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RESUMO

Objetivo: Estudar a viabilidade tecnol6gica de um sistema inovador baseado na
associacdo de lentes de contato (LC) e nanoestruturas [nanocapsulas (NC) ou
nanoemulsdes (NE)], visando aumentar o tempo de residéncia de substancias de interesse
terapéutico na cavidade ocular. Método: NC e NE foram preparadas por deposicao
interfacial de polimero e emulsificacdo espontanea, respectivamente, e caracterizadas
quanto as propriedades fisico-quimicas e de toxicidade ocular in vitro (HET-CAM e
linhagem celular SIRC). A associacao das nanoestruturas com as LC foi realizada através
de imersdo ou instilagcdo. A influéncia desta associacdo nas propriedades das LC foi
avaliada atraves da sua transparéncia, permeabilidade i6nica e morfologia. O teor de
farmaco (prednisolona) associado as LC, a liberacdo in vitro do farmaco a partir das
lentes e a resisténcia da prednisolona a lavagem foram avaliados. A influéncia do tempo
de imersdo foi estudada através de analises morfologicas e determinacdo do teor de
farmaco nas lentes. Resultados: As formulacGes apresentaram caracteristicas fisico-
quimicas adequadas e auséncia de toxicidade nas condicOes experimentais avaliadas.
Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) demonstraram a presenca de
particulas na superficie e no interior da lente. A transparéncia e permeabilidade ibnica se
mantiveram adequadas. As LC apresentaram teor de ~ 60 pg/cm? com liberagdo do
farmaco durante 6-8 h. A prednisolona nanoencapsulada foi mais resistente a lavagem em
relacdo a solucédo do farmaco. A analise das imagens de MEV das lentes ndo evidenciou a
influéncia do tempo de imersdo, no entanto os resultados de teor indicam que a
quantidade de farmaco associada apds 2, 8 ou 24 h de imersdo é estatisticamente igual.
Conclusdes: Pela primeira vez demonstrou-se a interacdo entre nanoparticulas e LC ap0s
a associacdo por imersdo ou instilacdo. Esta associacdo ndo alterou as propriedades da
lente, sendo esta estratégia uma promissora alternativa terapéutica para a liberacdo de

farmacos ou outras substancias na cavidade ocular.

Palavras-chave: nanoparticulas, lente de contato, prednisolona, liberacdo in vitro.
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ABSTRACT

Aim: To study the technological viability of an innovative system based on the
association of contact lenses (CL) with nanostructures [nanocapsules (NC) or
nanoemulsions (NE)], aiming to increase the residence time of therapeutic substances in
the pre-corneal area. Methods: NC and NE were obtained by interfacial deposition of
polymer and spontaneous emulsification, respectively, and were characterized. In vitro
ocular toxicity of the particles was assessed by HET-CAM and SIRC cell line. The
association of these nanostructures with CL was obtained by means of immersion or
instillation. The influence of this association on CL properties was evaluated regarding
the transparency and ion permeability measurements, as well as, morphology. The drug
content (prednisolone) in CL, the in vitro drug release from the lenses and the
prednisolone resistance to the washing procedure were analyzed. The influence of the
soaking time on contact lenses was evaluated by means of morphological analysis and
drug loading. Results: Formulations presented suitable physicochemical characteristics
and absence of toxicity in the experimental conditions. Scanning electron microscopy
(SEM) micrographs showed particle on the CL surface and inner part. CL transparency
and ion permeability remained suitable. Near 60 pg of prednisolone per cm? were
associated to the CL, showing a drug release over 6-8 h. Nanoencapsulated prednisolone
was more resistant to the washes compared to the drug solution. The analysis of the SEM
images did not evidence the influence of the soaking time. However, results of the drug
content showed that regardless the immersion period (2, 8 or 24 h) the amount of
associated drug remained statistically similar. Conclusions: For the first time we have
demonstrated the interaction between nanoparticles and CL after immersion or
instillation. Such association did not compromises any essential property of the lens,
being this approach an promise therapeutic alternative for the release, in the pre-corneal

area, of drug or other compounds with ophthalmic applicability.
Keywords: nanoparticle, contact lens, prednisolone, in vitro release.

Xi






LISTA DE FIGURAS

REVISAO DE LITERATURA ....ooiieeeeet ettt ettt ee ettt en s
Figura 1. Numero de publicacBes em revistas indexadas junto ao Institute of
Scientific Information, de 1975-2011, para o cruzamento das palavras-chave
drug delivery € CONtAaCt IENS .......cveeiiee e e
Figura 2: Diferentes possibilidades de obtengédo de lentes de contato carreadas
com farmacos para liberacdo controlada através de modificacdes na sua
composicdo ou superficie. (A) imobilizacdo reversivel do farmaco por ligacdo
l&bil; (B) copolimerizagdo com monémeros funcionais capaz de interagirem
com o farmaco ndo-covalentemente; (C) incorporagdo de estruturas coloidais
contendo o farmaco; (D) farmaco alojado em cavidades moleculares impressas

(molecular IMPriNtiNg) ......ccoooiiiice e s

ARTIGO EM REDAGCAO 1: Lentes de contato e nanoemulsdes de 6leo de
ricino + 6leo mineral: avaliacdo de uma estratégia inovadora para liberacéo
OFLAIMICA ... bbb ne e
Fig 1. Size distribution by nanoparticle tracking analysis of nanoemulsion with
the corresponding video frame and 3D graph (size vs. intensity -*vs.
CONCENTIALION) ...ttt e e e e
Fig 2. Transmission electron microscopy images of mineral oil + castor oil
0oL T0 o 1] 0] 1] - SRS
Fig 3. Profile of transmission and delta backscattering light intensity during 1
hour analysis (one scan every 5 min) of nanoemulsion ..............................
Fig 4. Cell viability of rabbit cornea cell line after treatment with nanoemulsion
by MTT assay: 48 h and 72 h of treatment. Control: SIRC not exposed to
NANOBMUISTON ...t e
Fig 5. Scanning electron microscopy images of contact lens surface and cross

section before and after instillation of 2 drops of nanoemulsion. ....................

Xiii

20

21

35

46

46

47

48

49



ARTIGO EM REDACAO 2: Nanocapsulas e lentes de contato: uma
plataforma para o desenvolvimento de um sistema ocular inovador de liberagéo
A8 TAMMACOS ...t et ere e
Fig 1. Swelling/dissolution experiment: polymeric [Eudragit® RS100 or poly(e-
caprolactone)] films weight at different time intervals of contact with castor or
MINeral Ol ...
Fig 2. Transmission electron microscopy images of blank and prednisolone-
loaded NANOCAPSULES .....oneiie i
Fig 3. Cell viability of rabbit cornea cell line (SIRC) after 48 h and 72 h of
treatment with formulations by MTT assay; control: SIRC not exposed to
NANOPATLICIES . . ...ttt
Fig 4. Cell viability of rabbit cornea cell line (SIRC) after 48 h and 72 h of
treatment with formulations (0.25 mM of prednisolone) by Trypan blue assay;
control: SIRC not exposed to nanoparticles ... ............cooiiiiiiiiii,
Fig 5. Scanning electron microscopy images of contact lens surface and
transversal section before and after impregnation with prednisolone-loaded
NANOCAPSUIES ... . o eeeeieceie et et et e e e et e et steesre e e e neenteenneas

Graphical abstract ..........cooiiiiii e

ARTIGO EM REDACAO 3: Lentes de contato impregnadas com
nanoparticulas: caracterizacdo de uma plataforma inovadora para liberagédo
OCUIAr 08 TAMMACOS ...o.vicvieie et sttt sre e
Fig 1. Transmission electron microscopy images of blank and prednisolone-
loaded NANOEMUISIONS ........civiuiii it
Fig 2. In vitro prednisolone release profiles from Eudragit® RS100 or poly(e-
caprolactone) nanocapsules and the correspondent nanoemulsions, as well as the
diffusion profile from the prednisolone hydroalcoholic solution (Control) by
direct dialysis method. The continuous and dashed lines correspond to the fitting

to the mono- and biexponential equation, respectively .....................cooieel.

Xiv

57

71

73

77

78

79
80

89

102



Fig 3. lon permeability of lenses after 8 h of immersion in prednisolone-loaded
Eudragit® RS100 or poly(e-caprolactone) nanocapsules and the correspondent
NANOCINUISIONS ...\ttt ettt e e e e e e e iaee e e aaass
Fig 4. Transmittance analysis of contact lenses as a function of time until 48 h
of immersion in prednisolone-loaded formulations ..................................
Fig 5. Prednisolone loadings into contact lenses after 8 h of immersion in
prednisolone-loaded Eudragit® RS100 or poly(e-caprolactone) nanocapsules and
the correspondent NaNOEMUISIONS ... ..ottt
Fig 6. In vitro prednisolone release profiles from contact lens after 8 h of
immersion in prednisolone-loaded Eudragit® RS100 or poly(e-caprolactone)
nanocapsules and the correspondent nanoemulsions ....................c.oeeveunenn..
Fig 7. Scanning electron microscopy images of contact lenses surface and cross
section after association with prednisolone-loaded Eudragit® RS100
nanocapsules for 2, 8 0r 24 N ...,
Fig 8. Scanning electron microscopy images of contact lenses surface and cross
section after association with prednisolone-loaded poly(e-caprolactone)
nanocapsules For 2, 8 0r 24 N ...
Fig 9. Prednisolone loadings into contact lenses after 2 or 24 h of immersion in

Eudragit® RS100 or poly(e-caprolactone) prednisolone-loaded nanocapsules ......

XV

105

106

107

107

110

111






LISTA DE TABELAS

ARTIGO EM REDACAO 1: Lentes de contato e nanoemulsdes de 6leo de ricino
+ 0leo mineral: avaliagdo de uma estratégia inovadora para liberacdo oftalmica ......

Table 1. Physicochemical characteristics of nanoemulsions .............cccccevveeive e,

ARTIGO EM REDACAO 2: Nanocépsulas e lentes de contato: uma plataforma
para o desenvolvimento de um sistema ocular inovador de liberacdo de farmacos ...
Table 1. Quali-quantitative composition of nanocapsule formulations .................
Table 2. Particle size distribution and mean particle size of the formulations by
different techniques: laser diffraction, nanoparticle tracking analysis and photon
COTTEIAtION SPECITOSCOPY ..ttt ettt ettt ettt ettt e e e et e et et e e e eaaeeeneens
Table 3. Results of the physicochemical parameters of the formulations: pH, zeta

potential, drug content and encapsulation efficiency ...................ocoiiiil

ARTIGO EM REDACAO 3: Lentes de contato impregnadas com nanoparticulas:
caracterizacdo de uma plataforma inovadora para liberacdo ocular de farmacos ......
Table 1. Quali-quantitative composition of formulations ...............................
Table 2: Observed rate constants k, correlation coefficients and model selection
criteria obtained by fitting prednisolone release profiles from formulations to
monoexponential and biexponencial equations ................cooeiiiiiiiiiiiia...

Table 3: Observed rate constants k, correlation coefficients and model selection
criteria obtained by fitting prednisolone release profiles from contact lenses to

monoexponential and biexponencial equations ...................oociiii .

Xvii

35
47

57
63

72

74

89
95

104






SUMARIO

1. INTRODUGAD ..ottt sttt
2. OBIETIVOS ... e ettt e et e s anae s
2.1, ODJEUIVO QBIAI ...oovee i
2.2. ODbjetivos €SPECITICOS ....oiviiviiie ittt
3. REVISAO DE LITERATURA ..ottt
3.1. Formulagdes convencionais na terapia oftalmica ...........c.ccccooevninciincicnen,
3.2. Sistemas inovadores ndo-invasivos na terapia oftalmica ...........cccceveveinenne,

3. 2.1. Lentes de contato como plataforma para liberagdo de farmacos .................
3.2.2. Sistemas nanoestruturados e sua aplicagdo oftalmica ...........ccecevvriiiiiriinnnen.
3.2.3. Sistemas nanoestruturados e lentes de CoNtato ..........ccceevvvevvivivieciese e,

4. ARTIGOS EM REDAGAOD ....cooooviieeeeeet et ness s an s
4.1. Artigo em redacdo 1: Lentes de contato e nanoemulsdes de oleo de ricino +
6leo mineral: avaliacdo de uma estratégia inovadora para liberacéo oftalmica .......
4.2. Artigo em redacgédo 2: Nanocapsulas e lentes de contato: uma plataforma para o
desenvolvimento de um sistema ocular inovador de liberacdo de farmacos .........
4.3. Artigo em redacdo 3: Lentes de contato impregnadas com nanoparticulas:
caracterizacdo de uma plataforma inovadora para liberacdo ocular de farmacos ....

5. DISCUSSAO GERAL ......oovmiiii e

6. CONCLUSOES ...ttt st
REFERENCIAS .....ooiiiiiiieee e

XiX

© ©O© N B

11
13
17
18
22
28
33

35

57






1. INTRODUCAO







Apesar dos inumeros avancos cientificos, a liberacdo oftalmica de farmacos
permanece um grande desafio para os pesquisadores da area médica e farmacéutica. A
maioria das doencas oculares é tratada topicamente atraves da aplicacdo de formas
farmacéuticas liquidas convencionais (colirios), como solucGes e suspensdes (SAHOO;
DILNAWAZ; KRISHNAHUMAR, 2008), as quais apresentam baixa biodisponibilidade
ocular (LANG, 1995; LANGER; ZIMMER; KREUTER, 1997). Ao longo dos anos,
diversas alternativas foram propostas visando solucionar este problema, seja através de
mudangas tecnoldgicas nas formulagdes, como o aumento da viscosidade e a utilizagdo de
veiculos oleosos, ou atraveés do uso de novos dispositivos, como implantes oftalmicos,
lentes de contato e sistemas carreadores. Em geral, o objetivo primério é evitar a rapida
eliminacdo dos farmacos do dominio ocular e obter uma liberacdo lenta a partir de um
depdsito intraocular ou pré-corneal (LANGER; ZIMMER; KREUTER, 1997).

Lentes de contato sdo materiais médicos usados majoritariamente visando a
correcdo de erros refrativos oculares (ametropias) que causam prejuizo a qualidade da
visdo, como miopia, hipermetropia e astigmatismo. No entanto, tambem podem ser
empregadas visando o alivio de dor ocular e auxiliando no processo de cicatrizacdo da
cornea, através da protecdo mecanica entre as palpebras e a superficie corneana, além de
contribuir para a manutencdo da hidratacdo do epitélio corneano (ALVAREZ-
LORENZO; HIRATANI; CONCHEIRO, 2006) e neste caso classificadas como lentes de
contato terapéuticas. Lentes de contato foram descritas como um possivel sistema para
liberacdo de farmacos pela primeira vez em 1960 (WICHTERLE, 1960) e, embora
diversos grupos de pesquisa tenham desenvolvido e caracterizado lentes de contato para
este fim (KIM; CONWAY; CHAUHAN, 2008; CIOLINO et al., 2011; DANION et al.,
2007a), ainda ndo ha um produto disponivel comercialmente (CIOLINO et al., 2011). O
seu alto grau de conforto, aceitabilidade, biocompatibilidade e a capacidade de aumentar
0 tempo de permanéncia de farmacos na cavidade ocular sdo propriedades das lentes
hidrofilicas que as tornam uma alternativa interessante para a liberacdo de farmacos
(CREECH; CHAUHAN; RADKE, 2001; LI; CHAUHAN, 2006).
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Lentes medicamentosas podem ser obtidas a partir de diferentes técnicas com
variados graus de complexidade, sendo a pioneira e mais simples delas a imersdo em
solucdes do farmaco (KIM; CHAUHAN, 2008). No entanto, esta estratégia nao
proporciona controle na velocidade de liberagdo, sendo que baixa dose de farmaco €
carreada e esta se esgota em um curto periodo (KIM; CHAUHAN, 2008). Dentre as
técnicas mais complexas, destacam-se a impregnacao de farmacos por fluido supercritico
(COSTA et al., 2010), alteracdes na composi¢do da mistura pré-polimerizacao [adicdo de
uma solucdo do farmaco (CIOLINO et al., 2011), de uma dispersao coloidal (GULSEN;
CHAUHAN, 2005) ou ciclodextrinas (XU; LI; SUN, 2010a)], imobilizacdo do farmaco
na matriz da lente através de ligacOes labeis reversiveis e alojamento do farmaco em
cavidades moleculares impressas (molecular imprinting) (ALVAREZ-LORENZO;
HIRATANI; CONCHEIRO, 2006).

No ambito das ciéncias farmacéuticas, a nanobiotecnologia ou nanomedicina tem
sido utilizada para o desenvolvimento de sistemas coloidais nanoestruturados capazes de
controlar a liberacdo de farmacos (MIYAZAKI; ISLAM, 2007). Estes nanossistemas
podem ser administrados por diferentes vias como a intravenosa, ocular ou dérmica,
indicando a sua versatilidade (ALONSO, 2004). Dentre os sistemas nanoestruturados para
uso terapéutico, as nanoparticulas lipidicas e polimeéricas, nanoemulsées, lipossomas,
niossomas, dendrimeros e ciclodextrinas (SAHOO; DILNAWAZ; KRISHNAKUMAR,

2008) tem sido amplamente estudadas.

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores que apresentam diametro
inferior a 1 pum e diferem entre si de acordo com a composi¢do e organizacgédo estrutural
(SCHAFFAZICK et al., 2003; KUMARI; YADAV; YADAV, 2010), podendo
diferenciar-se em nanocépsulas e nanoesferas. Nanocapsulas apresentam em sua estrutura
um nucleo oleoso envolto por uma membrana polimérica, ao passo que as nanoesferas
caracterizam-se pela auséncia de 6leo, configurando-se como uma matriz polimérica. As

nanoemulsdes, por sua vez, ndo apresentam polimeros em sua composi¢do, constituindo-



se por goticulas de O&leo estabilizadas por uma combinacdo de tensoativos
(SCHAFAZZICK et al., 2003). Para a aplicacdo oftdlmica destas nanoestruturas €
necessario que elas ndo sejam irritantes aos tecidos oculares, como cérnea, iris ou
conjuntiva, podendo agir como carreadores inertes de farmacos oftalmicos (SAHOO;
DILNAWAZ; KRISHNAKUMAR, 2008) e oferecendo vantagens como 0 aumento da
estabilidade e o controle da liberagcdo de substancias ativas (OURIQUE et al., 2008), acéo
terapéutica com menor dose e menos efeitos colaterais oculares e sistémicos
(VANDAMME, 2002). Neste sentido, a associacdo de lentes de contato, que por si sé
atuam como uma barreira para a difusdo de farmacos, com nanoparticulas apresenta-se
como uma alternativa promissora para liberagdo controlada de farmacos e outros

compostos de interesse na cavidade ocular.

Com base no exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar a viabilidade
tecnologica de desenvolvimento de um sistema ocular inovador, baseado na associacdo de
lentes de contato hidrofilicas e dispersdes nanoestruturadas (nanocéapsulas ou
nanoemulsdes), visando o aumento da permanéncia de farmacos ou outras substancias de
interesse na cavidade ocular. E importante ressaltar que na literatura cientifica pertinente
ndo ha relatos explorando essa estratégia. Sendo assim, este estudo apresenta um aspecto
inédito através da proposicdo de um sistema ocular diferenciado fazendo uso da

nanotecnologia.

De acordo com as normas vigentes do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, a presente dissertacdo foi
redigida na forma de encarte de publicacdes. Assim, este exemplar encontra-se divido da
seguinte forma: Introducdo, contendo a apresentacdo do tema e a formulacdo da hipdtese
geral deste trabalho; Objetivo geral e especificos; Revisdo de literatura; Artigos em
redacdo 1, 2 e 3 a serem submetidos a distintos periédicos cientificos; Discussao geral,
visando a compreensdo global dos resultados apresentados nas diferentes etapas do

trabalho; Conclusdes e Referéncias.






2. OBJETIVOS







2.1. Objetivo geral

Desenvolver um sistema ocular inovador para terapia ocular baseado na associacéo
de lentes de contato hidrofilicas e dispersdes nanoestruturadas como alternativa para
aumentar o tempo de permanéncia de farmacos e outros compostos de interesse na

superficie ocular.
2.2. Objetivos especificos

e Desenvolver nanocépsulas e nanoemulsées contendo 6leo de ricino e 6leo
mineral pelos métodos de deposicédo interfacial de polimero pré-formado e

emulsificacdo espontanea, respectivamente;

e Estudar a incorporagdo de um farmaco modelo com aplicacdo oftalmica, a

prednisolona, as nanoestruturas propostas;

e Determinar o potencial de irritacdo ocular in vitro e de citotoxicidade das

dispersdes coloidais desenvolvidas;

e Auvaliar a viabilidade tecnoldgica de se obter um sistema para terapia ocular
através da associacdo de nanoestruturas a lentes de contato hidrofilicas,

estudando os efeitos da associacdo as propriedades da lente;

e Estudar o perfil de liberacdo in vitro do farmaco modelo a partir das

formulacgdes e da plataforma desenvolvida.






3. REVISAO DE LITERATURA







3.1. Formulagdes convencionais na terapia oftalmica

As formulagdes atualmente disponiveis para aplicacdo tdpica de farmacos
oftdlmicos sob a forma farmacéutica de colirio (solucdo ou suspensdo) representam
aproximadamente 70% do total e sdo prescritas em 9 de 10 receituarios para tratar alguma
desordem ou promover alivio de desconfortos oculares (COSTA et al., 2010). No entanto,
frequentemente apresentam-se ineficazes devido ao baixo tempo de residéncia na
cavidade ocular (LANG, 1995), a absorcdo erratica e consequente flutuacdo na
concentracdo do farmaco, gerando uma alta concentracao transitoria seguida de um curto
tempo com concentracdo terapéutica efetiva e entdo um longo periodo de doses baixas
(JARVINEN; JARVINEN; URTTI, 1995; CALVO; VILA-JATO; ALONSO, 1997).

H& uma série de eficientes mecanismos de eliminagdo de substancias estranhas da
cavidade ocular, tais como a producéo lacrimal normal e reflexa, drenagem nasolacrimal e
mesmo o ato de piscar que fazem com que apoés a instilagcdo de um colirio a formulacéo
seja eliminada da area pré-corneal em menos de 5 minutos (LEE; ROBINSON, 2003).
Além disso, a drenagem nasolacrimal pode levar a absorcédo sisttémica do farmaco pela
mucosa nasal, trato gastrointestinal ou através dos vasos locais da conjuntiva, podendo
gerar efeitos colaterais indesejaveis (CALVO; VILA-JATO; ALONSO, 1997; MACHA,;
MITRA; HUGHES, 2003; GULSEN; CHAUHAN, 2005; GULSEN; LI; CHAUHAN,
2005).

Esquemas de administracdo com repetidas doses diarias, concentracdes elevadas ou
alta viscosidade da formulacéo (cremes, géis e pomadas) Sa0 necessarios para aumentar o
tempo de permanéncia do farmaco na cavidade pré-corneal. No entanto, implicam na
diminuicdo da adesédo do paciente ao tratamento, graves efeitos adversos locais ou
sistémicos e apds a administracdo de formulacdes com viscosidade aumentada, visao

turva e irritacdo ocular séo frequentemente relatadas (XU; LI; SUN, 2010a).
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As formas farmacéuticas oftdlmicas convencionais sdo relativamente simples, nas
quais farmacos hidrossoluveis sdo formulados em solugdo aquosa, enquanto oS
lipossoltveis em suspensdo ou pomada (CUNHA JUNIOR et al., 2003). Considerando as
formulacdes liquidas (colirios), a estas podem ser adicionados substancias doadoras de
viscosidade como os polimeros sintéticos [alcool polivinilico (PVA), polivinilpirrolidona
(PVP), polietilenoglicol (PEG) e acido poliacrilico (PAA)], bem como os derivados da
celulose, pois sdo biocompativeis e apresentam propriedades fisico-quimicas satisfatorias.
Entretanto, a eliminacdo destas formulacbes da area pré-corneal é ainda muito rapida
(SINTZEL et al., 1996).

Promotores de absor¢do ou penetracdo, como tensoativos, cloreto de benzalcénio,
EDTA e quitosana podem ser utilizados para aumentar a permeabilidade da membrana
celular ou desestruturar as fenestragdes justapostas da cornea, podendo aumentar o
transporte de substéncias através desta (KAUR; SMITHA, 2002). No entanto, ha
evidéncias de que os préprios promotores de absor¢do ao penetrarem nos tecidos oculares
podem acumular-se na cérnea, corpo ciliar e iris e causar complicagdes, como irritacéo
ocular e alteracdes na permeabilidade dos vasos sanguineos do trato uveal (constituido
pela iris, o corpo ciliar e a cordide), acelerando indiretamente a remocéo do farmaco do
humor aquoso (KAUR et al., 2004). Por sua vez, a administracdo de farmaco pela via oral
para o tratamento de desordens da via ocular pode acarretar severos efeitos colaterais em
funcdo da elevada dose que se faz necessaria (SHIMMER; PARKER, 2006).

Embora ndo seja uma alternativa terapéutica convencional é importante mencionar
as vias de administracdo periocular (subconjuntival, subtenoniana ou retrobulbar) e intra-
ocular (intracameral ou intravitreal), utilizadas no tratamento de doencgas oculares que
acometem o vitreo e a retina, principalmente devido a dificuldade de acesso a esses
tecidos. Estas vias apresentam vantagens como a superacdo da barreira exercida pelo
epitélio corneano e conjuntiva, a obtencdo de maiores concentragdes no meio intra-cular e

menor freqiiéncia de aplicacdo. No entanto, podem gerar aumento da presséo intra-ocular,
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catarata, hifema (acimulo de sangue na cdmara anterior do olho), estrabismo, entre outras
(GAUDANA et al., 2009). Além disso, a injecdo intra-ocular de formas farmacéuticas
liquidas fica suscetivel a rdpida circulacdo sanguinea, promovendo meia-vida reduzida e
concentracdes a niveis subterapéuticos. Para manter os niveis do farmaco dentro da faixa
terapéutica, sdo necessarias injecOes repetidas, as quais podem causar desconforto para o
paciente e ocasionar complicacdes como hemorragia vitrea, infeccBes, catarata e
descolamento da retina (FIALHO et al., 2003).

Visando aumentar a biodisponibilidade e o tempo de acdo dos farmacos, sistemas
de liberacdo poliméricos (biodegradaveis ou ndo) para utilizacdo intravitrea tem sido
estudados (FIALHO et al., 2003; FIALHO et al., 2007). Da Silva e colaboradores (2011)
sintetizaram implantes intraoculares para o tratamento da uveite através da incorporagao
de acetato de dexametasona em nanocompositos de poliuretano biodegradavel [derivado
da poli(e-caprolactona)], sem a utilizacdo de solventes organicos. A incorporacdo de
nanoparticulas (MMT Cloisite® Na*, Southern Clay Products, EUA) ao polimero permitiu
modular as propriedades mecénicas e a biodegradabilidade deste sistema, obtendo-se um
dispositivo com propriedades mecénicas comparaveis aos tecidos oculares. N&o foi
observada toxicidade in vitro frente a linhagem celular representativa do epitélio
pigmentado da retina humana (ARPE-19) ap0s 7 dias de contato com o nanocompadsito.
Além disso, em estudo de liberacdo in vitro, este sistema foi capaz de liberar o farmaco
por um longo periodo (371 dias) a uma velocidade quase constante, demonstrando o

potencial para aplicagdo como um dispositivo de longa duracao.

Em outro estudo (FIALHO et al., 2007) do mesmo grupo de pesquisa foi estudado
0 desenvolvimento de implantes intra-oculares para tratamentos de longa duracéo
(doencas crénicas do vitreo e retina), com a vantagem de poder implanta-lo sem cirurgia,
utilizando uma nova técnica. Os resultados demonstram que o dispositivo desenvolvido

prolongou o tempo de liberacdo do farmaco, sem provocar alteracdes histologicas na

15



retina ou elevar a pressdo intra-ocular em olhos de coelhos. Estudos in vivo estdo em

andamento para avaliar a eficicia do implante.

Exemplos de implantes para utilizagdo intravitrea, como o Retisert® (fluocinolona
acetonida 0,59 mg, tratamento de uveite ndo-infecciosa crénica no segmento posterior do
olho) (BAUSCH & LOMB, 2012a) e Vitrasert® (ganciclovir 4,5 mg, tratamento da
retinite causada por citomegalovirus em pacientes com imunodeficiéncia adquirida)
(BAUSCH & LOMB, 2012b), ambos da empresa Bausch & Lomb Inc., estdo disponiveis
comercialmente a custo elevadissimo. Embora a via periocular seja um pouco menos
invasiva que as injecOes intravitreas, ambas sdo traumaticas e, por isso, reservadas para o
tratamento de condicgOes severas quando outras possibilidades sdo inviaveis (ALVAREZ-
LORENZO; HIRATANI; CONCHEIRO, 2006).

Considerando as classes de farmacos empregadas em tratamentos topicos oculares,
destacam-se 0s antimicrobianos, antivirais, mioticos, midriaticos, anestesicos locais, anti-
inflamatorios e antihistaminicos (ALVAREZ-LORENZO; HIRATANI; CONCHEIRO,
2006). Para a realizacdo deste trabalho, a prednisolona, um anti-inflamatorio
glicocorticoide, foi selecionado como farmaco modelo. Os glicocorticdides representam
um papel importante devido aos seus efeitos anti-inflamatorios e imunossupressores,
atuando de forma a diminuir ou impedir a resposta tissular ao processo inflamatério por
intermédio da reducdo do desenvolvimento dos sintomas da inflamacdo (BARNES,
1993). A prednisolona encontra-se comercialmente disponivel sob a forma farmacéutica
de colirio, comprimido e solucdo para via oral e, na oftalmologia, é utilizada no
tratamento de hipersensibilidade ocular, uveite, doencas inflamatorias da parte posterior
do olho associadas com infecgOes e cicatrizacdo ocular, assim como no tratamento de
inflamacBes poOs-operatorias de cirurgia refrativa, cdrnea e intra-ocular (HENDERER;
RAPUANO, 2006). Os efeitos colaterais dos glicocorticbides tém-se revelado
estritamente dependentes da dose (ROSEN; MINER, 2005), apresentando algumas

complicacdes decorrentes da sua absor¢édo sistémica e uso continuo, tais como: distdrbios
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hidroeletroliticos, hipertensdo, hiperglicemia e osteoporose, além de aumento da pressao
intra-ocular (SHIMMER; PARKER, 2006) e retinopatia central serosa (descolamento da
retina) (SHAH et al., 2011; ALTEN; MEYER, 2011).

3.2. Sistemas inovadores ndo-invasivos na terapia oftalmica

As pesquisas na area visando desenvolver um sistema que possa ser mais efetivo
na liberacdo oftdlmica de farmacos sdo estimuladas frente as limitacGes dos sistemas
convencionais. Diferentes tipos de sistemas inovadores ndo-invasivos para administragao
oftdlmica tem sido propostos para aumentar o tempo de permanéncia pre-corneal de
farmacos (GULSEN; CHAUHAN, 2005; MACHA; MITRA; HUGHES, 2003; LEE;
ROBINSON, 2003). Entres estes se destacam as ciclodextrinas (XU; LI; SUN, 2010a), as
nanoparticulas (FRONZA; CAMPOS; TEIXEIRA, 2004; PIGNATELLO et al., 2006;
NAGARWAL et al.,, 2009; GUPTA et al.,, 2010), os polimeros bioadesivos (LE
BOURLAIS et al.,, 1998; PIGNATELLO et al., 2002; IBRAHIM; EL-LEITHY;
MAKKY, 2010; DE LA FUENTE et al., 2010) e as lentes de contato (WALTMAN;
KAUFMAN, 1970; HILLMAN, 1974; JAIN, 1988; HEHL et al.,, 1999; THAI;
TOMLINSON; SIMMONS, 2002; DANION et al., 2007a; KIM; CONWAY;
CHAUHAN, 2008; KAPOOR et al., 2009; SANTOS et al., 2009; COSTA et al., 2010).

FormulacGes preparadas com base em polimeros bioadesivos, como os derivados
da celulose (metilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, carboximetilcelulose sédica),
polissacarideos (quitosana, goma xantana, acido poligalacturénico) e acrilatos (&cido
poliacrilico e carbdmeros) podem interagir com as mucinas do filme lacrimal e aumentar
0 tempo de permanéncia na area pré-corneal (LUDWIG, 2005). Dentre estes polimeros, a
quitosana, um biopolimero policationico biodegradavel, com propriedades cicatrizantes e
antimicrobianas, tem sido intensamente estudado, sendo empregada para a obtencdo de
géis para uso dermatoldgico (CONTRI et al., 2010), como veiculo para a liberacdo de
farmacos oftdlmicos (KHANGTRAGOOL et al., 2011) ou para o revestimento de
particulas (SIQUEIRA et al., 2011). As propriedades mucoadesivas da quitosana sao
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determinadas pela formagdo de interagdes ibnicas entre 0s grupamentos amino
positivamente carregados da quitosana e o0s residuos de acido sialico negativamente
carregados das mucinas, dependendo do pH local (LUDWIG, 2005).

Uma alternativa terapéutica mais sofisticada utiliza polimeros fluidos(poloxamers)
a temperatura ambiente que, quando aplicados na area pré-corneal, adquirem consisténcia
semissoélida, através de um processo denominado gelificacdo in situ. Este fendmeno é
causado por uma mudanca na conformacéo do polimero, que passa da forma micelar para
uma forma auto-organizada, podendo ser ativada pela temperatura da superficie ocular,
pH da lagrima ou contetdo idnico do filme lacrimal (KAUR; KANWAR, 2002). Embora
amplamente utilizado, estes polimeros apresentam a desvantagem de possuirem baixa

resisténcia mecanica, sendo bastante suscetiveis a erosdo (GRATIERI et al., 2011).

Visando contornar esta limitacdo, Gratieri e colaboradores (2011) desenvolveram
uma combinacdo de quitosana e poloxamer para aumentar e sustentar a liberagdo de
fluconazol ap6s a administragdo topica usando a estratégia da gelificacdo in situ. Os
resultados da permeacdo ex vivo em cornea de suinos mostraram que ha aumento da
permeacao do farmaco quando a combinacédo de quitosana e poloxamer foi empregada, o
qual é independente da concentracdo de quitosana em uma faixa de 0,5 a 1,5 % (v/v). No
estudo de permeacdo in vivo, usando coelhos albinos da raca Nova Zelandia, os resultados
foram similares para a formulacdo desenvolvida e uma solucdo do farmaco contendo 1%
de quitosana, apresentando permeacédo 3,5 vezes maior comparada a uma solucéo aquosa
do farmaco. Assim como para 0s sistemas convencionais, duas das principais
desvantagens dessas formulacdes de elevada viscosidade é a pegajosidade e a visdo turva
(ALVAREZ-LORENZO; HIRATANI; CONCHEIRO, 2006).

3.2.1. Lentes de contato como plataforma para liberacéo de farmacos

Estima-se que 125 milhdes de pessoas no mundo sejam usuarias de lentes de

contato (BARR, 2005) e este numero aumenta a cada ano. No entanto, quando ha
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necessidade de tratar alguma desordem ocular, 0s usuérios de lentes de contato podem
esbarrar em algumas dificuldades. O uso de suspensdes e pomadas oftadlmicas, por
exemplo, pode causar extremo desconforto, uma vez que as particulas do farmaco das
suspensdes podem se acomodar entre a cornea e a lente e as pomadas podem ndo apenas
embacar a visdo, mas também manchar a lente. Uma forma farmacéutica alternativa,
como uma solucdo oftalmica, pode ser prescrita, no entanto, a sua eliminacdo é muito
rapida e evitar o uso de lentes até que a terapia seja finalizada, aumenta a possibilidade de
0 paciente ndo aderir ao tratamento (REDDY; GANESAN, 2011).

Uma busca no banco de dados do Institute for Scientific Information (Thomson
Reuters Corporation), cruzando as palavras-chave contact lens e drug delivery reflete o
interesse nas lentes de contato como sistema para a liberacdo de farmacos, dado o
crescente volume de publicagfes entre os anos de 1975 e 2011 (Figura 1). No mesmo
periodo, 156 patentes foram registradas (dado ndo apresentado). Sugere-se que este
grande interesse em lentes de contato, especialmente hidrofilicas, como plataforma para
liberagdo de farmacos, seja devido ao seu elevado grau de conforto (XU; LI; SUN,
2010a).

As lentes medicamentosas podem ser obtidas a partir de diferentes técnicas de
impregnacdo com variados graus de complexidade, sendo a mais simples e também
pioneira a imersdo em solucdes do farmaco (WALTMAN; KAUFMAN, 1970;
HILLMAN, 1974; HEHL et al., 1999; BOONE; HUI; LYNDON, 2009). Nesta técnica, as
lentes absorvem os farmacos e os liberam majoritariamente no fluido lacrimal pds-lente
(entre a lente e a cdrnea), minimizando a eliminacdo e absorcdo via conjuntiva
(ALVAREZ-LORENZO; HIRATANI; CONCHEIRO, 2006). A habilidade das lentes de
contato para atuarem como reservatorio de farmacos depende do seu conteddo de agua,
espessura e tamanho dos poros, bem como do peso molecular e concentracdo do farmaco
na solucdo de imersdo (JAIN; BATRA, 1979; ALVAREZ-LORENZO; HIRATANI;

CONCHEIRO, 2006), variaveis que influenciam no tempo necessario para atingir a
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concentracdo de saturacdo da lente. De maneira geral, quanto maior o contetdo de agua
da lente, maior a sua capacidade de carreamento, uma vez que é esperado que a
quantidade de farmaco carreada seja proporcional ao volume de agua do hidrogel. No
entanto, embora a capacidade de carga seja maior, também o é a velocidade de liberacdo
(KIM; BAE; OKANO, 1992).

Numero de publicagdes
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Figura 1. Numero de publicacBes (artigos e revisdes) em revistas indexadas junto ao
Institute of Scientific Information, de 1975-2011, para o cruzamento das palavras-chave
drug delivery e contact lens. (Fonte: Plataforma ISI Web of Sciences®, Thomson Reuters
Corporation. Acesso: 17.01.12).

Apos a imersdo da lente em uma solucdo do farmaco, este se encontrara livremente
disperso na sua estrutura e, por isso, a sua velocidade de liberacdo apresentara baixo ou
nenhum controle (DANION et al., 2007b), levando ao esgotamento do farmaco em um
curto periodo. Além disso, quanto menor o0 peso molecular do farmaco mais rapido
ocorrera a sua liberacdo (ALVAREZ-LORENZO; HIRATANI; CONCHEIRO, 2006).
Estas limitacdes também sdo observadas em outras abordagens, como na adi¢do da
solucdo contendo o farmaco na concavidade da lente antes de posiciona-la no olho ou
instilacdo de gotas de um colirio na sua superficie depois de posicionada (RUBINSTEIN;
EVANS, 1997).
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Visando contornar esta rpida liberacdo, a dissolucdo do farmaco diretamente na
mistura de mondmeros que originara a lente de contato apds a polimerizacdo (KIM;
CHAUHAN, 2008; XU; LI; SUN, 2010b) foi a primeira abordagem descrita. No entanto,
este método limita a incorporagdo de farmacos hidrofébicos devido a baixa solubilidade
na solucdo de hidroetilmetacrilato (HEMA), um dos polimeros mais amplamente
utilizados para obtencédo de lentes de contato hidrofilicas. Além disso, a possibilidade de
que as moléculas do farmaco reajam com os mondmeros durante a polimerizacdo e
consequentemente percam sua atividade (GULSEN; CHAUHAN, 2005) é uma
desvantagem deste método. Outras modificaces mais elaboradas na composicdo e

superficie da lente de contato tem sido propostas (Figura 2).
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Figura 2: Diferentes possibilidades de obtencdo de lentes de contato carreadas com
farmacos para liberacdo controlada através de modificaces na sua composi¢do ou
superficie. (A) imobilizacdo reversivel do farmaco por ligacdo labil; (B) copolimerizacao
com mondmeros funcionais capaz de interagirem com o farmaco ndo-covalentemente; (C)
incorporacdo de estruturas coloidais contendo o farmaco na mistura de polimerizacgéo; (D)
farmaco alojado em cavidades moleculares impressas (molecular imprinting). Adaptado
de: ALVAREZ-LORENZO; HIRATANI; CONCHEIRO, 2006.

E importante ressaltar que, embora algumas destas estratégias tenham conseguido
prolongar o tempo de liberacdo dos farmacos associados, 0s processos de obtencdo séo
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mais elaborados e/ou em nivel de fabricacdo. Além disso, independente da estratégia
utilizada, a lente de contato deve manter-se hidrofilica, permeavel a ions e oxigénio e com
suas propriedades Opticas, morfoldgicas e mecanicas, garantindo sua adequabilidade para
0 uso (ALVAREZ-LORENZO; HIRATANI; CONCHEIRO, 2006).

Dentre as técnicas citadas na Figura 2, a de incorporacdo de estruturas coloidais a
mistura de mondmeros serd abordada na sessdo 3.2.3. No entanto, as demais estratégias

ndo serdo aqui descritas, pois a obtencdo de novos hidrogéis ndo é o foco deste trabalho.
3.2.2. Sistemas nanoestruturados e sua aplicacdo oftalmica

Os resultados de pesquisas cientificas sugerem que a medicina ocular se
beneficiara enormemente do uso da tecnologia na escala nanométrica (DIEBOLD;
CALONGE, 2010). Carreadores coloidais de farmacos, como os lipossomas, as
nanoparticulas poliméricas e lipidicas e as nanoemulsdes tem atraido crescente interesse
nos ultimos 30 anos como Vveiculos para administracdo de farmacos. Algumas vantagens
destes sistemas na terapia ocular topica séo a facilidade de aplicacdo tal como um colirio;
0 tamanho diminuto das particulas, 0 que evita a sensacdo de desconforto quando
comparado com particulas maiores (LANGER; ZIMMER; KREUTER, 1997; DAS;
SURESH; DESMUKH, 2010); a protecdo do farmaco frente as enzimas lacrimais ou do
epitélio corneano (KAUR et al., 2004); a capacidade de aumentar a biodisponibilidade de
farmacos no segmento posterior e anterior do olho, podendo levar a diminuicdo da
frequéncia de administracdo, dose e toxicidade local e/ou sistémica. A escolha do tipo de
nanossistema a ser utilizado recaira, principalmente, sobre a sua biodegradabilidade,
biocompatibilidade, compatibilidade fisica e quimica com o farmaco, e a via de
administracéo a ser utilizada (ROSSI-BERGMANN, 2008).

A efetividade das nanoestruturas como sistema de liberacdo ocular depende de
diversos fatores, incluindo a eficiéncia de encapsulacdo do farmaco, o tamanho e a carga

de superficie da particula, a localizacdo do farmaco na estrutura, a estabilidade no saco
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conjuntival e demais tecidos oculares e sua afinidade com a cérnea (KAUR et al., 2004).
De maneira geral, sabe-se que as nanoestruturas que apresentam potencial zeta positivo
podem interagir com as mucinas, proteinas negativamente carregadas presentes na
superficie da cdérnea e conjuntiva (CALVO; VILA-JATO; ALONSO, 1997), prolongando
0 tempo de residéncia do farmaco no saco conjuntival, uma vez que a eliminacdo sera
controlada pela renovagdo bem mais lenta do muco ocular em detrimento da renovagao
lacrimal (KAUR; SMITHA, 2002). Neste sentido, o revestimento das particulas com
polimeros bioadesivos (&cido hialurbnico, quitosana e &cido poliacrilico) pode

potencializar este sistema de liberacdo de farmacos.

Os lipossomas representam a primeira geracdo de carreadores coloidais e, por isso,
encontram-se bem caracterizados em termos de fisico-quimica, estrutura, estabilidade,
toxicidade e formas de administragdo in vivo, incluindo a ocular (SANTOS;
CASTANHO, 2002; EBRAHIM; PEYMAN; LEE, 2005). Constituem-se em estruturas
formadas por membranas fosfolipidicas organizadas em uma ou mais bicamadas
concéntricas em torno de um ndcleo aquoso, sendo completamente biodegradaveis.
Devido ao caréater anfifilico dos fosfolipidios e sua organizacdo em estruturas fechadas, os
lipossomas podem encapsular moléculas hidrofébicas na membrana da bicamada e/ou
compostos hidrofilicos na cavidade aquosa interna. Entretanto, dificuldades de
transposicao de escala, limitada estabilidade fisico-quimica e o alto custo de formulacéo
sdo as maiores barreiras para a sua producdo (GABRIELLE-MADELMONT; LESIEUR;
OLLIVON, 2004; JOSHI; MULLER, 2009).

Com relacdo a aplicacdo ocular, os lipossomas oferecem vantagens no tratamento
de distarbios do segmento anterior e posterior do olho. Sabe-se que os lipossomas podem
aumentar a absorcao de farmacos para a regido anterior por interagirem intimamente com
a cornea e a conjuntiva (SCHAEFFER; KROHN, 1982; ALVAREZ-LORENZO;
HIRATANI; CONCHEIRO, 2006), enquanto que para acdo na parte posterior do olho, as

vantagens de utilizacdo dos lipossomas sdo 0 aumento do tempo de permanéncia, a baixa
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toxicidade e a liberagdo especifica para o epitélio pigmentado da retina (EBRAHIM,;
PEYMAN; LEE, 2005). Uma desvantagem dos lipossomas na aplicacdo ocular € a
captura das vesiculas que sdo positivamente carregados pelas mucinas, proteinas
presentes no fluido lacrimal, em detrimento das ani6nicas e ndo-ibnicas, que pode levar a
sua completa desintegracdo (NAGARWAL et al., 2009).

Li e colaboradores (2012) desenvolveram lipossomas contendo diclofenaco sodico
e 0s revestiram com quitosana de baixo peso molecular (8 kDa). O revestimento inverteu
0 potencial zeta das vesiculas para valores positivos, aumentou sutilmente o tamanho de
particula e melhorou a estabilidade fisico-quimica da formulacdo (30 dias a 25°C). Os
resultados do teste de Draize ndo demonstraram irritacdo ou toxicidade durante ou apos o
tratamento continuo (7 dias) com a formulacéo desenvolvida. A bioadesividade ocular foi
avaliada in vivo em coelhos e os resultados demonstraram que os lipossomas revestidos
foram superiores comparados aos ndo revestidos ou a solucdo do farmaco. Esta

bioadesividade superior explicaria a maior penetracao transcorneal observada.

Ha comercialmente disponivel uma formulacdo de lipossomas para infusdo
intravenosa (Visudyne®, Novartis Ophthalmics), contendo o farmaco verteporfina,
utilizado no tratamento de degeneracdo macular relacionada a idade que provoca manchas
escuras no centro da visdo e pode levar a cegueira. Este medicamento é ativado no olho
por incidéncia de um laser ndo-térmico (terapia fotodindmica), 15 minutos apés a
administracdo intravenosa. Esse procedimento provoca o fechamento dos vasos
sanguineos coroidianos anormais, deixando 0s vasos normais em funcionamento
(ANVISA, 2012a). Outro produto disponivel no mercado é o Tears Again Advanced
Liposome Eyelid Spray (OCuSOFT, Inc., 2012), indicado para o tratamento da sindrome
do olho seco, de leve a moderada. O produto € aplicado sobre as péalpebras fechadas,
provoca minima distor¢do visual e acredita-se agir como um “selante” da produgdo

lacrimal.
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As nanoparticulas poliméricas, estudadas desde a década de 80, sdo sistemas
coloidais constituidos de particulas menores do que 1 um (normalmente entre 100-500
nm) e incluem tanto nanocédpsulas como nanoesferas (NAGARWAL et al., 2009; MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). As nanocépsulas consistem em sistemas
reservatorios contendo um ndcleo oleoso envolto por uma membrana polimérica,
enquanto nanoesferas ndo apresentam 6leo em sua composicdo, originando uma matriz
polimérica (KUMARI; YADAVI; YADAVI, 2010). Se adicionado a formulagdo, o
farmaco podera estar disperso no nucleo ou na matriz polimérica e/ou adsorvido a parede
da particula (NAGARWAL et al., 2009). Recentemente, o desenvolvimento de
nanocapsulas de nucleo lipidico foi descrito na literatura (JAGER et al., 2009). Estas
particulas se caracterizam por apresentar um nudcleo composto pela dispersdo de um
lipidio so6lido em um lipidio liquido envolto por uma membrana polimérica. Estas
nanoestruturas podem ser revestidas com polimeros hidrofilicos ou mesmo
funcionalizadas com anticorpos (DIEBOLD; CALONGE, 2010).

As nanoparticulas poliméricas podem ser compativeis com tecidos e células se
preparadas a partir de materiais polimericos que sejam biocompativeis ou biodegradaveis
(ZHANG et al., 2008). Vantagens das nanocapsulas poliméricas incluem a alta eficiéncia
de encapsulacdo, especialmente de farmacos hidrofobicos devido a natureza lipofilica do
nucleo, menor conteddo de material polimérico em relagcdo as nanoesferas e a protecédo de
substancias ativas contra agentes de degradacdo extrinsecos, como a luz (OURIQUE et
al., 2008; FONTANA et al., 2009). Em relacdo aos lipossomas, as nanoparticulas
poliméricas apresentam maior estabilidade in vivo e durante o armazenamento
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Para aplicacdo oftalmica, as nanoparticulas poliméricas podem ser administradas
como colirios em funcdo de sua baixa viscosidade e com maior intervalo, devido a
permanéncia prolongada na porcdo extraocular (NAGARWAL et al., 2009).

Nanocapsulas de poli(e-caprolactona) com nucleo oleoso composto por Mygliol® 840
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foram obtidas pelo método de nanoprecipitacdo e avaliadas como potencial sistema de
liberacdo ocular de ciclosporina A (CALVO et al., 1996), um farmaco imunossupressor
utilizado para aumentar a producdo lacrimal em pacientes cuja producdo é suprimida
devido a ceratoconjuntive seca (ANVISA, 2012b). A quantidade de farmaco encontrada
na cérnea foi 5 vezes maior quando a ciclosporina foi nanoencapsulada, comparada a
solucdo oleosa de igual concentracdo. Em outro estudo empregando nanocapsulas do
mesmo polimero, também obtidas por nanoprecipitacdo, Marchal-Heussler e
colaboradores (1993) encapsularam o farmaco antiglaucomatoso carteolol visando
aumentar a sua absorcdo ocular. Os resultados dos testes in vivo em coelhos com
hipertensdo ocular induzida demonstraram que a reducdo da pressao intraocular foi muito
mais pronunciada apés o tratamento com o farmaco nanoencapsulado em comparagao ao
colirio comercial, além de proporcionar um decréscimo dos efeitos colaterais

cardiovasculares, sugerindo que a absorcéo sistémica foi reduzida.

Nanocéapsulas de Eudragit® RS 100 positivamente carregadas contendo 0,1% de
ibuprofeno sodico foram obtidas pelo método de quase-emulsdo difusédo do solvente,
visando aumentar a biodisponibilidade intra-ocular do farmaco. O ibuprofeno é um anti-
inflamatorio ndo esterdide utilizado no tratamento da miose induzida por traumas
cirurgicos, como a extracdo de catarata. Os resultados de eficacia foram avaliados in vivo
em coelhos Nova Zeléndia com trauma ocular induzido por paracentese, bem como
avaliou-se o potencial de irritacdo ocular através do teste de Draize. As suspensdes de
nanocapsulas ndo foram téxicas aos tecidos oculares e, quanto a eficacia, uma diminuicao
da resposta miotica ao trauma cirargico foi observada, comparada a um colirio aquoso,
mesmo quando uma concentracdo menor de farmaco livre foi detectada no saco
conjuntival apds administracdo do sistema nanoparticulado. Além disso, a concentracédo
do farmaco foi maior no humor aquoso apds a aplicacdo das nanoestruturas
(PIGNATELLO et al., 2002). Os autores sugerem que a liberacdo gradual e prolongada

do farmaco a partir das nanocépsulas, associada ao maior tempo de permanéncia na
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superficie da cornea (devido a carga positiva das nanoestruturas, na ordem de +50 mV)

resultou nas maiores concentragfes no humor aquoso.

As nanoparticulas lipidicas foram desenvolvidas em meados de 1990 como
nanocarreadores alternativos aos lipossomas, micro- e nanoparticulas poliméricas. As
nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) constituem a primeira geracdo deste tipo de
particula e caracterizam-se pelo nacleo formado por um lipidio solido cristalino
(MULLER; MADER; GOHLA, 2000; JOSHI; MULLER, 2009). Apresentam vantagens
como protecdo de substancias labeis da degradacdo quimica e a modulacdo da liberacédo
de farmacos. Entretanto, baixa capacidade de carga e reduzida estabilidade durante o
armazenamento sdo desvantagens destas particulas. Visando superar estas limitagoes,
foram desenvolvidas as nanoparticulas lipidicas de segunda geracdo ou carreadores
lipidicos nanoestruturados (CLN), a partir da adi¢cdo de um lipidio liquido a composicéo
das NLS.

As nanoparticulas lipidicas apresentam diversos produtos comercialmente
disponiveis na area dermatologica e cosmética, pois além das propriedades ja citadas, sdo
facilmente preparadas em escala industrial (homogeneizagéo a alta pressdo) (MULLER;
MADER; GOHLA, 2000; JOSHI; MULLER, 2009). Evidenciando o interesse nos CLN
para aplicacdo oftalmica, Wu e Xia (2010) sdo os autores de uma patente cuja descricao
especifica 0 uso de CLN contendo azitromicina para uso oftalmico, constituidas de
monoestearato de glicerila, 6leo de ricino, 6leo de oliva ou triacetato de glicerila como
material lipidico. Dentre as vantagens do carreador, 0s inventores elencam a estabilidade,

alta biocompatibilidade e facil preparacdo (homogeneizacéo a alta pressao).

As nanoemulsdes sdo sistemas reservatorios coloidais de dois liquidos imisciveis
(usualmente agua e Oleo), estabilizados por um filme de compostos tensoativos,
localizados na interface. As goticulas da fase dispersa, também denominada fase interna,
apresentam diametro inferior a 1 um (geralmente entre 100 e 300 nm) (TEDESCO;
SIMIONI; PRIMO, 2007). Nanoemulsbes Oleo em d&gua tem sido particularmente
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investigadas como um potencial sistema para administracdo ocular topica de farmacos
uma vez que sua apresentacdo liquida de baixa viscosidade possibilitaria a administracdo
na forma de gotas oculares. Além disso, varios farmacos potencialmente ativos em
oftalmologia apresentam uma reduzida solubilidade em &gua, inviabilizando a sua
incorporacdo em veiculos convencionais como as solucBes aquosas (TEIXEIRA;
FRONZA; CAMPOS, 2004).

Ammar e colaboradores (2009) desenvolveram nanoemulsdes contendo cloridrato
de dorzolamida, um farmaco atualmente utilizado no tratamento da hipertensdo ocular
(glaucoma). As nanoemulsfes ndo apresentaram toxicidade in vivo no teste de Draize,
tampouco modificagGes histoldgicas nos tecidos oculares. A avaliagdo da eficacia
realizada em coelhos normotensos demonstrou que as nanoemulsées foram mais eficazes
na diminuigédo da pressdo intraocular, bem como tiveram inicio da acdo mais rapida e por
tempo mais prolongado em relacdo ao colirio comercial e a uma solugcdo aquosa do
farmaco. Estes resultados demonstram o potencial das nanoemulsdes no tratamento de
glaucoma, com menor numero de aplicacGes diarias e, consequentemente, melhor adesao

do paciente.

A aprovacéo pelo Food and Drug Adminstration (FDA), em 2002, do Restasis®

(Allergan, Inc., 2012), uma nanoemulsdo contendo ciclosporina A (0,05%) para terapia
em pacientes com a sindrome do olho seco (ceratoconjuntivite seca) demonstra o interesse
do uso deste tipo se sistema para a administracio de farmacos oftalmicos. E importante
ressaltar que este medicamento ndo pode ser utilizado durante o uso de lentes de contato,
conforme advertido pelo fabricante, o que pode diminuir a adesdo de usuarios de lentes ao

tratamento.
3.2.3. Sistemas nanoestruturados e lentes de contato

A associacdo de lentes de contato e nanoparticulas para a liberacdo de farmacos

oftdlmicos tem sido estudada como alternativa a aplicacdo de colirios que, sabidamente,
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sdo rapidamente eliminados da regido pré-corneal. Como vantagem em relacdo as lentes
medicamentosas obtidas por imersdo em solu¢bes do farmaco, as lentes de contato
contendo algum tipo de nanoestrutura podem proporcionar uma liberacdo continua do
farmaco, em funcdo da lenta difusdo das moléculas a partir das particulas e da
estrutura da lente. Sendo assim, o tempo de liberacdo do farmaco pode ser aumentado
significativamente se este é primeiramente encapsulado em nanoestruturas, como
lipossomas, nanoparticulas ou microemulsées, o que também evita a interagdo do farmaco
com a mistura de polimerizagdo (SAHOO; DILNAWAZ; KRISHNAKUMAR, 2008)

O maior nimero de publicaces referentes a lentes de contato e nanoestruturas trata
da incorporacdo de estruturas coloidais contendo o farmaco na mistura pré-polimerizacéo
(GULSEN; CHAUHAN, 2005; KAPOOR; CHAUHAN, 2008; XU; LI; SUN, 2010a).
Microemulsdes 6leo em agua (GULSEN; CHAUHAN, 2005) ou lipossomas (GULSEN;
LI; CHAUHAN, 2005) contendo o farmaco modelo hidrofobico lidocaina foram
dispersos na mistura de mondmeros (HEMA) antes da polimerizacdo. Os hidrogéis
obtidos apresentaram-se transparentes e liberaram o farmaco em duas escalas de tempo:
uma liberacdo inicial rapida, correspondente a cerca de 50% do total (farmaco adsorvido
na superficie das nanoparticulas e do hidrogel) e em seguida, uma liberacdo mais lenta
por 8 dias (farmaco presente no interior das goticulas de 6leo ou vesiculas). Essa
abordagem permitiu a incorporacdo de maiores concentragdes do farmaco e uma liberacao
mais prolongada quando comparada aos resultados da lente que foi imersa apenas em
solucdo do farmaco. Nesta estratégia, alguns aspectos sdo importantes para manter a
transparéncia do hidrogel obtido, como: reduzido didmetro das particulas/goticulas,
auséncia de agregacéo e estabilidade das estruturas na mistura pré-polimerizacédo. Gulsen,
Li e Chauhan (2005) relataram ainda que a lente obtida a partir do hidrogel contendo os
lipossomas dispersos deve ser armazenada em solucdo tampéo saturada com o farmaco

para evitar a liberacdo deste.
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Embora a incorporagdo de estruturas coloidais na mistura pré-polimerizacdo seja a
estratégia mais descrita, ha relatos na literatura de outras estratégias, como a modificacdo
da superficie de lentes de contato disponiveis comercialmente. Exemplo deste tipo de
estudo foi publicado por Santos e colaboradores (2009), onde os autores desenvolveram
hidrogéis de HEMA contendo B-ciclodextrinas pendentes em sua estrutura. Para tanto,
numerosas etapas Sdo necessarias para a preparacdo e obtencdo deste material. Estes
hidrogéis mantiveram sua transparéncia, grau de inchamento, viscoelasticidade,
permeabilidade ao oxigénio e angulo de contato de superficie. Além disso, aumentaram
em 1300% a capacidade de carga do farmaco modelo diclofenaco, que foi liberado de
maneira sustentada durante duas semanas, em fluido lacrimal simulado, em experimento

in vitro.

Danion e colaboradores (2007a) desenvolveram uma plataforma para liberacdo de
farmacos baseada na imobilizacdo de lipossomas na superficie de lentes de contato
gelatinosas. A imobilizacdo foi realizada através de sucessivas modificacbes quimicas na
superficie da lente de contato, iniciando pela ativacdo dos grupamentos hidroxil de um
dos polimeros formador da lente (HEMA). Lentes recobertas com 5 e 10 camadas de
lipossomas apresentaram-se tdo transparentes quanto as lentes de contato originais,
quando avaliada a transmissdo da luz na faixa de 200-800 nm. Além disso, em
experimento de citotoxicidade, estas lentes ndo induziram mudancas significativas na
viabilidade e crescimento celular, indicando a sua biocompatibilidade (DANION et al.,
2007b).

Outro estudo do mesmo grupo (DANION; ARSENAULT; VERMETTE, 2007)
apresenta os resultados de liberacao e atividade antibacteriana de lentes recobertas com 2,
5 ou 10 camadas de lipossomas contendo o farmaco levofloxacino, a partir das quais a
liberacdo do farmaco sustentou-se por 6 dias, enquanto o controle (lente de contato imersa
em solucdo do farmaco a 5 mg/mL, overnight) apresentou 100 % do farmaco no meio de

liberacdo em 3 h. A atividade antibacteriana das lentes de contato foi demonstrada frente
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a indculo igual ou menor do que 10° UFC/mL, com total inibicdo do crescimento
bacteriano em 2 h. Quando um inéculo de 10®° UFC/mL foi utilizado foi necessaria uma
dose inicial maior (burst release), obtida por meio da imersdao overnight da lente de
contato recoberta com 10 camadas de lipossomas em uma solucéo do farmaco, seguida da
liberagéo sustentada.

Cabe ressaltar que embora estas estratégias sejam promissoras na area de liberacdo
de farmacos oftadlmicos, a dependéncia de um processo em nivel tecnolégico-industrial
para o desenvolvimento de um novo hidrogel com caracteristicas adequadas é um
obstaculo ao prosseguindo da iniciativa. Além disso, seria necessario desenvolver um

novo tipo de lente para cada farmaco que se desejasse associar.
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5. DISCUSSAO GERAL







A proposta do presente trabalho foi desenvolver uma plataforma para liberagéo de
farmacos ou outros componentes de interesse ocular, baseado na associacdo de lentes de
contato com nanoestruturas. A primeira etapa (Artigo em redagéo 1) visou desenvolver e
caracterizar nanoemulsGes contendo Oleos lubrificantes (6leo de ricino e 6leo mineral),
bem como, avaliar a sua interacdo com lentes de contato hidrofilicas (Soflens 66°, Bausch
& Lomb, Porto Alegre, Brasil). De maneira geral, a escolha dos constituintes dessa e das
demais formulacBes estudadas nos capitulos subsequentes foi realizada com base em
materiais que ja tem seu uso aprovado para a via ocular ou que apresentam diversos
estudos na literatura sugerindo a sua adequabilidade. Os éleos foram escolhidos por suas
propriedades lubrificantes, sendo que o acido ricinoléico, constituinte majoritario do dleo

de ricino, apresenta também propriedades anti-inflamatorias.

As formulagGes preparadas pelo método de emulsificacdo espontanea
(BOUCHEMAL et al., 2004) apresentaram aspecto leitoso homogéneo, efeito Tyndall
(caracteristico do movimento browniano das particulas em suspenséo) e baixa viscosidade
(~ 1,2 mPas/s), com perfil Newtoniano. A distribuicdo de particulas foi unimodal,
nanomeétrica, sendo que as particulas apresentaram-se esféricas com diametro médio de ~
240 nm e baixa polidispersdo. Os valores de potencial zeta foram negativos (~ -10 mV) e
os valores de pH levemente &cidos. A andlise de espalhamento multiplo de luz
(retroespalhamento) demonstrou que ha uma baixa tendéncia ao surgimento de fendmenos
de instabilidade fisica, como floculagdo ou cremagem. Além disso, o potencial de
toxicidade ocular das formulacbes foi avaliado in vitro pelo teste em membrana
corioalantéide de ovos de galinha embrionados (HET-CAM) e frente a uma linhagem
celular representativa do epitélio corneal de coelhos (SIRC). Nas condi¢des experimentais
empregadas, as nanoemulsdes estudadas ndo demonstraram potencial irritante ou

citotoxicidade.

Uma vez caracterizada, a associacao da formulacdo com a lente de contato deu-se

atraveés da instilacdo de duas gotas da nanoemulsdo (40 pL) sobre a superficie da lente.
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Antes e apés a instilacdo, a transparéncia e a morfologia da lente de contato foram
avaliadas, assim como a sua permeabilidade a ions. Estes resultados foram comparados
aqueles de uma lente sem tratamento prévio. As imagens de microscopia eletrénica de
varredura, tanto da superficie como do corte transversal da lente de contato, demonstram
a presenca de particulas com didmetro desde poucos nanémetros até alguns micrémetros
(possivelmente coalescéncia das nanogoticulas), diferenciando-a das imagens da lente de
contato original, caracterizada por apresentar superficie lisa, porosa, sem a presenca de
particulas. Uma vez verificada a presenca destas particulas na lente de contato, avaliou-se
a sua transparéncia e permeabilidade i6nica, caracteristicas essenciais para a
adequabilidade da lente. Pode-se observar a manutencéo da transmitancia da luz (96,91%,
A = 600 nm) através da lente apds a instilagdo, muito semelhante a da lente original
(98,12%). Da mesma forma, ndo houve diferenca estatistica entre os coeficientes de
difusdo idnica da lente original e da lente associada a nanoemulsdo. Esses resultados
demonstram que a associacdo entre a lente de contato e a nanoemulséo néo altera estes
parametros. Sendo assim, esta estratégia é promissora para o desenvolvimento de sistemas

de lubrificacdo oftalmica para usuarios de lente de contato.

Uma vez que a associacdo de nanogoticulas com a lente de contato demonstrou-se
uma alternativa viavel e ndo causou prejuizos as propriedades da lente, a proxima
hipdtese (Artigo em redacdo 2) estudada foi: seria possivel associar lentes de contato com
outro tipo de nanoestrutura (nanocapsulas poliméricas) contendo um farmaco modelo?
Esta associacdo possibilitaria a proposicdo de uma nova plataforma para liberagdo de
farmacos e uma estratégia para aumentar o tempo de residéncia dos fArmacos na area pré-

corneal.

Para avaliarmos esta hipotese, primeiramente focamos no desenvolvimento das
formulacdes. Um estudo de pré-formulacdo, com base no experimento de inchamento do
polimero, foi conduzido a fim de avaliar se os 6leos de ricino e mineral seriam matérias-

primas adequadas para a preparacao das nanocapsulas. Sabe-se que o polimero formador
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da parede das nanocapsulas ndo pode ser sollvel em agua, tampouco nos componentes
oleosos empregados (GUTERRES et al., 2000). Filmes poliméricos de Eudragit® RS100
ou poli(e-caprolactona) foram obtidos e mantidos em contato com os 6leos por um
periodo de sessenta dias consecutivos. Os filmes de poli(e-caprolactona) mantiveram o
peso durante este periodo, enquanto os filmes de Eudragit® RS100 apresentaram
decréscimo menor que 10% em relacdo ao tempo inicial. Sendo assim, consideramos que
tais Oleos poderiam ser utilizados no desenvolvimento desses nanocarreadores sem

comprometer a integridade da parede polimérica.

As nanocépsulas obtidas pelo método de deposicdo interfacial de polimero pré-
formado (FESSI; PUISIEUX; DEVISSAGUET, 1988) apresentaram distribuicdo de
tamanho de particula unimodal na escala nanométrica, independentemente do tipo de
polimero e do método de anélise (espalhamento de luz dindmico, espectroscopia de
correlacdo de fotons e nanoparticle tracking analysis). A andlise das imagens de
microscopia eletronica de transmissao evidenciou a morfologia esférica das particulas. As
formulacbes apresentaram pH levemente acido, potencial zeta positivo para as
nanocapsulas de Eudragit® RS100 e negativo para as nanocapsulas de poli(e-
caprolactona). Esses resultados estdo de acordo com outros relatos da literatura, sendo que
o potencial zeta positivo das nanocépsulas de Eudragit® RS100 é consequéncia do carater
cationico deste polimero, que contem um percentual de grupamentos amino quaternarios
(EVONIK Industries AG, 2011). Para as nanocapsulas de poli(e-caprolactona), o valor de
potencial zeta levemente negativo pode ser devido ao recobrimento das particulas com o
tensoativo polissorbato 80, que apresenta carga superficial negativa em funcdo da
presenca de atomos de oxigénio na sua molécula (FONTANA et al., 2009) ou ainda
devido & presenca de grupos éster na estrutura do polimero (MULLER et al., 2001). Com
relacdo ao perfil reoldgico, todas as formulagbes apresentaram baixa viscosidade e um
comportamento Newtoniano, caracteristico desse tipo de sistema (SHAKEEL;
RAMADAN; AHMED, 2009). Pode-se observar que a presenca do farmaco modelo

(prednisolona) ndo influenciou nas caracteristicas fisico-quimicas das formulactes
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(diametro médio de particula e distribuicdo granulométrica, potencial zeta, pH,
viscosidade e morfologia), sendo os resultados semelhantes para particulas contendo ou

nado o farmaco.

O conteudo e a taxa de associacdo da prednisolona foram avaliados. O teor de
todas as formulagbes foi proximo do tedrico (0,5 mg/mL), sendo que a taxa de
encapsulacdo foi de ~ 50%, sem diferenca em relacdo ao polimero utilizado. Para
confirmar se a taxa de associagao estaria sendo influenciada pela presencga de nanocristais
(os quais ficariam retidos no filtro, sendo considerados como parcela de farmaco
associada) um estudo foi conduzido por 15 dias. Pode-se verificar que, ao longo do
tempo, ndo houve decréscimo no teor das formulagbes mantidas em repouso em relacéo
aquelas agitadas antes da coleta de aliquota para a andlise, indicando que ndo ha

nanocristais nestas formulaces.

Um estudo preliminar de estabilidade fisica foi realizado com base em analises de
espalhamento multiplo de luz. Os resultados demonstraram que a variacdo na luz
retroespalhada no topo da cubeta, em relacdo a leitura inicial (linha de base), foi menor
que 5%, indicando baixa tendéncia a cremagem. A variacdo menor do que 1% observada
ao longo da cubeta indica que as formulacGes apresentam baixa tendéncia a agregacéo,

floculacdo ou coalescéncia.

Quando avaliadas quanto ao potencial de irritacdo ocular pela técnica HET-CAM,
assim como o de citotoxicidade (MTT e trypan blue) frente a linhagem representativa do
epitélio corneal de coelhos (SIRC), os resultados demonstraram que as formulacdes nao

sdo irritantes ou citotdxicas, dadas as condi¢Ges experimentais empregadas.

Uma vez caracterizadas, procedeu-se a associacdo das nanocapsulas com as lentes
de contato através de imersdo da lente em 2 mL da formulacdo, por 8 horas. Para se
avaliar a interacdo das nanocapsulas com as lentes, realizou-se um estudo morfoldgico

através de microscopia eletrbnica de varredura. A lente de contato original apresentou
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superficie e corte transversal porosos, sem particulas com limites definidos. Por outro
lado, apds a associagdo com a formulacdo, nanoparticulas com didametro variando de
poucos nandmetros até alguns micrémetros foram visualizadas na superficie e corte
transversal da lente. Nas circunstancias atuais, uma lente de contato capaz de liberar um
farmaco ou outra substdncia de interesse na cavidade ocular poderia melhorar o
tratamento de desordens oculares pela praticidade de administragcdo, manutencdo da
concentracdo e melhora da adesdo do paciente ao tratamento. Sendo assim, esta estratégia
pode ser sugerida para o desenvolvimento de uma plataforma inovadora na liberacéo

ocular de farmacos.

Tendo visto que as nanocépsulas interagem com a lente de contato, de maneira a
associarem-se com a superficie desta e serem internalizadas, o terceiro artigo foi dedicado
a uma caracterizagdo mais profunda deste sistema, visando avaliar se esta associagao por
imersdo geraria distarbios nas propriedades da lente (transparéncia e permeabilidade
ibnica). Além disso, o teor de farmaco associado, a sua liberacdo a partir da lente e das
formulacdes e a influéncia do tempo de imersdo foram estudadas. Um experimento de
lavabilidade foi realizado para avaliar a resisténcia do farmaco (encapsulado ou nédo) a
lavagem. As suspensdes de nanocapsulas foram previamente caracterizadas (artigo 2). As
nanoemulsfes correspondentes foram preparadas (emulsificacdo espontanea) e
caracterizadas (BOUCHEMAL et al., 2004) para fins comparativos. Apds o preparo, as
nanoemulsbes apresentaram teor de prednisolona proximo ao teodrico (0,5 mg/mL),
eficiéncia de encapsulacdo de ~ 70% e pH levemente acido (6,08 - 6,51). O diametro
médio das goticulas, que apresentaram morfologia esférica regular, ficou entre 237 e 281
nm, com baixo indice de polidispersdo (< 0,2) e potencial zeta levemente negativo (~ -10
mV); sendo estes valores compativeis com a técnica de emulsificacdo espontanea e
normalmente encontrados para este tipo de nanoestrutura (ALMEIDA et al., 2010;
FONTANA et al., 2009).
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O estudo da liberagdo in vitro do farmaco modelo a partir das nanoestruturas
(nanocépsulas e nanoemulses) foi realizado através do método dos sacos de dialise, onde
se avaliou a influéncia da nanoestruturacdo e da parede polimérica. Uma solucdo
hidroalcodlica foi utilizada como controle do farmaco livre. Cem por cento do farmaco foi
liberado das nanoemulsfes e nanocapsulas em 4 h e 5 h, respectivamente. Tanto as
nanoemulsGes quanto as nanocapsulas foram capazes de retardar a liberacdo quando
comparadas com a solucdo controle que apresentou difusdo total do farmaco em 2 h. De
acordo com a modelagem matematica, para as suspensfes de nanocépsulas, independente
do polimero [Eudragit® RS 100 ou poli(e-caprolactona)], foi observada uma réapida
liberagdo inicial (correspondente a cerca de 40%) seguida de uma liberagdo mais lenta do
farmaco (correspondente a cerca de 60%), conforme o modelo biexponencial. Ndo houve
diferenca entre as constantes de velocidade da fase lenta em fungéo do tipo de polimero
utilizado, no entanto na fase sustentada a velocidade de liberacdo da prednisolona a partir
das nanocépsulas de Eudragit® RS100 foi mais lenta do que a partir das nanocapsulas de
poli(e-caprolactona). Por sua vez, as nanoemulsdes e a solucdo controle obedeceram a
equacdo monoexponencial, apresentando apenas uma velocidade de liberagcdo. Quanto a
influéncia da parede polimérica, apenas a suspensdo de nanocapsulas preparada com
Eudragit® RS100 foi capaz de controlar a liberacdo em relacdo & nanoemulsdo
correspondente, quando comparados os percentuais de liberacdo ponto a ponto. Quanto as
nanocapsulas de poli(e-caprolactona), este comportamento pode ser explicado devido a
permeabilidade deste polimero a alguns farmacos lipofilicos, como os esteroides, por
exemplo (PITT, 1990, citado em LAO; VENKATRAMAN; PEPPAS, 2008).

Procedeu-se entdo a associacdo das nanoestruturas com as lentes de através da
Imersdo destas em 2 mL de formulacdo por 8 h. Verificou-se que cerca de 60-70 g de
prednisolona sdo carreados por cm? de lente, representando cerca de 100 pg por lente.
N&o houve diferenca estatistica no teor de farmaco associado a lente em funcdo das
diferentes formulaces (nanocépsulas, nanoemulsdes e solucdo hidroalcodlica). Levando

em consideracdo que a posologia inicial de um colirio contendo acetato de prednisolona é
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de 1-2 gotas no saco conjuntival do olho afetado 2-4 vezes ao dia e assumindo um volume
de 40 pL por gota, a quantidade de farmaco base em uma administragdo de 2 gotas seria
0,72 mg. No entanto, sabe-se que a capacidade de retencdo na superficie corneal é de
aproximadamente 10 pL, sendo que volume excedente serd drenado ou expulso da area
pré-corneal em menos de 2 minutos. Sendo assim, apenas 12,5% do volume administrado,
correspondente a 90 pg de farmaco, estara disponivel para acdo na superficie ocular.
Portanto, o teor de 100 pg por lente pode ser considerado uma quantidade compativel

com a posologia atualmente empregada.

Com base nos resultados obtidos nesta etapa do trabalho, a proxima hipétese foi: a
associacdo destas nanoestruturas com as lentes de contato seria capaz de retardar ainda
mais a liberacdo do farmaco? Os resultados da liberagdo in vitro em célula de Franz
mostram que a liberacdo do farmaco obedece a equacéo biexponencial, sendo dividida em
duas fases, uma liberacdo mais rapida (burst release), seguida de uma liberagdo mais
lenta até 6-8 h. A rapida liberacdo inicial pode ser compreendida frente a taxa de
encapsulacdo do farmaco nas nanoestruturas, cerca 50 a 70%, o que significa que 30 a
50% do farmaco esta disponivel na forma ndo encapsulada. Esta parcela do farmaco,
assim como as particulas que estiverem na superficie da lente, difundirdo mais facilmente.
O tempo de liberacdo do farmaco passou de 4-5 h, a partir das formulagdes, para 6-8 h a
partir da lente de contato associada as nanoestruturas, 0 que pode ser consequéncia do
efeito barreira que a lente exerce. Além disso, ha uma diferenca na velocidade de
liberacdo a partir da lente, dependente do tipo de nanoestrutura associada, sendo que
ambas nanocépsulas apresentam velocidade de liberacdo na fase controlada menor do que
as nanoemulsdes correspondentes. Este resultado sugere que, assim como na liberacdo
utilizando a técnica dos sacos de dialise, a parede polimérica exerce influéncia sobre a

liberacdo do farmaco.

Os resultados dos estudos de transmitancia e permeabilidade idnica mostram que a

lente permaneceu com adequada transparéncia (> 90% de transmitancia da luz em A = 600
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nm) e permeavel a ions tal qual a lente de contato original, demonstrando que a

associacdo com as nanoestruturas ndo afeta estas caracteristicas.

Buscando avaliar a influéncia da encapsulacdo da prednisolona na resisténcia a
eliminacdo da lente, realizou-se um estudo de lavabilidade. As suspensfes de
nanocapsulas de Eudragit® RS100 e poli(e-caprolactona) foram utilizadas para realizar
este experimento devido as menores velocidades de liberacdo obtidas nos estudos de
liberacdo in vitro. Uma solucdo hidroalcodlica contendo a mesma quantidade de
prednisolona (0,5 mg/mL) foi utilizada como controle do fa&rmaco ndo-encapsulado. Os
resultados demonstraram que o teor de prednisolona que permanece na lente previamente
associada as nanocapsulas, independente do polimero, € estatisticamente maior em
relacdo aos resultados obtidos com a solucdo do farmaco. Esta diferenca pode ser
interpretada como uma resisténcia da prednisolona nanoencapsulada a lavagem, podendo
refletir também em uma resisténcia a drenagem nasolacrimal, consequentemente,

aumentando o tempo de permanéncia na superficie ocular.

Para avaliar a influéncia do tempo de imersdo, realizou-se um estudo de
microscopia eletronica de varredura apds 2, 8 ou 24 h de imersdo das lentes nas
formulacdes nanoestruturadas. Em todos os tempos de imersdo foi possivel visualizar
particulas tanto na superficie quanto no corte transversal da lente de contato, similares as
imagens obtidas no artigo 2, ap6s 8 h de imersdo. O diametro das particulas foi variavel,
sendo que as particulas maiores podem ser aglomerados formados durante a preparacao
da amostra. No entanto, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo assertiva entre o tempo
de imerséo e a quantidade de particulas visualizadas. Desta forma, o teor de farmaco na
lente foi utilizado como parametro para avaliar a influéncia do tempo de imersdo. Os
resultados foram similares apos 2, 8 e 24 h de imersdo, mantendo-se em ~ 70 ug/cmz,
demonstrando que os tempos de imersdo avaliados ndo provocam mudancgas no teor de
farmaco associado. Com base no exposto, € plausivel sugerir que a saturacdo da lente

ocorra em até 2 h.
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E provavel que liberacdo a partir da lente de contato posicionada no olho seja
diferente daquela obtida no experimento in vitro realizado, pois embora a maior parte do
farmaco seja liberada no filme lacrimal pds-lente (entre a lente e a cdrnea), outra parcela
sera liberada no filme pré-lente e, assim, mais facilmente eliminada pelo ducto
nasolacrimal (GULSEN; CHAUHAN, 2005). No entanto, os resultados obtidos neste
trabalho s&o interessantes e o conceito de uma nova plataforma para liberagdo ocular de
farmacos utilizando lentes de contato comercialmente disponiveis associadas a
nanoestruturas por simples imersdo ou instilacdo demonstrou-se uma alternativa viavel e

promissora a terapia topica ocular.
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6. CONCLUSOES







v' As formulacbes desenvolvidas (nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdes)
apresentaram distribuicdo de particula nanométrica e caracteristicas fisico-quimicas

adequadas para aplicacao oftalmica.

v As nanoestruturas ndo demonstraram potencial de irritacdo ocular (teste HET-

CAM) ou citotoxicidade (linhagem celular SIRC — teste MTT e azul de tripano).

v" A nanoestruturacdo retardou a liberacdo do farmaco comparado com uma solugédo
controle. A liberagdo in vitro de prednisolona a partir da lente de contato ocorreu em
6-8 h, tempo maior do que a partir as formulacdes per se. Ambas nanocapsulas
apresentam velocidade de liberagdo na fase controlada menor do que as nanoemulsdes

correspondentes.

v" Imagens de microscopia eletronica de varredura demonstram que ha interagéo entre
as nanoestruturas e as lentes de contato ap0s associacdo por imersdo ou instilagdo. No
entanto, nao foi possivel estabelecer uma relacéo entre o tempo de imerséo (2, 8 ou 24 h)

e a quantidade de particulas associadas.

v" O teor de prednisolona associada & lente é de 60-70 pg/cm?, independente da
formulacdo (nanocapsulas, nanoemulsGes e solugcdo hidroalcoolica) e do tempo de
imersdo (2, 8 ou 24 h). Pode-se observar a manutencdo da transparéncia (> 90%) e da

permeabilidade i6nica da lente apds a associacdo com as formulagdes.

v" A prednisolona nanoencapsulada apresenta resisténcia a eliminacdo da lente de

contato em relacdo a prednisolona em solucao.

v' A associacdo de nanocapsulas ou nanoemulsfes com lentes de contato representa
uma estratégia promissora no desenvolvimento de sistemas de liberacdo oftadlmica de
farmacos ou outros compostos de interesse na cavidade ocular. A estratégia desenvolvida
neste trabalho apresentou-se como uma nova aplicacdo dos sistemas coloidais no ambito

da oftalmologia.
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