € apresentada a comparacao dos valores de exposicao diaria
pela instilacdo de colirios lubrificantes com os valores de PDE para IEs definidos na

diretriz ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Tabela 10 - Concentracdo de macro e microelementos quantificadas nos colirios lubrificantes em comparacdo com a concentracdo permitida de IEs
estabelecida pela FB (BRASIL, 2019) e diretriz ICH Q3D (R2) para administracdo parenteral (ICH, 2022).

Elemento Colirio 1* Colirio 2* Colirio 3* Colirio 4* Colirio 5* Colirio 6* Colirio 7* FB ICH Q3D (R2)
(Mg/g) (Mg/g) (Ha/g) (Mg/g) (Ha/g) (Mg/g) (Mg/g) (Mg/g) (Mg/g)

Al 0,0900,020 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD NA NA
As 0,091+0,006  0,169+0,009  0,077+0,017  0,088+0,005 0,079+0,007  0,072+0,008  0,108+0,011 0,15 1,5
Ba 0,027+0,003  0,024+0,001  0,042+0,001  0,021+0,001  0,021+0,001  0,021+0,001  0,024+0,002 NA 70
Cd 0,049+0,001  0,051+0,002  0,051+0,002  0,046+0,001 0,047+0,002  0,048+0,0005  0,048+0,0005 0,05 0,2
Co 0,026+0,004  0,032+0,002  0,029+0,004  0,014+0,001 _ 0,024+0,003  0,025+0,005 NA 0,5
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 2,5 110
Cu 0,015+0,001  0,012+0,001  0,021+0,002  0,008+0,001  0,004+0,002  0,011+0,014  0,007+0,002 25 30
Fe 0,167+0,009 <LOD 0,17040,020 <LOD <LOD 0,022+0,003 <LOD NA NA
Mg 0,315+0,008  0,272+0,01 0,194+0,01 <LOD 8,224+0,248 <LOD 5,346+0,162 NA NA
Mn 0,013+0,002  0,012+0,001  0,009+0,001  0,007+0,001  0,006+0,001  0,008+0,001  0,008+0,001 25 NA
Mo 0,033+0,002  0,043+0,002  0,032+0,002  0,026+0,001 0,028+0,003  0,029+0,001  0,033+0,002 2,5 150
Ni 0,040+0,003  0,060+0,005  0,030+0,004  0,023+0,002 0,026+0,003  0,028+0,002  0,048+0,002 2,5 2

Pb <LOD 0,032+0,006 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0,1 0,5
Se 0,245+0,007  0,303+0,01  0,256+0,013  0,248+0,006 0,245+0,014  0,229+0,008 0,261+0,01 NA 8

v 0,014+0,001  0,017+0,005  0,018+0,003  0,014.+ 0,005 0,029+0,003  0,011+0,004  0,026+0,007 2,5 1

Zn 0,246+0,004  0,087+0,003  0,066+0,002  0,052+0,001  0,037+0,002  0,059+0,003  0,065+0,001 NA NA
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Elemento Colirio 8* Colirio 9* Colirio 10* Colirio 11* Colirio 12* Colirio 13* FB ICH Q3D (R2)
(ng/g) (ng/g) (Ha/g) (ng/g) (Ha/g) (Ha/g) (Ha/g) (Ha/g)

Al <LOD <LOD <LOD <LOD 0,934+0,109 1,255+0,034 NA NA
As 0,204+0,008 0,195+0,004 0,184+0,004 0,124+0,002 0,147+0,004 0,147+0,008 0,15 15
Ba 0,028+0,001 0,031+0,002 0,025+0,001 0,023+0,002 0,025+0,00 0,023+0,001 NA 70
Cd 0,049+0,001 0,051+0,001 0,049+0,001 0,045+0,002 0,049+0,002 0,046+0,002 0,05 0,2
Co 0,031+0,002 0,037+0,002 0,029+0,003 0,026+0,007 0,025+0,005 0,019+0,002 NA 0,5
Cr <LOD 0,004+0,001 <LOD 0,004+0,001 <LOD <LOD 2,5 110
Cu 0,015+0,003 0,016+0,002 0,008+0,001 0,003+0,001 0,005+0,002 0,005+0,001 25 30
Fe 0,013+0,004 <LOD <LOD <LOD 0,31+0,022 0,427+0,026 NA NA
Mg 0,653+0,036 24,284+0,769 0,489+0,024 6,004+0,224 5,431+0,178 0,258+0,016 NA NA
Mn 0,014+0,001 0,014+0,001 0,011+0,0003 0,008+0,001 0,01+0,0004 0,012+0,001 25 NA
Mo 0,043+0,001 0,046+0,001 0,044+0,002 0,035+0,002 0,037+0,001 0,033+0,001 25 150
Ni 0,071+0,002 0,065+0,001 0,067+0,003 0,047+0,002 0,056+0,004 0,052+0,004 25 2

Pb 0,019+0,003 0,049+0,011 0,037+0,012 0,009+0,001 0,013+0,006 0,015+0,0002 0,1 0,5
Se 0,311+0,013 0,358+0,006 0,317+0,01 0,268+0,014 0,308+0,003 0,299+0,018 NA 8

\% 0,018+0,004 0,083+0,005 0,017+0,002 0,022+0,006 0,055+0,004 0,043£0,003 2,5 1

Zn 0,219+0,001 0,058+0,001 0,186+0,002 0,552+0,008 0,049+0,001 0,200£0,002 NA NA
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Elemento Colirio 14* Colirio 15** Colirio 16** Colirio 17** Colirio 18** Colirio 19** FB ICH Q3D (R2)
(Ha/g) (Ha/g) (Ha/g) (ng/g) (ng/g) (Ha/g) (Mg/g)  (Ho/g)

Al 0,073+0,025 0,134+0,039 <LOD <LOD 2,382+0,219 <LOD NA NA
As 0,129+0,001 0,075+0,003 0,178+0,002 0,108+0,009 0,036+0,013 0,122+0,008 0,15 15
Ba 0,021+0,001 0,021+0,001 0,039+0,001 0,056+0,002 0,021+0,002 0,03+0,001 NA 70
Cd 0,044+0,001 0,049+0,001 0,048+0,002 0,044+0,002 0,047+0,001 0,046+0,001 0,05 0,2
Co 0,013+0,001 0,028+0,003 0,021+0,003 0,015+0,004 0,028+0,009 0,031+0,002 NA 0,5
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0,020+0,003 2,5 110
Cu 0,002+0,001 0,008+0,003 0,006+0,003 0,023+0,006 0,011+0,009 0,006+0,002 25 30
Fe <LOD 0,076+0,005 <LOD <LOD 0,453+0,032 0,051+0,011 NA NA
Mg 0,225+0,009 0,021+0,007 <LOD <LOD 0,124+0,014 <LOD NA NA
Mn 0,009+0,0003 0,008+0,0004 0,007+0,001 0,007+0,001 0,011+0,001 0,008+0,001 25 NA
Mo 0,030,002 0,027+0,002 0,032+0,002 0,026+0,001 0,025+0,002 0,029+0,001 25 150
Ni 0,034+0,001 0,027+0,003 0,043+0,004 0,026+0,004 0,031+0,003 0,03+0,002 25 2

Pb <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0,1 0,5
Se 0,278+0,011 0,250+0,004 0,365+0,01 0,277+0,011 0,211+0,009 0,295+0,001 NA 8

\% 0,008+0,002 0,014+0,004 0,009+0,004 0,011+0,008 0,026+0,007 0,011+0,003 2,5 1

Zn 0,034+0,002 0,019+0,002 0,022+0,002 0,024+0,001 0,039+0,002 0,136+0,003 NA NA

Notas: dados apresentados como média + desvio padrédo; *com conservante; ** sem conservante; < LOD - As concentra¢des do analito estavam abaixo dos
limites de deteccao; NA - Nao aplicavel.

Concentragdo proxima ao limite da FB

Concentrag&o acima do limite da FB [l Concentracéo acima do limite da diretriz ICH Q3D (R2)
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Tabela 11 - Exposicdo diaria pela instilacdo de colirios lubrificantes comparada com os valores de PDE estabelecidos na diretriz ICH Q3D (R2) para via
parenteral (ICH, 2022).

Elemento Colirio 1* Colirio 2* Colirio 3* Colirio 4* Colirio 5* Colirio 6* PDE da diretriz ICH Q3D (R2) para
(ug/dia) (ug/dia) (ug/dia) (ng/dia) (ug/dia) (ug/dia) via parenteral (ng/dia)
Al 0,041 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD NA
As 0,041 0,069 0,023 0,035 0,040 0,033 15
Ba 0,012 0,010 0,013 0,009 0,010 0,010 700
Cd 0,022 0,021 0,016 0,018 0,024 0,022 2
Co 0,012 0,013 0,009 0,006 0,554 0,011 5
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 1100
Cu 0,007 0,005 0,006 0,003 0,002 0,005 300
Fe 0,076 <LOD 0,052 <LOD <LOD 0,010 NA
Mg 0,143 0,111 0,060 <LOD 4,194 <LOD NA
Mn 0,006 0,005 0,003 0,003 0,003 0,003 NA
Mo 0,015 0,017 0,010 0,010 0,014 0,013 1500
Ni 0,018 0,024 0,009 0,009 0,013 0,012 20
Pb <LOD 0,013 <LOD <LOD <LOD <LOD 5
Se 0,111 0,124 0,078 0,099 0,125 0,104 80
Y, 0,007 0,007 0,005 0,006 0,015 0,005 10
Zn 0,111 0,036 0,020 0,021 0,019 0,027 NA
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Elemento Colirio 7* Colirio 8* Colirio 9* Colirio 10* Colirio 11* Colirio 12*  PDE da diretriz ICH Q3D (R2) para
(ng/dia) (ng/dia) (ug/dia) (ug/dia) (ug/dia) (ug/dia) via parenteral (ug/dia)
Al <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0,570 NA
As 0,057 0,100 0,088 0,109 0,059 0,090 15
Ba 0,013 0,014 0,014 0,015 0,011 0,015 700
Cd 0,025 0,024 0,023 0,029 0,021 0,030 2
Co 0,013 0,015 0,017 0,017 0,013 0,015 5
Cr <LOD <LOD 0,002 <LOD 0,002 <LOD 1100
Cu 0,004 0,007 0,007 0,005 0,001 0,003 300
Fe <LOD 0,006 <LOD <LOD <LOD 0,189 NA
Mg 2.812 0,320 11.025 0,288 2.882 3.313 NA
Mn 0,004 0,007 0,006 0,006 0,004 0,006 NA
Mo 0,017 0,021 0,021 0,026 0,017 0,023 1500
Ni 0,025 0,035 0,029 0,040 0,023 0,034 20
Pb <LOD 0,009 0,022 0,022 0,004 0,008 5
Se 0,137 0,152 0,163 0,187 0,128 0,188 80
vV 0,014 0,009 0,038 0,010 0,010 0,034 10
Zn 0,034 0,107 0,026 0,110 0,265 0,030 NA
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Tabela 11 - Continuacao.
Colirio 13* Colirio 14* Colirio 15**  Colirio 16**  Colirio 17** Colirio 18** Colirio 19 ** PDE da diretriz ICH Q3D (R2)

Elemento (ug/dia) (ng/dia) (ug/dia) (ug/dia) (ug/dia) (ug/dia) (ug/ dia) para via parenteral (ug/dia)
Al 0,753 0,037 0,066 <LOD <LOD 0,793 <LOD NA
As 0,088 0,066 0,037 0,036 0,022 0,012 0,024 15
Ba 0,014 0,011 0,010 0,008 0,011 0,007 0,006 700
Cd 0,028 0,022 0,024 0,009 0,009 0,016 0,009 2
Co 0,011 0,007 0,014 0,004 0,003 0,009 0,006 5
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0,004 1100
Cu 0,003 0,001 0,004 0,001 0,005 0,004 0,001 300
Fe 0,256 <LOD 0,037 <LOD <LOD 0,151 0,010 NA
Mg 0,155 0,115 0,010 <LOD <LOD 0,041 <LOD NA
Mn 0,007 0,004 0,004 0,001 0,001 0,004 0,002 NA
Mo 0,020 0,016 0,013 0,006 0,005 0,008 0,006 1500
Ni 0,031 0,018 0,013 0,009 0,005 0,010 0,006 20
Pb 0,009 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 5
Se 0,179 0,142 0,122 0,073 0,055 0,070 0,059 80
Y, 0,026 0,004 0,007 0,002 0,002 0,009 0,002 10
Zn 0,120 0,018 0,009 0,004 0,005 0,013 0,027 NA

Notas: dados apresentados como média; *com conservante; ** sem conservante; < LOD - As concentra¢gfes do analito estavam abaixo dos limites de detecc¢éo;
NA - Nao aplicavel.
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Conforme apresentado na Tabela 10, o teor de Al variou de 0,073 pg/g a 2,382
pg/g. O Al foi detectado nos colirios com conservantes 1, 12, 13 e 14 e nos colirios
sem conservantes 15 e 18 (Figura 10), mas ndo existem valores concentracéo
permitida de Al na FB e diretriz ICH Q3D (R2) para via parenteral. Por outro lado, a
exposicdo ao Al pela instilacdo diaria de colirio lubrificante variou de 0,037 pg/dia
(colirio com conservante 14) a 0,793 pg/dia (colirio sem conservante 18) (Figura 11),
mas ndo héa valores de PDE para IEs na diretriz ICH Q3D (R2) para via parenteral.
Entretanto, a exposicdo a concentracbes altas de Al pode causar doencas em
humanos, dentre elas destacamos a catarata (DOLAR-SZCZASNY et al., 2019). Em
estudos envolvendo animais, a aplicacao intraperitoneal diaria de 0,3 ml de cloreto de
aluminio a 4% durante 16 semanas causou toxicidade retiniana, com consequente

afinamento do EPR e perda de segmentos externos dos fotorreceptores (LU; GONG;
AMEMIYA, 2002).

Figura 10 - Concentracdo de Al quantificada nos colirios lubrificantes comparada com a FB e diretriz
ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Figura 11 - Exposicédo diaria ao Al pela instilacdo de colirio lubrificante comparada com a diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral.
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A concentracdo de As nos colirios variou de 0,036 ug/g a 0,204 ug/g (Tabela
10). Nos colirios 12 (0,147 pg/g) e 13 (0,147 ug/g), ambos com conservantes, 0s
valores de concentracdo de As estdo proximos aos valores de concentracdes
permitidas de IEs estabelecidas pela FB para via parenteral (0,15 pg/g), enquanto as
concentracfes nos colirios com conservantes 2 (0,169 pg/g), 8 (0,204 ug/g), 9 (0,195
ug/g) e 10 (0,184 ug/g) e colirio sem conservante 16 (0,178 ug/g) g) estdo acima do
valor definido na FB para administracdo parenteral. Além disso, todos os colirios
apresentaram concentracdes de As abaixo do limite estabelecido pela diretriz ICH
Q3D (R2) para esse elemento na via parenteral (1,5 pg/g) (Figura 12). Ressalta-se
também que as concentracdes de As quantificadas nos colirios possuem valores
maiores que os resultados encontrados nos estudos que associam esse elemento a
DMRI no EPR, na coroide, na retina (ABERAMI et al., 2019) e a perda de acuidade
visual central de forma progressiva (FREUND et al., 2020).

Conforme apresentado na Figura 13, o colirio sem conservante 18 (0,012
pg/dia) e o colirio com conservante 10 (0,109 ug/dia) apresentaram os menores e
maiores valores de exposi¢do diaria ao As pela instilacdo de colirio nos olhos. Os
valores de exposicdo ao As em todas as amostras de colirios ficaram abaixo dos
limites de PDE estabelecidos pela diretriz ICH Q3D (R2) (15 pg/dia). Apesar do valor
da exposicao diaria ao As pela instilacéo de colirios lubrificantes estar abaixo do valor
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estabelecido pela diretriz ICH Q3D (R2) na via parenteral, 0 As € um elemento toxico,

carcinogénico e existem estudos que associaram sua presen¢a no organismo ao

desenvolvimento de doencas oculares (ABERAMI et al., 2019; BAIDYA et al., 2006;

FREUND et al., 2020).

Figura 12 - Concentracdo de As quantificada nos colirios lubrificantes comparada com a FB e diretriz

ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Figura 13 - Exposic¢édo diaria ao As pela instilagdo de colirio lubrificante comparada com a diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral.
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Na Tabela 10, o teor de Ba nos colirios variou de 0,021 ug/g (colirios com
conservantes 4, 5, 6 e 14 e sem conservante 18) a 0,056 ug/g (colirio sem conservante
17), mas ndo ha valores de Ba para IEs na FB para administracdo parenteral. No
entanto, todas as amostras apresentaram concentracdes de Ba nos colirios abaixo
dos valores permitidos pela diretriz ICH Q3D (R2) para via parenteral (70 pug/g) (Figura
14). De acordo com a Tabela 11, a exposi¢do ao Ba causada pela instilacao diaria de
colirio lubrificante variou de 0,006 pg/dia (colirio sem conservante 19) a 0,015 pg/dia
(colirios com conservantes 10 e 12) (Figura 15). Além disso, esses valores estdo
abaixo da PDE (700 pg/dia) estabelecida pela diretriz ICH Q3D (R2) para via
parenteral. Entretanto, mesmo em baixas concentracdes, o Ba € toxico e pode causar
riscos a saude humana. Se ingerido entre 1 e 15 g pode ser fatal. O contato com os
olhos causairritacéo, vermelhidédo e dor (KHOKHAR et al., 2011). Ha relatos de perdas
visuais ap6s contato com oxido de bario (NEW JERSEY DEPARTAMENT, 2002) e de
um caso de sindrome toxica do segmento anterior no olho de uma mulher que ocorreu
apos cirurgia de implante de glaucoma de Baerveldt (BGI), induzida pela dissolucao
do bario do BGlI e a sua entrada no olho (MATSUSHITA et al.,, 2021). Em
coelhos, aplicacBes topicas e oculares de nitrato de bario e 6xido de bario durante 24

horas causaram irritacdo leve na pele e irritacdo ocular grave (LEWIS; SWEET, 1985).

Figura 14 - Concentracdo de Ba quantificada nos colirios lubrificantes comparada com a FB e diretriz
ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Figura 15 - Exposicéo diaria ao Ba pela instilagdo de colirio lubrificante comparada com a diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral.
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A concentracdo de Cd nos colirios variou de 0,044 pg/g (colirio com
conservante 14 e sem conservante 17) a 0,051 pg (colirios com conservantes 3 e 9)
(Tabela 10). A concentracdo de Cd nos colirios com conservantes 1 (0,049 ug/g), 6
(0,048 ug/g), 7 (0,048 ug/g), 8 (0,049 ug/g), 10 (0,049 ng/g) e 12 (0,049 ug /g) e nos
colirios sem conservantes 15 (0,049 pg/g) e 16 (0,048 ug/g) estdo proximas aos
valores de concentracdo de IEs permitidos na FB para via parenteral (0,05 pg/g),
enquanto as concentracdes nos colirios com conservantes 2, 3 e 9 (0,051 ug/g) estao
acima do valor permitido para IEs na FB para via parenteral (Figura 16). Ressalta-se
gue os colirios com conservantes 2 e 9 também apresentaram concentracfes de As
acima da FB para via parenteral. Em relacdo a diretriz ICH Q3D (R2), todas as
amostras apresentaram concentracbes de Cd abaixo do valor de concentracdo
permitido para via parenteral (0,2 pg/g). Por fim, as concentracdes de Cd detectadas
foram maiores que os valores dos estudos envolvendo pessoas com diagndstico de
DED, por meio de exames de sangue (0,00096 pg/g) (CHOI et al., 2020) e urina
(0,00108 ug/g) ( LIOU et al., 2022); e estudos que associaram a presenca de metais
pesados a DMRI, no sangue (0,019 pg/g) (PARK et al., 2015) e no humor aquoso
(0,0281 pg/g) (JUNEMANN et al., 2013), e glaucoma em homens (0,011 pg/g) e
adolescentes (0,0112 ug/g) (LEE et al., 2016).
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Em relacdo a exposicdo diaria ao Cd, variou de 0,009 ug/dia (colirio sem
conservante 16, 17 e 19) a 0,030 pg/dia (colirio com conservante 12) e esta abaixo do
PDE estabelecido pela diretriz ICH Q3D (R2) (2 pg/dia) (Figura 17). O Cd é um
elemento altamente toxico e foi associado ao desenvolvimento de doencas oculares,
como catarata (CEKIC, 1998), DMRI (ABERAMI et al., 2019; JUNEMANN et al., 2013;
PARK et al., 2015) e glaucoma (LEE et al.,, 2016). Erie e colaboradores (2005)
mediram a concentracdo de metais pesados tdxicos nos fluidos e tecidos dos 16 olhos
humanos de autdpsia e constataram que metais pesados como o Cd (0,002358 +
0,001522 ug/g) e Pb (0,432 + 0,485 pg/g) acumulam-se nos tecidos dos olhos
humanos adultos, concentrando-se a maior parte no EPR e na coroide. O estudo de
Haddad (2012) mediu as concentracdes de metais pesados téxicos (Cd, Cr e Fe) nos
olhos humanos de fumantes e ndo fumantes e constatou um aumento significativo dos
niveis de Cd em pacientes fumantes, logo ratifica os resultados encontrados por Erie
e colaboradores (2005). Cekic (1998) correlacionou o tabagismo e o acumulo de Cd,
Cu e Pb no cristalino. No estudo verificou que houve acumulo de Cd (0,99 £ 0,21 ug/qg),
Cu (2,11 £ 0,47 ug/g) e Pb (5,17 +1,43 ug/g) nos cristalinos com catarata e concluiu
gue o tabagismo pode ser um fator de risco significativo na catarogénese.

Figura 16 - Concentragdo de Cd quantificada nos colirios lubrificantes comparada com a FB e diretriz
ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Figura 17 - Exposicdo diaria ao Cd pela instilacao de colirio lubrificante comparada com a diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral.
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Conforme mostrado na Tabela 10, o teor de Co nos colirios variou de 0,013
Kg/g (colirio sem conservante 14) a 1,085 ug/g (colirio sem conservante 5), mas nao
foi possivel comparar as concentracdes quantificadas com a FB para via parenteral,
pois ndo hé limites estabelecidos. Em relagéo a diretriz ICH Q3D (R2) para referida
via de administracdo, apenas o colirio com conservante 5 apresentou valor de
concentracdo superior (0,5 pg/g) (Figura 18). Ressalta-se também que o colirio com
conservante 5 apresentou concentracao maior que o resultado do estudo relacionado
a perdas visuais por intoxicacdo de Co (NG; EBNETER; GILHOTRA, 2013).

Na Tabela 11, os valores de exposicao ao Co, considerando a instilacao diaria
de colirio, variaram de 0,003 pg/dia (colirio sem conservante 17) a 0,554 pg/dia (colirio
com conservante 5) e estdo abaixo dos valores de PDE para IEs estabelecidos pela
diretriz ICH Q3D (R2) na via parenteral (5 pg/dia) (Figura 19). No entanto, niveis
excessivos de Co no organismo podem causar doencas. Em 2020, Garcia e
colaboradores (2020), publicaram um relato de caso de uma mulher de 59 anos que
apresentou sintomas como Vvisao turva, manchas brancas em ambos os olhos,
hipotireoidismo, cardiomiopatia e neuropatia apos recolocacao de implante de protese
de quadril com peca Co e Cr. Descobriu-se posteriormente que ela tinha um nivel

sérico de cobalto > 1 ug/g.
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Em outro estudo, Junemann e colaboradores (2013) quantificaram os niveis
de ions metalicos selecionados no humor aquoso de olhos afetados pela DMRI
usando espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado por injecao de
fluxo (FI-ICP-MS) e observaram que pacientes com DMRI apresentaram niveis
elevados de Cd (0,0281 pg/g), Co (0,1242 ug/g) e Fe (12,4643 pg/g) quando
comparados aos grupos controles. Finalmente, Lim e colaboradores (2015) relataram
que niveis séricos elevados de Co podem estar relacionados a danos reversiveis e
irreversiveis que levam a perda visual, como neuropatia e atrofia do nervo Optico,
funcionamento eletrofisiolégico anormal do tecido retiniano e do EPR, além de

perfusdo coroidal anormal.

Figura 18 - Concentragdo de Co quantificada nos colirios lubrificantes comparada com a FB e diretriz
ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Figura 19 - Exposicédo diaria ao Co pela instilacao de colirio lubrificante comparada com a diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral.
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A concentracao de Cr nos colirios 1-8, 10 e 12-18 est4 abaixo do limite de detec¢éo
(Tabela 10). Entretanto, o teor de Cr nos colirios com conservantes 9 (0,004 pg/g) e
11 (0,004 pg/g) e no colirio sem conservante 19 (0,020 pg/g) estd abaixo da
concentracdo permitida na FB (2,5 pg/g) e diretriz ICH Q3D (R2) para via parenteral
(110 pg/g) (Figura 20). De acordo com os resultados apresentados na Tabela 11, a
exposicdo ao Cr variou de 0,002 pg/dia (colirios com conservantes 9 e 11) a 0,004
pg/dia (colirio sem conservante 19) e os valores de exposicdo para instilacdo de
colirios considerando o Cr estdo abaixo do PDE para IEs definido pela diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral (1100 pg/dia) (Figura 21). Embora as concentragdes
sejam baixas quando comparadas aos limites estabelecidos pelo FB e ICH Q3D (R2)
para via parenteral, a exposicdo ao Cr esta associada ao desenvolvimento de DMRI
(ABERAMI et al.,, 2019) e ao Cr hexavalente pode causar irritagdo, corrosao e
ulceracao nos olhos (KAPARWAN, 2023; VON BURG; LIU, 1993).
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Figura 20 - Concentracdo de Cr quantificada nos colirios lubrificantes comparada com a FB e diretriz
ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Figura 21 - Exposi¢éo diaria ao Cr pela instilacdo de colirio lubrificante comparada com a diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral.
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O teor de Cu nos colirios variou de 0,002 ug/g (colirio com conservante 14) a
0,023 ug/g (colirio sem conservante 17) e esta abaixo do valor de concentracéo
permitida estabelecido pela FB (25 pg/g) e diretriz ICH Q3D (R2) para via parenteral
(30 pg/g) (Tabela 10). A instilagéo diaria de colirio devido a exposi¢cao ao elemento
Cu, cujos valores variaram de 0,001 pg/dia (colirios com conservantes 11 e 14 e
colirios sem conservantes 16 e 19) a 0,007 pg/dia (colirios com conservantes 1, 8 e
9) estdo abaixo do PDE para IEs definido pela diretriz ICH Q3D (R2) na via parenteral
(300 pg/dia) (Tabela 11). Essas informagOes podem ser melhor observadas nas
Figuras 22 e 23 que contemplam as concentracdes quantificadas e exposicoes diarias
ao Cu, respectivamente. O Cu desempenha um papel fundamental na bioquimica do
sistema nervoso humano (WAGGONER; BARTNIKAS; GITLIN, 1999), sendo
importante para a cura e retardamento do crescimento da catarata (HADDAD;
ALASADI; HADDAD, 2012). Por outro lado, corpos estranhos intraoculares contendo
Cu podem causar inflamacédo e lesdo nas membranas celulares e mitocondrias da
retina (BOCCA et al., 2020), opacidades corneanas (AYENIMO et al.,, 2010),
abscessos assépticos, catarata, hipotenséo ocular, liquefacdo e retracdo do vitreo,
dano e descolamento da retina (MCGAHAN; BITO; MYERS, 1986).

Figura 22 - Concentragdo de Cu quantificada nos colirios lubrificantes comparada com a FB e diretriz
ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Figura 23 - Exposicdo diaria ao Cu pela instilacao de colirio lubrificante comparada com a diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral.
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Na Tabela 10, o teor de Fe variou de 0,013 pg/g (colirio com conservante 8) a
0,453 ug/g (colirio sem conservante 18), mas nao foi possivel comparar os valores
guantificados com a FB e diretriz ICH Q3D (R2) para via parenteral (Figura 24). No
entanto, todas concentracdes de Fe quantificadas sdo maiores que os valores do
estudo de Hohberger e colaboradores (2018) para esse elemento e, com excec¢ao dos
colirios com conservantes 6 e 8 e sem conservante 19, as demais concentracdes
também sdo maiores que os valores do estudo de Bocca e pesquisadores (2020).
Ambos estudos avaliaram os niveis de oligoelementos no humor aquoso em pacientes
com glaucoma de é&ngulo aberto.

Conforme mostrado na Tabela 11, os colirios com conservantes 8 e 13
apresentaram o menor (0,006 pg/dia) e maior valor de exposi¢do (0,256 pg/dia)
(Figura 25). Entretanto, ndo foi comparar os valores de exposi¢éo diaria ao Fe com a
diretriz ICH Q3D (R2), pois esse guia ndo contempla esse elemento. O Fe esta
envolvido em varios processos bioldgicos, mas o acumulo cronico pode contribuir para
o desenvolvimento de DMRI e glaucoma, conforme ja relatado, e também influenciar
outras condi¢des oculares, como aceruloplasminemia hereditaria, neurodegeneracao
associada a pantotenato quinase, hemorragia intraocular (WONG et al., 2007) e
catarata (EROL; OZALP; ATALAY, 2021).
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Figura 24 - Concentragéo de Fe quantificada nos colirios lubrificantes comparada com a FB e diretriz
ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Figura 25 - Exposi¢éo diaria ao Fe pela instilagéo de colirio lubrificante comparada com a diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral.

Fe

Exposicao diaria pela instilagio de colirio lubrificante (ug/dia)
o
I}

irio 15
irio 17
irio 18
irio 19

irio 11

Co
Co
Coliri
Col
Col

Colirios sem

Colirios com conservantes ]
conservantes |Via parenteral

NA. - Nao aplicavel

Fonte: Elaborado pelo autor.



82

A concentracado de Mg variou de 0,021 pg/g (colirio sem conservante 15) a
24,284 ug/g (colirio com conservante 9) (Tabela 10), mas nao foi possivel comparar
os valores quantificados com a FB e ICH Q3D (R2) para via parenteral, pois esse
elemento ndo é contemplado nos referidos documentos (Figura 26). De acordo com a
Tabela 11, a exposicdo ao Mg devido a instilacdo diaria de colirio variou de 0,010
pg/dia (colirio sem conservante 15) a 11,025 pg/dia (colirio com conservante 9) e, da
mesma forma que a concentragdo, ndo foi possivel compara-la com diretriz ICH Q3D
(R2) (Figura 27). Neste estudo, os maiores valores encontrados para concentragao e
exposicao por instilagdo diaria de colirio foram de Mg. O Mg é importante para a
manutencdo da integridade estrutural e funcional do cristalino, mas seu excesso no
organismo pode causar toxidades. Diferente dos outros elementos, a deficiéncia de
Mg leva ao acumulo de Ca no cristalino, podendo causar catarata e a liberacdo de
oxido nitrico, que produz radicais livres de nitrogénio e sdo capazes de causar danos
oxidativos (AJITH, 2019; KORKMAZ et al., 2013; MICUN et al., 2022). Além disso, 0
glaucoma, a catarata senil e a retinopatia diabética foram associadas a baixos niveis
de Mg*? extracelular (AJITH, 2019).

Figura 26 - Concentracao de Mg quantificada nos colirios lubrificantes comparada com a FB e diretriz
ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Figura 27 - Exposicdo diaria ao Mg pela instilacdo de colirio lubrificante comparada com a diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral.
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Os niveis de Mn nos colirios com conservantes 5 (0,006 pg/g) e nos colirios
sem conservantes 8 e 9 (0,014 pg/g) apresentaram 0s menores e maiores valores,
respectivamente, e estdo abaixo do valor estabelecido pela FB para IEs na via
parenteral (25 ug/g) (Tabela 10). N&o foi possivel comparéa-los com diretriz ICH Q3D
(R2) para via parenteral, pois ndo o Mn ndo é contemplado neste documento.
Entretanto, os colirios 1-19 apresentaram concentracdes de Mn maiores que o estudo
de Ceylan e colaboradores (2013), que verificaram se os niveis de Al, As, Cd, Co, Cr,
Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Se, V e Zn possuiam papéis no desenvolvimento de PEX e/ou
PEG usando ICP MS. Os autores constataram que 0s niveis séricos elevados de Mn
(0,0022 ug/g), Mo (0,00198 ug/g) e Hg (0,0024 pg/g) podem influenciar na patobiologia
da PEX.

A Tabela 11 mostra que a exposi¢cao ao Mn devido a instilagcéo diaria do colirio
variou de 0,001 pg/dia nas amostras sem conservantes 16 e 17, por outro lado, nos
colirios com conservantes 8 e 13 foi de 0,007 pg/dia. Nao foi possivel comparar os
valores de exposicéo diaria ao Mn com a diretriz ICH Q3D (R2), pois o0 guia nédo
contempla esse elemento. Essas informacdes podem ser melhor observadas nas
Figuras 28 e 29 que abordam os teores quantificados nos colirios e as exposicdes
diarias ao Mn, respectivamente. No corpo humano, o Mn é importante para a

cicatrizagéo e retardando o crescimento da catarata (HADDAD; ALASADI; HADDAD,
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2012), mas concentracfes elevadas podem causar toxidades (ATSDR, 2012;
CARVALHO, 2002; CEYLAN et al., 2013; SILVA, 2017a). Khosla, Karki e Gahlot
(1983) estudaram o efeito do Mn, Mo e Zn na retina de 36 coelhos. Os animais foram
divididos por elemento (9 animais para cada grupo) e grupo controle. Foi administrado
doses de 1 ml de cloreto de sédio 0,9% ao grupo controle, sulfato de manganés 0,2%
ao grupo Mn, molibdato de sodio 0,2% ao grupo Mo e sulfato de zinco 0,5% ao grupo
Zn por via intraperitoneal durante 2 semanas, 4 semanas e 8 semanas. Os autores
descobriram que esses elementos sdo potencialmente retinotdxico, causando efeito

seletivo em fotorreceptores e células ganglionares.

Figura 28 - Concentracao de Mn quantificada nos colirios lubrificantes comparada com a FB e diretriz
ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Figura 29 - Exposigédo diaria ao Mn pela instilagédo de colirio lubrificante comparada com a diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral.
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O teor de Mo no colirio variou de 0,025 pg/g (colirio sem conservante 18) a
0,046 pg/g (colirio com conservante 9) e todos os valores quantificados estdo abaixo
da concentracdo permitida estabelecida na FB (2,5 pg/g) e diretriz ICH Q3D (R2) para
via parenteral (150 pg/g) (Figura 30). No entanto, as concentracdes quantificadas nos
colirios sdo maiores que o teor de Mo (0,00195 pg/g) do estudo de Ceylan e
colaboradores (2013).

A exposicao ao Mo considerando a instilagéo diaria de colirio variou de 0,005
pg/dia (colirio sem conservante 17) a 0,026 pg/dia (colirio com conservante 10) (Figura
31). Portanto, os valores de exposicdo ao Mo estdo abaixo dos PDE estabelecidos
pela diretriz ICH Q3D (R2) para via parenteral (1500 pg/dia). Porém, os niveis
elevados de Mo no organismo podem causar glaucoma pseudoexfoliativo (PEG)
(CEYLAN et al., 2013) e irritagéo ocular (JONMAIRE, 2015). Conforme relatado, em

coelhos, o Mo também apresentou efeito retinotéxico na retina (KHOSLA; KARKI;
GAHLOT, 1983).

Figura 30 - Concentracao de Mo quantificada nos colirios lubrificantes comparada com a FB e diretriz
ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Figura 31 - Exposicdo diaria ao Mo pela instilacdo de colirio lubrificante comparada com a diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral.
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Na Tabela 10, a concentracdo de Ni variou de 0,023 pg/g (colirio com
conservante 4) a 0,071 pg/g (colirio com conservante 8), mas esses valores estao
abaixo do valor de concentracao permitida de IEs em medicamentos estabelecido pela
FB (2,5 ug/g) e diretriz ICH Q3D (R2) para administracdo parenteral (2 pg/g) (Figura
32). Considerando a instilagdo diaria dos colirios, apresentada na Tabela 11, os
resultados mostram que a exposicdo ao Ni variou de 0,005 pg/dia (colirio sem
conservante 17) a 0,040 pg/dia (colirio com conservante 10). Entretanto, esses valores
diarios de instilacédo de colirio estdo abaixo do PDE estabelecido pela diretriz ICH Q3D
(R2) para via parenteral (20 pg/dia) (Figura 33). Embora o Ni seja essencial ao
organismo, em situacdes de toxidade pode causar doencas, como DMRI (ABERAMI
et al., 2019), doengas cardiovasculares, fibrose pulmonar e insuficiéncia renal. A
exposicdo prolongada ao Ni *? e seus sais pode causar conjuntivite, inflamacéo das
membranas mucosas das vias aéreas superiores e eczema (HOLYNSKA-IWAN et
al., 2023). Em estudo em animais, anomalias celulares na retina de olhos de peixes
expostos ao Ni por 30 dias afetaram a funcdo priméria da retina e levaram a perda
visual ou baixa visdo em alevinos (Mugil cephalus). Com base no teste de toxicidade
cronica realizado durante 30 dias, observou as seguintes situagfes para as

concentracdes encontradas: 2,9 = 0,14 pg/g (nenhum efeito adverso foi observado),
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4,7 + 0,14 ug/g (pouco efeito adverso foi observado) e 3,7 £ 0,14 ug/g (valor crénico).

Além disso, verificou que a concentracao letal de 96 horas (CLso) para Ni foi de 42,2
+ 3,9 pg/g (NAGARJUNA; MOHAN, 2017).

Figura 32 - Concentragdo de Ni quantificada nos colirios lubrificantes comparada com a FB e diretriz
ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Figura 33 - Exposic¢édo diaria ao Ni pela instilacdo de colirio lubrificante comparada com a diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral.
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A concentracdo de Pb nas amostras de colirio apresentada na Tabela 10

variou de 0,009 pg/g (colirio com conservante 11) a 0,049 pg/g (colirio com

conservante 9). Estas concentracdes estdo abaixo da concentracdo permitida para
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IEs em medicamentos estabelecida pela FB (0,1 pg/g) e diretriz ICH Q3D (R2) para
via parenteral (0,5 pg/g) (Figura 34). No entanto, os colirios com conservantes 2 (0,032
Hao/g), 9 (0,049 ug/g) e 10 (0,037 pg/g) apresentaram concentracdes de Pb maiores
que o estudo de Chen, Chen e Lai (2022), que investigou a associacdo entre a
exposicao a vestigios de metais em amostras de lagrimas e a presenca de métricas
de DED na industria de estaleiros (grupo exposto ao Pb: 0,02358 ug/g). Os colirios
com conservantes 9 e 10 também apresentaram concentragdes maiores que o estudo
de Park e colaboradores (2015), que investigaram a relacédo entre os metais pesados
e a DMRI, e constaram que pessoas com DMRI inicial e tardia possuiam
concentracfes de Pb 0,029 ug/g e 0,0366 ug/g, respectivamente. Além disso, o colirio
com conservante 2 apresentou concentragédo de Pb maior que o grupo com DMRI
inicial (0,029 ug/qg).

Conforme os resultados da instilacdo diaria dos colirios (Tabela 11), a
exposicao ao Pb variou de 0,004 pg/dia a 0,022 pg/dia nos colirios com conservantes
2, 8-12 e 13 e esta abaixo do PDE estabelecido pela diretriz ICH Q3D (R2) na via
parenteral (5 pg/dia) (Figura 35). Ressalta-se que o Pb & muito toxico, carcinogénico
e 0 acumulo no organismo pode estar associado a doencas oculares (BOCCA et al.,
2020; EKINCI et al., 2014; NELKE et al., 2015), como catarata (CEKIC, 1998; DOLAR-
SZCZASNY et al., 2019), DMRI (ABERAMI et al., 2019; PARK et al., 2015) e DED
(CHEN; CHEN; LAI, 2022; LIOU et al., 2022).

Figura 34 - Concentragdo de Pb quantificada nos colirios lubrificantes comparada com a FB e diretriz
ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Figura 35 - Exposicédo diaria ao Pb pela instilacéo de colirio lubrificante comparada com a diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral.
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O teor de Se apresentado na Tabela 10 variou de 0,211 pg/g (colirio sem
conservante 18) a 0,365 pg/g (colirio sem conservante 16). Nao existem valores de
Se para IEs em medicamentos estabelecidos pela FB para via parenteral e todas as
amostras de colirios apresentaram concentracdes abaixo da concentracdo permitida
estabelecida pela diretriz ICQ Q3D (R2) (8 ug/g) para via parenteral (Figura 36).
Entretanto, as concentracfes de Se quantificadas nas amostras foram maiores que
os valores dos estudos que associam esse elemento a DMRI tardia, no EPR, na
coroide (0,1116 pg/g) e retina (0,0501 pg/g) (ABERAMI et al., 2019), e ao glaucoma
no humor aquoso (12 a 32 faixa) e no plasma (32 faixa) (BRUHN et al., 2009).

A exposicao diaria ao Se variou de 0,055 pg/dia (colirio sem conservante 17)
a 0,188 pg/dia (colirio com conservante 12) e os valores obtidos estdo abaixo do PDE
para Se (80 upg/dia) definido pela diretriz ICH Q3D (R2) para via parenteral (Figura 37).
Porém, niveis aumentados de Se ou compostos no organismo podem causar catarata
(KARAKUCUK et al., 1995), irritacdo ocular e conjuntival, lacrimejamento, vis&o turva
e corneas embacadas (MIDDLETON, 1947).
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Figura 36 - Concentracdo de Se quantificada nos colirios lubrificantes comparada com a FB e diretriz
ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Figura 37 - Exposi¢éo diaria ao Se pela instilagdo de colirio lubrificante comparada com a diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os niveis de V nos colirios variaram de 0,008 ug/g (colirio com conservante
14) a 0,083 pg/g (colirio com conservante 9) (Tabela 10) e estdo abaixo dos valores
estabelecidos para IEs em medicamentos definidos na FB (2,5 pg/g) e na diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral (1 pg/g) (Figura 38). A Tabela 11 mostra que a exposi¢céo
ao V devido a instilagédo diaria variou de 0,002 pg/dia (colirios sem conservantes 16,
17 e 19) a 0,038 pg/dia (colirio com conservante 9) e os valores de PDE séo inferiores
aos estabelecidos pela diretriz ICH Q3D (R2) na via parenteral (10 pg/dia) (Figura 39).
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Entretanto, em situacdes de intoxicacdo por V, as pessoas podem apresentar
problemas oculares, como irritacdo ocular (BARCELOUX; BARCELOUX, 1999) e
conjuntivite (ZENZ; BARTLETT; THIEDE, 1962). Em animais, verificou que a inalagéo
de V causou danos a retina e pode interferir na visdo (CERVANTES-YEPEZ; LOPEZ-
ZEPEDA; FORTOUL, 2018).

Figura 38 - Concentracédo de V quantificada nos colirios lubrificantes comparada com a FB e diretriz
ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 39 - Exposicgéo diaria ao V pela instilagcdo de colirio lubrificante comparada com a diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral.
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A concentracdo de Zn variou de 0,019 pg/g (colirio sem conservante 15) a
0,552 pg/g (colirio com conservante 11) (Tabela 10), mas nao foi possivel comparar
os valores quantificados com a FB e ICH Q3D (R2) para via parenteral, pois esse
elemento ndo é abordado nesses documentos (Figura 40). No entanto, observamos
gue as concentracdes de Zn nos colirios com conservantes 1 (0,246 ug/g) e 11 (0,552
pg/g) foram maiores que no estudo de Nourmohammadi, Modarress e Pakdel (2006),
que determinaram a concentracdo desse elemento no humor aquoso de pacientes
com catarata (0,243 pg/g). Ao compararmos com o estudo de Bocca e colaboradores
(2020) sobre glaucoma, ja apresentado, os colirios com conservantes 1 (0,246 ug/g),
8 (0,219 pug/g), 10 (0,186 pg/g), 11 (0,552 pg/g) e 13 (0,200 pg/g) apresentaram
concentracdes de Zn maiores que nos 3 grupos experimentais analisados (“GPAA -
Todos”: 0,0891 ug/g, “GPAA”: 0,0725 pg/g e “GPAA e outras doengas”: 0,186 ug/g).
A concentracédo do colirio com conservante 2 (0,087 ug/g) foi maior apenas em relagéo
ao grupo experimental ("GPAA") e os colirios com conservante 10 (0,186 pg/g) e sem
conservante 19 (0,136 pug/g) apresentaram valores maiores que 0S Qrupos
experimentais “GPAA - Todos” e “Apenas GPAA”. Além disso, todos colirios
apresentaram concentracdes de Zn com valores maiores que o estudo de Hohberger
e colaboradores (2018) (0,0003 pg/g).

Em relacdo a exposicao ao Zn, variou de 0,004 (colirio sem conservante 16)
a 0,265 pg/dia (colirio com conservante 11) (Tabela 11), mas n&o ha valores de PDE
estabelecidos na diretriz ICH Q3D (R2) para via parenteral (Figura 41). O Zn é
essencial para o sistema imunoldgico (SILVA, 2017a), atua na prevencdo da
progressdo da DMRI em estagios avancados (PARK et al., 2015; VISHWANATHAN,;
CHUNG; JOHNSON, 2013) e tem influéncia na fungdo muscular e na visdo (NELKE
et al., 2015). Entretanto, pode causar disturbios oftalmoldgicos, como irritagdo, dor,
ulceracdes da cérnea, edema e queimaduras, hiperemia, hemorragia, ceratopatia
bolhosa, glaucoma, catarata, lacrimejamento, reduc¢ao significativa da acuidade visual
com hemorragia e inflamagé&o conjuntival. (NRIAGU, 2007). Além disso, o acumulo no
cristalino pode estar relacionado a presenca de proteinas de alto peso molecular que
sdo consideradas precursoras de agregados proteicos insolUveis que causam

opacificagéo do cristalino (MICUN et al., 2022).
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Figura 40 - Concentragdo de Zn quantificada nos colirios lubrificantes comparada com a FB e diretriz
ICH Q3D (R2) para via parenteral.
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Figura 41 - Exposic¢édo diaria ao Zn pela instilagéo de colirio lubrificante comparada com a diretriz ICH
Q3D (R2) para via parenteral.
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Conforme observamos nos resultados e discussdao acima, embora a

concentracdo de alguns macro e microelementos esteja abaixo dos valores limites
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estabelecidos por agéncias reguladoras como a FB e a diretriz ICH Q3D (R2), isso
nao significa que seu uso seja seguro. Eles podem ser perigosos para a saude
humana porque tém meia-vida biolégica longa, ndo séo biodegradaveis e alguns séo
toxicos mesmo em concentracdes muito baixas (AMARTEY et al., 2011; EZEABARA
et al., 2014; RAl et al., 2019).

O estudo mostra a presenca de elementos toxicos nos colirios lubrificantes
brasileiros utilizados no tratamento da DED, portanto, as agéncias reguladoras devem
estabelecer um nivel de PDE em microgramas por dia (ug/dia) para instilagdo de

colirios lubrificantes nos olhos.
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6 CONCLUSOES

No presente estudo, as 19 amostras representativas de colirios lubrificantes
brasileiros, com conservantes e sem conservantes, utilizadas para tratar a DED
apresentaram evidéncias de macro e microelementos na sua formulagéo.

Foram detectadas concentracfes de As e Cd acima do valor estabelecido pela
FB para administracdo parenteral e valor de Co superior ao definido pela diretriz ICH
Q3D (R2) para referida via. Por outro lado, as concentracdes de Ba, Cr, Cu, Mn, Mo,
Ni, Pb, Se e V nos colirios lubrificantes quantificados estdo abaixo dos valores
estabelecidos pela FB ou pela diretriz ICH Q3D (R2) para via parenteral.

Existem colirios lubrificantes analisados com concentra¢cdes de As, Cd, Co,
Fe, Mn, Mo, Pb, Se e Zn maiores que outros estudos envolvendo a associagao de
metais pesados a doencas oftalmolégicas e que os valores de referéncia de
concentracdo da FB e diretriz ICH Q3D (R2) na via parenteral para os elementos As,
Cd, Cr e Mo possuem diferencas significativas.

Os valores da exposicao diaria aos elementos As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mo, Ni,
Pb, Se e V pelainstilacéo de colirios estavam abaixo dos limites de PDE estabelecidos
pela diretriz ICH Q3D (R2) para via parenteral. No entanto, o acumulo desses
elementos no organismo podem ser prejudiciais a saude.

Os elementos Al, Fe, Mg e Zn foram detectados nas amostras, mas nao foram
avaliados segundo a FB e diretriz ICH Q3D (R2), pois ndo sdo contemplados nesses
documentos.

Em vérios paises, as agéncias reguladoras devem realizar a fiscalizacdo dos
colirios utilizados no tratamento de doencas oftalmoldgicas. Portanto, sdo necessarios
estudos complementares que investiguem os possiveis riscos de toxicidade devido a
instilacéo diaria de colirios lubrificantes contendo metais pesados.
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APENDICE 1 - Testes estatisticos utilizados considerando os resultados das concentra¢ées e das exposic6es diarias.

Tabela A-1 - Testes estatisticos utilizados considerando os resultados das concentracdes de macro e microelementos quantificadas nos colirios lubrificantes

apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Elemento Colirio 1* Colirio 2* Colirio 3* Colirio 4* Colirio 5* Colirio 6* Colirio 7*
Al a <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
As a b ac acd acde acdef adg
Ba a ab c bd bde bdef abdefg
Cd a ab abc ad acde acdef abcdefg
Co a ab abc bcd e abcdf abcdfg
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Cu a ab abc abcd abde abcdef abdefg
Fe a <LOD ac <LOD <LOD df <LOD
Mg a ab Abc <LOD e <LOD g
Mn a ab Bc cd cde cdef cdefg
Mo a Ac d acde acdef acefg
Ni a C cd cde cdef ag
Pb <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Se a Ac acd acde acdef acdeg
\% a ab Abc acd bce acdf abcdeg
Zn a b c d e cdf cdg
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Elemento Colirio 8* Colirio 9* Colirio 10* Colirio 11* Colirio 12* Colirio 13*
Al <LOD <LOD <LOD <LOD I m
As h hi bhij gk bkl bkim
Ba abgh ahi abdfghj abdefgjk abdefgjkl abdefgjklm
Cd abcdefgh abcfghi abcdefghij adefghk abcdefghijkl abdefghjkim
Co abcdfgh abcfghi abcdfghij abcdfghijk abcdfghijkl abcdfghijkim
Cr <LOD i <LOD ik <LOD <LOD
Cu abcdefgh abcdefghi abcdefghij abdefghijk abdefghijkl abdefghijklm
Fe dfh <LOD <LOD <LOD I m
Mg abch i abchj gk gkl abchjm
Mn abh abhi abcfgj cdefgjk abcdfgjkl abchijim
Mo bh bhi bhij acgk acgkl acefgklm
Ni h bhi bhij agk bgikl bgkim
Pb bh bi bhij hk bhkl bhkim
Se bh i bhj acdegk bhjl bhjkim
\% abcdefgh i abcdefghj abcdefghjk I elm
Zn h cdfgi i k dl m
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Elemento Colirio 14* Colirio 15** Colirio 16** Colirio 17** Colirio 18** Colirio 19**
Al an ano <LOD <LOD r <LOD
As gklmn acdefo bijp adgknq r gkngs
Ba bdefgjklmn bdefgjkmno cp q bdefgjklmnor ahis
Cd defgkmn abcdefghijkimo abcdefghijkimnp adefgklmnpqg abcdefghijkimnopgr adefghjklmnopqrs
Co abcdfgjkimn abcdfghijkimno abcdfghijkimnop abcdfghijkimnopq abcdfghijkimnopgr abcdfghijkinopqgrs
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD S
Cu abdefghjkimn abcdefghijkimno abdefghijkimnop abcfhiqg abcdefghijkimnopqr abdefghijklmnoprs
Fe <LOD o <LOD <LOD mr dfhos
Mg abchjmn abchjmno <LOD <LOD abchjmnor <LOD
Mn cdefgjkin cdefgjkino cdefgknop cdefgkinopq abchijlmnr cdefgjklnopgs
Mo acdefgkmn defno acefklmnop defgnoq defoqr acdefgmnopgrs
Ni acefn cefno adgknp cdefnoq acdefnoqr cdefnoqrs
Pb <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Se bcdgklmn acdefgkno ip abcdgklmnoq fr bhjkimngs
\% abcdfhjkn abcdfghjkno abcdfhjknop abcdfhjknopq abcdeghjkor abcdfhjknopgs
Zn en 0] op opq enr S

Notas: *com conservante; ** sem conservante; < LOD - As concentra¢des do analito estavam abaixo dos limites de detec¢cdo; One-Way ANOVA com teste
post hoc de Tukey; letras diferentes na mesma linha representam diferengas estatisticas.
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Tabela A-2 - Testes estatisticos utilizados considerando os valores da exposicao diaria pela instilacdo de colirios lubrificantes apresentados nas Tabelas 8 e

9.

Elemento Colirio 1* Colirio 2* Colirio 3* Colirio 4* Colirio 5* Colirio 6* Colirio 7*
Al a <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
As a b c Ad ade acdef g
Ba a b ac bd abde bdef acg
Cd a ab c d ae abf eg
Co a ab abc abcd de abcdf abcdfg
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Cu a ab abc abcd abcde abcdef abcdefg
Fe a <LOD c <LOD <LOD f <LOD
Mg a ab abc <LOD e <LOD g
Mn a c cd cde cdef befg
Mo a c cd ae aef bg
Ni a c cd cde cdef bg
Pb <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Se a ab c ad ae adf beg
\% a ab abc abcd e abcdf eg
Zn a b c cd cde f bg
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Elemento Colirio 8* Colirio 9* Colirio 10* Colirio 11* Colirio 12* Colirio 13*
Al <LOD <LOD <LOD <LOD I m
As h i Hj bgk il ilm
Ba acgh acghi Hij abcefgk hijl acghijm
Cd aegh aefghi J abfik jl jlm
Co abcfgh abcfghi abcfghij abcdfghijk abcfghijkl abcdfghijkim
Cr <LOD i <LOD ik <LOD <LOD
Cu abcdefgh abcdefghi abcdefghij abcdefgjk abcdefghijkl abcdefghijkim
Fe fh <LOD <LOD <LOD I m
Mg abch i abchj gk I abchjm
Mn ah ahi hij bcdefgk ahijl hjim
Mo h hi i abgk hil bghim
Ni h gi i bgk hi him
Pb bh bi bij bhk bhkl bhkim
Se h hi j begk il im
\% abcdfgh i abcdefghj abcdefghjk il m
Zn h fi hj k fil m
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Elemento Colirio 14* Colirio 15** Colirio 16** Colirio 17** Colirio 18** Colirio 19*
Al an ano <LOD <LOD mr <LOD
As bgkn adefo adefop cq qr fgs
Ba abcefgkin abdefkno bdfp abcefgknoqg dpr prs
Cd abefhikn aeghino p pq cr pgs
Co abcdfghkmn abcd,fghijkimno acdfkmnp cdfmnpq abcdfghijkimnopgr abcdfgkmnopqrs
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD S
Cu bcdefgjklmn abcdefgjikimno bcdefgjklmnop abcdefghijklnopq abcdefghijkimnopgr bcdefgjklmnopagrs
Fe <LOD co <LOD <LOD r fhs
Mg abchjmn abchjmno <LOD <LOD abchjmnor <LOD
Mn bfgkn bcdefgkno p pq bcdefgknor cpgs
Mo abegkn aefo p pq cdpr pgs
Ni an cdefo cdfp cdpq cdefopr cdpgs
Pb <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Se ghkn abeko cp q cpqr pars
\% abcdfhn abcdfhjkno abcdfnop abcdfnoq abcdfghjknor abcdfnopgs
Zn cden o] p pq or fils

Notas: *com conservante; ** sem conservante; < LOD - As concentra¢des do analito estavam abaixo dos limites de detec¢céo; One-Way ANOVA com teste
post hoc de Tukey; letras diferentes na mesma linha representam diferencgas estatisticas.
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Abstract: The aim of the study was to evaluate the presence of metal(loid)s in lubricating eye
drops used in the treatment of dry eye disease. The concentrations of Al, As, Ba, Cd, Co, Cu,
Cr, Pb, Fe, Mg, Mn, Mo, Nj, Se, V, and Zn were determined in 19 eye drop samples using induc-
tively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES). The limit of detection (LOD) and
limit of quantification (LOQ) values for the quantified elements ranged from 0.0002-0.0363 (mg/L)
and 0.0007-0.1211 (mg/L), respectively. High values of concentrations of Al (2.382 ug/g), As
(0.204 pg/g), Ba (0.056 pg/g), Cd (0.051 ug/g), Co (1.085 ng/g), Cr (0.020 png/g), Cu (0.023 ug/g),
Fe (0.453 pg/g), Mg (24.284 nug/g), Mn (0.014 nug/g), Mo (0.046 ng/g), Ni (0.071 ug/g), Pb (0.049 nug/g),
Se (0.365 nug/g), V (0.083 pg/g), and Zn (0.552 pg/g) were quantified in samples of eye drops with
and without preservatives. The concentrations of As (5 samples) and Cd (3 samples) were higher
than those allowed by the Brazilian Pharmacopoeia for impurities (parenteral use). The value of Co
content (ug/g) in a sample was higher than the value established by the International Council for
Harmonization of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH Q3D (R2)) in
the parenteral route. The daily eye drop instillation exposure (1g/day) was below the values from
the parenteral-permitted daily exposure (PDE) set by the ICH Q3D guideline (R2). The presence of
heavy metals in eye drops is an alert to regulatory agencies in several countries so that control and
inspections can be carried out.

Keywords: heavy metals; metalloids; lubricating eye drops; dry eye disease

1. Introduction

According to the World Health Organization (WHO, 2019), eye conditions that do
not typically cause vision impairment, such as dry eye (DE), must not be overlooked [1].
Therefore, several countries have sought solutions to prevent and treat this disease [2].
Dry eye disease, also called dry eye syndrome, dysfunctional tear syndrome, and keratitis

Copyright: © 2023 by the authors.

, _ sicca, is a multifactorial disease of the ocular surface characterized by the loss of tear film
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.

homeostasis [3,4], which affects millions of people [4], with adults over 40 years of age
and women being the most affected [5]. The most common causes of dry eye disease are
age, menopause, hormonal changes, autoimmune diseases, inflamed eyelid glands, and
Attribution (CC BY) license (https://  allergic eye diseases. Further causes include the constant or excessive use of computers,
creativecommons.org,/ licenses/by/ exposure to air conditioning, the use of contact lenses, and the ingestion of drugs, such as
40/). benzodiazepines, antidepressants, antihistamines, and analgesics [3].
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The diagnosis of DE is made from the identification of the symptoms and clinical tests.
However, this disease has multiple symptoms and signs that often do not correlate with one
another. As a result, greater attention is being paid to diagnosing and imaging technologies
to assess the type and severity of dry eye disease [5-7]. Conventional treatments incorporate
lubricating eye drops or artificial tears, which can be effective in mild and moderate cases [8].
In addition, lubricating eye drops have different levels of osmolarity, pH, and viscosity;
however, they contain the same aqueous component that is important in lubricating the
ocular surface [9].

The eye drops used in dry eye disease may contain preservatives in order to avoid
contamination of bacteria in the vials after opening [10]. Although, chronic use of preserva-
tives can cause significant damage to the eye tissues [11]. On the other hand, lubricating
eye drops without preservatives can minimize the effects of irritation and ocular toxicity;
however, they are expensive and the bottle is difficult to handle, especially for elderly
patients [12].

Previous studies have reported that metals and metalloids play an important role in
the pathogenesis of several ophthalmological disorders, such as Cd, Cu, Fe, Hg, Ni, and
Zn in glaucoma [13,14], as well as the elements As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Ni, and Pb
in age-related macular degeneration (AMD) [15-17], Al, Bi, Cd, Cs, Fe, Pb, Te, and Tl in
cataracts [18,19], and Cd, Hg, and Pb in dry eye disease [20-24]. Furthermore, there is a sig-
nificant level of heavy metals in the aqueous humor [14,25], as well as in the lens [19,25,26],
and in the pigment epithelium of the retina and choroid [17,27]. However, clinical studies
on the toxicity of heavy metals and metalloids in eye drops with preservatives and without
preservatives are scarce.

The impurities present in eye drops can be organic, inorganic, and residual solvents.
Most of these impurities occur due to manufacturing processes, degradation, storage
conditions, excipients, or contamination [28-30]. In this context, some countries have
pharmacopoeias that establish quality parameters and analysis methods for supplies and
medicines [31-33]. However, in the absence of information in their pharmacopoeias,
some countries resort to the guidelines for elemental impurities (ICH Q3D), which are
established by the International Council for Harmonization of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH) [34-36].

Since metals have various oxidation states, their toxicities are different [37]. Cr (III) is
essential to health human, while Cr (VI) is highly toxic [38]. In addition, pentavalent methy-
lated arsenicals are less toxic, while trivalent methylated species are highly cytotoxic [38].
Various transition metal ions are toxic and produce various types of diseases in the body.
Metal ions are present in water, soil, sediment, and blood samples and their valence state
plays a crucial role for absorption and dynamics behavior in the biological context [37,39].
In light of the above, it has been observed that more research is needed to investigate the
values of the concentrations of metal(loid)s in various types of medication and compare
them with the values established by the regulatory agencies.

The ICH Q3D guideline, currently in version 2 (R2), presents a process to assess and
control elemental impurities in the drug product administered orally, parenterally, and
inhaled; that is, it establishes the limits of permitted daily exposure (PDE) in pg/day
for each element of toxicological concern and the concentration-permitted levels of im-
purities in drugs, drug substances, and excipients [40—42]. However, to date, permitted
concentrations and daily exposure of metal(loid)s for the ophthalmic route have not been
established [31,40,43].

Motivated by the results published in Refs. [13-24], who demonstrated that potential
risks to ocular health may be related to the presence of heavy metals, our study aimed to
evaluate, for the first time, the presence of Al (aluminum), As (arsenium), Ba (barium),
Cd (cadmium), Co (cobalt), Cr (chromium), Cu (copper), Fe (iron), Mg (magnesium),
Mn (manganese), Mo (molybdenum), Ni (nickel), Pb (lead), Se (selenium), V (vanadium),
and Zn (zinc) in Brazilian lubricating eye drops with and without preservatives used in
the treatment of dry eye disease. In addition, the contents of chemical elements in the
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studied eye drop samples were compared with the values of allowed concentrations of
permitted concentration of elemental impurities established by the Brazilian Pharmacopoeia
(BP) [31], as well as elemental impurity values set by the ICH Q3D (R2) [40], and PDE
values recommended by the ICH Q3D guideline (R2) in the parenteral route [40].

2. Results

The results were presented as follows: Section 2.1 outlines the results of the analyte
addition and recovery test; the result of the calibration curve is shown in Section 2.2; in
Section 2.3, data on the concentrations of heavy metals and metalloids quantified (ng/g)
in samples of lubricating eye drops and the comparison with the values of permissible
concentrations of elemental impurities established in the parenteral route of Brazilian
Pharmacopeia (BP) [31] and ICH guideline Q3D (R2) [40] are presented. The latter data
(Section 2.4) provides data on the exposure to heavy metals and metalloids during the daily
instillation of lubricating eye drops in the eyes (ug/day) and the comparison with the PDE
values established by the ICH Q3D guideline (R2) via the parenteral route.

2.1. Analyte Addition and Recovery Test

A spike was generated by adding a known amount (0.5 mg/L) of analyte to a sample,
testing the spiked sample. The recovery results were as follows: Al 91.37%, As 90.86%,
Ba 95.38%, Cd 96.12%, Co 90.57%, Cr 99.05%, Cu 91.69%, Fe 96.19%, Mg 97.13%, Mn 95.31%,
Mo 90.23%, Ni 92.70%, Pb 95.85%, Se 97.10%, V 91,12%, and Zn 98.17%.

2.2. Calibration Curves

The range values of the detection limits (LOD), quantification limits (LOQ), and correla-
tion coefficients (R?) for the detected elements were 0.0002-0.0363 (mg/L),
0.0007-0.1211 (mg/L), and 0.9968-0.9996, respectively. Table 1 presents the parameters of
the calibration curve and the values obtained for the LOD, LOQ, and R2.

Table 1. Calibration equations (y = ax +b) *, R2,LOD, and LOQ obtained through external calibration.

Calibration Equations

Element y=ax+b LOD (mg/L) LOQ (mg/L) R?
Al y = 5875x — 44.236 0.0363 0.1211 0.9996
As y =449.7x + 1.2977 0.0036 0.0121 0.9996
Ba y = 813,519x — 1440 0.0003 0.0010 0.9995
Cd y =14,392x — 47.211 0.0005 0.0018 0.9994
Co y =5674.7x — 0.31 0.0010 0.0033 0.9995
Cr y =17,967x + 30.812 0.0011 0.0037 0.9994
Cu y = 22,046x + 10.232 0.0020 0.0067 0.9996
Fe y =10,379x + 18.352 0.0065 0.0217 0.9994
Mg y = 381,472x + 1439 0.0017 0.0057 0.9994
Mn y = 63,173x — 33.596 0.0002 0.0007 0.9994
Mo y = 3475.6x — 5.3857 0.0006 0.0019 0.9993
Ni y =5121.1x — 4.011 0.0011 0.0038 0.9994
Pb y =995.99x + 9.5888 0.0050 0.0168 0.9993
Se y =357.79x — 3.0524 0.0045 0.0149 0.9968
\Y% y =32,973x — 18.426 0.0010 0.0032 0.9995
Zn y =10,718x — 37.313 0.0016 0.0052 0.9989

*y = intensity; a = slope; x = concentration (mg/L); and b = intercept.

2.3. Concentration of Metal(loid)s in Lubricating Eye Drops

In this study, the concentrations of metal(loid)s in 19 commercial samples of lubri-
cating eye drops used in the treatment of dry eye disease in Brazil were analyzed us-
ing optical emission spectrometry with inductively coupled plasma (ICP OES). A total
of fourteen samples with preservatives (samples 1-14) and five without preservatives
(samples 15-19) were analyzed. Table 2 shows the concentrations of Al, As, Ba, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V, and Zn quantified in lubricating eye drops with



Molecules 2023, 28, 6508

4 0f 20

preservatives and without preservatives compared with the permitted concentrations of
elemental impurities established by the BP [31] and ICH Q3D (R2) guideline for parenteral
administration [40]. Figure 1 shows the values of metal(loid) concentrations quantified in
the eye drop samples with and without preservatives. The concentration of Al in the eye
drop samples 2-11, 16, 17, and 19, Cr in samples 1-8, 10, and 12-18, Fe in samples 2, 4, 5, 7,
9-11, 14, 16, and 17, Mg in samples 4, 6, 17, 18, and 19, and Pb in samples 1, 3-7, and 14-19
are all below the limit of detection (<LOD).

Table 2. Concentration of quantified metal(loid)s in lubricating eye drops compared with the permit-
ted concentration of elemental impurities established by the BP [31] and ICH Q3D (R2) guideline for
parenteral administration [40].

ICH Q3D
Eye Drops1* EyeDrops2* EyeDrops3* [EyeDrops4* EyeDrops5* EyeDrops6* Eye Drops7*

Element (uglg) (uglg) (ngl/g) (uglg) (uglg) (uglg) (ngl/g) (nglg) (S;%;)
Al 0.090 £ 0.020 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD NA NA
As 0.091 £ 0.006 0.169 £ 0.009 0.077 £0.017 0.088 £ 0.005 0.079 £ 0.007 0.072 £ 0.008 0.108 £ 0.011 0.15 15
Ba 0.027 £ 0.003 0.024 £ 0.001 0.042 £ 0.001 0.021 £ 0.001 0.021 £ 0.001 0.021 £ 0.001 0.024 + 0.002 NA 70
Cd 0.049 £ 0.001 0.051 £ 0.002 0.051 £ 0.002 0.046 £ 0.001 0.047 £0.002  0.048 4 0.0005  0.048 £ 0.0005  0.05 0.2
Co 0.026 & 0.004 0.032 £ 0.002 0.029 £ 0.004 0.014 £ 0.001 1.085 £ 0.019 0.024 £ 0.003 0.025 £ 0.005 NA 0.5
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 2.5 110
Cu 0.015 £ 0.001 0.012 £ 0.001 0.021 £ 0.002 0.008 £ 0.001 0.004 £ 0.002 0.011 £ 0.014 0.007 £ 0.002 25 30
Fe 0.167 £ 0.009 <LOD 0.170 £ 0.020 <LOD <LOD 0.022 £ 0.003 <LOD NA NA
Mg 0.315 £ 0.008 0.272 £ 0.01 0.194 £+ 0.01 <LOD 8.224 £+ 0.248 <LOD 5.346 £+ 0.162 NA NA
Mn 0.013 £ 0.002 0.012 £ 0.001 0.009 £ 0.001 0.007 £ 0.001 0.006 £ 0.001 0.008 £ 0.001 0.008 £ 0.001 25 NA
Mo 0.033 £ 0.002 0.043 £ 0.002 0.032 £ 0.002 0.026 £ 0.001 0.028 £ 0.003 0.029 £ 0.001 0.033 £ 0.002 2.5 150
Ni 0.040 £ 0.003 0.060 =+ 0.005 0.030 £ 0.004 0.023 £ 0.002 0.026 + 0.003 0.028 £ 0.002 0.048 £ 0.002 2.5 2
Pb <LOD 0.032 £ 0.006 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0.1 0.5
Se 0.245 £ 0.007 0.303 £ 0.01 0.256 £ 0.013 0.248 £ 0.006 0.245 £+ 0.014 0.229 £ 0.008 0.261 £ 0.01 NA 8
\4 0.014 £ 0.001 0.017 & 0.005 0.018 +0.003  0.014. +0.005  0.029 4 0.003 0.011 £ 0.004 0.026 + 0.007 2.5 1
Zn 0.246 £ 0.004 0.087 £ 0.003 0.066 £ 0.002 0.052 £ 0.001 0.037 £ 0.002 0.059 £ 0.003 0.065 £ 0.001 NA NA

ICH Q3D
Eye Drops8* Eye Drops9* Eye Drops10* Eye Drops11* Eye Drops12* " BP

Element (nglg) (ug/g) (ug/g) (ug/g) (ug/g) Eye Drops 13 * (1g/g) (ug/g) (Sg;)
Al <LOD <LOD <LOD <LOD 0.934 £ 0.109 1.255 £ 0.034 NA NA
As 0.204 £ 0.008 0.195 £ 0.004 0.184 & 0.004 0.124 £ 0.002 0.147 £ 0.004 0.147 4 0.008 0.15 15
Ba 0.028 + 0.001 0.031 £ 0.002 0.025 £ 0.001 0.023 £ 0.002 0.025 £ 0.00 0.023 £ 0.001 NA 70
Cd 0.049 £ 0.001 0.051 £ 0.001 0.049 £ 0.001 0.045 £ 0.002 0.049 £ 0.002 0.046 £ 0.002 0.05 0.2
Co 0.031 £ 0.002 0.037 £ 0.002 0.029 £ 0.003 0.026 £ 0.007 0.025 £ 0.005 0.019 £ 0.002 NA 0.5
Cr <LOD 0.004 4 0.001 <LOD 0.004 + 0.001 <LOD <LOD 2.5 110
Cu 0.015 £ 0.003 0.016 £ 0.002 0.008 £ 0.001 0.003 £ 0.001 0.005 =+ 0.002 0.005 £ 0.001 25 30
Fe 0.013 £ 0.004 <LOD <LOD <LOD 0.31 £ 0.022 0.427 £ 0.026 NA NA
Mg 0.653 +0.036  24.284 +0.769  0.489 4 0.024 6.004 £ 0.224 5431 £+ 0.178 0.258 £ 0.016 NA NA
Mn 0.014 £ 0.001 0.014 £0.001  0.011 4 0.0003  0.008 £ 0.001 0.01 & 0.0004 0.012 £ 0.001 25 NA
Mo 0.043 £ 0.001 0.046 & 0.001 0.044 £ 0.002 0.035 £ 0.002 0.037 £ 0.001 0.033 £ 0.001 2.5 150
Ni 0.071 £ 0.002 0.065 £ 0.001 0.067 £ 0.003 0.047 £ 0.002 0.056 £ 0.004 0.052 £ 0.004 2.5 2
Pb 0.019 £ 0.003 0.049 £ 0.011 0.037 £ 0.012 0.009 £ 0.001 0.013 £ 0.006 0.015 £ 0.0002 0.1 0.5
Se 0.311 £ 0.013 0.358 £ 0.006 0.317 £ 0.01 0.268 £+ 0.014 0.308 £ 0.003 0.299 £ 0.018 NA 8
\4 0.018 £ 0.004 0.083 £ 0.005 0.017 £ 0.002 0.022 £ 0.006 0.055 & 0.004 0.043 £ 0.003 2.5 1
Zn 0.219 £ 0.001 0.058 £ 0.001 0.186 £ 0.002 0.552 £ 0.008 0.049 £ 0.001 0.200 £ 0.002 NA NA

ICH Q3D
Eye Drops 14 * Eye Drops 15 ** Eye Drops 16 ** Eye Drops 17 ** Eye Drops 18 ** . B

Element ™% o/c) (ng/g) (ng/g) (g/g) (ng/g) Eye Drops 19 ** (ug/g) (ngle) ()
Al 0.073 & 0.025 0.134 £ 0.039 <LOD <LOD 2.382 4+ 0.219 <LOD NA NA
As 0.129 £ 0.001 0.075 £ 0.003 0.178 £ 0.002 0.108 £ 0.009 0.036 & 0.013 0.122 £ 0.008 0.15 15
Ba 0.021 £ 0.001 0.021 £ 0.001 0.039 £ 0.001 0.056 £ 0.002 0.021 £ 0.002 0.03 & 0.001 NA 70
Cd 0.044 £ 0.001 0.049 £ 0.001 0.048 £ 0.002 0.044 £ 0.002 0.047 £ 0.001 0.046 £ 0.001 0.05 0.2
Co 0.013 £ 0.001 0.028 £ 0.003 0.021 £ 0.003 0.015 £ 0.004 0.028 £ 0.009 0.031 £ 0.002 NA 0.5
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0.020 £ 0.003 2.5 110
Cu 0.002 £ 0.001 0.008 £ 0.003 0.006 £ 0.003 0.023 £ 0.006 0.011 £ 0.009 0.006 £ 0.002 25 30
Fe <LOD 0.076 & 0.005 <LOD <LOD 0.453 £ 0.032 0.051 &+ 0.011 NA NA
Mg 0.225 £ 0.009 0.021 £ 0.007 <LOD <LOD 0.124 £ 0.014 <LOD NA NA
Mn 0.009 £0.0003  0.008 & 0.0004  0.007 £ 0.001 0.007 £ 0.001 0.011 £ 0.001 0.008 £ 0.001 25 NA
Mo 0.03 & 0.002 0.027 £ 0.002 0.032 £ 0.002 0.026 £ 0.001 0.025 £ 0.002 0.029 £ 0.001 2.5 150
Ni 0.034 £ 0.001 0.027 £ 0.003 0.043 £ 0.004 0.026 & 0.004 0.031 £ 0.003 0.03 £ 0.002 2.5 2
Pb <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0.1 0.5
Se 0.278 £ 0.011 0.250 & 0.004 0.365 & 0.01 0.277 +0.011 0.211 £ 0.009 0.295 £ 0.001 NA 8
\4 0.008 £ 0.002 0.014 £ 0.004 0.009 £ 0.004 0.011 £ 0.008 0.026 £ 0.007 0.011 £ 0.003 2.5 1
Zn 0.034 £ 0.002 0.019 £ 0.002 0.022 £ 0.002 0.024 £ 0.001 0.039 £ 0.002 0.136 £ 0.003 NA NA

Notes: data are presented as mean + standard deviation. * With preservative; ** without preservative;
<LOD—analyte concentrations were below detection limits; and NA—not applicable.
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Figure 1. Values of concentrations of metal(loid)s in lubricating eye drops with and without preser-
vatives.

2.4. Exposure to Metal(loid)s by Daily Instillation of Lubricating Eye Drops

Exposure to metal(loid)s through the daily instillation of lubricating eye drops was
obtained by multiplying the concentration of quantified elements in the eye drops (Table 2)
by the maximum daily dose of the sample [44]. In addition, the results obtained regarding
the exposure to metal(loid)s through the daily instillation of lubricating eye drops were
compared with the PDE for elemental impurities of the ICH Q3D (R2) guideline for the
parenteral route (Table 3). Figure 2 shows the values obtained through the daily instillation
of lubricating eye drops in the eyes (1g/day) with and without preservatives.
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Table 3. Values of daily instillation of lubricating eye drops compared with the PDE of ICH Q3D (R2)
for parenteral administration [40].

PDE of ICH
3D (R2) for
Eye Drops1* Eye Drops 2 * * Eye Drops4* Eye Drops5* Eye Drops 6 * Q
Element (ug/day) (ug/day) Eye Drops 3™ (ug/day) (ug/day) (ug/day) (ug/day) A dl:zfﬁ?st;;ﬂon
(ug/day)
Al 0.041 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD NA
As 0.041 0.069 0.023 0.035 0.040 0.033 15
Ba 0.012 0.010 0.013 0.009 0.010 0.010 700
Cd 0.022 0.021 0.016 0.018 0.024 0.022 2
Co 0.012 0.013 0.009 0.006 0.554 0.011 5
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 1100
Cu 0.007 0.005 0.006 0.003 0.002 0.005 300
Fe 0.076 <LOD 0.052 <LOD <LOD 0.010 NA
Mg 0.143 0.111 0.060 <LOD 4.194 <LOD NA
Mn 0.006 0.005 0.003 0.003 0.003 0.003 NA
Mo 0.015 0.017 0.010 0.010 0.014 0.013 1500
Ni 0.018 0.024 0.009 0.009 0.013 0.012 20
Pb <LOD 0.013 <LOD <LOD <LOD <LOD 5
Se 0.111 0.124 0.078 0.099 0.125 0.104 80
Vv 0.007 0.007 0.005 0.006 0.015 0.005 10
Zn 0.111 0.036 0.020 0.021 0.019 0.027 NA
PDE of ICH
3D (R2) for
Eye Drops7* Eye Drops 8 * * Eye Drops 10 * Eye Drops 11* Eye Drops 12* Q
Element Eye Drops 9 * (ug/day) Parenteral
(ug/day) (ug/day) ye Lrop glday)  (ug/day) (ug/day) (ug/day) A qministration
(ug/day)
Al <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0.570 NA
As 0.057 0.100 0.088 0.109 0.059 0.090 15
Ba 0.013 0.014 0.014 0.015 0.011 0.015 700
Cd 0.025 0.024 0.023 0.029 0.021 0.030 2
Co 0.013 0.015 0.017 0.017 0.013 0.015 5
Cr <LOD <LOD 0.002 <LOD 0.002 <LOD 1100
Cu 0.004 0.007 0.007 0.005 0.001 0.003 300
Fe <LOD 0.006 <LOD <LOD <LOD 0.189 NA
Mg 2.812 0.320 11.025 0.288 2.882 3.313 NA
Mn 0.004 0.007 0.006 0.006 0.004 0.006 NA
Mo 0.017 0.021 0.021 0.026 0.017 0.023 1500
Ni 0.025 0.035 0.029 0.040 0.023 0.034 20
Pb <LOD 0.009 0.022 0.022 0.004 0.008 5
Se 0.137 0.152 0.163 0.187 0.128 0.188 80
\ 0.014 0.009 0.038 0.010 0.010 0.034 10
Zn 0.034 0.107 0.026 0.110 0.265 0.030 NA
PDE of ICH
+ EyeDrops EyeDrops Eye Drops Eye Drops Eye Drops Q3D (R2) for
Element Ey‘(e D;gES)B Y 14 * P Y,lS ** P y16 x* P y 17 ** P lsEzﬁe(Dmé’: ) y19 ** P Parenteral
ugiday (ug/day) (ug/day) (ug/day) (ug/day) ng/day (ug/day) Administration
(ug/day)
Al 0.753 0.037 0.066 <LOD <LOD 0.793 <LOD NA
As 0.088 0.066 0.037 0.036 0.022 0.012 0.024 15
Ba 0.014 0.011 0.010 0.008 0.011 0.007 0.006 700
Cd 0.028 0.022 0.024 0.009 0.009 0.016 0.009 2
Co 0.011 0.007 0.014 0.004 0.003 0.009 0.006 5
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0.004 1100
Cu 0.003 0.001 0.004 0.001 0.005 0.004 0.001 300
Fe 0.256 <LOD 0.037 <LOD <LOD 0.151 0.010 NA
Mg 0.155 0.115 0.010 <LOD <LOD 0.041 <LOD NA
Mn 0.007 0.004 0.004 0.001 0.001 0.004 0.002 NA
Mo 0.020 0.016 0.013 0.006 0.005 0.008 0.006 1500
Ni 0.031 0.018 0.013 0.009 0.005 0.010 0.006 20
Pb 0.009 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 5
Se 0.179 0.142 0.122 0.073 0.055 0.070 0.059 80
\ 0.026 0.004 0.007 0.002 0.002 0.009 0.002 10
Zn 0.120 0.018 0.009 0.004 0.005 0.013 0.027 NA

Notes: data are presented as mean. * With preservative; ** without preservative; <LOD—analyte concentrations
were below detection limits; and NA—not applicable.
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Figure 2. Values of daily instillation of lubricating eye drops with and without preservatives.

3. Discussion

Spike tests generated information about the recovery of the spiked samples. Since
there are no certified reference metal and metalloids samples in eye drops, spike recovery
tests must be used for quality control. The values of LOD and LOQ are displayed in Table 1.
As can be seen, the LODs and LOQs allowed for the determination of both metals and
metalloids at the required levels based on the IUPAC [45].

The concentrations of Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V, and
Zn in lubricating eye drops from different manufacturers (Table 2) decreased in values as
follows:
eye drops 1 (with preservatives): Mg > Zn > Se > Fe > As > Al > Cd > Ni > Mo > Ba > Co >
Cu>V>Mn;
eye drops 2 (with preservatives): Se > Mg > As >Zn>Ni>Cd>Mo>Pb=Co>Ba>V >
Mn > Cu;
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eye drops 3 (with preservatives): Se > Mg > Fe > As>Z > Cd > Ba > Mo > Ni > Co > Cu >
V > Mn; eye drops 4 (with preservatives): Se > As>Zn>Cd >Mo>Ni>Ba>Co=V >
Cu > Mn;

eye drops 5 (with preservatives): Mg > Co > Se > As >Cd >Zn >V > Mo > Ni > Ba >
Mn > Cu;

eye drops 6 (with preservatives): Se > As >Zn >Cd > Mo >Ni>Co>Fe>Ba>V =
Cu > Mn;

eye drops 7 (with preservatives): Mg > Se > As > Zn > Ni = Cd >Mo >V > Co > Ba >
Mn > Cu;

eye drops 8 (with preservatives): Mg > Se >Zn > As>Ni>Cd >Mo>Co>Ba>Pb>V >
Cu > Mn > Fe;

eye drops 9 (with preservatives): Mg > Se > As >V > Ni > Zn > Cd > Pb > Mo > Co > Ba >
Cu > Mn > Cr;

eye drops 10 (with preservatives): Mg >Se >7Zn> As>Ni>Cd >Mo>Pb>Co>Ba>V >
Mn > Cu;

eye drops 11 (with preservatives): Mg > Zn > Se > As>Ni>Cd >Mo>Co>Ba>V >Pb>
Mn > Cr > Cu;

eye drops 12 (with preservatives): Mg > Al>Fe>Se>As>Ni>V >Z7Zn=Cd >Mo >Co =
Ba >Pb >Mn > Cu;

eye drops 13 (with preservatives): Al > Fe > Se > Mg >Zn > As>Ni>Cd >V > Mo > Ba >
Co>Pb>Mn>Cu;

eye drops 14 (with preservatives): Se > Mg > As > Al > Cd > Ni = Zn > Mo > Ba > Co > Mn
>V >Cuy

eye drops 15 (without preservatives): Se > Al > Fe > As > Cd > Co > Ni = Mo > Ba = Mg >
Zn >V >Cu=Mn;

eye drops 16 (without preservatives): Se > As > Cd >Ni > Ba > Mo >Zn > Co >V >
Mn > Cu;

eye drops 17 (without preservatives): Se > As > Ba > Cd > Mo = Ni > Zn > Cu > Co >
V > Mn;

eye drops 18 (without preservatives): Al > Fe >Se >Mg>Cd >Zn>As>Ni>Co>V >
Mo > Ba > Cu = Mn;

and eye drops 19 (without preservatives): Se > Zn > As > Fe > Cd > Co > Ba = Ni > Mo >
Cr>V>Mn>Cu

Values of the concentrations of metal(loid)s quantified in lubricating eye drops with
preservatives and without preservatives are shown in Figure 1. Higher concentrations
were obtained for several elements, such as Mg, Al, and Co. The statistical results for all
data in Table 2 are shown in Supplementary Materials Table S1. According to the ANOVA,
there is a statistically significant difference in the concentration means of Al, As, Ba, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V, and Zn in all eye drops with preservatives and
without preservatives. Tukey’s test identifies which means are significantly different from
the others. In Table S1 (Supplementary Materials), when the letters are the same, there
are no statistical differences; on the other hand, when the letters are different, there is a
statistical difference between the values.

Figure 2 shows the values of exposure to metal(loid)s through the daily instillation
of lubricating eye drops with and without preservatives. Elevated exposure values were
deemed to be due to higher concentrations of the elements Mg, Al, and Co.

Table S2 (Supplementary Materials) shows the statistical test used in view of the results
of Table 3. According to the ANOVA statistical test and Tukey’s test, there are significant
differences in the average values of daily exposure to metal(loid)s between the samples of
lubricating eye drops with preservatives and the samples without preservatives (p < 0.05)
(Table S2 in the Supplementary Materials). For all values of daily instillation with the same
letter, the difference between the means is not statistically significant.

According to Table 2, the content of Al ranged from 0.073 ug/g to 2.382 ug/g. There
were levels of Al detected in eye drop samples 1, 12, 13, and 14 with preservatives, and in
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eye drops 15 and 18 without preservatives. As shown in Table 2, there were no values of Al
detected in the parenteral drugs established by the BP and ICH Q3D guideline (R2). On
the other hand, exposure to Al through the daily instillation of lubricating eye drops in
Table 3 ranged from 0.037 ug/day (eye drops 14 with preservatives) to 0.793 ug/day (eye
drops 18 without preservatives). There were no PDE values for the elemental impurities
established by the ICH Q3D (R2) parenteral guideline. Nevertheless, Al can potentiate
oxidative, inflammatory events and cause eventual tissue damage [46]. According to
research involving animals, intraperitoneal application of aluminum chloride causes retinal
toxicity and loss of the outer segments of photoreceptors [47].

The concentration of As in the eye drop samples ranged from 0.036 ng/g to 0.204 ug/g
(Table 2). In eye drops 12 (0.147 pg/g) and 13 (0.147 ug/g), both with preservatives,
the concentration values for As were close to the permitted concentrations of elemental
impurities established by the BP for the parenteral route (0.15 ng/g), while the contents
in eye drops 2 (0.169 pg/g), 8 (0.204 ug/g), 9 (0.195 ng/g), and 10 (0.184 ug/g) with
preservatives and eye drops 16 without preservatives (0.178 ug/g) were all above the
concentration value defined in the BP for parenteral use (See Table 2). In addition, all eye
drops had concentrations of As below the limit established by the ICH Q3D guideline (R2)
for this element in the parenteral route (1.5 ug/g). According to Table 3, the values of
exposure to As due to the daily instillation of eye drops ranged from 0.012 ng/day (eye
drops 18 without preservatives) to 0.109 ng/day (eye drops 10 without preservatives). The
values of exposure to As in all eye drop samples were below the PDE limits established by
the ICH Q3D guideline (R2) (15 ng/day). However, although the value of daily exposure
to As through the instillation of lubricating eye drops is below the value established by
the ICH Q3D guideline (R2), chronic exposure to this element can cause dermal effects,
cardiovascular diseases, diabetes, cancers [48], eye irritation [49], conjunctivitis [50], and
visual loss [51].

In Table 2, the content of Ba in the eye drop samples ranged from 0.021 pg/g to
0.056 pg/g. There are no Ba values established by the BP for impurities in parenteral
drug administration. However, all eye drop samples showed concentrations of Ba below
the values allowed by the ICH Q3D guideline (R2) via the parenteral route (70 pg/g).
According to Table 3, the exposure to Ba caused by the daily instillation of lubricating eye
drops ranged from 0.006 pg/day (eye drops 19 without preservatives) to 0.015 pg/day
(eye drop samples 10 and 12 with preservatives); moreover, these values are below the
PDE (700 pg/day) established by the ICH Q3D guideline (R2) in the parenteral route. The
exposure to barium compounds can cause hypokalemia, cardiovascular diseases, muscle
weakness and paralysis [52,53], and eye pain [54], as well as a toxic ocular inflammatory
reaction (toxic anterior segment syndrome—TASS) [55]. In rabbits, topical administration
of Ba resulted in mild skin irritation and severe eye irritation [56].

The concentration of Cd in the eye drop samples ranged from 0.044 ug/g to 0.051 pg
(Table 2). The Cd contents in eye drops 1 (0.049 pg/g), 6 (0.048 ng/g), 7 (0.048 ug/g),
8 (0.049 ug/g), 10 (0.049 ug/g), and 12 (0.049 ng/g) with preservatives, and eye drops
15 (0.049 pg/g) and 16 (0.048 pg/g) without preservatives were close to the concentra-
tion values of impurities in drugs allowed by the parenteral BP (0.05 ng/g), while the
concentrations in eye drops 2, 3, and 9 (0.051 ug/g) with preservatives are above the
allowed concentration of impurities established by the BP for parenteral use. All samples
showed cadmium concentrations below the concentration value allowed by the ICH Q3D
guideline (R2) parenterally (0.2 ug/g) (Table 2). Regarding Cd exposure, daily instillation
values ranged from 0.009 ug/day (eye drops 16,17, and 19 without preservatives 16) to
0.030 pg/day (eye drops 12 with preservatives); all daily instillation values were below the
PDE defined by the ICH Q3D guideline (R2) (2 ug/day) (Table 3). In the body, Cd can cause
health risks, such as acute and chronic intoxication, pathological changes in the organs, and
cardiovascular, kidney, bone, liver disease, cancer [57], and eye problems [13,16-18], such
as cataracts [26] and glaucoma, especially in men [13]. Park et al. [15] suggested that Cd, Pb,
and Hg may negatively influence AMD. On the other hand, the study by Liou et al. [20],
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involving 59 welders and 25 administrative staff from a shipyard in northern Taiwan,
concluded that Cd found in urine and Pb in welders’ toenails (exposed group) may be
related to dry eye disease. In fact, according to a study carried out by Choi et al. [23],
considering the exposure of women to phthalates and heavy metals and diagnosed and
non-diagnosed with dry eye disease, women diagnosed with dry eye disease have higher
concentrations of Cd in their urine and blood compared to those not diagnosed.

As shown in Table 2, the content of Co in the eye drops ranged from 0.013 ug/g to
1.085 ug/g. In addition, there are no limits for Co concentrations established by the BF.
Only eye drops 5, containing preservatives, had a concentration value greater than that
established by the ICH Q3D guideline (R2) parenterally (0.5 pg/g). In Table 3, the values of
exposure to Co considering the daily instillation of eye drops ranged from 0.003 ug/day
(eye drops 17 without preservatives) to 0.554 ug/day (eye drops 5 with preservatives).
The PDE values for elemental impurities established by the ICH Q3D guideline (R2) in
the parenteral route are 5 pug/day. After comparison, it was observed that the daily
instillation values considering Co in Table 3 were below those established by the ICH Q3D
guideline (R2). However, excessive levels of Co in the body can cause cancer [58], peripheral
neuropathy, hearing loss, cognitive deficits, cardiomyopathy, hypothyroidism, and visual
changes [59,60]. Junemann et al. [16] quantified the levels of selected metal ions in the
aqueous humor of eyes affected by AMD using flow injection inductively coupled plasma
mass spectrometry (FI-ICP-MS) and observed that patients with AMD had significant levels
of Cd, Co, Fe, and Zn, in addition to reduced levels of Cu, when compared to patients
without AMD. One study reported that a 39-year-old woman presented with blurred
vision in the left eye and bilateral ocular discomfort following the bilateral implantation
of hip prostheses that had Co in their constitution [61]. In 2020, Garcia and collaborators
published a case report of a 59-year-old woman who presented symptoms, such as blurred
vision, white spots in both eyes, hypothyroidism, cardiomyopathy, and neuropathy, after
reattachment of a hip prosthesis implant with a Co piece [59]. In both cited studies, the
hypothesis was that implant-related Co toxicity occurred. Finally, Lim et al. [62] reported
that elevated serum Co levels may be related to reversible and irreversible damage that
leads to visual loss, such as neuropathy and atrophy of the optic nerve and abnormal
electrophysiological functioning of the retinal tissue and the retinal pigment epithelium, in
addition to abnormal choroidal perfusion.

As shown in Table 2, the content of Cr in eye drops 1-8, 10, 12-18, and 19 are below the
detection limit. However, the Cr content in eye drops 9 (0.004 png/g) and 11 (0.004 ug/g)
with preservatives and eye drops 19 (0.020 ug/g) without preservatives were all below the
permissible BP concentration (2.5 pg/g) and ICH guideline Q3D guideline (R2) through
the parenteral route (110 pug/g). According to the results shown in Table 3, exposure to Cr
ranged from 0.002 pg/day (eye drops 9 and 11 with preservatives) to 0.004 ug/day (eye
drops 19 without preservatives). In Table 3, the exposure values for the instillation of eye
drops considering Cr were all below the PDE for elemental impurities defined by the ICH
Q3D guideline (R2) parenterally (1100 pg/day). Although these concentrations are low
when compared to the limits established by the BP and ICH Q3D guideline (R2), exposure
to Cr can cause hepatotoxicity, nephrotoxicity, dermatotoxicity, carcinogenicity [63], and
inflammation of the digestive tract followed by necrosis, dermatitis, chronic painless ulcers,
teeth and tongue am-amery, irritation of the mucous membranes, respiratory allergies, and
cancer at the level of the respiratory system [64]. Exposure to hexavalent Cr can cause eye
irritation, corrosion, and ulceration. [65,66].

The contents of Cu in the eye drops ranged from 0.002 ug/g (eye drops 14 with
preservative) to 0.023 ug/g (eye drops 17 without preservative), being below the concen-
tration allowed by the BP (25 png/g) and ICH Q3D guideline (R2) parenterally (30 ug/g)
(Table 2). Exposure to Cu due to the daily instillation of eye drops, whose values ranged
from 0.001 ug/day (eye drops 11 and 14 with preservatives, and 16 and 19 without preser-
vatives) to 0.007 pug/day (eye drops 1, 8 and 9 with preservatives), were below the PDE
for elemental impurities defined by the ICH Q3D guideline (R2) in the parenteral route
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(300 ng/day) (Table 3). Cu plays a key role in the biochemistry of the human nervous
system [67], being important for healing and slowing cataract growth [68]. On the other
hand, intraocular foreign bodies containing Cu can cause inflammation, damage to the
cell membranes and mitochondria in the retina [14], aseptic abscesses, cataracts, vitreous
liquefaction and retraction, retinal damage and detachment, ocular hypotension [69], and
corneal opacities [70].

In Table 2, the contents of Fe ranged from 0.013 pg/g (eye drops 8 with preservatives)
to 0.453 ug/g (eye drops 18 without preservatives). However, there are no Fe concentration
values in drugs allowed by the BP and ICH Q3D guideline (R2) parenterally. As shown in
Table 3, exposure to Fe due to the daily instillation of eye drops ranged from 0.006 ng/day
to 0.256 pg/day (drops 8 and 13 with preservatives). However, there are no Fe values
established by the ICH Q3D (R2) parenteral guideline for parenteral Fe. This element is
involved in several biological processes, but the cerebral accumulation or the decrease
in intracellular Fe can impair the functioning of several functions in the central nervous
system (CNS) and cause cell death [71]. Fe affects the retina [72] and its overload augments
stage I and stage II of tumor promotion in murine skin [73]. Chronic accumulation of Fe
in the retina can cause AMD and also influence other ocular conditions, such as heredi-
tary aceruloplasminemia, pantothenate kinase-associated neurodegeneration, intraocular
hemorrhage [74], and glaucoma [14].

The concentration of Mg ranged from 0.021 pg/g (eye drops 15 without preservatives)
to 24.284 ug/g (eye drops 9 with preservatives). However, there are no Mg concentration
values in drugs allowed by the BP and ICH Q3D guideline (R2) parenterally. According to
Table 3, exposure to Mg due to the daily instillation of eye drops ranged from 0.010 ug/day
(eye drops 15 without preservatives) to 11,025 ng/day (eye drops 9 with preservatives).
There are no PDE values for Mg as elemental impurities established by the ICH Q3D
(R2) guideline for the parenteral route. In addition, the exposure of eye drops 9 with
preservatives was higher in relation to the other heavy metals and metalloids analyzed.
In this study, the highest values found for concentration and exposure through the daily
instillation of eye drops were in relation to Mg. In the human body, Mg is important for
maintaining the structural and functional integrity of the lens, in addition to playing a
significant role as a cofactor for enzymes involved in the production and hydrolysis of
adenosine triphosphate (ATP). Mg deficiency leads to the accumulation of Ca in the lens,
which can cause opacification, along with the release of nitric oxide that produces nitrogen
free radicals that are capable of causing oxidative damage [25]. In toxic situations, the most
common symptoms are diarrhea, nausea and vomiting, muscle weakness, and low blood
pressure, but as levels increase there is a loss of deep tendon reflexes, blockages of the sinus
or atrioventricular node, respiratory paralysis, and, eventually, cardiac arrest [75].

Mn levels in eye drops 5 (0.006 ug/g), 8, and 9 (0.014 ug/g) with preservatives are
below the concentration value established by the BP for impurities in parenteral drugs
(25 nug/g). However, there are no values for Mn established by the ICH Q3D (R2) guideline
for parenteral administration. Table 3 shows that exposure to Mn due to the daily instilla-
tion of eye drops ranged from 0.001 pg/day in samples 16 and 17 without preservatives; on
the other hand, in eye drops 8 and 13 with preservatives it was 0.007 pug/day. There are no
PDE values for elemental impurities set out in the ICH Q3D (R2) parenteral guideline. How-
ever, in the human body, Mn is important for healing and in delaying cataract growth [68];
meanwhile under high concentrations, Mn can cause toxicity to the reproductive, cardiac,
respiratory, and central nervous systems [64]. According to animal studies, there are toxic
effects of manganese ion eye drops to the ocular anterior segment [76]. Khosla et al. [77]
studied the effect of Mn on the retina of rabbits and found that it is potentially retinotoxic,
causing a selective effect on photoreceptors and ganglion cells. In addition, studies in-
volving humans proved that patients with age-related ocular disorders have higher Mn
concentrations when compared to a control group [78].

The Mo content in eye drops ranged from 0.025 pg/g (eye drops 18 without preser-
vatives) to 0.046 ug/g (eye drops 9 with preservatives); however, such values were below
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the permissible BP concentration (2.5 ug/g) and ICH Q3D guideline (R2) for the parenteral
route (150 ng/g). Exposure to Mo considering the daily instillation of eye drops ranged
from 0.005 nug/day (eye drops 17 without preservatives) to 0.026 ng/day (eye drops 10 with
preservatives). Therefore, Mo exposure values (Table 3) were found to be below those of
the PDE established by the ICH Q3D guideline (R2) for the parenteral route (1500 pg/day).
However, in studies involving workers exposed to high levels of Mo, it was found that
the inhalation of dust containing this metal can cause lung problems [79]. According to
Khosla et al. [77], retinotoxic effects of molybdenum on rabbit retina were observed (in an
experimental study). Results involving humans corroborate those published with animal
models [77]. In fact, Ceylan et al. [78] found an elevated Mo level in patients with pseu-
doexfoliation syndrome. In another study, molybdenum trioxide, a soluble molybdenum
compound, was found to have an irritating effect on the skin, as well as the mucous and
eyes [80].

The concentration of Ni ranged from 0.023 ug/g to 0.071 ug/g, but these values
were found to be below the concentration value of impurities in drugs established by
the BP (2.5 pg/g) and ICH Q3D guideline (R2) for parenteral administration (2 pg/g)
(Table 2). Considering the daily instillation of eye drops (Table 3), the results indicate
that exposure to Ni ranged from 0.005 pug/day (eye drops 17 without preservatives) to
0.040 ng/day (eye drops 10 with preservatives). However, these daily eye drop instillation
values were found to be below the PDE for Ni (20 pg/day) established by the ICH Q3D
guideline (R2) for the parenteral route. Ni is essential for the human body and is part of
enzymatic and hormonal activity, and aids in promoting the structural stability of biological
macromolecules and metabolism. Its toxicity causes headaches, nausea, vomiting, apathy,
diarrhea, fever, skin disorders, carcinomas in the nasal cavities and lower respiratory
tract [64], and conjunctivitis [81]. According to an animal study, cellular anomalies in the
retina of fish eyes exposed to Ni affect the primary functions of the retina and lead to
visual loss or low vision [82]. A study with eyeballs from human cadavers found that the
levels of Ni, As, Cd, Cr, and Pb were elevated in late AMD when compared to the control
groups [17].

In Table 2, the concentration of Pb in the eye drop samples ranged from 0.009 ug/g
(eye drops 11 with preservatives) to 0.049 ug/g (eye drops 9 with preservatives). However,
this concentration was below the allowed concentration for impurities in drugs established
by the BP (0.1 pg/g) and ICH Q3D guideline (R2) for the parenteral route (0.5 ug/g).
According to these results, considering the daily instillation of eye drops (Table 3), the
exposure to Pb that varied from 0.004 pg/day to 0.022 pg/day in eye drops 2, 8-12, and
13, all with preservatives, were below the PDE for Pb (5 pug/day) established by the ICH
Q3D guideline (R2) in the parenteral route. However, the accumulation of Pb in the body
can cause health risks and be associated with eye diseases [14,27,83], such as cataracts [18],
AMD [15,17], and dry eye disease [20,24].

As shown in Table 2, the contents of Se ranged from 0.211 ng/g to 0.365 ug/g. There
are no Se values for impurities in drugs established by the BP for the parenteral route. In
addition, all eye drop samples had concentrations below the concentration allowed in the
parenteral route (8 pug/g) established by the ICQ Q3D guideline (R2). Daily exposure to
Se ranged from 0.055 ug/day (eye drops 17 without preservatives) to 0.188 ug/day (eye
drops 12 with preservatives) (Table 3). Furthermore, the Se exposure values in Table 3
were all below the PDE for Se (80 ng/day) defined by the ICH guideline Q3D (R2) for the
parenteral route. However, exposure to Se at high levels can cause selenosis, respiratory
tract irritation, bronchitis, difficulty breathing, stomach pains, and coughing [84]. In studies
with mice, it was observed that after topical application of selenium sulfide erythema, skin
irritation, acanthosis, and severe skin damage occurred [85]. According to the results of the
study by Bruhn et al. [86], there is a relationship between glaucoma and selenium levels
in plasma and the aqueous humor. In another experimental study involving animals, it
was verified that any amount of Se above the concentrations necessary for the synthesis of
selenoproteins is toxic and can cause cataracts [87].
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The concentration values of V in the eye drops ranged from 0.008 ug/g (eye drops 14
with preservatives) to 0.083 ug/g (eye drops 9 with preservatives) (Table 2). In addition,
this concentration was below that allowed by the BP for impurities in drugs (2.5 ng/g)
and by the ICH Q3D guideline (R2) for the parenteral route (1 ug/g). Table 3 shows that
exposure to V due to daily instillation ranged from 0.002 pug/day (eye drops 16, 17, and 19
without preservatives) to 0.038 ug/day (eye drops 9 with preservatives). Furthermore, these
values were found to be lower than those established by the ICH Q3D (R2) guideline for Se
(10 pg/day). In situations of V poisoning, people may have symptoms, such as headaches,
hand tremors, high blood pressure, green tongue, cough, palpitations, wheezing, ear and
throat irritation [88], skin rash [89], eye irritation, and conjunctivitis [90]. Furthermore,
studies have shown that inhalation of V produces damage to the retina detected through
the damage markers GFAP (glial fibrillary acidic protein) and GS (glutamine synthetase)
and might interfere with vision [91,92].

The concentration of Zn ranged from 0.019 ug/g (eye drops 15 without preservatives)
to 0.552 pg/g (eye drops 11 with preservatives) (Table 2). However, there are no established
concentration values for Zn in impurities in drugs established by the BP and ICH Q3D
(R2) guideline for the parenteral route. Exposure to Zn ranged from 0.004 ng/day (eye
drops 16 without preservatives) to 0.265 ug/day (eye drops 11 with preservatives) (Table 3).
There are no PDE values for Zn established by the ICH Q3D guideline (R2) considering
the parenteral route. Zn is essential for the immune system [64] and acts to prevent the
progression of AMD in advanced stages [15,93], in addition to influencing muscle function
and vision [83]. However, its excess in the lens may be related to the presence of high
molecular weight proteins that are considered precursors of insoluble protein aggregates
that cause lens opacification [25]. Ocular exposure to zinc salts can cause irritation, pain,
corneal ulcerations, edema and burns, hyperemia, hemorrhage, bullous keratopathy, glau-
coma, cataract formation, discrete gray spots on the lens, tearing, significant reduction in
acuity visual with hemorrhage, and conjunctival inflammation [94].

As we observed in the results and discussion above, although the concentrations
of several elements are below the limit values that have been established by regulatory
agencies, such as the BP and ICH Q3D (R2), it does not mean that their use is safe. Metals
and metalloids can be dangerous for human health as they have a long biological half-life
and are not biodegradable, and some are toxic even at very low concentrations [95-97].

This study shows that there is a presence of toxic metals in eye drops used in the treat-
ment of dry eye; therefore, regulatory agencies must establish a PDE level in micrograms
per day (ug/day) through the instillation of lubricating eye drops in the eyes.

4. Materials and Methods
4.1. Sample Collection

In this study, a total of 95 eye drop samples from different manufacturers were pur-
chased in December 2021 from pharmacies in the city of Campo Grande, state of Mato
Grosso do Sul, Brazil. Only samples of lubricating eye drops with a volume of 10 mL and
available in drops were selected, with 5 samples of manufacturers without preservatives
(25 samples from each batch and same eye drop manufacturer) and 14 samples of manu-
facturers with preservatives (70 samples from each eye drop manufacturer). From each
company, 5 copies of the same batch were purchased; however, samples from each batch
and from the same company were mixed to obtain a representative sample for analysis.

4.2. Preparation for the Analysis

All materials used in the study, such as Falcon glassware and plastic tubes, underwent
a chemical demineralization process before being used. The materials were placed in
a solution of Extran (5%, v/v) and nitric acid (10% concentration, Merck, Darmstadyt,
Germany) for a minimum period of 24 h, following which they were rinsed in ultrapure
water and dried in an oven at 42 °C.
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4.3. Acid Digestion of Samples

Approximately 0.5 mL of each sample was placed in a glass test tube, followed with
the additions of 2.0 mL of HNOj (65%, Merck, Darmstadt, Germany), and 1.0 mL of H,O,
(35%, Merck, Darmstadt, Germany).

The samples were digested in an open digestion system for 40 min at a temperature
of 80 °C. Subsequently, all samples were transferred from glass test tubes to Falcon tubes,
where 2.5 mL of ultrapure water (conductivity 18.2 MQcm (Millipore), Biocel, Germany)
was added.

All steps of the digestion analysis were performed in triplicate and the analytical
blanks were prepared following the same procedure used in the samples.

4.4. Elementary Analysis Using ICP OES

The contents of 16 elements (Al, As, Ba, Cd, Co, Cu, Cz, Pb, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Se,
V, and Zn) were quantified using ICP OES (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany,
model iCAP 6300 Duo). Instrumental and operational parameters for ICP OES are shown
in Table 4.

Table 4. ICP OES instrumental parameters.

Parameter Setting
RF power 1250 W
Sample flow 0.45 L/min
Plasma flow rate 12 L/min
Integration time 5s
Stabilization time 20s
Nebulization .
30 psi
pressure
Plasma view Axial

Al (309.271); As (189.042); Ba (455.403); Cd (228.802); Co (228.616);
Cr (283.563); Cu (324.754); Fe (259.940); Mg (279.553); Mn (257.610);
Mo (202.030); Ni (221.647); Pb (220.353); Se (196.090); V (309.311);
and Zn (213.856).

Analytes/A (nm)

An analyte addition and recovery test (spike test) was performed, in which 0.15 mL of
analytes were added to 0.5 mL of a sample of lubricating eye drops. Spike-and-recovery and
linearity-of-dilution experiments are important methods for validating and assessing the
accuracy of ICP OES. Spike and recovery are used to determine whether analyte detection
is affected by differences in the standard curve diluent and organic sample matrix.

4.5. Calibration Curves

Elementary standard stock solutions of 100 mg/L of Al, Co, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Na, Ni, P, Se, and Zn (Specsol, Sao Paulo, Brazil) were utilized. In addition, calibration
curves for all analytes were obtained using eleven different concentrations in the range
from 0.001 ppm to 2 ppm.

The LOD and LOQ followed the analytical standards established by the IUPAC [45].
For each element detected, the LOD, LOQ, and R? values were determined.

4.6. Determination of the Maximum Daily Dose of Lubricating Eye Drops

For the maximum daily dose (mL/day) of lubricating eye drop instilled in the eyes
of an adult person, it was considered that it could be obtained through multiplying the
volume of 2 drops (equivalent to 1 drop in each eye) by the maximum frequency of daily
instillation (5 times a day) (See Table 5).
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Table 5. Lubricating eye drops with (yes) or without (no) preservatives, volume of one drop (mL), and
maximum daily frequency of instillations in the eyes and maximum daily dose (mL) (as established
in the package inserts).

Maximum Daily

Eye Drops  Preservative Vg;m?m?j;e Ma;::‘?::n?aﬂy Dose (Two Eyes)
P 1 Y (mL/day)
1 Yes 0.045 5* 0.454
2 Yes 0.051 4 0.408
3 Yes 0.051 3 0.306
4 Yes 0.040 5 0.400
5 Yes 0.051 5 0.510
6 Yes 0.045 5* 0.454
7 Yes 0.053 5* 0.526
8 Yes 0.049 5% 0.490
9 Yes 0.045 5* 0.454
10 Yes 0.059 5% 0.589
11 Yes 0.048 5% 0.480
12 Yes 0.061 5* 0.610
13 Yes 0.060 5% 0.600
14 Yes 0.051 5% 0.510
15 No 0.049 5* 0.490
16 No 0.033 3 0.200
17 No 0.033 3 0.200
18 No 0.042 4 0.333
19 No 0.033 3 0.200

* The lubricating eye drop package insert does not contain the maximum daily frequency of instillations in the
eyes.

4.7. Comparative Study

Upon instillation, part of the eye drops on the ocular surface is absorbed by the cornea,
conjunctiva, and sclera, and most of it goes to the systemic circulation via the mucous
membrane and rhinopharynx. That is, only a small percentage of the applied dose is
released into the intraocular tissues, while about 50-100% of the administered dose may
reach the systemic circulation via the conjunctiva and nasolacrimal duct [98-100].

Parenterally administered drugs also enter the systemic circulation directly and are
not subjected to the first-pass effect or the gastrointestinal environment. Therefore, con-
centrations of metals in the eye drops, as well as the daily application, can be compared
with the values of concentrations established by the Brazilian Pharmacopoeia (BP) and ICH
Q3D guideline (R2) for the parenteral route.

4.7.1. Permissible Concentrations of Elemental Impurities in Lubricating Eye Drops

Since the elemental impurities (Els) absorbed through the ophthalmic route are not
considered in the pharmacopoeias and in the ICH Q3D (R2) guideline [40,41,43], in our
study, the concentrations of heavy metals and metalloids quantified in the samples of
lubricating eye drops were compared with the values of allowed concentrations of Els in
parenteral drugs (ng/g) established by the BP and ICH Q3D guideline (R2).

4.7.2. PDE to Elemental Impurities in Ophthalmic Medications

The PDE in micrograms per day (ng/day) give the maximum permitted quantity of
each element that may be, in a medication, administered through the oral, inhaled, and
parenteral routes [40,41,43]. However, there are no reference values for comparing the PDE
in the ophthalmic pathway.

Therefore, in our study, the daily exposure to elemental impurities (EIs) through the
instillation of lubricating eye drops in the eyes (ug/day) was compared to the PDEs for par-
enteral drugs defined in the ICH Q3D guideline (R2). In addition, the ICH Q3D (R2) guide-
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line allows for the wuse of parenterally administered PDE values without
modification [40-42].

4.8. Statistical Analysis

One-way analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s post hoc multiple comparison
test were used to test for significant differences in concentrations between eye drop brands
and significant differences in values of daily instillation of lubricating eye drops with and
without preservatives. All statistical analyzes were performed using the GraphPad Prism
9.0 statistical package (San Diego, CA, United States). The significance level was set at
p <0.05.

5. Conclusions

In the present study, samples of 19 brands of Brazilian eye drops used to treat dry eye
with and without preservatives showed different concentration values of As, Ba, Cd, Co,
Cu, Mn, Mo, Ni, Se, V, Zn, Al, Cr, Fe, Mn, and Pb.

There are no concentration limit values for Al, Se, Fe, Mg, Ba, Co, and Se in drugs
established by the BP and Mn defined by the ICH Q3D guideline (R?) for the parenteral
route. However, the contents of As in the eye drops with preservatives (four different
samples) and one eye drop without preservatives, as well as Cd in three eye drops with
preservatives are all above the concentration value defined in the BP for parenteral use.
One eye drop with preservatives had a Co concentration value greater than that established
by the ICH Q3D guideline (R2) parenterally. On the other hand, the concentrations of Ba,
Cr, Cu, Mn, Mo, and Ni in the eye drops were below the values established by the BP or set
by the ICH Q3D (R2) parenteral guideline.

The concentrations of As, Ba, Co, Cd, Cr, Cu, Mo, Ni, V, Pb, and Se in some samples of
eye drops was below the limits of the PDE set by the ICH Q3D guideline (R2).

In several countries, regulatory agencies must carry out the inspection of eye drops
used in the treatment of ophthalmic diseases. Therefore, complementary studies are needed
to investigate the possible risks of toxicity due to the daily instillation of lubricating eye
drops containing heavy metals and metalloids.
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https:/ /www.mdpi.com/article/10.3390/molecules28186508 /s1, Table S1: Statistical test used in
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Table S1. Statistical test used in view of the results of the Table 2 on concentration of quantified metal(loid)s in lubricating eye drops.

Element Eye drops 1* Eye drops 2* Eye drops 3* Eye drops 4* Eye drops 5* Eye drops 6* Eye drops 7*
Al a <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
As a b ac acd acde acdef adg
Ba a ab c bd bde bdef abdefg
Cd a ab abc ad acde acdef abcdefg
Co a ab abc bed e abcdf abcdfg
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Cu a ab abc abcd abde abcdef abdefg
Fe a <LOD ac <LOD <LOD df <LOD

Mg a ab abc <LOD e <LOD g
Mn a ab bc cd cde cdef cdefg
Mo a b ac d acde acdef acefg
Ni a b c cd cde cdef ag
Pb <LOD b <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Se a b ac acd acde acdef acdeg
\Y% a ab abc acd bce acdf abcdeg
Zn a b c d e cdf cdg

Element Eye drops 8* Eye drops 9* Eye drops 10* Eye drops 11* Eye drops 12* Eye drops 13*
Al <LOD <LOD <LOD <LOD 1 m
As h hi bhij gk bkl bklm
Ba abgh ahi abdfghj abdefgjk abdefgjkl abdefgjklm
Cd abcdefgh abcfghi abcdefghij adefghk abcdefghijkl abdefghjklm
Co abcdfgh abcfghi abcdfghij abcdfghijk abcdfghijkl abcdfghijklm
Cr <LOD i <LOD ik <LOD <LOD
Cu abcdefgh abcdefghi abcdefghij abdefghijk abdefghijkl abdefghijklm
Fe dth <LOD <LOD <LOD 1 m

Mg abch i abchj gk gkl abchjm
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Mn abh abhi abcfgj cdefgjk abcdfgijkl abchijlm
Mo bh bhi bhij acgk acgkl acefgklm
Ni h bhi bhij agk bgikl bgklm
Pb bh bi bhij hk bhkl bhklm
Se bh i bhj acdegk bhjl bhjklm
\Y% abcdefgh i abcdefghj abcdefghjk 1 elm
Zn h cdfgi j k dl m
Element Eye drops 14* Eye drops 15** Eye drops 16** Eye drops 17** Eye drops 18** Eye drops 19**
Al an ano <LOD <LOD r <LOD
As gklmn acdefo bijp adgknq r gkngs
Ba bdefgjklmn bdefgjkmno cp q bdefgjklmnor ahis
Cd defgkmn abcdefghijklmo abcdefghijklmnp adefgklmnpq abcdefghijklmnopqr adefghjklmnopqrs
Co abcdfgjklmn abcdfghijklmno abcdfghijklmnop abcdfghijklmnopq abcdfghijklmnopqr abcdfghijklnopqrs
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD s
Cu abdefghjklmn abcdefghijklmno abdefghijklmnop abcfhiq abcdefghijklmnopqr abdefghijklmnoprs
Fe <LOD o <LOD <LOD mr dthos
Mg abchjmn abchjmno <LOD <LOD abchjmnor <LOD
Mn cdefgjkln cdefgjklno cdefgknop cdefgklnopq abchijlmnr cdefgjklnopgs
Mo acdefgkmn defno acefklmnop defgnoq defoqr acdefgmnopqrs
Ni acefn cefno adgknp cdefnoq acdefnoqr cdefnoqrs
Pb <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Se bedgklmn acdefgkno ip abcdgklmnoq fr bhjklmnqs
\% abcdfthjkn abcdfghjkno abcdfthjknop abcdfhjknopq abcdeghjkor abcdfhjknopgs
Zn en o op opq enr S

Notes: * With preservative; ** without preservative; < LOD - Analyte concentrations were below detection limits; different letters on the same line represent statistical differences
between samples (p<0,05) by one-way ANOVA with post hoc Tukey’s test; P value in the line referring to the comparisons between the concentrations of lubricating eye drops for
the elements Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V and Zn (p <0.0001), Cr and Mg (p = 0.0001).
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Table S2. Statistical test used in view of the results of the Table 3 on values of daily instillation of lubricating eye drops.

Element Eye drops 1* Eye drops 2*  Eye drops 3* Eye drops 4* Eye drops 5* Eye drops 6* Eye drops 7*

Al a <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

As a b c ad ade acdef g

Ba a b ac bd abde bdef acg

Cd a ab c d ae abf eg

Co a ab abc abcd de abcdf abcdfg

Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Cu a ab abc abcd abcde abcdef abcdefg
Fe a <LOD c <LOD <LOD f <LOD
Mg a ab abc <LOD e <LOD g
Mn a b c cd cde cdef befg
Mo a b c cd ae aef bg

Ni a b c cd cde cdef bg

Pb <LOD b <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Se a ab c ad ae adf beg

A% a ab abc abcd e abcdf eg

Zn a b c cd cde f bg

Element Eye drops 8* Eye drops 9* Eye drops 10* Eye drops 11* Eye drops 12* Eye drops 13*

Al <LOD <LOD <LOD <LOD 1 m

As h i hj bgk il ilm

Ba acgh acghi hij abcefgk hijl acghijm
Cd aegh aefghi j abfik jl jlm

Co abcfgh abcfghi abcfghij abcdfghijk abcfghijkl abcdfghijklm
Cr <LOD i <LOD ik <LOD <LOD
Cu abcdefgh abcdefghi abcdefghij abcdefgjk abcdefghijkl abcdefghijklm
Fe th <LOD <LOD <LOD 1 m

Mg abch i abchj gk 1 abchjm
Mn ah ahi hij bedefgk ahijl hjlm

Mo h hi j abgk hil bghim
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Ni h gi j bgk hl him

Pb bh bi bij bhk bhkl bhklm

Se h hi j begk jl ilm

\ abcdfgh i abcdefghj abcdefghjk il m

Zn h fi hj k fil m

Element Eye drops 14* Eye drops 15** Eye drops 16** Eye drops 17** Eye drops 18** Eye drops 19**
an ano <LOD <LOD mr <LOD

As bgkn adefo adefop cq qr fqs

Ba abcefgkln abdefkno bdfp abcefgknoq dpr prs

Cd abethikn aeghino p Pq cr pas

Co abcdfghkmn abcd, fghijklmno acdfkmnp cdfmnpq abcdfghijklmnopqr abcdfgkmnopqrs
Cr <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD s

Cu bedefgjklmn abcdefgjiklmno bedefgjklmnop abcdefghijklnopq abcdefghijklmnopqr bedefgjklmnopqrs
Fe <LOD co <LOD <LOD r ths
Mg abchjmn abchjmno <LOD <LOD abchjmnor <LOD
Mn bfgkn bedefgkno p Pq bedefgknor cpgs
Mo abegkn aefo P Pq cdpr pgs

Ni an cdefo cdfp cdpq cdefopr cdpgs

Pb <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Se ghkn abeko cp q cpqr pqrs

\Y% abcdfhn abcdfhjkno abcdfnop abcdfnoq abcdfghjknor abcdfnopgs
Zn cden 0 p Pq or fils

Notes: * With preservative; ** without preservative; < LOD - Analyte concentrations were below detection limits; different letters on the same line represent statistical differences
between samples (p<0,05) by one-way ANOVA with post hoc Tukey’s test; P value in the line referring to comparisons between daily exposures by instillation of lubricating eye
drops for the elements Al, As, Ba, Cd, Co, Fe, Mg, Mn, Mo, N;j, Se, V and Zn (p <0.0001), Cr (p = 0.0062), Fe (p = 0.0002) and Pb (p = 0.0001).
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