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RESUMO

A vascularizacdo corneana (VC) € uma causa comum de diminuicdo da acuidade
visual e cegueira. O sunitinibe (SUB) é um farmaco antiangiogénico que tém
demonstrado reducgéo significativa da VC em coelhos. A incorporacdo do SUB em
sistemas nanoestruturados pode aumentar sua retengdo corneana e diminuir a
resisténcia provocada pela glicoproteina-P e a conversao para o isébmero inativo
E(trans) quando o farmaco € exposto a luz. No presente trabalho, foram
desenvolvidos lipossomas (LIPO), nanoesferas poliméricas (NE) e nanoparticulas
lipidicas sodlidas (NLS) contendo SUB. Os sistemas apresentaram tamanho de
particula entre 70 e 200 nm e Pdl abaixo de 0,3, assim como elevada eficiéncia de
encapsulacéo. As NE apresentaram maior capacidade de incorporagéo do sunitinibe
guando comparadas aos lipossomas e as NLS. Esse sistema apresentou carga de
farmaco de 4,3% enquanto os LIPO e NLS apresentaram 2,87% e 1,66%,
respectivamente. O perfil de liberagdo do sunitinibe foi diferente nos trés sistemas
desenvolvidos. Os lipossomas sustentaram a liberacdo do farmaco por periodo
maior que o observado para as nanoesferas poliméricas e nanoparticulas lipidicas
solidas. As NLS proporcionaram maior retencdo corneana do SUB em comparacao
aos outros sistemas. No periodo de trinta minutos a retencdo corneana do SUB a
partir das NLS (15 pg/cm?®) foi mais que o dobro daquela observada para os
lipossomas (6,8 pg/cm?). As NE também apresentaram retencédo corneana do SUB
(12,7 pglcm?) superior aos lipossomas. Os estudos de espectroscopia de
ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) comparando lipossomas e NLS
demonstraram que nas NLS a organizacao dos lipideos estruturais € mais fluida que
os lipossomas. Esses estudos também indicaram que o SUB se localiza na
bicamada lipidica dos lipossomas proximo a interface polar, aumentando o
empacotamento dos fosfolipideos e ocasionando aumento de rigidez da membrana.
Nas NLS o farmaco também, provavelmente, esta localizado na regido préxima da
interface, mas neste caso levando a um aumento da fluidez pela maior
desorganizacado dos lipideos. Esses resultados justificam o perfil de liberagdo mais
rapido observado para o SUB a partir das NLS e também a maior retencao corneana
do farmaco a partir desses nanosistemas. Empregando métodos alternativos ao uso
de animais para a determinacdo da seguranca das formulagfes, os trés sistemas
desenvolvidos n&o apresentaram potencial para irritacdo ocular nos testes de
opacidade e permeabilidade em corneas de olhos bovinos (BCOP), na avaliagdo do
potencial hemolitico e no teste em membrana corioalantéide de ovo de galinha
(HET-CAM). Dentre os sistemas desenvolvidos neste trabalho as NLS contendo
SUB apresentam maior potencial para aplicacao clinica no tratamento da VC.

Palavras-chave: Vascularizacdo Corneana. Sunitinibe. Nanoparticulas lipidicas
solidas. Lipossomas. Nanoesferas poliméricas. Ensaios pré-clinicos de seguranca.



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
Pdl 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 nanopatrticles 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 pg/cm?) was more than twice that observed for liposomes (6.8 pg/cm?).
NE also showed corneal retention of SUB (12.7 pg/cm?) 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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1 INTRODUCAO

A vascularizacdo corneana (VC) é uma causa comun de diminuicdo da
acuidade visual e cegueira (GONZALEZ et al., 2013; PAPATHANASSIOU et al.,
2013). Ela é causada por uma variedade de doencas oculares que levam ao
desequilibrio entre estimulos angiogénicos e antiangiogénicos, induzindo a
superexpressao de fatores pro-angiogénicos. Os vasos formados na cornea podem
bloquear a luz, comprometer a acuidade visual, levar ao desenvolvimento de
inflamacgdes, cicatrizes corneanas, edema e nos casos mais graves a cegueira
(CHANG et al., 2012).

O tratamento da VC pode ser realizado com esteréides, antiinflamatérios nédo
esteroides (AINES), terapia fotodinamica, fotocoagulacdo a laser e inibidores do
fator de crescimento endotelial e vascular (VEGF). Grande parte da terapia
medicamentosa é realizada através da aplicagdo tépica de solucdes oftalmologicas
(colirios) (KEATING; JACOBS, 2011).

Devido a sua simplicidade, seguranca e aceitabilidade por parte dos
pacientes, os colirios respondem por cerca de 90% das formulacdes comerciais
disponiveis para tratamento de afec¢des oculares. Contudo, a complexa estrutura do
globo ocular, que inclui algumas barreiras a absor¢cdo de farmacos, limita a
biodisponibilidade de muitos compostos (GAN et al., 2013). Apos a instilacdo de um
colirio, geralmente menos de cinco por cento do farmaco aplicado penetra a cérnea
e alcanca os tecidos intraoculares (JARVINEN; JARVINEN; URTTI, 1995).

Diante disso, o principal objetivo da terapia ocular consiste em manter uma
concentracéo efetiva de farmaco no sitio de acdo por periodo de tempo apropriado,
objetivando-se alcancar o efeito farmacologico (DU TOIT et al., 2011). O uso de
nanosistemas tem atraido atengdo como forma de aumentar a biodisponibilidade de
farmacos administrados topicamente (HIRONAKA et al., 2009). Esses sistemas
apresentam vantagens na aplicacdo tdpica ocular de farmacos, como a protecédo do
composto encapsulado facilitando seu transporte a diferentes regides oculares,
liberacdo alvo especifica de composto bioativos, aumento da biodisponibilidade de
farmacos insolaveis, liberagdo controlada e reducédo de efeitos colaterais (SAHOO;
DIINAWAZ; KRISHNAKUMAR, 2008; DU TOIT et al., 2011; GAN et al., 2013). Os
nanocarreadores ainda podem ser administrados na forma liquida, do mesmo modo

gue os colirios tradicionais (DU TOIT et al., 2011).
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Existem atualmente diferentes tipos de nanoparticulas e algumas ja foram
testadas como carreadores de farmacos para o tratamento topico da VC, como
dendrimeros, nanoesferas, micelas, lipossomas e entre outros (GONZALEZ et al.,
2013). Entretanto, na literatura pesquisada ndo foram encontrados trabalhos que
comparem diferentes tipos de nanocarreadores contendo um mesmo farmaco
modelo para o tratamento tépico da VC.

O sunitinibe (SUB) é um inibidor de mudltiplas tirosina-quinases ligadas ao
receptor (TKRs), tendo atividades antitumoral e antiangiogénica. Dentre o0s
receptores que esse farmaco inibe pode-se citar o do fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGFR) e do fator de crescimento vascular e endotelial (VEGFR).
Esse farmaco é aprovado para o tratamento de tumores gastrintestinais e renais
(BLANCHET et al., 2009; ETIENNE-GRIMALDI et al., 2009). Além da sua indicacao
para tratamento do cancer, o SUB tem sido testado com bons resultados no
tratamento da vascularizacdo corneana (PEREZ-SANTONJA et al., 2010; DETRY et
al., 2013; KO et al., 2013).

Em estudo comparativo de inibicdo da vascularizacdo corneana realizado por
Perez-Santonja e colaboradores (2010) em coelhos, o uso topico do SUB inibiu trés
vezes mais a VC quando comparado ao anticorpo monoclonal bevacizumabe, um
inibidor de VEGF. Porém, a molécula deste farmaco apresenta fotoinstabilidade em
solucdo (RODAMER et al., 2011), o que poderia reduzir sua atividade quando
aplicado na via topica ocular. Segundo Thanki e colaboradores (2013), o SUB
também sofre resisténcia mediada pela glicoproteina P (P-gp). Todos esses fatores
fazem do SUB forte candidato a farmaco modelo para a encapsulacdo em
nanoparticulas objetivando-se o tratamento da VC.

A aplicacdo de nanocarreadores no tratamento tépico da vascularizacdo
corneana € estratégia promissora para melhorar a eficacia clinica do tratamento
desta afeccdo ocular, visto que a terapia convencional em muitos casos n&o
consegue driblar as barreiras oculares a absorcdo de farmacos pela via tépica.
Foram avaliados neste trabalho trés diferentes nanosistemas contendo sunitinibe
para o tratamento tépico da VC: lipossomas (LIPO), nanoparticulas lipidicas solidas
(NLS) e nanoesferas (NE). Através de estudos comparativos buscou-se determinar
qual sistema apresenta maior potencial para aplicagdo no tratamento tépico da

vascularizagao corneana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OLHO: ANATOMIA, FISIOLOGIA E APLICACAO TOPICA DE FARMACOS

O olho é um 6rgao sensorial especializado e anatomicamente isolado, o que
Ihe confere propriedades biofarmacéuticas e farmacodindmicas Unicas (DU TOIT et
al., 2011). Conforme ilustrado na Figura 1, este 6rgao pode ser dividido em dois
segmentos: anterior e posterior. O segmento anterior consiste no terco frontal do
olho que inclui a pupila, cérnea, iris, corpo ciliar, humor aquoso e cristalino. Os
outros dois tercos correspondem ao segmento posterior constituido pelo humor
vitreo, retina, coroide e nervo optico (GAUDANA et al., 2009).

Péalpebra Superior
Corpo Ciliar .

P Cordide
Cornea Retina
Pupila

Nervo Optico
Iris
Cristalino
Cilios Humor Vitreo

Humor aquoso /

Figura 1 - Estrutura anatémica do olho. Segmento anterior: corpo ciliar, cornea, pupila, iris,
cristalino e humor aquoso. Segmento posterior: humor vitreo, nervo optico, retina e cordide.
Fonte: Nucleus Medica Media, 2013.

O isolamento anatébmico e fisioldgico do olho deve-se, principalmente, as
barreiras existentes neste 6rgdo. Essas barreiras consistem na camada muco-

aguosa formada pela filme lacrimal que protege a superficie anterior do olho, a
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cornea que apresenta multiplas camadas e epitélio com juncbBes estreitas e
desmossomas e 0s vasos sanguineos da iris que ndo possuem fenestracdes. Ainda
pode-se citar a barreira hemato-aquosa e hemato-retiniana. A barreira hemato-
aguosa € constituida 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 vitreo
(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 cornea, como a P-gp, a proteina de
resisténcia a multiplos farmacos (MRP) e a proteina de resisténcia do cancer de
mama (BCRP) (KATRAGADDA; TALLURI ;MITRA, 2006; JIAO, 2008; CHOLKAR et
al., 2013). Essas proteinas, presentes em muitas membranas celulares, bombeiam
moléculas para fora da célula por mecanismo ATP (adenosina trifosfato) dependente
(SCHELLENS et al., 2000).

A administracdo topica de farmacos na forma de colirios € o método
comumente empregado no tratamento de doencas oculares. Entretanto, os sitios de
acao da maioria dos farmacos utilizados no tratamento oftalmico estéo localizados
no interior do olho. Embora a superficie externa deste 6rgdo seja mais acessivel
para aplicagdo de medicamentos, a barreira corneana e o filme lacrimal podem
limitar a absorcéo de farmacos administrados topicamente (LANG, 1995), conforme
ilustrado na Figura 2. Somente cinco por cento da dose administrada topicamente
alcanca o segmento anterior do olho e apenas uma fracdo dessa dose pode se
particionar para o segmento posterior (DU TOIT et al., 2011).

O filme lacrimal € composto por trés camadas: uma camada de mucina, uma
camada média formada por agua e uma camada superficial lipidica (Figura 2 A). A
camada lipidica é secretada pelas glandulas de Meibomius e a mucina pelas células
caliciformes da conjuntiva. A quantidade de mucina secretada varia entre 2 a 3 pL
por dia. Essa glicoproteina exerce papel protetor formando uma camada de gel
hidrofilico sobre a superficie ocular que impede a adesao de corpos estranhos e
patégenos, assim como a absorcao de farmacos (DU TOIT et al., 2011; GAN et al.,
2013). A porcdo aquosa contém solucdo salina secretada pelas glandulas lacrimais
(SASAKI et al., 1996).
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O filme lacrimal possui alta taxa de renovacao, sendo que o fluxo basal varia
entre 0,5 a 2,2 pL/min. Isso resulta em uma renovacao de 16% do filme lacrimal por
minuto durante as horas de vigilia. A estimulacdo reflexa ainda pode aumentar a
taxa de lacrimagcédo para 300 pL/min. Em virtude disso, a maioria das solucdes
administradas topicamente sdo lavadas da superficie ocular e também drenadas
pelo canal nasolacrimal entre trinta a noventa segundos apos aplicacdo (JARVINEN;
JARVINEN; URTTI, 1995; SASAKI et al., 1996; GAN et al., 2013) .

A coOrnea possui diametro 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 farmacos hidrofilicos quanto lipofilicos
(GAN et al., 2013). Sendo que as camadas que efetivamente exercem a fungéo de

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

Camada lipidica ——

AL Filme Lacrimal (A)

Camadaaquosa —| = . \
/\\/\’_ ,’\ - \
” N \

Camada de muco — R g
VARV - - -

.........W

Células epiteliais —

— gy e —

Membrana de Bowman

Estroma —| =

Barreira Corneana (B)

Membrana de Descemet

Células endoteliais * s e 0 00000

Figura 2 - Barreiras para liberagéo topica ocular de farmacos. (A) Filme lacrimal: a alta taxa
de renovacao do filme e a camada mucosa fazem do filme lacrimal uma barreira para
liberagdo topica ocular de farmacos. (B) Barreira corneana: a juncdes estreitas entre as
células epiteliais e cinco camadas com polaridades alternadas fazem da cornea uma
barreira para absorcdo de farmacos hidrofilicos e lipofilicos. Fonte: adaptado de Gan e
colaboradores (2013).
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O epitélio corneano € constituido por cinco a seis camadas de células
intimamente compactadas e conectadas por jungdes estreitas e desmossomas, que
torna essa estrutura impermeavel a qualquer substancia maior que 500 Da, que
inclui a maioria dos farmacos (HAMALAINEN et al., 1997). O estroma corneano €
bastante hidrofilico, sua composicdo consiste em fibras de colageno, queratécitos,
glicosaminaglicanas e agua, constituindo-se em uma barreira para absorcdo de
farmaco lipofilicos. Ele representa cerca de 90% da espessura da cérnea. O
endotélio corneano € composto por uma Unica camada de células hexagonais
cobrindo a superficie posterior da cérnea (JARVINEN; JARVINEN; URTTI, 1995;
SASAKI et al., 1996).

Os farmacos 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 palpebras. Essa membrana é
mais permedvel que a cornea e possui area de superficie de nove a dezessete
vezes maior que a superficie corneana. Todavia, farmacos absorvidos pela
conjuntiva sao eliminados pela circulacdo sistémica e ndo alcancam os tecidos
oculares. De outro modo, os absorvidos pela esclera podem alcangar o humor vitreo
(JARVINEN; JARVINEN; URTTI, 1995; SASAKI et al., 1996; DIEBOLD; CALONGE,
2010).

A administracdo topica ocular de farmacos configura-se como verdadeiro
desafio na tecnologia farmacéutica, que busca desenvolver sistemas eficientes de
liberacdo de farmacos. Diversas alternativas ja foram propostas e testadas para
melhorar a absorcdo de farmacos nesta via, dentre elas o uso de tensoativos,
emulsBes, géis, implantes poliméricos, pré-farmacos, lentes de contato e
ciclodextrinas. Nao obstante, a aplicacdo da nanotecnologia no desenvolvimento de
formulacbes cada vez mais elaboradas vem ganhando destaque no cenario
cientifico como uma das principais alternativas para a aplicacdo topica oftalmica de
farmacos (WEINER; GILGER, 2010; CHOLKAR et al., 2013).

2.1.1 Avaliagao da toxidade ocular

FormulacBes desenvolvidas para aplicacdo topica ocular merecem atencao
especial quanto ao potencial de desenvolvimento de toxicidade ocular. Os
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excipientes, assim como os farmacos, presentes nessas formulacdes podem levar a
irritagbes, queimaduras e lacrimejamento. Alguns componentes das formulagdes,
como os tensoativos, podem causar danos a superficie epitelial da cérnea e
conjuntiva ocasionando o desenvolvimento de doencas, como a sindrome do olho
seco (JIAO, 2008).

O potencial de causar irritagdo ocular é o principal fator avaliado em
formulacdes desenvolvidas para aplicacao 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
substancias em causar irritacdo ocular. Todavia, nenhum dos métodos podem
sozinhos substituir o teste de Draize, que avalia um conjunto de fatores potenciais
em ocasionar lesdes oculares. Sendo assim, deve-se utilizar uma combinacao
desses métodos quando se busca prever o potencial irritante ocular de substancias
(HAYASHI et al., 2012). Dentre o0s métodos alternativos desenvolvidos pode-se
citar: teste de opacidade e permeabilidade em cérneas de olhos bovinos (BCOP);
teste em membrana corioalantoide de ovo de galinha (HET-CAM) e potencial
hemolitico.

O BCOP é um método que permite avaliar a manutenc¢éo da funcao fisiologica
e bioquimica de cérneas bovinas in vitro. Neste método as lesGes causadas pela
amostra em teste sdo medidas quantitativamente por mudangas na opacidade e
permeabilidade corneana utilizando-se opacitometro e espectrofotbmetro de luz
visivel, respectivamente. Este teste avalia somente danos causados a cornea
(OECD TG 437, 2013).

O HET-CAM tem sido descrito como método adequado para avaliar a irritacdo
ocular especialmente de formulagbes contendo tensoativos (DA NOBREGA et al.,
2012). Este teste utiliza a membrana corioalantéide (CAM) de embrides de galinha.
Essa membrana é altamente vascularizada, contendo artérias, veias e capilares e
tecnicamente facil de estudar. Ela responde a lesdes com processos inflamatérios
semelhantes aos observados em conjuntivas de coelhos (ARAUJO et al., 2009). No
teste sdo avaliados os seguintes parametros: desnaturacédo protéica, rompimento de
vasos e hemorragias (ICCVAM, 2010). A Figura 3 apresenta uma comparacao entre
a CAM e olho humano.
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B

Figura 3 - Comparacédo entre a membrana corioalantéide de embrido de galinha (A) e olho
humano (B). Fonte: VIEIRA, 2014.

A ideia de se usar o eritrocito como indicador de irritacdo ocular ndo é nova e
testes que envolvem hemolise tém sido descritos. O teste de potencial hemolitico
baseia-se na integridade da membrana dos eritrécitos e avalia danos causados a
cornea. O parametro avaliado consiste na porcentagem de hemdlise causada pela
amostra teste (SINGLETON et al., 1994; DA NOBREGA et al., 2012).

Apesar dos métodos descritos consistirem em alternativas viaveis ao teste de
Draize, os orgdos regulatorios ainda ndo os consideram como testes oficiais.
Contudo, esses testes sao bastante Uteis na triagem de formula¢cdes desenvolvidas

para aplicacao tdpica ocular.
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2.2 EMPREGO DA NANOTECNOLOGIA NO DESENVOLVIMENTO DE
FORMULACOES PARA APLICACAO TOPICA OCULAR DE FARMACOS

O termo nanotecnologia deriva da palavra grega nano, que significa anao.
Essa ciéncia aplica os principios da engenharia, eletrbnica, fisica e ciéncia dos
materiais no desenvolvimento de estruturas submicrométricas (ARAUJO et al.,
2009). A ciéncia farmacéutica considera nano aquelas particulas com tamanho
abaixo de um micrémetro (SEYFODDIN; SHAW; AL-KASSAS, 2010).

A nanotecnologia tem realizado avancos significativos na &rea biomédica,
incluindo a terapia genética, liberacdo de farmacos e diagnéstico por imagem. A
estimativa para os ultimos cinco anos era de uma movimentacdo no mercado
mundial de mais trés bilhdes de ddlares na &rea da nanotecnologia para aplicacao
farmacéutica (SAHOO; DIINAWAZ; KRISHNAKUMAR, 2008).

O uso de nanosistemas como carreadores de farmacos para administracdo
topica ocular alcanca os principais objetivos desse tipo de aplicagdo: aumentar a
permeacdo, proporcionar liberacdo controlada e alvo especifica do farmaco (KAUR
et al., 2004). O sistema nanoestruturado ainda apresenta baixo potencial em causar
irritacdo  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 colirios (SAHOO;
DIINAWAZ; KRISHNAKUMAR, 2008).

O tamanho de particula influencia a absorcdo e permeacdo através das
barreiras oculares. Estudos de permeacdo em olhos de coelhos utilizando
nanoparticulas de PLGA (poli (acido lactico-co-acido glicdlico)) demonstrou que
particulas menores (100 nm) proporcionam maior absorcdo de farmacos pela cornea
guando comparadas a particulas maiores (800 nm) (NAGARWAL et al., 2009). Os
nanocarreadores também interagem com mucina presente na cornea e conjuntiva
formando um depdsito pré-corneano, resultando na liberagcdo controlada do farmaco
encapsulado (BUCOLO et al., 2004).

A maioria das formulacbes de nanocarreadores apresenta tensoativos em
sua composicdo. Esses tensoativos podem reduzir o angulo de contato da gota
formado pela formulacdo com a coérnea. Essa reducdo no angulo de contato
aumenta a espalhabilidade e molhabilidade da gota, consequentemente aumentando
o tempo de permanéncia da formulacéo no sitio de aplicacdo (GAN et al., 2013). Os
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tensoativos, sobretudo os nao-ibnicos, também podem inibir a atividade da P-gp e
abrir as junc@es estreitas das células epiteliais corneanas, acarretando em aumento
da penetracdo do farmaco (JIAO, 2008). A revisdo de Jiao e colaboradores (2008)
apresenta varios exemplos de aplicacfes desses tensoativos.

Nanoparticulas carregadas positivamente podem interagir eletrostaticamente
(pontes de hidrogénio e interagbes idnicas) com a superficie da cornea, que €
negativa devido aos residuos de acido sidlico da mucina presente no muco do filme
lacrimal (DE CAMPOS et al., 2004). A interacdo entre nanocarreadores cationicos e
a superficie anidnica da cornea também pode levar a reducdo no angulo de contato
da formulacdo com a cérnea e aumentar o tempo de permanéncia do farmaco (GAN
et al., 2013). Esses nanossitemas mucoadesivos podem ser desenvolvidos com
tensoativos catidnicos, polimeros com carga residual positiva (quitosana) ou mesmo
através do recobrimento de particulas anidnicas com polimeros positivos ou
mucoadesivos (LUDWIG, 2005).

Apesar das nanoparticulas apresentarem inUmeras vantagens para aplicacao
ocular, deve-se avaliar também a toxicidade desses sistemas, conforme
demonstrado no item 2.1.1. A toxicidade de nanoparticulas nos tecidos oculares
pode ser afetada por muitos fatores, incluindo o tamanho e superficie da particula,
dose, tempo de exposicdo e padrédo de distribuicdo das particulas no olho. Alguns
estudos tém realizados avaliacdes nesse sentido, baseando-se em estudos
histologicos, imunoquimicos e inflamatérios (PROW, 2010; XU; KAMBHAMPATI;
KANNAN, 2013). O trabalho de Prow (2010) apresenta uma revisdo a respeito da
toxicidade ocular de nanomateriais.

Diversos nanosistemas foram desenvolvidos nos ultimos anos e muitos foram
testados na aplicagéo topica ocular de farmacos. Dentre os sistemas desenvolvidos
pode-se citar: lipossomas, nanoesferas, nanocapsulas, nanoparticulas lipidicas
sélidas, carreadores lipidicos nanoestruturados, dendrimeros, niossomas,
cubossomas, nanoparticulas hibridas polimero-lipideo 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 nanoparticulas lipidicas sdlidas,
nanoesferas e lipossomas para aplicacao tépica ocular. Inumeros farmacos ja foram
encapsulados nesses carreadores visando aplicacdo na mesma via. O Quadro 1
apresenta exemplos dessas aplicacoes.
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Nanosistema  Lipideo ou Farmaco Indicacao Referéncia
Polimero Terapéutica
Base

Compritol 888 Ciclosporina  Anti-inflamatério (GOKCE et al.,

ATO 2009)

Diversos Flurbiprofeno  Anti-inflamatorio (GONZALEZ-
MIRA et al., 2010)

Diversos Gatifloxacino  Antibacteriano (KALAM et al.,
2010)

Diversos Ibuprofeno Anti-inflamatério (LI, X. etal., 2008)

Diversos Indometacina  Anti-inflamatorio (HIPPALGAONKA

Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas e
Carreadores Lipidicos Nanoestruturados

R etal., 2013)

Compritol 888
ATO e A&lcool
cetoestearilico

Metazolamida

Antiglaucomatoso

(YOUSHIA et al,
2012)

Phospholipon
90G

Timolol

Antiglaucomatoso

(ATTAMA;REICHL
;MULLER-
GOYMANN, 2009)

Diversos Triamcinolona Antiinflamatoério (ARAUJO et al,
2010)
PLGA Claritromicina  Antibacteriano (MOHAMMADI et
al., 2011)
Eudragit Cloricromeno  Anti-inflamatério (BUCOLO et al.,
RL100 2004)
0 Eudragit Flurbiprofeno  Anti-inflamatorio (PIGNATELLO et
g RS100/RL100 al., 2002)
o Eudragit Ibuprofeno Anti-inflamatério (PIGNATELLO et
S RS100 al., 2002)
S PLGA Melatonina Antiglaucomatoso  (MUSUMECI et al.,
< 2013)
Eudragit Terbinafina Antifangico (TAYEL et al,
RS100 2013)
PLGA Triamcinolona Antiangiogénico (SABZEVARI et
al., 2013)
DMPC Clorafenicol Antibacteriano (MAHMOUD et al.,
2008)
o PC Epikuron Ganciclovir Antiviral (SHEN;TU, 2007)
£ 200
2 PC de ovo Ofloxacino Antibacteriano (HOSNY, 2009)
(%2}
_§- PC S100 Tacrolimus Imunossupressor (DAl et al., 2013)
PC de ovo Tetraciclina Antibacteriano (SHAFAA et al,
2011)

Quadro 1 - Nanossistemas desenvolvidos para administragdo na via topica ocular.
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2.2.1 Sistemas Lipidicos

2.2.1.1 Lipossomas

Os lipossomas foram desenvolvidos por Bangham em meados da década de
1960 enquanto investigava o papel dos fosfolipideos na coagulagdo sanguinea
(EBRAHIM; PEYMAN; LEE, 2005). Entretanto, sua utilizacdo como carreadores de
farmacos foi proposta e demonstrada no inicio dos anos 70 (GREGORIADIS, 1995;
LASIC, 1998) .

Os lipossomas podem ser definidos como vesiculas esféricas, variando de
0,05 a 5,0 um, constituidas de uma ou mais bicamadas lipidicas que encapsulam um
ndcleo aquoso em seu interior (SHARMA; SHARMA, 1997; GULATI et al., 1998).
Eles sdo biocompativeis e biodegradaveis, sendo constituidos por fosfolipideos
sintéticos ou naturais (SHARMA; SHARMA, 1997).

Os fosfolipideos possuem propriedades anfifilicas, tendo uma cabeca
hidrofilica e uma cauda hidrofébica, que espontaneamente se organizam em
bicamadas quando em solu¢Bes aquosas, semelhante as membranas bioldgicas. As
cadeias de acidos graxos ficam localizadas no interior da membrana enquanto a
cabeca polar fica orientada para o exterior aquoso (JONES, 1995; DU TOIT et al.,
2011). Essas estruturas assumem essa orientacdo devido a dupla cadeia de acido
graxo que confere as moléculas formas cilindricas, ao contrario dos tensoativos que
possuem somente uma cadeia de acido graxo, possuindo forma cénica. Devido a
sua forma cilindrica, os fosfolipideos tendem a se organizar em bicamadas
(conformacédo de menor energia) e ndo formam micelas, como ocorre com O0S
tensoativos que possuem somente um cauda hidrofébica (LASIC, 1998), conforme
ilustrado na Figura 4.

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o tamanho e nimero
de bicamadas. Vesiculas unilamelares possuem somente uma bicamada envolvendo
0 nucleo aquoso, enquanto vesiculas multilamelares (MLV) possuem mais de uma
bicamada. De acordo com o tamanho, as vesiculas unilamelares podem ser
classificadas como vesiculas unilamelares pequenas (SUV) (10 a 100 nm) ou
vesiculas unilamelares grandes (LUV) (100 a 300 nm) (DU TOIT et al.,, 2011),

conforme ilustrado na Figura 4.
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Devido a sua composi¢do, nucleo aquoso e bicamada lipidica, os lipossomas
permitem a encapsulacdo de farmacos hidrofilicos e lipofilicos (WOODLE, 1995).
Dependendo da solubilidade e das caracteristicas de particdo do farmaco, as
moléculas ficardo localizadas em diferentes regides dos lipossomas, podendo estar
na bicamada lipidica, no compartimento aquoso ou na interface (SHARMA;
SHARMA, 1997; GULATI et al., 1998).

Tensoativo de cadeia simples
Forma conica

Bicamada
Lipidica

Fosfolipideo de cadeia dupla
Forma cilindrica

Fosfolipideo
—#— Cabega polar

= Cauda apolar

Figura 4 - (A) Diferenciac@o entre tensoativos de cadeia simples e fosfolipideos de cadeia
dupla. Os tensoativos de cadeia simples possuem forma cénica e em meio aquoso tendem a
formar micelas. Fosfolipideos de cadeia dupla em meio aquoso tendem a forma bicamadas
lipidicas. (B) Estrutura do fosfolipideo: cabeca polar e cauda apolar. Diferenciacdo entre
vesiculas multilamelares (MLV), vesiculas unilamelares pequenas (SUV) e vesiculas
unilamelares grandes (LUV). Adaptado de Producdo de Lipossomas. Disponivel em:
http://www.avantilipids.com, acesso em 04 de novembro de 2013.
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Existem varios métodos para producdo de lipossomas, podendo-se citar:
hidratacdo do filme lipidico, sonicacdo, injecdo de etanol, evaporacdo de fase-
reversa e extrusdo (EBRAHIM; PEYMAN; LEE, 2005). O método mais simples e
amplamente empregado € a hidratacdo do filme lipidico para a producédo de MLV.
Nesse método o filme lipidico € hidratado com tamp&do aquoso a uma temperatura
acima da temperatura de transi¢ao vitrea dos lipideos. O farmaco encapsulado pode
ser adicionado no tampédo de hidratacdo (farmacos hidrofilicos) ou no filme lipidico
(farmacos lipofilicos). Esse método produz uma populacdo heterogénea de MLV que
depois podem ser sonicadas, homogeneizadas ou extrusadas através de
membranas de policarbonato com poro definido, produzindo-se uma populacdo
homogénea de SUV ou LUV (SHARMA; SHARMA, 1997; GULATI et al., 1998),

conforme ilustrado na Figura 5.

extr usao

Filme lipidico seco agua hidratacdo

Figura 5- Producdo de lipossomas por hidratacdo do filme lipidico. A - Producdo de
vesiculas multilamelares (MLV): producéo do filme lipidico seguida de hidratagdo com meio
aquoso e agitacdo. B e C - producéo de vesiculas unilamelares grandes (LUV) e vesiculas
unilamelares pequenas (SUV) por sonicacdo, extrusdo e homogeneizacdo das MLV.
Adaptado de Producado de Lipossomas. Disponivel em: http://www.avantilipids.com, acesso
em 04 de novembro de 2013
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Os fosfolipideos podem se apresentar como uma fase gel/sélido ou
fluido/liquido cristalino. A temperatura de transigdo vitrea € o ponto onde ocorre essa
transicdo de fases, sendo que acima dessa temperatura o fosfolipideo comporta-se
como fluido/liquido cristalino e abaixo como gel/sélido (EBRAHIM; PEYMAN; LEE,
2005). Por isso, a temperatura empregada na producdo dos lipossomas deve estar
acima da temperatura de transicdo vitrea dos lipideos utilizados (JONES, 1995;
FREZARD, 1999).

A maioria dos métodos de producdo de lipossomas envolve a dissolucao
prévia dos lipidios em solventes organicos (geralmente cloroférmio) com
subsequente remocédo do solvente. Deve-se garantir que todo solvente foi eliminado
da formulacao, evitando possiveis reacdes toxicas (VAN SWAAY; DEMELLO, 2013).

Os lipossomas apresentam potencial para aplicacdo topica ocular de
farmacos. Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado o papel dos lipossomas nessa
via de administracdo. Esses sistemas podem melhorar a adesédo e penetragcao
corneana e consequentemente alterar a farmacocinética ocular de alguns farmacos
(KAUR et al., 2004; EBRAHIM; PEYMAN; LEE, 2005). Contudo, 0 mecanismo pelo
qual os lipossomas aumentam a absor¢do corneana de farmacos ainda ndo esta
completamente elucidado (DU TOIT et al., 2011).

O trabalho de Smolin e colaboradores (1981) foi o primeiro relato da aplicacéo
de lipossomas na terapia oftdlmica. Esses autores demonstraram que a idoxuridina
lipossomal topica foi mais eficiente para o tratamento de ceratitis herpéticas
(crénicas e agudas) em olhos de coelhos quando comparada a solu¢do do farmaco
(SMOLIN et al., 1981 apud MEISNER; MEZEI, 1995). Em outro estudo, Hirnle e
colaboradores (1991) observaram que lipossomas marcados com caboxifluoresceina
foram detectados nos tecidos oculares em até sete dias apos injecdo subconjutival
da formulacdo. Hironaka e colaboradores (2009) demonstraram que a cumarina
encapsulada em lipossomas pode alcancar a regido posterior do olho apés
administracéo topica.

Existem inimeros trabalhos na literatura comprovando a eficicia da aplicacao
topica ocular dos lipossomas no tratamento de varias afeccbes oculares que
acometem o segmento anterior do olho. Esta disponivel no mercado o produto Tears
Again® da empresa Ocusoft (Texas, EUA). Este produto contém lipossomas
contendo vitaminas (A, C e E) na forma farmacéutica de spray e é indicado para o
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tratamento da sindrome do olho seco e irritacdes oculares (EBRAHIM; PEYMAN;
LEE, 2005).

2.2.1.2 Nanoparticulas lipidicas solidas

As nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) foram desenvolvidas no inicio da
década de noventa por diferentes grupos de pesquisa que buscavam obter sistemas
compostos por lipideos solidos sob temperatura ambiente e corporal (SCHWARZ et
al., 1994; MULLER; MADER; GOHLA, 2000). Esses sistemas tém se destacado no
meio cientifico, sendo cada vez maior o numero de publicagBes a respeito desses
nanocarreadores (MEHNERT; MADER, 2012).

As NLS se assemelham as nanoemulsdes empregadas na nutricdo
parenteral, no entanto, o lipideo liquido é substituido por um lipideo sélido (MULLER
et al, 2000), conforme ilustrado na Figura 6. De forma similar ao que acontece com
lipossomas e nanoemuls@es, lipideos biocompativeis sdo empregados na producao
das NLS. O uso de matrizes lipidicas solidas proporciona retencdo dos farmacos
encapsulados e garante estabilidade fisica das particulas (MEHNERT; MADER,
2001).

Lipideo 2

. Lipideo 7

em estado
Solido

Figura 6- Esquema representativo de nanoemulséo (A) e nanoparticula lipidica sélida (B).
Fonte: adaptado de Muller et al, 2000

Os componentes usuais das NLS sdo lipideos sdlidos, tensoativos e agua. Os
lipideos mais utilizados s&@o os triglicerideos (triestearina), acidos graxos (acido
estedrico), esterdides (colesterol) e ceras (cetilpalmitato). Todas as classes de
tensoativos tém sido utilizadas para estabilizar a disperséo lipidica, sendo que a
combinacdo de tensoativos é mais eficiente em prevenir a agregagao das particulas
(MEHNERT; MADER, 2001).
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As NLS podem ser produzidas por diferentes técnicas, entre elas a
homogeneizacdo sob alta pressdo a quente ou a frio, diluicAo de microemulsao,
preparo de emulsdo multipla e emulsificagdo/evaporacédo de solvente (LIPPACHER,;
MULLER; MADER, 2001; MEHNERT; MADER, 2012). Na técnica de emulsificacdo /
evaporacao do solvente, utilizada neste trabalho, o material lipidico é dissolvido em
solvente orgéanico e depois emulsionado com a fase aquosa. Apos eliminacdo do
solvente orgénico por evaporacdo, a dispersdo de nanoparticulas forma-se pela
precipitacdo do lipideo no meio aquoso (SJOSTROM; BERGENSTAHL, 1992).

As NLS podem ser utilizadas na liberacdo ocular de farmacos devido ao seu
tamanho nanométrico e ao seu carater lipofilico, que pode aumentar a absorcao
corneana e a biodisponibilidade ocular, prolongar o tempo de permanéncia na
cornea e promover liberacdo sustentada dos farmacos encapsulados (SEYFODDIN;
SHAW; AL-KASSAS, 2010).

O primeiro trabalho desenvolvido com NLS para aplicagéo ocular foi realizado
por Cavalli e colaboradores (1995), esses autores desenvolveram NLS contendo
pilocarpina para o tratamento do glaucoma.

Os nanocarreadores lipidicos apresentam propriedades semelhantes as do
filme lacrimal, que podem facilitar a permeacéo corneana de farmacos encapsulados
nesses sistemas, conforme ilustrado na Figura 7. Apoés a instilagdo, a fase continua
(aquosa) do sistema pode aumentar a camada aquosa do filme lacrimal levando a
maior hidratacdo da cOrnea, aumentado sua permeabilidade (Figura 7a). O lipideo,
depois de liberar o farmaco encapsulado, pode-se unir a camada lipidica do filme
lacrimal, diminuindo a perda por evapora¢do da camada aquosa (Figura 7b). Além
disso, os tensoativos presentes na formulagao, conforme mencionado anteriormente,
podem facilitar a permeacao do farmaco encapsulado (Figura 7c) (GAN et al., 2013).

Os sistemas lipidicos também sdo bem tolerados pelo sistema fisiol6gico, o
que reduz o risco de efeitos toxicos e irritagdes no local de aplicacdo. Nos estudos
realizados por Araujo e colaboradores (2010), a instilacdo de nanoparticulas lipidicas
negativas contendo triancinolona em olhos de coelhos mostrou inexisténcia de
efeitos toxicos ou irritacdo nos tecidos oculares. As nanoparticulas lipidicas foram
alvo especificas com aumento da penetracdo e da biodisponibilidade do farmaco na
barreira ocular, acarretando em melhora da eficacia terapéutica e diminuicdo 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

permeacao corneana da ciclosporina quando encapsulada no nanossistema.

Fase aquosa se incorpora a

(a) camada aquosa do filme lipideos previnemis
evaporacdo da agua
ck--;"‘o

B_ags o
Vi N

e LN

Tensoativos facilitam a
permeacdo do farmaco

SRR N

Figura 7- Interacéo entre nanocarreadores lipidicos e filme lacrimal. (a) Apos a instilagéo a
fase continua (aquosa) do sistema se incorpora & camada aquosa do filme, aumentando a
hidratacdo corneana. (b) O lipideo, depois de liberar o farmaco encapsulado, pode-se unir &
camada lipidica do filme lacrimal, diminuindo a perda por evaporacdo da camada aquosa.
(c) Tensoativos podem aumentar a permeacdo do farmaco. Adaptado de Gan e
colaboradores (2013)

Liberagao do Farmaco

2.2.1.3 Avaliagéo da dinamica de sistemas lipidicos por espectroscopia de RPE

Avaliar a organizacdo de sistemas lipidicos e prever a localizagdo de
farmacos nessas estruturas permite compreender melhor o comportamento e o
impacto da incorporacdo de farmacos nesses sistemas. A espectroscopia de
Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) tem sido utilizada nesse intuito
(AHLIN et al., 2000; HAAG et al., 2011).

Na espectroscopia de RPE séo utilizados marcadores de spin lipidicos
derivados do acido esteéarico, também conhecidos como sondas paramagnéticas.
Essas sondas possuem um grupo paramagnético, grupo nitréxido contendo um
elétron desemparelhado, ligado a um carbono da cauda hidrofébica. Os grupos
paramagnéticos podem estar ligados a um carbono mais proximo da cabeca polar
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ou a um carbono mais distante, conforme ilustrado na Figura 8. Quando adicionadas
a um carreador lipidico as sondas paramagnéticas se inserem na bicamada lipidica,
no caso dos lipossomas, ou no core lipidico das nanoparticulas, conforme ilustrado
na Figura 8 . Sendo assim, dependendo da posi¢cdo do grupo paramagnético na
sonda pode-se prever o comportamento da superficie do nanocarreador ou de uma

regido mais interna (GAETI et al., 2014).
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Figura 8 - Esquema representativo da insercdo de sondas paramagnéticas em
nanoparticulas lipidicas solidas e lipossomas. Dependendo da posicdo do grupo
paramagnético na cauda hidrofébica da sonda ele estard localizado mais préximo da
superficie da particula ou em uma regido mais interna.

Lipossoma
Marcado

As sondas paramagnéticas quando submetidas a um campo magnético
tendem a se reorientar, esse tempo é analisado pelo equipamento gerando um sinal
gréfico (Figura 8). O tempo que a sonda gasta para se reorientar ira depender do
meio em que ela esta inserida. Esse tempo sera menor em meios mais fluidos e
maior em meios mais rigidos. (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)
sdo exemplos da aplicacdo da espectroscopia de RPE para prever a fluidez e
localizacdo de farmacos em lipossomas e NLS. Ahlin e colaboradores (2000)
demonstraram que quanto maior a lipofilicidade do farmaco mais inserido ele estara
no core das NLS. Por outro lado, Gaeti e colaborares (2014) demonstraram que 0
farmaco 4-Nerolidilcatecol quando encapsulado em lipossomas encontra-se
localizado na interface dgua/bicamada lipidica.

2.2.3 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas (NP) foram desenvolvidas na década de 1970,
sendo inicialmente utilizadas como carreadores de farmacos anti-neoplasicos e
vacinas (KUMAR, 2000). O termo nanoparticulas, neste caso, pode ser usado para
designar nanocapsulas ou nanoesferas. As nanocapsulas sdo compostas por um
nacleo oleoso circundado por uma membrana polimérica, o farmaco pode estar
dissolvido no nucleo ou adsorvido ao invélucro polimérico. De outra forma, as
nanoesferas ndo apresentam 6leo em sua constituicdo, s&o formadas por uma
densa rede polimérica na qual o farmaco pode estar retido ou adsorvido
(SCHAFFAZICK et al., 2003; DU TOIT et al., 2011), conforme ilustrado na Figura 9.

Existem basicamente dois métodos de preparacdo de NP. O primeiro envolve
a polimerizagdo de mondmeros (Polimerizagéo in situ) e o segundo, amplamente
empregado, baseia-se na precipitacdo de polimeros pré-formados, como o poli
(acido latico) (PLA), poli (acido latico-co-acido glicélico) (PLGA), poli(e-caprolactona)
(PCL) e os copolimeros do acido metacrilico e de um éster acrilico ou metacrilico. As
técnicas de emulsificacdo/difusdo de solvente, emulsificacdo/evaporacdo de
solvente e nanoprecipitacdo sdo exemplos do método de precipitacdo de polimero
pré-formado (SCHAFFAZICK et al., 2003; GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004).
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e — Farmaco

Nanocapsulas Nanoesfera

Figura 9 - Representagdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas. Nanocapsulas:
formadas por um involucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso. O farmaco
pode estar dissolvido no nucleo ou adsorvido a parede polimérica. Nanoesferas: formadas
por uma matriz polimérica onde o farmaco pode estar retido ou adsorvido. Fonte: adaptado
de Oliveira e colaboradores (2012).

Nas técnicas de precipitacdo de polimero pré-formado geralmente o polimero
é dissolvido em solvente organico e depois ocorre sua precipitagdo em meio aquoso,
levando a formacdo das nanoparticulas. Comumente adiciona-se também um ou
mais tensoativos a formulagdo visando garantir sua estabilidade (GALINDO-
RODRIGUEZ et al., 2004; NAGARWAL et al., 2009).

O primeiro estudo com NP para tratamento tépico ocular foi realizado por
Ticho e colaboradores (1979). Esses autores desenvolveram um sistema chamado
Pilopex constituido de nanoesferas de poli (acido metilmetacrilato-acrilico) contendo
pilocarpina para tratamento do glaucoma. Estudos clinicos demonstraram reducao
significativa da presséo intra-ocular apés aplicacdo do Pilopex, no entanto o produto
ndo foi lancado no mercado devido a problemas de toxidade local, néo
biodegradabilidade e dificuldade de producdo em larga escala (TICHO et al., 1979,
apud ARAUJO et al., 2009).

As nanoparticulas poliméricas como sistema de liberacdo tépico ocular de
farmacos podem aumentar a biodisponibilidade (especialmente para farmacos
insoliveis ou com baixa permeacdo) e prolongar a manutencdo da atividade
farmacoldgica no sitio de agdo. Esses sistemas podem reduzir a eliminacdo do
farmaco, sustentar a liberacdo, aumentar o tempo de residéncia pré-corneana e a
captagcdo pelo epitélio ocular, acarretando em melhor efeito terapéutico
(NAGARWAL et al.,, 2009; DU TOIT et al., 2011). Apoés a instilagdo as particulas
permanecem no local e o farmaco € liberado da matriz polimérica através de
mecanismos como difusdo, degradacdo do polimero e trocas ibnicas (ARAUJO et
al., 2009).
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Calvo e colaboradores (1996) demonstraram que nanocapsulas de PCL
contendo ciclosporina aumentaram a concentracdo corneana do farmaco em olhos
de coelhos dez vezes mais que a solucdo oleosa. Em outro trabalho, Bucolo e
colaboradores (2004) trabalhando com nanoesferas de Eudragit RL100 contendo
uma cumarina sintética (cloricromeno), observaram aumento na concentracao
maxima do farmaco no humor aquoso de coelhos 1,7 vezes maior que a solucao
aquosa de cumarina apos administracao topica.

Musumeci e colaboradores (2013) desenvolveram nanoesferas de PLGA
contendo melatonina para tratamento do glaucoma. Os autores notaram reducao
significativa na pressao intra-ocular de coelhos apos instilagdo da formulacdo de
nanoparticulas, sendo que essa reducédo foi maior que a observada para a solucao
aguosa do farmaco.

As nanoparticulas tém demonstrado resultados promissores nas ultimas duas
décadas, sendo capazes de aumentar a captacdo e meia-vida corneana de
farmacos. Comparadas aos colirios, as dispersfes de nanossistemas possuem as
vantagens de aumentar a adesdo do paciente ao tratamento, devido a reducdo na
frequencia de aplicacbes, e estender o tempo de permanéncia da formulacdo na
regido ocular (DU TOIT et al., 2011).

2.3 APLICACAO DA NANOTECNOLOGIA NO TRATAMENTO DA
VASCULARIZACAO CORNEANA

As propriedades de transparéncia e refracdo de uma cornea saudavel sédo
mediadas por sua avascularidade (KEATING; JACOBS, 2011). Entretanto, muitos
processos patolégicos que afetam a cornea podem levar a vascularizagdo corneana
(Figura 10) e consequentemente a deficiéncia visual (PAPATHANASSIOU et al.,
2013). A VC pode ocorrer apdés queimaduras quimicas, processos isquémicos,
infecgdes, trauma e inflamagdes, sendo a maior causa de cegueira, afetando cerca
de 1,4 milhdes de pessoas por ano nos EUA. O uso de lentes de contato e
transplantes corneanos sédo os principais fatores que levam ao desenvolvimento de
VC (LEE; WANG; ADAMIS, 1998).

A angiogénese é 0 processo de crescimento de novos vasos a partir de
estruturas vasculares pré-existentes. Esse processo ocorre pela degradacdo da

membrana basal, remodelamento da matriz extracelular, aumento da permeabilidade
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vascular e proliferacdo de células endoteliais (REGENFUSS; BOCK; CURSIEFEN,
2012). Na vascularizacdo corneana esses novos vasos, que emergem dos capilares
e vénulas do plexo pericorneal, podem desencadear a diminuicdo da acuidade visual
e consequente perda da visdo (CHANG et al., 2012).

-
i
Figura 10 - Vascularizacdo corneana. a: fotografia de lampada de fenda de paciente com

vascularizacdo corneana. b: visdo ampliada da vascularizacdo corneana. Fonte:
(KEATING;JACOBS, 2011).

Como citado anteriormente, o processo de vascularizagado ocorre devido ao
desequilibrio entre fatores anti-angiogénicos e pré-angiogénicos. Os principais
fatores pro-angiogénicos envolvidos na VC séo: fator de crescimento de fibroblastos
(FGF), angiogenina, interferon, fato de necrose tumoral, fator de crescimento
derivado de plaguetas (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 Sao 0S responsaveis por
desencadear os efeitos proliferativos do VEGF nas células endoteliais vasculares. O
VEGF induz a dimerizacdo e subsequente autofosforilagdo desses receptores, que
leva a ativacdo de sinais proliferativos e mitogénicos, ocorrendo a vascularizagao
(REGENFUSS; BOCK; CURSIEFEN, 2012).

Em virtude disso, o principal foco da terapia medicamentosa para tratamento
da VC envolve a inibicdo do VEGF ou de seus receptores. Sdo utilizados também
corticosteréides e antiinflamatérios n&o-esteroidais. Assim como a terapia
fotodindmica e fotocoagulacdo a laser. Porém, esses tratamentos apresentam

eficacia clinica limitada e podem levar a efeitos colaterais, como aumento da
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pressao intra-ocular e catarata (DORRELL et al., 2007; KEATING; JACOBS, 2011,
CHANG et al., 2012).

Os agentes anti-VEGF tém sido eficazes na redugdo da VC em modelos
animais e em estudos clinicos em humanos. Os principais representantes dessa
classe de medicamentos sdo o bevacizumab, ranibizumab e o pegaptanib, que sao
anticorpos monoclonais ou aptameros direcionados para o VEGF(DORRELL et al.,
2007). Recentemente também foi aprovado o aflibercept, uma proteina de fuséo
recombinante que bloqueia a acdo do VEGF e do fator de crescimento placentario
(P1GF) (CHANG et al., 2014; YANG; MCKEAGE, 2014)

Atualmente, as pesquisas tém sido direcionadas também para o bloqueio da
cascata de ativacdo do VEGF, através da inibicdo dos receptores tirosina quinase.
Nesse caso, sao utilizados inibidores desses receptores, como o pazopanibe e o
sunitinibe (CHANG et al., 2012).

Apesar dos farmacos disponiveis para tratamento da VC serem eficientes,
sabe-se que as barreiras oculares podem dificultar tanto a terapia tépica como a
sistétmica. A utilizagcdo de nanocarreadores, conforme motivos supracitados, pode
aumentar o grau de sucesso do tratamento da VC (GONZALEZ et al., 2013).

Yuan e colaboradores (2008) desenvolveram nanoparticulas de PLA
recobertas com quitosana contendo o farmaco imunossupressor rapamicina. Os
autores testaram a formulacdo em coelhos com cérneas transplantadas. Geralmente
apos transplantes de cornea podem ocorrem neovascularizagbes que em alguns
casos podem levar a rejeicdo do enxerto. A aplicacdo tépica das nanoparticulas
contendo rapamicina conseguiu inibir a VC mais que a suspensdo do farmaco. Os
animais tratados com o0s nanossistemas apresentaram cérneas claras e
transparentes. Em outro trabalho semelhante, Vanderveen e colaboradores (1994)
demonstraram que inje¢cdes subconjuntivais de lipossomas contendo difosfonato de
diclorometileno conseguiram reduzir significativamente a VC e o numero de
rejeicbes em ratos com corneas transplantadas.

Micelas compostas por hialuronato conjugado ao peptideo Fltl (anti-VEGFR)
contendo genisteina, farmaco antiangiogénico, foram testadas através de injecdes
subconjuntivais em ratos com VC induzida por cauterizagdo com nitrato de prata. As
nanoparticulas foram mais eficientes em reduzir a VC quando comparadas ao
farmaco livre e ao hialuronato conjugado ao peptideo Flt1 (KIM et al., 2012).
Trabalhando também com micelas, compostas por PCL-PEG, contendo celastrol, Li
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e colaboradores (2012) observaram reducdo significativa da VC e dos niveis de
VEGF ap6s injecdo subconjuntival dos nanosistemas em ratos com VC induzida por

sutura com nylon.

2.4 SUNITINIBE

O sunitinibe (SUB) (Figura 11) € um farmaco antitumoral e antiangiogénico
aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) em 26 de janeiro de 2006 para o
tratamento de carcinoma renal metastatico e tumor gastrointestinal estromal em
pacientes que nao responderam ao tratamento com imatinibe (ADAMS; LEGGAS,
2007). O SUB é comercializado pela Pfizer (EUA) com o nome comercial Sutent®.
Esse medicamento esta disponivel na forma farmacéutica de capsulas contendo
12,5; 25 e 50 mg do sal soluvel malato de sunitinibe (IZZEDINE et al., 2007).
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Figura 11- Estrutura quimica do sunitinibe. Esterecisbmeros Z(cis) e E(trans). Massa
molar: 398,47 g/mol; LogP: 2,5; pKa: 9,3.(REMKO; BOHAC; KOVACIKOVA, 2011)

O SUB inibe mudltiplas tirosina-quinases ligadas ao receptor (TKRsS) que
implicam no crescimento tumoral, na angiogénese patolégica e na progressao
metastatica do cancer. Esse farmaco inibe principalmente os receptores do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGFRa e PDGFR[), 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
estimulacdo de coldnias Tipo 1 (CSF-1R) e do receptor do fator neurotréfico
derivado de linhagem celular glial (RET) (BELLO et al., 2010).
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A ativagdo desses receptores estimula uma cascata de sinalizagdo mediante
inimeros mecanismos, incluindo a autofosforilacdo do TKR, que leva a ativacao de
sinais proliferativos e mitogénicos, desencadeando a angiogénese, proliferacéo
celular e inibicdo da apoptose. Conforme ilustrado na Figura 12, o SUB atua como
inibidor da autofosforilacdo do TKR. Esses receptores estdo ancorados no
membrana celular e possuem um dominio extracelular e um dominio intracelular
catalitico. O SUB inibe a autofosforilacdo ao competir com a adenosina trifosfato
(ATP) na ligacdo ao dominio de ativacdo intracelular do receptor, inibindo sua
atividade catalitica (ADAMS; LEGGAS, 2007; FUNAKOSHI; LATIF; GALSKY, 2013).
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Figura 12- Mecanismo de agdo do sunitinibe. A: O sunitinibe € um inibidor de mdultiplas
tirosina quinases ligadas ao receptor (TKR) que interage com os dominios TK intracelulares
dos receptores do fator de crescimento endotelial e vascular (VEGFR), fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGFR) e fator neurotrofico derivado de linhagem celular glial
(RET). B: Os dominios TK intracelulares autofosforilam quando um ligante liga-se ao
dominio extracelular. O sunitinibe compete com a adenosina trifosfato pelo sitio de ativagao
do dominio TK e impede sua autofosforilagdo, impedindo consequentemente a cascata de
ativacdo que leva a estimulacéo dos sinais angiogénicos, proliferacéo celular e outros. CSF1
r: receptor do fator 1 de estimulacdo de colbnias; P: fosforilagdo. Fonte: adaptado de
(ADAMS;LEGGAS, 2007).

O sunitinibe apresenta fotoinstabilidade em solucdo. Quando exposto a luz o
estereoisdmero farmacologicamente ativo Z(cis) se converte espontaneamente no
E(trans) isbmero (Figura 11) (ZHAO; SUKBUNTHERNG; ANTONIAN, 2004). A
mudanca conformacional ocorre na dupla ligagdo entre os anéis pirrol e oxindolico.

7

O E(trans) isbmero é instavel em solucdo e sob condi¢cbes precisas de pH e
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protecéo da luz pode-se reverter para o isometo Z (cis) (ETIENNE-GRIMALDI et al.,
2009; DE BRUIJN et al., 2010). Esse farmaco também sofre resisténcia mediada
pela P-gp (THANKI et al., 2013).

Assim como outros farmacos utilizados na quimioterapia do cancer, o SUB
apresenta efeitos adversos quando administrado pela via oral, como: hipertensao,
reacdes cutdneas em maos e pés, hemorragias e tromboembolismo (FUNAKOSHI;
LATIF; GALSKY, 2013).

Os farmacos inibidores de tirosina quinase tém sido testados para tratamento
da vascularizagdo ocular. Ko e colaboradores (2013) aplicaram o SUB e o
bevacizumab pela via tépica e subconjuntival em olhos de coelhos com VC induzida
por sutura. O SUB mostrou maior reducdo da VC quando comparado ao
bevacizumab, tanto quando aplicado pela via topica como pela subconjuntival. A
reducdo da VC pelo SUB foi maior quando aplicado topicamente, Perez-Santoja e
colaboradores (2010) obtiveram resultado similar em trabalho analogo ao citado
(exposto no item 1). Detry e colaboradores (2013) também demonstraram reducgéo
da VC em ratos tratados com SUB pela via oral.

Existem trabalhos na literatura relatando a incorporacdo do SUB em
nanosistemas. Maitani e colaboradores (2012) investigaram a inibicdo do
crescimento tumoral em camundongos nude com tumor (PC12). Os lipossomas
contendo SUB inibiram o crescimento tumoral em maior grau que o farmaco livre. No
mesmo trabalho também foram testados lipossomas contendo SUB e irinotecano,
farmaco anticitotoxico. O SUB também foi encapsulado em nanogel composto por
fosfatidilcolina e albumina, indicado para tratamento do cancer. Neste caso, trata-se
de nanoparticulas de albumina recobertas por bicamada lipidica contendo PEG e um
ligante direcionado para a célula tumoral (MURPHY et al., 2011).

O SUB apresenta potencial para aplicacdo ocular no tratamento da
vascularizagédo corneana. Contudo, os efeitos adversos relatados da administragéo
oral desse farmaco podem restringir sua utilizacdo por essa via no tratamento da
VC, sendo a via tépica ocular a melhor alternativa.

O desenvolvimento de um nanosistema que aumente o tempo de residéncia
do SUB no espago pré-corneano, proteja-o da fotodegradacéo e eleve sua captacao
pelas células corneanas, pode aumentar o grau de sucesso clinico no tratamento da

VC com este farmaco.
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar nanoparticulas
lipidicas sélidas, lipossomas e nanoesferas poliméricas contendo sunitinibe e avaliar
ex-vivo a permeacdo corneana do farmaco a partir das formulacdes

nanoestruturadas e seu potencial em causar irritacdo ocular.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Desenvolver e validar metodologia analitica para quantificacdo do sunitinibe;

> Realizar estudo de fotoestabilidade de bancada do sunitinibe;

» Produzir lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas e nanoesferas

poliméricas contendo sunitinibe;

» Caracterizar 0s nanosistemas obtidos quanto ao diametro médio,
polidisperséo, eficiéncia de encapsulacéo, potencial zeta, carga de farmaco e

rendimento de processo.

» Estudar a fluidez e possivel localizacdo do farmaco, por espectroscopia de
ressonancia paramagnética eletrdénica, nas nanoparticulas lipidicas solidas e

lipossomas.

» Selecionar trés formulagcbes promissoras e avaliar seu perfil de liberacéo in-

vitro, permeacao corneana ex-vivo e potencial em causar irritacdo ocular.
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6 CONCLUSOES

A metodologia analitica para quantificagdo do sunitinibe nas nanoparticulas foi

desenvolvida e validada;

O sunitinibe apresentou fotoinstabilidade em solucdo, ocorrendo converséo do
isbmero Z(cis) para o isbmero E(trans). Frascos envolvidos com papel

aluminio foram a forma mais eficiente de se prevenir a fotodegradacao;

Foram produzidos lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas e nanoesferas
poliméricas contendo sunitinibe. Os sistemas apresentaram tamanho de

particula e Pdl satisfatorios, assim como elevada eficiéncia de encapsulacgéo;

A incorporagdo do SUB em lipossomas alterou o tamanho de particula e o

potencial zeta desses sistemas.

As nanoesferas poliméricas apresentaram maior capacidade de incorporagao
do sunitinibe quando comparadas aos lipossomas e as nanoparticulas

lipidicas solidas;

Os lipossomas se apresentaram como sistema mais rigido que as
nanoparticulas lipidicas solidas. A incorporacdo do SUB em lipossomas levou
a um aumento de rigidez da bicamada lipidica, enquanto o oposto foi
observado nas nanoparticulas lipidicas sélidas.

Em lipossomas o SUB provavelmente localiza-se na bicamada lipidica
préoximo a interface polar. Nas NLS o farmaco também, provavelmente, esta

localizado na regido proxima a interface.

O perfil de liberagdo do sunitinibe foi diferente nos trés sistemas
desenvolvidos. Nas vinte e quatro horas de estudo o0s lipossomas
apresentaram liberagcdo mais lenta do farmaco quando comparados as
nanoesferas e nanoparticulas lipidicas sélidas.



97

As nanoparticulas lipidicas solidas proporcionaram maior retengdo corneana
do sunitinibe quando comparadas aos lipossomas e as nhanoesferas

poliméricas.

Os trés sistemas desenvolvidos ndo apresentaram potencial para irritagcao
ocular nos testes de permeabilidade e opacidade em cérneas de olhos
bovinos (BCOP), potencial hemolitico e teste com ovo de galinha em
membrana corioalantéide (HET-CAM).

Dentre os sistemas desenvolvidos neste estudo comparativo, as
nanoparticulas lipidicas soélidas contendo SUB podem apresentar maior
potencial para aplicagdo clinica no tratamento da vascularizacdo corneana.
Esses carreadores demonstraram caracteristicas de tamanho, fluidez e
liberagcdo de farmaco adequadas para aplicacdo topica ocular do SUB,
ocasionando maior retencdo corneana do farmaco. Esses nanossistemas
também ndo apresentaram sinais de irritacdo ocular nos estudos de avaliacdo

pré-clinica da seguranca.
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