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RESUMO 
 
 

A vascularização corneana (VC) é uma causa comum de diminuição da acuidade 
visual e cegueira. O sunitinibe (SUB) é um fármaco antiangiogênico que têm 
demonstrado redução significativa da VC em coelhos. A incorporação do SUB em 
sistemas nanoestruturados pode aumentar sua retenção corneana e diminuir a 
resistência provocada pela glicoproteína-P e a conversão para o isômero inativo 
E(trans) quando o fármaco é exposto à luz. No presente trabalho, foram 
desenvolvidos lipossomas (LIPO), nanoesferas poliméricas (NE) e nanopartículas 
lipídicas sólidas (NLS) contendo SUB. Os sistemas apresentaram tamanho de 
partícula entre 70 e 200 nm e PdI abaixo de 0,3, assim como elevada eficiência de 
encapsulação. As NE apresentaram maior capacidade de incorporação do sunitinibe 
quando comparadas aos lipossomas e às NLS. Esse sistema apresentou carga de 
fármaco de 4,3% enquanto os LIPO e NLS apresentaram 2,87% e 1,66%, 
respectivamente. O perfil de liberação do sunitinibe foi diferente nos três sistemas 
desenvolvidos. Os lipossomas sustentaram a liberação do fármaco por período 
maior que o observado para as nanoesferas poliméricas e nanopartículas lipídicas 
sólidas. As NLS proporcionaram maior retenção corneana do SUB em comparação 
aos outros sistemas. No período de trinta minutos a retenção corneana do SUB a 
partir das NLS (15 µg/cm2) foi mais que o dobro daquela observada para os 
lipossomas (6,8 µg/cm2). As NE também apresentaram retenção corneana do SUB 
(12,7 µg/cm2) superior aos lipossomas. Os estudos de espectroscopia de 
ressonância paramagnética eletrônica (RPE) comparando lipossomas e NLS 
demonstraram que nas NLS a organização dos lipídeos estruturais é mais fluida que 
os lipossomas. Esses estudos também indicaram que o SUB se localiza na 
bicamada lipídica dos lipossomas próximo à interface polar, aumentando o 
empacotamento dos fosfolipídeos e ocasionando aumento de rigidez da membrana. 
Nas NLS o fármaco também, provavelmente, está localizado na região próxima da 
interface, mas neste caso levando a um aumento da fluidez pela maior 
desorganização dos lipídeos. Esses resultados justificam o perfil de liberação mais 
rápido observado para o SUB a partir das NLS e também a maior retenção corneana 
do fármaco a partir desses nanosistemas. Empregando métodos alternativos ao uso 
de animais para a determinação da segurança das formulações, os três sistemas 
desenvolvidos  não apresentaram potencial para irritação ocular nos testes de 
opacidade e permeabilidade em córneas de olhos bovinos (BCOP), na avaliação do 
potencial hemolítico e no teste em membrana corioalantóide de ovo de galinha 
(HET-CAM). Dentre os sistemas desenvolvidos neste trabalho as NLS contendo 
SUB apresentam maior potencial para aplicação clínica no tratamento da VC. 
 
 
 
Palavras-chave: Vascularização Corneana. Sunitinibe. Nanopartículas lipídicas 
sólidas. Lipossomas. Nanoesferas poliméricas. Ensaios pré-clínicos de segurança.  
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 
 
 

Corneal vascularization (CV) is a common cause of visual impairment and blindness. 
Sunitinib (SUB) is an antiangiogenic agent that has demonstrated a significant 
reduction of VC in rabbits.  Incorporation of SUB in nanosystems can increase your 
corneal retention and decrease P-glycoprotein resistance and it conversion to 
inactive isomer E (trans) when the drug is exposed to light. In this work, liposomes 
(LIPO), polymeric nanospheres (NE) and solid lipid nanoparticles (SLN) containing 
SUB was developed. Systems presented particle size between 70 and 200 nm and 
PdI below 0.3 and a high encapsulation efficiency. NE had a greater capacity to 
incorporate sunitinib when compared to liposomes and SLN. This system had drug 
loading of 4.3% while LIPO and SLN showed 2.87% and 1.66%, respectively. 
Release profile of sunitinib was different in three developed systems. Liposomes 
sustained drug release greater than that observed for the polymer nanospheres and 
solid lipid nanoparticles in the same period. SLN showed higher corneal retention of 
SUB when compared to other systems. Within thirty minutes corneal retention of SUB 
from SLN (15 µg/cm2) was more than twice that observed for liposomes (6.8 µg/cm2). 
NE also showed corneal retention of SUB (12.7 µg/cm2) superior to liposomes. 
Spectroscopic studies of electron paramagnetic resonance (EPR) comparing 
liposomes and SLN demonstrated that SLN are more flexible than liposomes. These 
studies also indicated that sub is located in the lipid bilayer of liposomes near the 
phospholipid-water interface, leading to increased rigidity. In SLN the drug is also 
probably located near the lipid-water interface, altering the crstaline organiation of the 
lipids and increased fluidity. These results justify the faster release profile observed 
for  SUB from  SLN and higher corneal retention of drug from these nanosystems. 
Employing alternative methods to the use of animals for determining the safety of the 
formulations, all three formulations developed  showed no potential for ocular 
irritation in tests of bovine corneal opacity and permeability test method (BCOP), in 
the evaluation of hemolytic potential and in the test in chorioallantoic membrane of 
chicken egg (HET-CAM). Among the systems developed in this work containing SUB, 
SLN seems to present a greatest potential for clinical application in the treatment of 
VC. 
 
 

Keywords: Corneal vascularization. Sunitinib. Solid lipid nanoparticles. Liposomes. 
Polymeric nanospheres. Preclinical safety testing. 
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TAA Trietilamina 

TES N-tris[hidroximetil]metil-2-aminoetano sulfonato 

TKR Tirosina-Quinase ligada ao Receptor 

VC Vascularização Corneana 

VEGF Fator de Crescimento Endotelial e Vascular 

VEGFR Receptor do Fator de Crescimento Endotelial e Vascular 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 A vascularização corneana (VC) é uma causa comun de diminuição da 

acuidade visual e cegueira (GONZALEZ et al., 2013; PAPATHANASSIOU et al., 

2013). Ela é causada por uma variedade de doenças oculares que levam ao 

desequilíbrio entre estímulos angiogênicos e antiangiogênicos, induzindo a 

superexpressão de fatores pró-angiogênicos. Os vasos formados na córnea podem 

bloquear a luz, comprometer a acuidade visual, levar ao desenvolvimento de 

inflamações, cicatrizes corneanas, edema e nos casos mais graves à cegueira 

(CHANG et al., 2012). 

 O tratamento da VC pode ser realizado com esteróides, antiinflamatórios não 

esteroides (AINES), terapia fotodinâmica, fotocoagulação a laser e inibidores do 

fator de crescimento endotelial e vascular (VEGF). Grande parte da terapia 

medicamentosa é realizada através da aplicação tópica de soluções oftalmológicas 

(colírios) (KEATING; JACOBS, 2011). 

 Devido a sua simplicidade, segurança e aceitabilidade por parte dos 

pacientes, os colírios respondem por cerca de 90% das formulações comerciais 

disponíveis para tratamento de afecções oculares. Contudo, a complexa estrutura do 

globo ocular, que inclui algumas barreiras à absorção de fármacos, limita a 

biodisponibilidade de muitos compostos (GAN et al., 2013). Após a instilação de um 

colírio, geralmente menos de cinco por cento do fármaco aplicado penetra a córnea 

e alcança os tecidos intraoculares (JARVINEN; JARVINEN; URTTI, 1995). 

  Diante disso, o principal objetivo da terapia ocular consiste em manter uma 

concentração efetiva de fármaco no sítio de ação por período de tempo apropriado, 

objetivando-se alcançar o efeito farmacológico (DU TOIT et al., 2011). O uso de 

nanosistemas tem atraído atenção como forma de aumentar a biodisponibilidade de 

fármacos administrados topicamente (HIRONAKA et al., 2009). Esses sistemas 

apresentam vantagens na aplicação tópica ocular de fármacos, como a proteção do 

composto encapsulado facilitando seu transporte a diferentes regiões oculares, 

liberação alvo específica de composto bioativos, aumento da biodisponibilidade de 

fármacos insolúveis, liberação controlada e redução de efeitos colaterais (SAHOO; 

DIINAWAZ; KRISHNAKUMAR, 2008; DU TOIT et al., 2011; GAN et al., 2013). Os 

nanocarreadores ainda podem ser administrados na forma líquida, do mesmo modo 

que os colírios tradicionais (DU TOIT et al., 2011). 
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 Existem atualmente diferentes tipos de nanopartículas e algumas já foram 

testadas como carreadores de fármacos para o tratamento tópico da VC, como 

dendrímeros, nanoesferas, micelas, lipossomas e entre outros (GONZALEZ et al., 

2013). Entretanto, na literatura pesquisada não foram encontrados trabalhos que 

comparem diferentes tipos de nanocarreadores contendo um mesmo fármaco 

modelo para o tratamento tópico da VC. 

 O sunitinibe (SUB) é um inibidor de múltiplas tirosina-quinases ligadas ao 

receptor (TKRs), tendo atividades antitumoral e antiangiogênica. Dentre os 

receptores que esse fármaco inibe pode-se citar o do fator de crescimento derivado 

de plaquetas (PDGFR) e do fator de crescimento vascular e endotelial (VEGFR). 

Esse fármaco é aprovado para o tratamento de tumores gastrintestinais e renais 

(BLANCHET et al., 2009; ETIENNE-GRIMALDI et al., 2009). Além da sua indicação 

para tratamento do câncer, o SUB tem sido testado com bons resultados no 

tratamento da vascularização corneana (PEREZ-SANTONJA et al., 2010; DETRY et 

al., 2013; KO et al., 2013). 

 Em estudo comparativo de inibição da vascularização corneana realizado por 

Perez-Santonja e colaboradores (2010) em coelhos, o uso tópico do SUB inibiu três 

vezes mais a VC quando comparado ao anticorpo monoclonal bevacizumabe, um 

inibidor de VEGF. Porém, a molécula deste fármaco apresenta fotoinstabilidade em 

solução (RODAMER et al., 2011), o que poderia reduzir sua atividade quando 

aplicado na via tópica ocular. Segundo Thanki e colaboradores (2013), o SUB 

também sofre resistência mediada pela glicoproteína P (P-gp).  Todos esses fatores 

fazem do SUB forte candidato a fármaco modelo para a encapsulação em 

nanopartículas objetivando-se o tratamento da VC. 

 A aplicação de nanocarreadores no tratamento tópico da vascularização 

corneana é estratégia promissora para melhorar a eficácia clínica do tratamento 

desta afecção ocular, visto que a terapia convencional em muitos casos não 

consegue driblar as barreiras oculares à absorção de fármacos pela via tópica. 

Foram avaliados neste trabalho três diferentes nanosistemas contendo sunitinibe 

para o tratamento tópico da VC: lipossomas (LIPO), nanopartículas lipídicas sólidas 

(NLS) e nanoesferas (NE). Através de estudos comparativos buscou-se determinar 

qual sistema apresenta maior potencial para aplicação no tratamento tópico da 

vascularização corneana. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 OLHO: ANATOMIA, FISIOLOGIA E APLICAÇÃO TÓPICA DE FÁRMACOS 

 

 O olho é um órgão sensorial especializado e anatomicamente isolado, o que 

lhe confere propriedades biofarmacêuticas e farmacodinâmicas únicas (DU TOIT et 

al., 2011). Conforme ilustrado na Figura 1, este órgão pode ser dividido em dois 

segmentos: anterior e posterior. O segmento anterior consiste no terço frontal do 

olho que inclui a pupila, córnea, iris, corpo ciliar, humor aquoso e cristalino. Os 

outros dois terços correspondem ao segmento posterior constituído pelo humor 

vítreo, retina, coróide e nervo óptico (GAUDANA et al., 2009).  

 

 
Figura 1  - Estrutura anatômica do olho. Segmento anterior: corpo ciliar, córnea, pupila, iris, 
cristalino e humor aquoso. Segmento posterior: humor vítreo, nervo óptico, retina e coróide. 
Fonte: Nucleus Medica Media, 2013. 
 

 O isolamento anatômico e fisiológico do olho deve-se, principalmente, às 

barreiras existentes neste órgão. Essas barreiras consistem na camada muco-

aquosa formada pela filme lacrimal que protege a superfície anterior do olho, a 
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córnea que apresenta múltiplas camadas e epitélio com junções estreitas e 

desmossomas e os vasos sanguíneos da iris que não possuem fenestrações. Ainda 

pode-se citar a barreira hemato-aquosa e hemato-retiniana. A barreira hemato-

aquosa é constituída pelo epitélio ciliar, que limita a passagem de moléculas do 

sangue para o interior do olho.  A barreira hemato-retiniana é composta pelo epitélio 

pigmentado da retina  juntamente com o endotélio dos vasos retinianos, que limitam 

a passagem de moléculas do sangue para a retina e sucessivamente para o vítreo 

(SASAKI et al., 1996; DIEBOLD; CALONGE, 2010; DU TOIT et al., 2011).  

 Além do mais, foram identificados também transportadores de efluxo 

presentes nos tecido oculares, inclusive na córnea, como a P-gp, a proteína de 

resistência a múltiplos fármacos (MRP) e  a proteína de resistência do câncer de 

mama (BCRP) (KATRAGADDA; TALLURI ;MITRA, 2006; JIAO, 2008; CHOLKAR et 

al., 2013). Essas proteínas, presentes em muitas membranas celulares, bombeiam 

moléculas para fora da célula por mecanismo ATP (adenosina trifosfato) dependente 

(SCHELLENS et al., 2000). 

 A administração tópica de fármacos na forma de colírios é o método 

comumente empregado no tratamento de doenças oculares. Entretanto, os sítios de 

ação da maioria dos fármacos utilizados no tratamento oftálmico estão localizados 

no interior do olho. Embora a superfície externa deste órgão seja mais acessível 

para aplicação de medicamentos, a barreira corneana e o filme lacrimal podem 

limitar a absorção de fármacos administrados topicamente (LANG, 1995), conforme 

ilustrado na Figura 2.  Somente cinco por cento da dose administrada topicamente 

alcança o segmento anterior do olho e apenas uma fração dessa dose pode se 

particionar para o segmento posterior (DU TOIT et al., 2011). 

 O filme lacrimal é composto por três camadas: uma camada de mucina, uma 

camada média formada por água e uma camada superficial lipídica (Figura 2 A). A 

camada lipídica é secretada pelas glândulas de Meibomius e a mucina pelas células 

caliciformes da conjuntiva. A quantidade de mucina secretada varia entre 2 a 3 µL 

por dia. Essa glicoproteína exerce papel protetor formando uma camada de gel 

hidrofílico sobre a superfície ocular que impede a adesão de corpos estranhos e 

patógenos, assim como a absorção de fármacos (DU TOIT et al., 2011; GAN et al., 

2013). A porção aquosa contém solução salina secretada pelas glândulas lacrimais 

(SASAKI et al., 1996). 
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 O filme lacrimal possui alta taxa de renovação, sendo que o fluxo basal varia 

entre 0,5 a 2,2 µL/min. Isso resulta em uma renovação de 16% do filme lacrimal por 

minuto durante as horas de vigília. A estimulação reflexa ainda pode aumentar a 

taxa de lacrimação para 300 µL/min. Em virtude disso, a maioria das soluções 

administradas topicamente são lavadas da superfície ocular e também drenadas 

pelo canal nasolacrimal entre trinta a noventa segundos após aplicação (JARVINEN; 

JARVINEN; URTTI, 1995; SASAKI et al., 1996; GAN et al., 2013) . 

 A córnea possui diâmetro e espessura de aproximadamente 11,7 e 0,7 mm, 

respectivamente (JARVINEN; JARVINEN; URTTI, 1995), é composta por cinco 

camadas que possuem polaridades alternadas: epitélio, membrana de Bowman, 

estroma, membrana de Descemet e endotélio, conforme ilustrado na Figura 2 B. 

Essa estrutura atua como barreira tanto para fármacos hidrofílicos quanto lipofílicos 

(GAN et al., 2013). Sendo que as camadas que efetivamente exercem a função de 

barreira são o epitélio, o endotélio e o estroma. (SASAKI et al., 1996) 

 

 
Figura 2 - Barreiras para liberação tópica ocular de fármacos. (A) Filme lacrimal: a alta taxa 
de renovação do filme e a camada mucosa fazem do filme lacrimal uma barreira para 
liberação tópica ocular de fármacos. (B) Barreira corneana: a junções estreitas entre as 
células epiteliais e cinco camadas com polaridades alternadas fazem da córnea uma 
barreira para absorção de fármacos hidrofílicos e lipofílicos. Fonte: adaptado de Gan e 
colaboradores (2013).  
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 O epitélio corneano é constituído por cinco a seis camadas de células 

intimamente compactadas e conectadas por junções estreitas e desmossomas, que 

torna essa estrutura impermeável a qualquer substância maior que 500 Da, que 

inclui a maioria dos fármacos (HAMALAINEN et al., 1997). O estroma corneano é 

bastante hidrofílico, sua composição consiste em fibras de colágeno, queratócitos, 

glicosaminaglicanas e água, constituindo-se em uma barreira para absorção de 

fármaco lipofílicos. Ele representa cerca de 90% da espessura da córnea. O 

endotélio corneano é composto por uma única camada de células hexagonais 

cobrindo a superfície posterior da córnea (JARVINEN; JARVINEN; URTTI, 1995; 

SASAKI et al., 1996). 

 Os fármacos administrados topicamente na via ocular também podem ser 

absorvidos pela conjuntiva e pela esclera. A conjuntiva é uma fina membrana, 

altamente vascularizada, que reveste o interior das pálpebras. Essa membrana é 

mais permeável que a córnea e possui área de superfície de nove a dezessete 

vezes maior que a superfície corneana. Todavia, fármacos absorvidos pela 

conjuntiva são eliminados pela circulação sistêmica e não alcançam os tecidos 

oculares. De outro modo, os absorvidos pela esclera podem alcançar o humor vítreo 

(JARVINEN; JARVINEN; URTTI, 1995; SASAKI et al., 1996; DIEBOLD; CALONGE, 

2010). 

 A administração tópica ocular de fármacos configura-se como verdadeiro 

desafio na tecnologia farmacêutica, que busca desenvolver sistemas eficientes de 

liberação de fármacos. Diversas alternativas já foram propostas e testadas para 

melhorar a absorção de fármacos nesta via, dentre elas o uso de tensoativos, 

emulsões, géis, implantes poliméricos, pró-fármacos, lentes de contato e 

ciclodextrinas. Não obstante, a aplicação da nanotecnologia no desenvolvimento de 

formulações cada vez mais elaboradas vem ganhando destaque no cenário 

científico como uma das principais alternativas para a aplicação tópica oftálmica de 

fármacos (WEINER; GILGER, 2010; CHOLKAR et al., 2013). 

 

2.1.1 Avaliação da toxidade ocular 
 

 Formulações desenvolvidas para aplicação tópica ocular merecem atenção 

especial quanto ao potencial de desenvolvimento de toxicidade ocular. Os 
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excipientes, assim como os fármacos, presentes nessas formulações podem levar a 

irritações, queimaduras e lacrimejamento. Alguns componentes das formulações, 

como os tensoativos, podem causar danos à superfície epitelial da córnea e 

conjuntiva ocasionando o desenvolvimento de doenças, como a síndrome do olho 

seco (JIAO, 2008).  

 O potencial de causar irritação ocular é o principal fator avaliado em 

formulações desenvolvidas para aplicação nessa via. Por muitos anos esse fator tem 

sido avaliado pelo teste de Draize, realizado em olhos de coelhos. Entretanto, o 

interesse pelo desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de animais tem 

aumentado (DA NOBREGA et al., 2012; VERSTRAELEN et al., 2013). 

 Existem descritos alguns métodos alternativos para se avaliar o potencial de 

substâncias em causar irritação ocular. Todavia, nenhum dos métodos podem 

sozinhos substituir o teste de Draize, que avalia um conjunto de fatores potenciais 

em ocasionar lesões oculares. Sendo assim, deve-se utilizar uma combinação 

desses métodos quando se busca prever o potencial irritante ocular de substâncias 

(HAYASHI et al., 2012). Dentre  os métodos alternativos desenvolvidos pode-se 

citar: teste de opacidade e permeabilidade em córneas de olhos bovinos (BCOP); 

teste em membrana corioalantoide de ovo de galinha (HET-CAM) e potencial 

hemolítico. 

 O BCOP é um método que permite avaliar a manutenção da função fisiológica 

e bioquímica de córneas bovinas in vitro. Neste método as lesões causadas pela 

amostra em teste são medidas quantitativamente por mudanças na opacidade e 

permeabilidade corneana utilizando-se opacitômetro e espectrofotômetro de luz 

visível, respectivamente. Este teste avalia somente danos causados à cornea  

(OECD TG 437, 2013). 

 O HET-CAM tem sido descrito como método adequado para avaliar a irritação 

ocular especialmente de formulações contendo tensoativos (DA NOBREGA et al., 

2012). Este teste utiliza a membrana corioalantóide (CAM) de embriões de galinha. 

Essa membrana é altamente vascularizada, contendo artérias, veias e capilares e 

tecnicamente fácil de estudar. Ela responde a lesões com processos inflamatórios 

semelhantes aos observados em conjuntivas de coelhos (ARAUJO et al., 2009). No 

teste são avaliados os seguintes parâmetros: desnaturação protéica, rompimento de 

vasos e hemorragias (ICCVAM, 2010). A Figura 3 apresenta uma comparação entre 

a CAM e olho humano.  
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Figura 3 - Comparação entre a membrana corioalantóide de embrião de galinha (A) e olho 
humano (B). Fonte: VIEIRA, 2014. 

 
 A ideia de se usar o eritrócito como indicador de irritação ocular não é nova e 

testes que envolvem hemólise têm sido descritos. O teste de potencial hemolítico 

baseia-se na integridade da membrana dos eritrócitos e avalia danos causados à 

córnea. O parâmetro avaliado consiste na porcentagem de hemólise causada pela 

amostra teste (SINGLETON et al., 1994; DA NOBREGA et al., 2012). 

 Apesar dos métodos descritos consistirem em alternativas viáveis ao teste de 

Draize, os orgãos regulatórios ainda não os consideram como testes oficiais. 

Contudo, esses testes são bastante úteis na triagem de formulações desenvolvidas 

para aplicação tópica ocular. 
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2.2 EMPREGO DA NANOTECNOLOGIA NO DESENVOLVIMENTO DE 

FORMULAÇÕES PARA APLICAÇÃO TÓPICA OCULAR DE FÁRMACOS 

 

 O termo nanotecnologia deriva da palavra grega nano, que significa anão. 

Essa ciência aplica os princípios da engenharia, eletrônica, física e ciência dos 

materiais no desenvolvimento de estruturas submicrométricas (ARAUJO et al., 

2009). A ciência farmacêutica considera nano aquelas partículas com tamanho 

abaixo de um micrômetro (SEYFODDIN; SHAW; AL-KASSAS, 2010).    

 A nanotecnologia tem realizado avanços significativos na área biomédica, 

incluindo a terapia genética, liberação de fármacos e diagnóstico por imagem. A 

estimativa para os últimos cinco anos era de uma movimentação no mercado 

mundial de mais três bilhões de dólares na área da nanotecnologia para aplicação 

farmacêutica (SAHOO; DIINAWAZ; KRISHNAKUMAR, 2008). 

 O uso de nanosistemas como carreadores de fármacos para administração 

tópica ocular alcança os principais objetivos desse tipo de aplicação: aumentar a 

permeação, proporcionar liberação controlada e alvo específica do fármaco (KAUR 

et al., 2004). O sistema nanoestruturado ainda apresenta baixo potencial em causar 

irritação ocular, devido ao seu tamanho nanométrico, e proporciona 

biodisponibilidade e compatibilidade adequadas com os tecidos oculares. Além do 

mais, esses sistemas podem ser disponibilizados na forma de colírios (SAHOO; 

DIINAWAZ; KRISHNAKUMAR, 2008). 

 O tamanho de partícula influencia a absorção e permeação através das 

barreiras oculares. Estudos de permeação em olhos de coelhos utilizando 

nanopartículas de PLGA (poli (ácido láctico-co-ácido glicólico)) demonstrou que 

partículas menores (100 nm) proporcionam maior absorção de fármacos pela córnea 

quando comparadas a partículas maiores (800 nm) (NAGARWAL et al., 2009). Os 

nanocarreadores também interagem com mucina presente na córnea e conjuntiva 

formando um depósito pré-corneano, resultando na liberação controlada do fármaco 

encapsulado (BUCOLO et al., 2004).  

 A maioria das formulações de nanocarreadores apresenta  tensoativos em 

sua composição. Esses tensoativos podem reduzir o ângulo de contato da gota 

formado pela formulação com a córnea. Essa redução no ângulo de contato 

aumenta a espalhabilidade e molhabilidade da gota, consequentemente aumentando 

o tempo de permanência da formulação no sítio de aplicação (GAN et al., 2013). Os 
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tensoativos, sobretudo os não-iônicos, também podem inibir a atividade da P-gp e 

abrir as junções estreitas das células epiteliais corneanas, acarretando em aumento 

da penetração do fármaco (JIAO, 2008). A revisão de Jiao e colaboradores (2008) 

apresenta vários exemplos de aplicações desses tensoativos.  

 Nanopartículas carregadas positivamente podem interagir eletrostaticamente 

(pontes de hidrogênio e interações iônicas) com a superfície da córnea, que é 

negativa devido aos resíduos de ácido siálico da mucina presente no muco do filme 

lacrimal (DE CAMPOS et al., 2004). A interação entre nanocarreadores catiônicos e 

a superfície aniônica da córnea também pode levar à redução no ângulo de contato 

da formulação com a córnea e aumentar o tempo de permanência do fármaco (GAN 

et al., 2013). Esses nanossitemas mucoadesivos podem ser desenvolvidos com 

tensoativos catiônicos, polímeros com carga residual positiva (quitosana) ou mesmo 

através do recobrimento de partículas aniônicas com polímeros positivos ou 

mucoadesivos (LUDWIG, 2005). 

 Apesar das nanopartículas apresentarem inúmeras vantagens para aplicação 

ocular, deve-se avaliar também a toxicidade desses sistemas, conforme 

demonstrado no item 2.1.1.  A toxicidade de nanopartículas nos tecidos oculares 

pode ser afetada por muitos fatores, incluindo o tamanho e superfície da partícula, 

dose, tempo de exposição e padrão de distribuição das partículas no olho. Alguns 

estudos têm realizados avaliações nesse sentido, baseando-se em estudos 

histológicos, imunoquímicos e inflamatórios (PROW, 2010; XU; KAMBHAMPATI; 

KANNAN, 2013). O trabalho de Prow (2010) apresenta uma revisão a respeito da 

toxicidade ocular de nanomateriais. 

 Diversos nanosistemas foram desenvolvidos nos últimos anos e muitos foram 

testados na aplicação tópica ocular de fármacos. Dentre os sistemas desenvolvidos 

pode-se citar: lipossomas, nanoesferas, nanocápsulas, nanopartículas lipídicas 

sólidas, carreadores lipídicos nanoestruturados, dendrímeros, niossomas, 

cubossomas, nanopartículas híbridas polímero-lipídeo e entre outros (KAUR et al., 

2004; SAHOO; DIINAWAZ; KRISHNAKUMAR, 2008; ARAUJO et al., 2009; DU TOIT 

et al., 2011; GAN et al., 2013; HONDA et al., 2013). O presente trabalho concentrou-

se principalmente no desenvolvimento de nanopartículas lipídicas sólidas, 

nanoesferas e lipossomas para aplicação tópica ocular. Inúmeros fármacos já foram 

encapsulados nesses carreadores visando aplicação na mesma via. O Quadro 1 

apresenta exemplos dessas aplicações. 
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 Nanosistema Lipídeo ou 
Polímero 

Base 

Fármaco Indicação 
Terapêutica 

Referência 

N
an

op
ar

tíc
ul

as
 L

ip
id

ic
as

 S
ól

id
as

 e
 

C
ar

re
ad

or
es

 L
ip

id
ic

os
 N

an
oe

st
ru

tu
ra

do
s Compritol 888 

ATO 
Ciclosporina Anti-inflamatório (GOKCE et al., 

2009) 
Diversos Flurbiprofeno Anti-inflamatório (GONZALEZ-

MIRA et al., 2010) 
Diversos Gatifloxacino Antibacteriano (KALAM et al., 

2010) 
Diversos Ibuprofeno Anti-inflamatório (LI, X. et al., 2008) 

Diversos Indometacina Anti-inflamatório (HIPPALGAONKA
R et al., 2013) 

Compritol 888 
ATO e álcool 
cetoestearilico 

Metazolamida Antiglaucomatoso (YOUSHIA et al., 
2012) 

Phospholipon 
90G 

Timolol Antiglaucomatoso (ATTAMA;REICHL
;MULLER-
GOYMANN, 2009) 

Diversos Triamcinolona Antiinflamatório (ARAUJO et al., 
2010) 

N
an

oe
sf

er
as

 

PLGA Claritromicina Antibacteriano (MOHAMMADI et 
al., 2011) 

Eudragit 
RL100 

Cloricromeno Anti-inflamatório (BUCOLO et al., 
2004) 

Eudragit 
RS100/RL100 

Flurbiprofeno Anti-inflamatório (PIGNATELLO et 
al., 2002) 

Eudragit 
RS100 

Ibuprofeno Anti-inflamatório (PIGNATELLO et 
al., 2002) 

PLGA Melatonina Antiglaucomatoso (MUSUMECI et al., 
2013) 

Eudragit 
RS100 

Terbinafina Antifúngico (TAYEL et al., 
2013) 

PLGA Triamcinolona Antiangiogênico (SABZEVARI et 
al., 2013) 

Li
po

ss
om

as
 

DMPC Clorafenicol Antibacteriano (MAHMOUD et al., 
2008) 

PC Epikuron 
200 

Ganciclovir Antiviral (SHEN;TU, 2007) 

PC de ovo Ofloxacino Antibacteriano (HOSNY, 2009) 

PC S100 Tacrolimus Imunossupressor (DAI et al., 2013) 

PC de ovo Tetraciclina Antibacteriano (SHAFAA et al., 
2011) 

Quadro 1 - Nanossistemas desenvolvidos para administração na via tópica ocular. 
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2.2.1 Sistemas Lipídicos 
 
2.2.1.1 Lipossomas 
 

 Os lipossomas foram desenvolvidos por Bangham em meados da década de 

1960 enquanto investigava o papel dos fosfolipídeos na coagulação sanguínea 

(EBRAHIM; PEYMAN; LEE, 2005). Entretanto, sua utilização como carreadores de 

fármacos foi proposta e demonstrada no início dos anos 70 (GREGORIADIS, 1995; 

LASIC, 1998) . 

 Os lipossomas podem ser definidos como vesículas esféricas, variando de 

0,05 a 5,0 µm, constituídas de uma ou mais bicamadas lipídicas que encapsulam um 

núcleo aquoso em seu interior (SHARMA; SHARMA, 1997; GULATI et al., 1998). 

Eles são biocompatíveis e biodegradáveis, sendo constituídos por fosfolipídeos 

sintéticos ou naturais (SHARMA; SHARMA, 1997). 

 Os fosfolipídeos possuem propriedades anfifílicas, tendo uma cabeça 

hidrofílica e uma cauda hidrofóbica, que espontaneamente se organizam em 

bicamadas quando em soluções aquosas, semelhante às membranas biológicas. As 

cadeias de ácidos graxos ficam localizadas no interior da membrana enquanto a 

cabeça polar fica orientada para o exterior aquoso (JONES, 1995; DU TOIT et al., 

2011). Essas estruturas assumem essa orientação devido à dupla cadeia de ácido 

graxo que confere às moléculas formas cilíndricas, ao contrário dos tensoativos que 

possuem somente uma cadeia de ácido graxo, possuindo forma cônica. Devido à 

sua forma cilíndrica, os fosfolipídeos tendem a se organizar em bicamadas 

(conformação de menor energia) e não formam micelas, como ocorre com os 

tensoativos que possuem somente um cauda hidrofóbica (LASIC, 1998), conforme 

ilustrado na Figura 4. 

 Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o tamanho e número 

de bicamadas. Vesículas unilamelares possuem somente uma bicamada envolvendo 

o núcleo aquoso, enquanto vesículas multilamelares (MLV) possuem mais de uma 

bicamada. De acordo com o tamanho, as vesículas unilamelares podem ser 

classificadas como vesículas unilamelares pequenas (SUV) (10 a 100 nm) ou 

vesículas unilamelares grandes (LUV) (100 a 300 nm) (DU TOIT et al., 2011), 

conforme ilustrado na Figura 4. 
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 Devido a sua composição, núcleo aquoso e bicamada lipidíca, os lipossomas 

permitem a encapsulação de fármacos hidrofílicos  e lipofílicos (WOODLE, 1995). 

Dependendo da solubilidade e das características de partição do fármaco, as 

moléculas ficarão localizadas em diferentes regiões dos lipossomas, podendo estar 

na bicamada lipídica, no compartimento aquoso ou na interface (SHARMA; 

SHARMA, 1997; GULATI et al., 1998). 

 

 
Figura 4 - (A) Diferenciação entre tensoativos de cadeia simples e fosfolipídeos de cadeia 
dupla. Os tensoativos de cadeia simples possuem forma cônica e em meio aquoso tendem a 
formar micelas. Fosfolipídeos de cadeia dupla em meio aquoso tendem a forma bicamadas 
lipidicas. (B) Estrutura do fosfolipídeo: cabeça polar e cauda apolar. Diferenciação entre 
vesículas multilamelares (MLV), vesículas unilamelares pequenas (SUV) e vesículas 
unilamelares grandes (LUV). Adaptado de Produção de Lipossomas. Disponível em: 
http://www.avantilipids.com, acesso em 04 de novembro de 2013. 
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 Existem vários métodos para produção de lipossomas, podendo-se citar: 

hidratação do filme lipídico, sonicação, injeção de etanol, evaporação de fase-

reversa e extrusão (EBRAHIM; PEYMAN; LEE, 2005). O método mais simples e 

amplamente empregado é a hidratação do filme lipídico para a produção de MLV. 

Nesse método o filme lipídico é hidratado com tampão aquoso a uma temperatura 

acima da temperatura de transição vítrea dos lipídeos. O fármaco encapsulado pode 

ser adicionado no tampão de hidratação (fármacos hidrofílicos) ou no filme lipídico 

(fármacos lipofílicos). Esse método produz uma população heterogênea de MLV que 

depois podem ser sonicadas, homogeneizadas ou extrusadas através de 

membranas de policarbonato com poro definido, produzindo-se uma população 

homogênea de SUV ou LUV (SHARMA; SHARMA, 1997; GULATI et al., 1998), 

conforme ilustrado na Figura 5. 

 

 
Figura 5- Produção de lipossomas por hidratação do filme lipídico. A - Produção de 
vesículas multilamelares (MLV): produção do filme lipídico seguida de hidratação com meio 
aquoso e agitação. B e C - produção de vesiculas unilamelares grandes (LUV) e vesículas 
unilamelares pequenas (SUV) por sonicação, extrusão e homogeneização das MLV. 
Adaptado de Produção de Lipossomas. Disponível em: http://www.avantilipids.com, acesso 
em 04 de novembro de 2013 
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 Os fosfolipídeos podem se apresentar como uma fase gel/sólido ou 

fluido/líquido cristalino. A temperatura de transição vítrea é o ponto onde ocorre essa 

transição de fases, sendo que acima dessa temperatura o fosfolipídeo comporta-se 

como fluido/líquido cristalino e abaixo como gel/sólido (EBRAHIM; PEYMAN; LEE, 

2005). Por isso, a temperatura empregada na produção dos lipossomas deve estar 

acima da temperatura de transição vítrea dos lipídeos utilizados (JONES, 1995; 

FREZARD, 1999). 

 A maioria dos métodos de produção de lipossomas envolve a dissolução 

prévia dos lipídios em solventes orgânicos (geralmente clorofórmio) com 

subsequente remoção do solvente. Deve-se garantir que todo solvente foi eliminado 

da formulação, evitando possíveis reações tóxicas (VAN SWAAY; DEMELLO, 2013). 

 Os lipossomas apresentam potencial para aplicação tópica ocular de 

fármacos. Estudos in vitro e in vivo têm demonstrado o papel dos lipossomas nessa 

via de administração. Esses sistemas podem melhorar a adesão e penetração 

corneana e consequentemente alterar a farmacocinética ocular de alguns fármacos 

(KAUR et al., 2004; EBRAHIM; PEYMAN; LEE, 2005). Contudo, o mecanismo pelo 

qual os lipossomas aumentam a absorção corneana de fármacos ainda não está 

completamente elucidado (DU TOIT et al., 2011). 

 O trabalho de Smolin e colaboradores (1981) foi o primeiro relato da aplicação 

de lipossomas na terapia oftálmica. Esses autores demonstraram que a idoxuridina 

lipossomal tópica foi mais eficiente para o tratamento de ceratitis herpéticas 

(crônicas e agudas) em olhos de coelhos quando comparada à solução do fármaco 

(SMOLIN et al., 1981 apud MEISNER; MEZEI, 1995). Em outro estudo, Hirnle e 

colaboradores (1991) observaram que lipossomas marcados com caboxifluoresceína 

foram detectados nos tecidos oculares em até sete dias após injeção subconjutival 

da formulação. Hironaka e colaboradores (2009) demonstraram que a cumarina 

encapsulada em lipossomas pode alcançar a região posterior do olho após 

administração tópica. 

 Existem inúmeros trabalhos na literatura comprovando a eficácia da aplicação 

tópica ocular dos lipossomas no tratamento de varias afecções oculares que 

acometem o segmento anterior do olho. Está disponível no mercado o produto Tears 

Again® da empresa Ocusoft (Texas, EUA). Este produto contém lipossomas 

contendo vitaminas (A, C e E) na forma farmacêutica de spray e é indicado para o 
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tratamento da síndrome do olho seco e irritações oculares (EBRAHIM; PEYMAN; 

LEE, 2005). 

 

2.2.1.2 Nanopartículas lipídicas sólidas 
 

 As nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) foram desenvolvidas no início da 

década de noventa por diferentes grupos de pesquisa que buscavam obter sistemas 

compostos por lipídeos sólidos sob temperatura ambiente e corporal (SCHWARZ et 

al., 1994; MÜLLER; MÄDER; GOHLA, 2000). Esses sistemas  têm se destacado no 

meio científico, sendo cada vez maior o número de publicações a respeito desses 

nanocarreadores (MEHNERT; MÄDER, 2012). 

 As NLS se assemelham às nanoemulsões empregadas na nutrição 

parenteral, no entanto, o lipídeo líquido é substituído por um lipídeo sólido (MÜLLER 

et al, 2000), conforme ilustrado na Figura 6. De forma similar ao que acontece com 

lipossomas e nanoemulsões, lipídeos biocompatíveis são empregados na produção 

das NLS. O uso de matrizes lipídicas sólidas proporciona retenção dos fármacos 

encapsulados e garante estabilidade física das partículas (MEHNERT; MÄDER, 

2001).  

 
Figura 6- Esquema representativo de nanoemulsão (A) e nanopartícula lipídica sólida (B). 
Fonte: adaptado de Müller et al, 2000 
 

 Os componentes usuais das NLS são lipídeos sólidos, tensoativos e água. Os 

lipídeos mais utilizados são os triglicerídeos (triestearina), ácidos graxos (ácido 

esteárico), esteróides (colesterol) e ceras (cetilpalmitato). Todas as classes de 

tensoativos têm sido utilizadas para estabilizar a dispersão lipídica, sendo que a 

combinação de tensoativos é mais eficiente em prevenir a agregação das partículas 

(MEHNERT; MÄDER, 2001).  
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 As NLS podem ser produzidas por diferentes técnicas, entre elas a 

homogeneização sob alta pressão a quente ou a frio, diluição de microemulsão, 

preparo de emulsão múltipla e emulsificação/evaporação de solvente (LIPPACHER; 

MÜLLER; MÄDER, 2001; MEHNERT; MÄDER, 2012). Na técnica de emulsificação / 

evaporação do solvente, utilizada neste trabalho, o material lipídico é dissolvido em 

solvente orgânico e depois emulsionado com a fase aquosa. Após eliminação do 

solvente orgânico por evaporação, a dispersão de nanopartículas forma-se pela 

precipitação do lipídeo no meio aquoso (SJOSTROM; BERGENSTAHL, 1992).   

 As NLS podem ser utilizadas na liberação ocular de fármacos devido ao seu 

tamanho nanométrico e ao seu caráter lipofílico, que pode aumentar a absorção 

corneana e a biodisponibilidade ocular, prolongar o tempo de permanência na 

córnea e promover liberação sustentada dos fármacos encapsulados (SEYFODDIN; 

SHAW; AL-KASSAS, 2010).  

 O primeiro trabalho desenvolvido com NLS para aplicação ocular foi realizado 

por Cavalli e colaboradores (1995), esses autores desenvolveram NLS contendo 

pilocarpina para o tratamento do glaucoma. 

 Os nanocarreadores lipídicos apresentam propriedades semelhantes às do 

filme lacrimal, que podem facilitar a permeação corneana de fármacos encapsulados 

nesses sistemas, conforme ilustrado na Figura 7. Após a instilação, a fase contínua 

(aquosa) do sistema pode aumentar a camada aquosa do filme lacrimal levando a 

maior hidratação da córnea, aumentado sua permeabilidade (Figura 7a). O lipídeo,  

depois de liberar o fármaco encapsulado, pode-se unir à camada lipídica do filme 

lacrimal, diminuindo a perda por evaporação da camada aquosa (Figura 7b). Além 

disso, os tensoativos presentes na formulação, conforme mencionado anteriormente, 

podem facilitar a permeação do fármaco encapsulado (Figura 7c) (GAN et al., 2013). 

 Os sistemas lipídicos também são bem tolerados pelo sistema fisiológico, o 

que reduz o risco de efeitos tóxicos e irritações no local de aplicação. Nos estudos 

realizados por Araújo e colaboradores (2010), a instilação de nanopartículas lipídicas 

negativas contendo triancinolona em olhos de coelhos mostrou inexistência de 

efeitos tóxicos ou irritação nos tecidos oculares. As nanopartículas lipídicas foram 

alvo específicas com aumento da penetração e da biodisponibilidade do fármaco na 

barreira ocular, acarretando em melhora da eficácia terapêutica e diminuição dos 

efeitos colaterais (ARAUJO et al., 2010). Em outro trabalho Gokce e colaboradores 
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(2009) trabalhando também com NLS carregadas negativamente observaram maior 

permeação corneana da ciclosporina quando encapsulada no nanossistema. 

  

 
Figura 7- Interação entre nanocarreadores lipídicos e filme lacrimal. (a) Após a instilação a 
fase contínua (aquosa) do sistema se incorpora à camada aquosa do filme, aumentando a 
hidratação corneana. (b) O lipídeo,  depois de liberar o fármaco encapsulado, pode-se unir à 
camada lipídica do filme lacrimal, diminuindo a perda por evaporação da camada aquosa. 
(c) Tensoativos podem aumentar a permeação do fármaco. Adaptado de Gan e 
colaboradores (2013)  
  

2.2.1.3 Avaliação da dinâmica de sistemas lipídicos por espectroscopia de RPE 
 
 Avaliar a organização de sistemas lipídicos e prever a localização de 

fármacos nessas estruturas permite compreender melhor o comportamento e o 

impacto da incorporação de fármacos nesses sistemas. A espectroscopia de 

Ressonância Paramagnética Eletrônica (RPE) tem sido utilizada nesse intuito 

(AHLIN et al., 2000; HAAG et al., 2011). 

 Na espectroscopia de RPE são utilizados marcadores de spin lipídicos 

derivados do ácido esteárico, também conhecidos como sondas paramagnéticas. 

Essas sondas possuem um grupo paramagnético, grupo nitróxido contendo um 

elétron desemparelhado, ligado a um carbono da cauda hidrofóbica. Os grupos 

paramagnéticos podem estar ligados a um carbono mais próximo da cabeça polar 
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ou a um carbono mais distante, conforme ilustrado na Figura 8. Quando adicionadas 

a um carreador lipídico as sondas paramagnéticas se inserem na bicamada lipídica, 

no caso dos lipossomas, ou no core lipídico das nanopartículas, conforme ilustrado 

na Figura 8 . Sendo assim, dependendo da posição do grupo paramagnético na 

sonda pode-se prever o comportamento da superfície do nanocarreador ou de uma 

região mais interna (GAETI et al., 2014).  

 

 
Figura 8 - Esquema representativo da inserção de sondas paramagnéticas em 
nanopartículas lipídicas sólidas e lipossomas. Dependendo da posição do grupo 
paramagnético na cauda hidrofóbica da sonda ele estará localizado mais próximo da 
superfície da partícula ou em uma região mais interna. 

  

 As sondas paramagnéticas quando submetidas a um campo magnético 

tendem a se reorientar, esse tempo é analisado pelo equipamento gerando um sinal 

gráfico (Figura 8). O tempo que a sonda gasta para se reorientar irá depender do 

meio em que ela está inserida. Esse tempo será menor em meios mais fluidos e 

maior em meios mais rígidos. (GAETI et al, 2014; DE QUEIROS; NETO; ALONSO, 

2005).  
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 Os trabalhos de Gaeti e colaboradores (2014) e Ahlin e colaboradores (2000) 

são exemplos da aplicação da espectroscopia de RPE para prever a fluidez e 

localização de fármacos em lipossomas e NLS. Ahlin e colaboradores (2000) 

demonstraram que quanto maior a lipofilicidade do fármaco mais inserido ele estará 

no core das NLS. Por outro lado, Gaeti e colaborares (2014) demonstraram que o 

fármaco 4-Nerolidilcatecol quando encapsulado em lipossomas encontra-se 

localizado na interface água/bicamada lipídica. 

 
2.2.3 Nanopartículas poliméricas 
 

 As nanopartículas poliméricas (NP) foram desenvolvidas na década de 1970, 

sendo  inicialmente utilizadas como carreadores de fármacos anti-neoplásicos e 

vacinas (KUMAR, 2000). O termo nanopartículas, neste caso, pode ser usado para 

designar nanocápsulas ou nanoesferas. As nanocápsulas são compostas por um 

núcleo oleoso circundado por uma membrana polimérica, o fármaco pode estar 

dissolvido no núcleo ou adsorvido ao invólucro polimérico. De outra forma, as 

nanoesferas não apresentam óleo em sua constituição,  são formadas por uma 

densa rede polimérica na qual o fármaco pode estar retido ou adsorvido 

(SCHAFFAZICK et al., 2003; DU TOIT et al., 2011), conforme ilustrado na Figura 9.  

 Existem basicamente dois métodos de preparação de NP. O primeiro envolve 

a polimerização de monômeros (Polimerização in situ) e o segundo, amplamente 

empregado,  baseia-se na precipitação de polímeros pré-formados, como  o poli 

(ácido lático) (PLA), poli (ácido lático-co-ácido glicólico) (PLGA), poli(ε-caprolactona) 

(PCL) e os copolímeros do ácido metacrílico e de um éster acrílico ou metacrílico. As 

técnicas de emulsificação/difusão de solvente, emulsificação/evaporação de 

solvente e nanoprecipitação são exemplos do método de precipitação de polímero 

pré-formado (SCHAFFAZICK et al., 2003; GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004). 
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Figura 9 - Representação esquemática de nanocápsulas e nanoesferas. Nanocápsulas: 
formadas por um invólucro polimérico disposto ao redor de um núcleo oleoso. O fármaco 
pode estar dissolvido no núcleo ou adsorvido à parede polimérica. Nanoesferas: formadas 
por uma matriz polimérica onde o fármaco pode estar retido ou adsorvido. Fonte: adaptado 
de Oliveira e colaboradores (2012). 
 

 Nas técnicas de precipitação de polímero pré-formado geralmente o polímero 

é dissolvido em solvente orgânico e depois ocorre sua precipitação em meio aquoso, 

levando à formação das nanopartículas. Comumente adiciona-se também um ou 

mais tensoativos à formulação visando garantir sua estabilidade (GALINDO-

RODRIGUEZ et al., 2004; NAGARWAL et al., 2009). 

 O primeiro estudo com NP para tratamento tópico ocular foi realizado por 

Ticho e colaboradores (1979). Esses autores desenvolveram um sistema chamado 

Pilopex constituído de nanoesferas de poli (ácido metilmetacrilato-acrílico) contendo 

pilocarpina para tratamento do glaucoma. Estudos clínicos demonstraram redução 

significativa da pressão intra-ocular após aplicação do Pilopex, no entanto o produto 

não foi lançado no mercado devido à problemas de toxidade local, não 

biodegradabilidade e dificuldade de produção em larga escala (TICHO et al., 1979, 

apud ARAUJO et al., 2009). 

 As nanopartículas poliméricas como sistema de liberação tópico ocular de 

fármacos podem aumentar a biodisponibilidade (especialmente para fármacos 

insolúveis ou com baixa permeação) e prolongar a manutenção da atividade 

farmacológica no sítio de ação. Esses sistemas podem reduzir a eliminação do 

fármaco, sustentar a liberação, aumentar o tempo de residência pré-corneana e a 

captação pelo epitélio ocular, acarretando em melhor efeito terapêutico 

(NAGARWAL et al., 2009; DU TOIT et al., 2011). Após a instilação as partículas 

permanecem no local e o fármaco é liberado da matriz polimérica através de 

mecanismos como difusão, degradação do polímero e trocas iônicas (ARAUJO et 

al., 2009). 
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 Calvo e colaboradores (1996) demonstraram que nanocápsulas de PCL 

contendo ciclosporina aumentaram a concentração corneana do fármaco em olhos 

de coelhos dez vezes mais que a solução oleosa. Em outro trabalho, Bucolo e 

colaboradores (2004) trabalhando com nanoesferas de Eudragit RL100 contendo 

uma cumarina sintética (cloricromeno), observaram aumento na concentração 

máxima do fármaco no humor aquoso de coelhos 1,7 vezes maior que a solução 

aquosa de cumarina após administração tópica.  

 Musumeci e colaboradores (2013) desenvolveram nanoesferas de PLGA 

contendo melatonina para tratamento do glaucoma. Os autores notaram redução 

significativa na pressão intra-ocular de coelhos após instilação da formulação de 

nanopartículas, sendo que essa redução foi maior que a observada para a solução 

aquosa do fármaco.  

 As nanopartículas têm demonstrado resultados promissores  nas últimas duas 

décadas, sendo capazes de aumentar a captação e meia-vida corneana de 

fármacos. Comparadas aos colírios, as dispersões de nanossistemas  possuem as 

vantagens de aumentar a adesão do paciente ao tratamento, devido à redução na 

frequencia de aplicações, e estender o tempo de permanência da formulação na 

região ocular (DU TOIT et al., 2011). 

 

2.3 APLICAÇÃO DA NANOTECNOLOGIA NO TRATAMENTO DA 

VASCULARIZAÇÃO CORNEANA 

 

 As propriedades de transparência e refração de uma córnea saudável são 

mediadas por sua avascularidade (KEATING; JACOBS, 2011). Entretanto, muitos 

processos patológicos que afetam a córnea podem levar à vascularização corneana 

(Figura 10) e consequentemente à deficiência visual (PAPATHANASSIOU et al., 

2013). A VC pode ocorrer após queimaduras químicas, processos isquêmicos, 

infecções, trauma e inflamações, sendo a maior causa de cegueira, afetando cerca 

de 1,4 milhões de pessoas por ano nos EUA. O uso de lentes de contato e 

transplantes corneanos são os principais fatores que levam ao desenvolvimento de 

VC (LEE; WANG; ADAMIS, 1998). 

 A angiogênese é o processo de crescimento de novos vasos a partir de 

estruturas vasculares pré-existentes. Esse processo ocorre pela degradação da 

membrana basal, remodelamento da matriz extracelular, aumento da permeabilidade 
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vascular e proliferação de células endoteliais (REGENFUSS; BOCK; CURSIEFEN, 

2012). Na vascularização corneana esses novos vasos, que emergem dos capilares 

e vênulas do plexo pericorneal, podem desencadear a diminuição da acuidade visual 

e consequente perda da visão (CHANG et al., 2012).  

 

 
Figura 10 - Vascularização corneana. a: fotografia de lâmpada de fenda de paciente com 
vascularização corneana. b: visão ampliada da vascularização corneana. Fonte: 
(KEATING;JACOBS, 2011). 
 

 Como citado anteriormente, o processo de vascularização ocorre devido ao 

desequilíbrio entre fatores anti-angiogênicos e pró-angiogênicos. Os principais 

fatores pró-angiogênicos envolvidos na VC são: fator de crescimento de fibroblastos 

(FGF), angiogenina, interferon, fato de necrose tumoral, fator de crescimento 

derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento endotelial e vascular (VEGF) 

(DORRELL et al., 2007). Sendo que o VEGF é o principal mediador no 

desenvolvimento da VC (MENZEL-SEVERING, 2012). 

 O VEGF liga-se a receptores tirosina quinase, que são os responsáveis por 

desencadear  os efeitos proliferativos do VEGF nas células endoteliais vasculares. O 

VEGF induz a dimerização e subsequente autofosforilação desses receptores, que 

leva a ativação de sinais proliferativos e mitogênicos, ocorrendo a vascularização 

(REGENFUSS; BOCK; CURSIEFEN, 2012). 

 Em virtude disso, o principal foco da terapia medicamentosa para tratamento 

da VC envolve a inibição do VEGF ou de seus receptores. São utilizados também 

corticosteróides e antiinflamatórios não-esteroidais. Assim como a terapia 

fotodinâmica e fotocoagulação a laser. Porém, esses tratamentos apresentam 

eficácia clínica limitada  e podem levar a efeitos colaterais, como aumento da 
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pressão intra-ocular e catarata (DORRELL et al., 2007; KEATING; JACOBS, 2011; 

CHANG et al., 2012). 

 Os agentes anti-VEGF têm sido eficazes na redução da VC em modelos 

animais e em estudos clínicos em humanos.  Os principais representantes dessa 

classe de medicamentos são o bevacizumab, ranibizumab e o pegaptanib, que são 

anticorpos monoclonais ou aptâmeros direcionados para o VEGF(DORRELL et al., 

2007). Recentemente também foi aprovado o aflibercept, uma proteína de fusão 

recombinante que bloqueia a ação do VEGF e do fator  de crescimento placentário 

(P1GF) (CHANG et al., 2014; YANG; MCKEAGE, 2014) 

 Atualmente, as pesquisas têm sido direcionadas também para o bloqueio da 

cascata de ativação do VEGF, através da inibição dos receptores tirosina quinase. 

Nesse caso, são utilizados inibidores desses receptores, como o pazopanibe e o 

sunitinibe (CHANG et al., 2012). 

 Apesar dos fármacos disponíveis para tratamento da VC serem eficientes, 

sabe-se que as barreiras oculares podem dificultar tanto a terapia tópica como a 

sistêmica. A utilização de nanocarreadores, conforme motivos supracitados, pode 

aumentar o grau de sucesso do tratamento da VC (GONZALEZ et al., 2013). 

 Yuan e colaboradores (2008) desenvolveram nanopartículas de PLA 

recobertas com quitosana contendo o fármaco imunossupressor rapamicina. Os 

autores testaram a formulação em coelhos com córneas transplantadas. Geralmente 

após transplantes de córnea podem ocorrem neovascularizações que em alguns 

casos podem levar à rejeição do enxerto. A aplicação tópica das nanopartículas 

contendo rapamicina conseguiu inibir a VC mais que a suspensão do fármaco. Os 

animais tratados com os nanossistemas apresentaram córneas claras e 

transparentes. Em outro trabalho semelhante, Vanderveen e colaboradores (1994) 

demonstraram que injeções subconjuntivais de lipossomas contendo difosfonato de 

diclorometileno conseguiram reduzir significativamente a VC e o número de 

rejeições em ratos com córneas transplantadas. 

 Micelas compostas por hialuronato conjugado ao peptídeo Flt1 (anti-VEGFR) 

contendo genisteína, fármaco antiangiogênico, foram testadas através de injeções 

subconjuntivais em ratos com VC induzida por cauterização com nitrato de prata. As 

nanopartículas foram mais eficientes em reduzir a VC quando comparadas ao 

fármaco livre e ao hialuronato conjugado ao peptídeo Flt1 (KIM et al., 2012). 

Trabalhando também com micelas, compostas por PCL-PEG, contendo celastrol, Li 



40 
 

e colaboradores (2012) observaram redução significativa da VC e dos níveis de 

VEGF após injeção subconjuntival dos nanosistemas em ratos com VC induzida por 

sutura com nylon. 

 

2.4 SUNITINIBE 

 

 O sunitinibe (SUB) (Figura 11) é um fármaco antitumoral e antiangiogênico 

aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) em 26 de janeiro de 2006 para o 

tratamento de carcinoma renal metastático e tumor gastrointestinal estromal em 

pacientes que não responderam ao tratamento com imatinibe (ADAMS; LEGGAS, 

2007). O SUB é comercializado pela Pfizer (EUA) com o nome comercial Sutent®. 

Esse medicamento está disponível na forma farmacêutica de cápsulas contendo 

12,5; 25 e 50 mg do sal solúvel malato de sunitinibe (IZZEDINE et al., 2007).  
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 O SUB inibe múltiplas tirosina-quinases ligadas ao receptor (TKRs) que 

implicam no crescimento tumoral, na angiogênese patológica e na progressão 

metastática do câncer. Esse fármaco inibe principalmente os receptores do fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGFRα e PDGFRβ), dos receptores do fator 

de crescimento vascular endotelial (VEGFR1, VEGFR2 e VEGFR3), do receptor do 

fator de células tronco (KIT), da tirosina quinase-3 (FLT3), do receptor do fator de 

estimulação de colônias Tipo 1 (CSF-1R) e do receptor do fator neurotrófico 

derivado de linhagem celular glial (RET) (BELLO et al., 2010). 
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Figura 11-  Estrutura química do sunitinibe. Estereoisômeros Z(cis) e E(trans). Massa 
molar: 398,47 g/mol; LogP: 2,5; pKa: 9,3.(REMKO; BOHAC; KOVACIKOVA, 2011) 

E(trans) 
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 A ativação desses receptores estimula uma cascata de sinalização mediante 

inúmeros mecanismos, incluindo a autofosforilação do TKR, que leva a ativação de 

sinais proliferativos e mitogênicos, desencadeando a angiogênese, proliferação 

celular e inibição da apoptose. Conforme ilustrado na Figura 12, o SUB atua como 

inibidor da autofosforilação do TKR. Esses receptores estão ancorados no 

membrana celular e possuem um domínio extracelular e um domínio intracelular 

catalítico. O SUB inibe a autofosforilação ao competir com a adenosina trifosfato 

(ATP) na ligação ao domínio de ativação intracelular do receptor, inibindo sua 

atividade catalítica (ADAMS; LEGGAS, 2007; FUNAKOSHI; LATIF; GALSKY, 2013). 

 
Figura 12- Mecanismo de ação do sunitinibe. A: O sunitinibe é um inibidor de múltiplas 
tirosina quinases ligadas ao receptor (TKR) que interage com os domínios TK intracelulares 
dos receptores do fator de crescimento endotelial e vascular (VEGFR), fator de crescimento 
derivado de plaquetas (PDGFR) e fator neurotrófico derivado de linhagem celular glial 
(RET). B: Os domínios TK intracelulares autofosforilam quando um ligante liga-se ao 
domínio extracelular. O sunitinibe compete com a adenosina trifosfato pelo sitio de ativação 
do domínio TK e impede sua autofosforilação, impedindo consequentemente a cascata de 
ativação que leva a estimulação dos sinais angiogênicos, proliferação celular e outros. CSF1 
r: receptor do fator 1 de estimulação de colônias; P: fosforilação. Fonte: adaptado de 
(ADAMS;LEGGAS, 2007). 
  

 O sunitinibe apresenta fotoinstabilidade em solução. Quando exposto à luz o 

estereoisômero farmacologicamente ativo Z(cis) se converte espontaneamente no 

E(trans) isômero (Figura 11) (ZHAO; SUKBUNTHERNG; ANTONIAN, 2004). A 

mudança conformacional  ocorre na dupla ligação entre os anéis pirrol e oxindólico. 

O E(trans) isômero é instável em solução e sob condições precisas de pH e 
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proteção da luz pode-se reverter para o isômeto Z (cis) (ETIENNE-GRIMALDI et al., 

2009; DE BRUIJN et al., 2010). Esse fármaco também sofre resistência mediada 

pela P-gp (THANKI et al., 2013). 

 Assim como outros fármacos utilizados na quimioterapia do câncer, o SUB 

apresenta efeitos adversos quando administrado pela via oral, como: hipertensão, 

reações cutâneas em mãos e pés, hemorragias e tromboembolismo (FUNAKOSHI; 

LATIF; GALSKY, 2013). 

 Os fármacos inibidores de tirosina quinase têm sido testados para tratamento 

da vascularização ocular. Ko e colaboradores (2013) aplicaram o SUB e o 

bevacizumab pela via tópica e subconjuntival em olhos de coelhos com VC induzida 

por sutura. O SUB mostrou maior redução da VC quando comparado ao 

bevacizumab, tanto quando aplicado pela via tópica como pela subconjuntival. A 

redução da VC pelo SUB foi maior quando aplicado topicamente, Perez-Santoja e 

colaboradores (2010) obtiveram resultado similar em trabalho análogo ao citado 

(exposto no item 1). Detry e colaboradores (2013) também demonstraram redução 

da VC em ratos tratados com SUB pela via oral. 

 Existem trabalhos na literatura relatando a incorporação do SUB em 

nanosistemas. Maitani e colaboradores (2012) investigaram a inibição do 

crescimento tumoral em camundongos nude com tumor (PC12). Os lipossomas 

contendo SUB inibiram o crescimento tumoral em maior grau que o fármaco livre. No 

mesmo trabalho também foram testados lipossomas contendo SUB e irinotecano, 

fármaco anticitotóxico. O SUB também foi encapsulado em nanogel composto por 

fosfatidilcolina e albumina, indicado para tratamento do câncer. Neste caso, trata-se 

de nanopartículas de albumina recobertas por bicamada lipídica contendo PEG e um 

ligante direcionado para a célula tumoral (MURPHY et al., 2011). 

 O SUB apresenta potencial para aplicação ocular no tratamento da 

vascularização corneana. Contudo, os efeitos adversos relatados da administração 

oral desse fármaco podem restringir sua utilização por essa via no tratamento da 

VC, sendo a via tópica ocular a melhor alternativa. 

 O desenvolvimento de um nanosistema que aumente o tempo de residência 

do SUB no espaço pré-corneano, proteja-o da fotodegradação e eleve sua captação 

pelas células corneanas, pode aumentar o grau de sucesso clínico no tratamento da 

VC com este fármaco. 
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3 OBJETIVOS 
 
 O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar nanopartículas 

lipídicas sólidas, lipossomas e nanoesferas poliméricas contendo sunitinibe e avaliar 

ex-vivo a permeação corneana do fármaco a partir das formulações 

nanoestruturadas e seu potencial em causar irritação ocular. 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Ø Desenvolver e validar metodologia analítica para quantificação do sunitinibe; 

 

Ø Realizar estudo de fotoestabilidade de bancada do sunitinibe; 

 

Ø Produzir lipossomas, nanopartículas lipídicas sólidas e nanoesferas 

poliméricas contendo sunitinibe; 

 

Ø Caracterizar os nanosistemas obtidos quanto ao diâmetro médio, 

polidispersão, eficiência de encapsulação, potencial zeta, carga de fármaco e 

rendimento de processo. 
 

Ø Estudar a fluidez e possível localização do fármaco, por espectroscopia de 

ressonância paramagnética eletrônica, nas nanopartículas lipídicas sólidas e 

lipossomas. 
 

Ø Selecionar três formulações promissoras e avaliar seu perfil de liberação in-

vitro, permeação corneana ex-vivo e potencial em causar irritação ocular. 
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6 CONCLUSÕES 
 

• A metodologia analítica para quantificação do sunitinibe nas nanopartículas foi 

desenvolvida e validada; 

 

• O sunitinibe apresentou fotoinstabilidade em solução, ocorrendo conversão do 

isômero Z(cis) para o isômero E(trans). Frascos envolvidos com papel 

alumínio foram a forma mais eficiente de se prevenir a fotodegradação; 

 

• Foram produzidos lipossomas, nanopartículas lipídicas sólidas e nanoesferas 

poliméricas contendo sunitinibe. Os sistemas apresentaram tamanho de 

partícula e PdI satisfatórios, assim como elevada eficiência de encapsulação; 

 

• A incorporação do SUB em lipossomas alterou o tamanho de partícula e o 

potencial zeta desses sistemas. 

 

• As nanoesferas poliméricas apresentaram maior capacidade de incorporação 

do sunitinibe quando comparadas aos lipossomas e às nanopartículas 

lipídicas sólidas; 

 

• Os lipossomas se apresentaram como sistema mais rígido que as 

nanopartículas lipídicas sólidas. A incorporação do SUB em lipossomas levou 

a um aumento de rigidez da bicamada lipídica, enquanto o oposto foi 

observado nas nanopartículas lipídicas sólidas. 

 

• Em lipossomas o SUB provavelmente localiza-se na bicamada lipídica 

próximo à interface polar. Nas NLS o fármaco também, provavelmente, está 

localizado na região próxima à interface. 

 

• O perfil de liberação do sunitinibe foi diferente nos três sistemas 

desenvolvidos. Nas vinte e quatro horas de estudo os lipossomas 

apresentaram  liberação mais lenta do fármaco quando comparados às 

nanoesferas e nanopartículas lipídicas sólidas. 
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• As nanopartículas lipídicas sólidas proporcionaram maior retenção corneana 

do sunitinibe quando comparadas aos lipossomas e às nanoesferas 

poliméricas. 

 

• Os três sistemas desenvolvidos não apresentaram potencial para irritação 

ocular nos testes de permeabilidade e opacidade em córneas de olhos 

bovinos (BCOP), potencial hemolítico e teste com ovo de galinha em 

membrana corioalantóide (HET-CAM). 

 

• Dentre os sistemas desenvolvidos neste estudo comparativo, as 

nanopartículas lipídicas sólidas contendo SUB podem apresentar maior 

potencial para aplicação clínica no tratamento da vascularização corneana. 

Esses carreadores demonstraram características de tamanho, fluidez e 

liberação de fármaco adequadas para aplicação tópica ocular do SUB, 

ocasionando maior retenção corneana do fármaco. Esses nanossistemas 

também não apresentaram sinais de irritação ocular nos estudos de avaliação 

pré-clínica da segurança. 
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