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RESUMO

O potencial das nanoparticulas poliméricas em aumentar as oportunidades de
absorcéo corneal apés a administragao topica na superficie ocular tém sido alvo de
intensas pesquisas nos ultimos anos. Nesse sentido, as vantagens do recobrimento
destes sistemas com polimeros catidbnicos mucoadesivos também tém sido
investigadas. Neste estudo, com o objetivo de avaliar a interagdo com a cornea e a
passagem transcorneal do agente antitumoral  5-fluorouracil  (5-FU)
nanoencapsulado, nanoesferas de poli-e-caprolactona (PECL) e poli-e-caprolactona
recoberta com quitosana (PECL-CS) foram preparadas. As nanoesferas foram
obtidas pela técnica da dupla emulséo (a/o/a)/evaporagéao do solvente, sob agitagcéao
ultrassénica. A caracterizagdo fisico-quimica do sistema foi efetuada, sendo
avaliados o potencial zeta e o didmetro médio das particulas. Ambas as formulacdes
PECL e PECL/CS obtiveram tamanho nanométrico e potencial zeta — 19 e + 60 mV,
respectivamente. A eficiéncia de encapsulacdo do 5-FU foi determinada por
espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta (UV) a 260 nm e os resultados
obtidos foram da ordem de 59 e 66% para PECL e PECL/CS, respectivamente. O
estudo de cinética de liberagdo do 5-FU in vitro demonstrou a influéncia do
recobrimento das nanoparticulas com a quitosana sobre o perfil de liberagao, sendo
60 % do farmaco liberado ao longo das 12 horas de estudo, a partir da formulagéo
revestida com quitosana. As nanoparticulas nao recobertas, por sua vez,
apresentaram uma liberagdo de 95 % do 5-FU em 120 minutos. Na avaliacdo da
interacdo das nanoparticulas com os componentes do muco ocular, as
caracteristicas mucoadesivas da quitosana foram demonstradas a partir da
modificacdo na viscosidade de uma dispersdo de mucina apods incubacdo com a
formulacdo contendo o biopolimero. Na determinagdo da estabilidade destes
sistemas frente a lisozima, uma agregacao das nanoparticulas sem quitosana foi
demonstrada a partir de alteragbes ocorridas no didmetro médio e indice de
polidispersao das particulas, apds incubagao com a enzima. Na avaliacdo ex vivo da
retencdo do 5-FU livre e nanoencapsulado em cérneas de porco, um método de
extragcdo do 5-FU foi desenvolvido, utilizando a cromatografia liquida de alta de
eficiéncia para quantificar o farmaco retido no tecido corneal. Os resultados obtidos
no estudo ex vivo em células de difusdo foram superiores para os sistemas
dispersos em relacdo a solugcdo de farmaco livre. Porém, quando comparadas as
duas formulacbes de nanoparticulas, aquelas recobertas com quitosana
demonstraram um aumento significativo na quantidade de farmaco retido na cérnea
(p< 0,05). No doseamento do 5-FU permeado através da cérnea nao foi detectada a
presenca de farmaco liberado a partir das formulagbées de nanoesferas. Esses
resultados sugerem que as nanoparticulas de PECL e PECL/CS apresentam um
potencial para a liberacdo de farmacos na mucosa ocular e representam uma
alternativa promissora no tratamento de patologias extra-oculares.

Palavras-chave: nanoparticulas; 5-FU; quitosana; poli-e-caprolactona; ocular;
sistema de liberagao.



ABSTRACT

Development and biopharmaceutical evaluation of colloidal systems as
carriers for the ocular administration of the antitumoral agent 5 fluorouracil

The potential of polymeric nanoparticles for enhancing corneal absorption after the
administration of ocular drugs has been the focus of intense research in the last
years. Thus, the advantages of coating these systems with mucoadhesive cationic
polymers have also been researched. In this study, in order to evaluate the
interaction with the cornea and the transcorneal penetration of the nanoencapsulated
antitumoral agent, 5-fluorouracil (5-FU), nanospheres of poly-e-caprolactone (PECL)
and poly-e-caprolactone coated with chitosan (PECL-CS) were prepared. The
nanospheres were obtained by a double emulsion (a/o/a)/ solvent evaporation
technique, under ultrasonic stirring. A physical-chemical characterization of the
system was carried out, with both zeta potential and mean diameter of the particles
being measured. Both PECL and PECL/CS formulations presented nanometric size
and zeta potential of -19 and +60 mV, respectively. The encapsulation efficiency of
the 5-FU was determined by ultraviolet absorption spectrophotometry at 260 nm and
the results obtained were around 59 and 66% for PECL and PECL/CS, respectively.
The study of the in vitro release kinetics of 5-FU demonstrated the influence of
coating nanoparticles with chitosan on the release profile, with 60% of the drug being
released throughout the 12 hour study, from the chitosan-coated formulation. Non-
coated nanoparticles, however, presented 95% of 5-FU release in 120 minutes. The
evaluation of the interaction between the nanoparticles and the components of the
ocular mucous membrane demonstrated the mucoadhesive properties of chitosan
through the modification in the viscosity of the mucin dispersion after incubation with
a formula containing biopolymer. In order to determine the stability of these systems
in relation to the lysozyme, an agglomeration of nanoparticles without chitosan was
presented from the modifications that took place in the mean diameters and in the
polydispersion index of the particles, after the incubation with the enzyme. Through
an ex vivo retention evaluation of free and nanoencapsulated 5-FU in a pig’s
corneas, a 5-FU extraction method was developed, using high-efficiency liquid
chromatography to quantify the drug retained in the corneal tissue. The results
obtained in the ex vivo diffusion cells study were superior to the dispersion systems
when compared to the free drug solution. However, when compared to both
nanoparticle formulation, those coated with chitosan presented a significant increase
in relation to the quantity of drug retained in the cornea (p< 0,05). In the quantification
of 5-FU penetrated through the cornea, it was not possible to detect the presence of
the drugs released through nanospheres formulations. These results suggest that the
PECL and PECL/CS nanoparticles present potential for the release of drugs in the
ocular mucous membrane and it represent a promising alternative to the treatment of
extraocular diseases.

Keywords: nanoparticles; 5-FU; chitosan; poli-e-caprolactone; ocular; drug delivery
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1 INTRODUGCAO

Entre as diferentes vias de administracdo de medicamentos, a via ocular
destaca-se pela facilidade de acesso quando da utilizagao das formas farmacéuticas
tépicas convencionais, como colirios e pomadas (BOURLAIS et al., 1998). No
entanto, a aplicagédo local de medicamentos ndao garante que a biodisponibilidade
dos principios ativos aplicados topicamente seja 6tima. Isso ocorre em fungédo das
caracteristicas morfolégicas do olho e dos sistemas de protegdo presentes
(CALVO, 1995). Desta forma, o tempo de residéncia ocular de preparacgdes liquidas
convencionais esta limitado a poucos minutos, sendo que a penetragao intraocular
de farmacos aplicados topicamente ¢é de cerca de 13 %
(LEE & ROBINSON, 1986; ZIMMER & KREUTER,1995). Isto implica na necessidade
de administrar doses elevadas e freqlentes para alcancar e manter a resposta
terapéutica desejada, ocasionando, além de efeitos locais, um aumento da
absorcdo conjuntival e, consequentemente, a possibilidade de incidéncia de

efeitos sistémicos indesejados (CHRAI et al., 1973).

Entre as estratégias que vém sendo utilizadas para prolongar o tempo de
contato medicamento-superficie corneal, no intuito de aumentar as oportunidades de
absorcao corneal apdés a administracao topica, destacam-se os sistemas dispersos.
Estes sistemas constituem uma interessante alternativa no campo da oftalmologia
porque proporcionam a comodidade, simplicidade na administracao, tolerancia e boa
aceitacdo das preparacgdes liquidas e, ao mesmo tempo, o aumento do tempo de
contato farmaco-area pré corneal e a possibilidade de controlar a liberacdo do
farmaco. Como consequéncia, os sistemas dispersos tém potencial para reduzir a
frequéncia de aplicagdo e diminuir a incidéncia de efeitos secundarios sistémicos,
quando comparadas com as formulagdes convencionais
(ZIMMER & KREUTER, 1995; LANGER et al., 1997; CHIANG et al., 2001; YEH et
al., 2001).

Dentre os sistemas dispersos, destacam-se as suspensbes de
nanoparticulas, com as quais foram obtidos interessantes resultados no campo da

terapia oftalmica. As nanocapsulas obtidas a partir do poliéster poli-e-caprolactona
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(PECL) vém sendo utilizadas como um sistema de liberagdo tépica ocular de
farmacos, demonstrando resultados interessantes como a diminuigao significativa
dos efeitos sistémicos indesejaveis (LOSA et al., 1993); interagao preferencial com a
cérnea em relagdo a conjuntiva (CALVO, 1995); e aumento significativo da
concentracdo de farmaco em cérnea comparada com uma solugcdo comercialmente
disponivel utilizada como referéncia (CALVO et al.,1996). Uma estratégia bastante
interessante para incrementar a capacidade de permanéncia na area pré-corneal
dos sistemas nanoparticulares destinados a via ocular € o recobrimento com
polimeros mucoadesivos, como €& o caso do biopolimero quitosano. Este
polissacarideo apresenta uma série de propriedades interessantes em oftalmologia,
como mucoadeséao (HE et al., 1998), biodegradabilidade
(STRUSZCZYK et al., 1994), biocompatibilidade (RICHARDSON et al., 1999) e
auséncia de toxicidade (FELT et al., 1999), além de outras propriedades biomédicas
de interesse em oftalmologia como agao epitelizante, cicatrizante e antimicrobiana
(MUZZARELLI et al., 1988; FELT et al., 2000). Adicionalmente, a quitosana
apresenta a capacidade de incrementar transitoriamente a permeabilidade das
barreiras mucosas e, desta forma, pode favorecer a penetracdo ocular a partir de
uma administragao topica (CAMPQOS, 2001).

Os resultados obtidos com sistemas nanoparticulares poliméricos podem ser
considerados bastante promissores no que se refere a biodisponibilidade ocular.
Portanto, estes sistemas podem ser utilizados como alternativas terapéuticas para
patologias de dificil tratamento tanto a partir de uma administragdo sistémica como
tépica, seja pela dificuldade do farmaco em atingir os tecidos intra-oculares, seja

pela incidéncia de efeitos colaterais importantes.

Para os canceres intraoculares, via de regra bastante agressivos, a radiagao
e a cirurgia permanecem como as principais formas de tratamento. Porém, em
certos casos, a combinacdo destes procedimentos com a administracdo de
quimioterapicos pode ser empregada para reduzir a morbidade, o tamanho do tumor
e aumentar a eficacia do tratamento (WILSON et al., 2001). Nestes casos, a
quimioterapia topica apresenta como vantagem sobre a administragdo sistémica a
reducdo da dose e, consequentemente, dos efeitos adversos decorrentes da

elevada toxicidade destes agentes quimioterapicos.
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O 5-fluorouracil, agente anti-metabdlito que atua inibindo ou competindo na
sintese de DNA e RNA das células, provocando a morte celular (GAGO, 1996), vem
sendo empregado, sobretudo, para o tratamento de tumores sélidos da uvea e
linfoma intraocular (WILSON et al., 2001, VELEZ et al., 2001). As reagdes adversas
associadas a administragao sistémica inicial sdo diversas e importantes, incluindo
toxicidade cardiaca, anorexia, nausea, estomatite e alteragées das mucosas do trato
gastrointestinal, que podem levar a diarréia fulminante, choque e morte. A instilacéo
topica deste farmaco, mesmo reduzindo a incidéncia de efeitos colaterais sistémicos,
pode conduzir a efeitos locais importantes tais como dor, fotofobia, lacrimagao

excessiva, conjutivite, blefarite e sindrome do olho seco (MAINO et al., 2000).

Diante destas consideragdes, entende-se como relevante o desenvolvimento
de um sistema nanoestruturado contendo 5-fluorouracil visando uma melhora da
biodisponibilidade ocular a partir da administragao topica ocular e/ou a reducido da
absorcado sistémica e, consequentemente, levando a uma menor incidéncia dos
importantes efeitos colaterais relacionados a este farmaco. Para tanto, este trabalho
propde-se a desenvolver suspensdes de nanoparticulas, utilizando a poli-e-
caprolactona como material polimérico, revestidas ou ndo com o polissacarideo
quitosana, através da técnica da dupla emulsdo. Cabe salientar que até o momento
nao ha relatos da utilizagdo da quitosana para o revestimento de nanoparticulas
obtidas pelo método da dupla emulsdo, sendo esta uma proposta inédita do
presente trabalho.

A proposta compreende também a avaliagdo da interagdo dos sistemas com
componentes do fluido lacrimal, bem como o estudo da permeacido ex vivo do
farmaco no tecido corneal, investigando a influéncia da nanoencapsulagdo e do

revestimento de quitosana neste processo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar suspensbes de nanoparticulas de diferentes

caracteristicas fisico-quimicas como carreadores para a administracdo ocular do

agente antitumoral 5-fluorouracil.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar e caracterizar sistemas coloidais contendo o 5-Fluorouracil utilizando

poliésteres alifaticos como material polimérico.

Preparar e caracterizar sistemas coloidais contendo o 5-Fluorouracil utilizando

poliésteres recobertos com quitosana.

Determinar o perfil de liberagdo in vitro do farmaco a partir dos sistemas

nanoparticulares preparados.

Avaliar a estabilidade in vitro das nanoesferas em presenca dos componentes do

muco ocular e do fluido lacrimal, lisozima e mucina.

Avaliar a retengéo corneal ex-vivo do 5-fluorouracil nanoencapsulado em coérneas

de porco, empregando célula de difusdo.

Avaliar a passagem transcorneal ex-vivo do 5-fluorouracil nanoencapsulado em

cérneas de porco, empregando células de difusao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ASPECTOS RELACIONADOS A BIODISPONIBILIDADE OCULAR DE
MEDICAMENTOS

O tratamento farmacolégico de patologias oculares é conduzido pelas vias de
administracado sistémica e local. A via sistémica apresenta algumas limitagdes
relacionadas com a baixa concentragdo de principio ativo que alcanga os tecidos
oculares devido, fundamentalmente, as barreiras existentes entre os tecidos e a
corrente sanguinea. Portanto, para que se obtenha uma concentragdo da substancia
ativa dentro da faixa terapéutica utilizando essa via, € necessaria a administracao de
concentragdes elevadas durante um periodo prolongado, podendo ocasionar sérios

efeitos adversos em outros 6rgaos do corpo humano (FIALHO et al., 2003).

A aplicacao tépica de medicamentos na superficie ocular € uma forma comum
de administragcdo, sendo bem aceita para o tratamento de diversas patologias
oculares. Entretanto, a biodisponibilidade dos farmacos oftalmicos é afetada pelos
eficientes mecanismos de prote¢cdo do olho, o que caracteriza uma limitagao para a
instilacdo de farmacos por esta via. Tais mecanismos compreendem a dindmica dos
fluidos (producao e drenagem), unido a proteinas, metabolismo e absor¢do nao
produtiva (ZIMMER & KREUTER, 1995).

Quando um principio ativo € instilado na area pré-corneal pode exercer a sua
atividade farmacoldgica na superficie do olho, bem como penetrar a cAmara anterior
e distribuir-se pelos tecidos oculares internos. Contudo a instilagcédo de farmacos no
saco conjuntival provoca um lacrimejamento que conduz a eliminagdo de grande
parte do farmaco instilado (JARVINEN et al., 1995).

A administragdo de um grande volume de solugdo leva a uma alta taxa de
drenagem lacrimal, de forma que o volume fisiolégico, em torno 7 pL, seja
alcangado, ocasionando a absorgédo de pequena quantidade de farmaco (entre 1 e 3

%) para os tecidos oculares (LANGER et al., 1995). Apds a instilagdo de um volume
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de 50 pL, em torno de 90 % da dose administrada € eliminada em até dois minutos,
enquanto que na administracdo de 10 uL este tempo alcanga os quatro minutos
(CHRAI et al., 1973). Consequentemente, essa limitagdo no tempo de residéncia
ocular de solugdes convencionais afeta a biodisponibilidade dos farmacos utilizados
(LANGER et al., 1995).

Por outro lado, a fragdo de principio ativo ndo eliminada da area pré-corneal
pode ser absorvida pela conjuntiva ou mucosa nasal, podendo ocasionar reagdes
adversas no paciente (ZIMMER & KREUTER, 1995; GEROSKI & EDELHAUSER,
2001). Para substancias potentes, a toxicidade pode ocorrer quando a exposicao
sistémica for suficientemente alta (TOJO & ISOWAKI, 2001; KAUR & KANWAR,
2002; MAINARDES et al., 2005).

Além da interferéncia da drenagem naso-lacrimal sobre a permanéncia dos
principios ativos na area pré-corneal, a ligagcdo destes as proteinas existentes no
fluido lacrimal constituem uma importante limitacdo na biodisponibilidade do
farmaco, ja que somente as moléculas livres sdo capazes de alcangar seu local de
acao (CALVO, 1995).

Um outro mecanismo de protecao do olho frente as substancias aplicadas na
superficie ocular é a metabolizagdo do principio ativo. Em alguns tecidos oculares,
incluindo a cérnea, existe uma quantidade significativa de enzimas como as
estearases, peptidases e proteases, entre outras, que podem metabolizar os
farmacos aplicados topicamente durante ou apds a absorcido, afetando a sua
atividade bioldgica (LEE et al., 1986; JARVINEN et al., 1995).

As caracteristicas anatomo-fisioldgicas do olho também interferem na
biodisponibilidade dos farmacos oftalmicos (JARVINEN et al., 1995; KAUR, et al.,
2004). Para a maioria dos farmacos aplicados no olho a cérnea representa a
principal via de penetragdo para os tecidos intra-oculares. Contudo, a extensao da
absorcdo de farmacos oftalmicos €& severamente limitada por propriedades
fisiologicas, destacando-se a relativa impermeabilidade da barreira corneal
(MAINARDES et al., 2005).
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3.1.1 Caracteristicas anatomo-fisioldgicas da cornea

A cérnea, localizada no segmento anterior do globo ocular, é um tecido
avascular claro e transparente cujos nutrientes e oxigénio sdo suplementados pelo
fluido lacrimal e humor aquoso. A mesma € composta por trés camadas, sendo elas
o epitélio, o estroma e o endotélio, além das membranas de Descemet’'s e de

Bowman (Figura 1).

O epitélio, tecido mais externo da cérnea, consiste de 5 a 6 camadas de
células em sua area central, apresentando uma espessura total de 50 — 100 um
(JARVINEN et al., 1995). Devido a sua histologia, o epitélio corneal apresenta uma
natureza lipofilica, constituindo a principal barreira para a passagem de substancias
hidrofilicas (MAINARDES, 2005). Essas células da camada basal sado colunares e
compactadas como um pavimento, formando ndo somente uma efetiva barreira
contra microorganismos, mas também em relagao a absorgcéo de farmacos. A baixa
permeabilidade da cérnea sugere a presenga de jungdes intimas entre as células
(KAUR & KANWAR, 2002; LUDWIG, 2005).

O estroma, ou substancia propria, € constituido por fibras de colageno
entrelacadas e apresenta um alto teor aquoso. Sua espessura varia de 600—1000
pm. Devido ao seu carater hidrofilico, esta camada constitui uma barreira para os
principios ativos lipofilicos, sendo que tais substancias podem permear facilmente o
epitélio corneal e permanecerem retidas no estroma. A membrana de Bowman
localiza-se entre o epitélio e o estroma, a qual apresenta uma espessura de 8 — 14

Mm e nao difere significativamente do estroma (BOURLAIS et al., 1998).

O endotélio é uma camada de células hexagonais, apresentando
caracteristica lipofilica e espessura de 5 uym. Essa camada apresenta-se mais
permeavel do que o epitélio. Entre o estroma e o endotélio existe uma camada de
espessura variavel, compreendida entre 5 — 10 ym, denominada membrana de
Descemet (BOURLAIS et al., 1998).
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Estroma  sjp-

Figura1.  Estrutura da cérnea (Adapatado de www.uniteforsight.org)

3.1.2 Filme lacrimal

A parte exposta do olho é totalmente recoberta por uma camada fluida fina

também chamada de filme lacrimal pré-corneal.

O filme lacrimal apresenta uma espessura de cerca de 3 — 10 ym e a
quantidade de volume residente é de cerca de 7 uL (LUDWIG, 2005) e pH entre 7,14
e 7,82. O filme lacrimal pré-corneal consiste de uma camada lipidica superficial, uma
camada aquosa central e uma camada mucosa interna. A camada lipidica é
composta principalmente de ésteres esterais, triacilgliceréis e fosfolipideos, esterdis
livres e acidos graxos livres. Os lipideos desempenham um importante papel na
reducdo da taxa de evaporacdo de um modo que a osmolalidade lacrimal normal

pode ser mantida quando o fluxo lacrimal é muito baixo (LUDWIG, 2005).
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A glandula lacrimal e os acessoérios da glandula contribuem para a formacéao
da camada aquosa, que contém sais organicos, glicose e uréia bem como retinol,
acido ascorbico, imunoglobulinas, lisozima, lactoferrina e glicoproteinas (LUDWIG,
2005).

A camada mucosa esta intimamente associada com o glicocalix das células
epiteliais corneais/conjuntivais. Apresenta sensibilidade a hidratacdo e forma uma

camada gelatinosa com propriedades viscoelasticas reoldgicas.

A mucina, componente primario da camada mucosa, € uma glicoproteina de
alto peso molecular com subunidades contendo uma proteina central com
aproximadamente 800 aminoacidos, dos quais cerca de duzentos estdo ligados
lateralmente a cadeias de polissacarideos. A proteina central apresenta sequéncias
repetidas principalmente de serina, treonina e prolina. As cadeias laterais de
polissacarideos usualmente terminam em fucose ou acido sialico, a glicoproteina é
carregada negativamente em pH fisioldégico, podendo interagir com substancias
cationicas (KHANVILKAR et al., 2001).

3.1.3 Absorcéao corneal de farmacos

A extensdo da absorgao de farmacos oftalmicos € severamente limitada pelas
propriedades fisioldgicas do olho, como ja descrito anteriormente. O epitélio corneal
€ o principal fator para a limitagado da absorcao ocular de principios ativos. Porém, as
propriedades fisico-quimicas dos principios ativos como a solubilidade, carater
lipofilico, tamanho de particula, carga e grau de ionizagao, afetam a rota e a taxa de
penetracdo na cornea (BOURLAIS et al., 1998; KAUR et al., 2004).

A barreira que limita a penetragao ocular de farmacos altamente hidrofilicos &
o epitélio corneal lipofilico, enquanto que para aqueles muito lipofilicos a barreira
mais importante para a penetracdo é o estroma hidrofilico (CALVO, 1995;
MAINARDES et al., 2005).
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Os farmacos atravessam o epitélio corneal por mecanismo transcelular ou
paracelular. Aqueles com caracteristicas lipofilicas passam mais facilmente pela via
transcelular. Os hidrofilicos atravessam primariamente através da via paracelular, a
qual envolve difusdo alterada ou passiva entre os espacos intracelulares. Para
muitos farmacos aplicados topicamente, a difusao passiva aumenta o seu gradiente
de concentracdo, seja pela via transcelular ou paracelular, sendo o principal
mecanismo de permeagao através da cornea (MAINARDES et al.,, 2005;
TOROPAINEN et al., 2003)

Além do carater hidrofilico ou lipofilico da substancia, a carga da molécula
também afeta a sua penetracdo corneal. Formulagbes catidbnicas permeiam a
barreira corneal mais facilmente do que as formas anibnicas, isso se da pelo fato de
o epitélio corneal apresentar cargas carregadas negativamente (BOURLAIS et al.,
1998; MAINARDES et al., 2005).

3.2 TERAPIA TOPICA OCULAR

O tratamento das patologias oftalmicas consiste tradicionalmente na aplicagao
topica de solugdes aquosas sobre a superficie ocular. Os colirios sdo utilizados para
a administracdo de moléculas soluveis, necessitando de instilacbes freqlentes e
altas doses de farmaco. Esta forma farmacéutica apresenta como vantagens o custo
favoravel, a simplicidade no desenvolvimento e produg¢ao da formulagdo, bem como
a boa aceitagdo pelos usuarios. Contudo, uma grande desvantagem da aplicagéo
tépica de colirios caracteriza-se pela rapida perda pré-corneal do farmaco causada
pela drenagem naso-lacrimal (BOURLAIS et al., 1998). Com o objetivo de se
prolongar o tempo de residéncia pré-corneal dos farmacos e consequentemente a
biodisponibilidade destes, agentes viscosificantes foram adicionados as solugdes
aquosas para aumentar a viscosidade da preparacdo e elevar a sua eficacia
terapéutica, formando os hidrogéis (LUDWIG, 2005). Os polimeros utilizados na
formagdo dos hidrogéis apresentam peso molecular elevado, destacando-se os
derivados semi-sintéticos da celulose, o alcool polivinilico, polissacarideos naturais

como quitosana, dextrano, goma xantana e polimeros sintéticos como os derivados
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do acido poliacrilico. Além disso, sistemas bioadesivos, que incluem polimeros
capazes de interagir com os componentes do muco ocular, como o acido hialurénico
e o0 acido poli-acrilico, sdo utilizados para aumentar o tempo e a intensidade de

contato entre o medicamento e a superficie corneal (BOURLAIS et al., 1995).

No inicio da década de 80 dispositivos sdlidos de liberacdo controlada de
farmacos foram desenvolvidos, funcionando como um sistema reservatério dos
farmacos, objetivando incrementar a permanéncia do farmaco na area pré-corneal.
Tais sistemas como Ocusert®, NODS — New Ophtalmic Delivery System, entre
outros, promoviam precisdo na dosificacdo, redugao na absorcdo sistémica dos
farmacos com consequente diminuicdo na incidéncia de efeitos colaterais
(GREAVES et al., 1992). Porém, esses sistemas apresentavam como desvantagem
o desconforto manifestado pelos pacientes, devido a presenga de um objeto sélido
na area pré-corneal (ALONSO, 2001).

3.2.1 Novas tendéncias na terapia topica ocular

Com base nas limitagdes que envolvem a aplicacéo tépica de formulacdes
convencionais na superficie ocular diversas pesquisas vém sendo realizadas, cujo
objetivo contempla a otimizagao da biodisponibilidade e duragdo da acéo terapéutica
dos farmacos oftalmicos bem como a diminui¢cdo dos efeitos adversos decorrentes
da aplicacao das formulacdes convencionais. Desta forma, os sistemas de liberagao
ocular de farmacos tém sido extensivamente sido investigados (BOURLAIS et
al.,1998).

Os sistemas de liberagao promovem a liberagao do farmaco no seu sitio de
acao de forma controlada e continua. Além disso, recursos para aumentar a
absorcdo dos farmacos através da cérnea e diminuir a perda pré-corneal dos

mesmos também sdo alvos de intensos estudos (KAUR et al., 2004).

O principal fator requerido para a liberagdo controlada de preparacoes
oftdlmicas é, portanto, a bioadesividade que aumenta o tempo de contato com a

cérnea, levando a melhora da absorc¢ao do farmaco no local (KUMAR et al., 2004).
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Um sistema ideal para a liberagao ocular de farmacos nao deve prejudicar a
visao do paciente ou causar irritacdo aos tecidos oculares e deve ainda obedecer a
um regime terapéutico de uma ou duas aplicagdes diarias (BOURLAIS et al., 1998).
Os beneficios para o paciente sdo a diminuicao na frequéncia de instilacdes, baixa

toxicidade e diminuicao dos efeitos colaterais.

O controle da liberacdo de farmacos em sitios de acao especificos, através da
utilizacdo de vetores capazes de permitir a otimizacdo da velocidade de cedéncia e
do regime de dosagem das substancias, tem sido alvo de intensa pesquisa nos
ultimos anos (CAMPOS, 2001). Dentre os vetores, incluem-se as microparticulas e
os sistemas coloidais, cujos principais representantes sdo os lipossomas e

nanoparticulas.

3.2.1.1 Nanoparticulas poliméricas

As suspensoes coloidais de nanoparticulas poliméricas sdo os sistemas que
mostram atualmente um maior grau de inovagao e versatilidade. Tais sistemas sao
representados na forma de nanoesferas solidas elaboradas a partir de um polimero
biodegradavel ou na forma de nanocapsulas consistentes de nanogoticulas de déleo
envoltas por uma cobertura polimérica. Em funcéo da distinta composigao interna, os
sistemas coloidais permitem a inclusdo, em sua estrutura, de farmacos com
caracteristicas fisico-quimicas bem diferenciadas, desde moléculas altamente

hidrofilicas e polares a farmacos hidrofébicos (CALVO et al., 1996).

As nanoesferas consistem de particulas sdlidas coloidais e apresentam uma
variagado de tamanho entre 10 e 1000 nm. S&o obtidas a partir de materiais
macromoleculares nos quais o principio ativo encontra-se associado, encapsulado
ou adsorvido (KREUTER, 1983). O principal objetivo destas formas de tamanho
reduzido € a obtengdo de uma agédo prolongada, ou controlada, do farmaco

incorporado ou encapsulado. Além disso, esses sistemas podem oferecer vantagens
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por proteger ou separar o seu conteudo ou ainda retardar a liberagao do farmaco
(KREUTER, 1983).

No que tange a obtengdo das nanoparticulas, elas podem ser obtidas atraves
de métodos mecanicos ou fisico-quimicos. O mecanismo de obtencao das particulas
representa um fator crucial para as suas caracteristicas fisico-quimicas como
tamanho,distribuicdo e morfologia, o que, em contrapartida, determina o
comportamento destas em relacdo a encapsulacdo e liberacdo do farmaco
(ROSCA et al., 2004).

Para a nanoencapsulacado dos farmacos que apresentam carater hidrofilico, o
meétodo fisico-quimico da dupla emulsdo apresenta-se como o mais adequado
(YANG et al., 2001). Este método é conceitualmente simples, consistindo na
preparagao de uma emulsdo primaria a/o, através da sonicacdo de um pequeno
volume de agua contendo o farmaco e um solvente organico contendo o polimero.
Esta emulsao constitui a fase interna da segunda emulséo, também preparada por
sonicagao, cuja fase externa é uma solugdo aquosa de tensoativo
(BLANCO & ALONSO, 1997).

A preparacido das formulagdes de nanoparticulas por este método requer a
presenca de um agente emulsificante para estabilizar a fase dispersa em uma
emulsao multipla (a/o/a) (ZAMBAX et al.,1999). O agente emulsionante, neste caso,
€ requerido para prevenir a agregacédo e a coalescéncia das particulas. De acordo
com Watts e colaboradores (1990), os tensoativos mais utilizados na preparagéo de
sistemas nanoestruturados sdo a gelatina, o alcool polivinilico e a metilcelulose, o
polisorbato 80, oleato de sddio, dodecil sulfato, colato de sédio, polaxameros, entre

outros.

3.2.1.2 A aplicacéo ocular das nanoparticulas poliméricas

A capacidade dos sistemas nanoparticulares em promover a penetracéo

ocular de farmacos ja foi anteriormente descrita. Os primeiros estudiosos, a
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avaliarem estes sistemas, como formas de aplicagao topica ocular foram Wood e
colaboradores  (1985). Esses autores  utilizaram  nanoparticulas de
polihexilcianoacrilato marcadas radioativamente e observaram tanto a capacidade de
adesao das particulas a superficie corneal e conjuntival como a biodegradabilidade
do polimero no filme lacrimal. Esses resultados demonstraram que esse sistema
poderia promover uma melhora na biodisponibilidade ocular de farmacos (WOOD et
al., 1985).

A presenca das nanoesferas fuorescentes no interior das células do epitélio
corneal de coelhos albinos e a auséncia de dano celular, foram reveladas por
microscopia confocal de fluorescéncia farmacos (CALVO, 1995). Estes autores
observaram que as nanoesferas sdo capazes de atravessar o epitélio corneal

segundo um mecanismo de transporte transcelular.

Com relagao a capacidade de interagcdo das nanoparticulas com as mucosas,
€ interessante que o polimero utilizado na preparagado das nanoestruturas apresente
caracteristicas mucoadesivas, promovendo um intimo contato com a camada
mucosa. Tais sistemas interagem com a mucina por pontes de hidrogénio,
interacbes eletrostaticas e interagdes hidrofébicas. Assim, as caracteristicas do
polimero empregado na obtengdo das nanoparticulas sdo cruciais para que essas
estruturas adquiram propriedades mucoadesivas (VASIR et al., 2003). Nesse
sentido, a poli-e-caprolactona comporta propriedades interessantes para aplicacéao
na mucosa ocular, como biocompatibilidade e biodegradabilidade. Este polimero
apresenta solubilidade em solventes apolares como acetona, acetato de etila e
acetonitrila (CALVO, 1995).

Nanoparticulas obtidas a partir do poliéster poli-e-caprolactona (PECL) vém
sendo estudadas como um sistema de liberagdo tépica ocular de farmacos,
demonstrando resultados interessantes como a diminuigdo significativa dos efeitos
sistémicos indesejaveis associados a terapia com betabloqueadores, mantendo-se a
resposta terapéutica (LOSA et al., 1992); interagdo preferencial com a cérnea em
relacdo a conjuntiva (CALVO et al., 1996); e aumento significativo da concentragao
de indometacina em cdérnea comparada com uma solugdo comercialmente

disponivel utilizada como referéncia (CALVO et al., 1996).
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A capacidade da poli-e-caprolactona em liberar o farmaco gradualmente foi
demonstrada através da permanéncia da nanoparticulas de PECL agregadas no
saco conjuntival, apos instilag&o, liberando o farmaco gradualmente. Este fenbmeno
foi observado quando a redugéo da presséao intraocular em coelhos glaucomatosos
foi observada apdés a administracdo de nanoesferas contendo PECL, em
comparagao as esferas de polialquilcianoacrilato e poli(D,L-latico-co-glicélico)
(LUDWIG, 2005).

A habilidade das nanoparticulas de atravessar o epitélio corneal esta
relacionada ao seu tamanho nanométrico, sendo que particulas com diametro médio
inferior a 1000 nm s&o mais susceptiveis de serem transportadas através da mucosa
ocular (ALONSO, 2001). Nesse sentido, um estudo anteriormente realizado por
Calvo e colaboradores (1996) investigou a administracdo ocular de indometacina
encapsulada em diferentes sistemas coloidais (nanocapsulas, nanoparticulas e
nanoemulsdées) quando comparados a solugdo comercial de referéncia e as
microparticulas contendo o farmaco. Na comparagdao com a solu¢cdo comercial os
niveis de farmaco detectados na coérnea foram significativamente maiores para os
sistemas coloidais. Contudo, quando microparticulas de indometacina (tamanho
entre 3 a 6 ym) foram administradas, foi observado um aumento na concentragéo do
farmaco na cornea em relagdo ao controle, porém, quantidades inferiores de

farmaco foram detectadas em comparacgao aos sistemas coloidais.

Os resultados obtidos com estes sistemas, como a capacidade de transportar
farmacos através da cérnea e boa tolerancia pelos tecidos oculares, podem ser
considerados excelentes no que se refere a biodisponibilidade ocular, no entanto,
mesmo conseguindo reduzir a dose necessaria para alcangar o efeito terapéutico

desejado, esses sistemas nao permitiram reduzir a freqliéncia das instilagdes.

Recentemente, com o objetivo de incrementar a capacidade de permanéncia
dos sistemas nanoparticulares na area pré-corneal, o recobrimento com polimeros

mucoadesivos, como o biopolimero quitosana, vem sendo realizado.
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A quitosana (CS) apresenta-se como um veiculo potencial para formulagdes
oftalmicas por exibir diversas propriedades bioldgicas favoraveis como
biodegradabilidade (PANGBURN et al., 1982) auséncia de toxicidade (FETL et al.,
1999) e mucoadesividade (HE et al.,1998). Além disso, apresenta ainda
propriedades antimicrobianas e cicatrizantes e um comportamento pseudoplastico e
viscoelastico (BAEYENS & GURNY, 1997; BOONSOGRIT et al., 2005).

De acordo com Lehr e colaboradores (1992), polimeros catidnicos
apresentam boas propriedades mucoadesivas, devido a sua capacidade de
desenvolver forgas de atragdo molecular por interacdes eletrostaticas com as cargas

negativas do muco.

Com relacdo a quitosana, as suas propriedades mucoadesivas sao
determinadas pela formacado de ligagdes quimicas secundarias como pontes de
hidrogénio ou interagbes ibnicas entre as cargas positivas dos grupos amina da
quitosana e as cargas negativas dos residuos de acido sidlico das mucinas,
dependendo do pH do meio, sendo o desempenho mucoadesivo da quitosana
significativamente maior em pH neutro ou levemente alcalino, como no filme lacrimal
(FELT et al., 1999; LUDWIG, 2005; BOONSOGRIT et al., 2005).

3.2.1.3 Preparagdes oftalmicas com quitosana

Nos ultimos anos, a influéncia da quitosana sobre a liberacdo ocular de
farmacos tem sido investigada. Calvo e colaboradores (1997) observaram que
nanocapsulas de poli-e-caprolactona recobertas com quitosana aumentaram
significativamente a biodisponibilidade ocular da indometacina comparada a forma
nao encapsulada e também as nanocapsulas recobertas com poli-L-lisina, cujas
cargas superficiais também séo positivas. Esses achados sugerem que ndo somente
as cargas positivas, mas a natureza especifica da quitosana foi responsavel pela

melhora da biodisponibilidade do farmaco.
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Resultados positivos foram também obtidos com microesferas de quitosana
contendo o agente antiviral aciclovir, onde a melhora na penetracdo corneal do

farmaco encapsulado foi observada (GENTA et al., 1997).

A capacidade de liberacdo ocular de farmacos da quitosana foi avaliada por
Felt e colaboradores (1999) ao comparar o tempo de residéncia pré-corneal de um
gel de quitosana contendo tobramicina com a solugdo comercial de referéncia. Esse
estudo foi realizado in vivo, utilizando cérneas de coelhos albinos. Os resultados
demonstraram um aumento de pelo menos trés vezes no tempo de permanéncia
pré-corneal do gel quando comparado com o controle. Nesse estudo, foi realizado
ainda um teste de irritagdo ocular, utilizando oftalmoscopia confocal de varredura a
laser combinada com a fixagao de fluoresceina corneal, demonstrando claramente a

excelente tolerancia do biopolimero apds a administragao sobre a superficie corneal.

Mais recentemente, Campos e colaboradores (2001) avaliaram a associagao
de ciclosporina A em nanoparticulas de quitosana e seu potencial para a liberagao
de farmacos nos tecidos oculares in vivo, utilizando coelhos como modelo animal.
Os resultados desse estudo demonstraram que as nanoparticulas de quitosana
apresentaram resultados superiores ao controle e que estas representam um veiculo
interessante na aplicagdo de farmacos com potencial para o tratamento de

patologias extra-oculares.

Com o objetivo de elucidar o mecanismo de agdo e interagdo da quitosana
com a mucina, Campos e colaboradores (2004), compararam a interacdo de
nanoesferas de PECL recobertas com polietilenoglicol versus quitosana com a
mucosa ocular. O estudo in vivo em coelhos demonstrou que as nanoesferas
penetram no epitélio corneal por um mecanismo transcelular e a taxa de penetragao
foi dependente da composi¢cdo da camada externa das particulas. O polietilenoglicol
melhorou a passagem das nanocapsulas através do epitélio intacto, no entanto, a

quitosana favoreceu a reteng¢ao das particulas na camada superficial do epitélio.
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3.3 PATOLOGIAS OCULARES - QUIMIOTERAPIA

O tratamento convencional do cancer ocular, patologia via de regra bastante
agressiva, conta com a radiagdo e a cirurgia como as principais formas de
tratamento e, em certos casos, a combinagdo destes procedimentos com a
administragdo de quimioterapicos. A utilizagdo dos antineoplasicos objetiva reduzir a
morbidade, o tamanho do tumor e aumentar a eficacia do tratamento (WILSON et al.,
2001). Contudo, os avangos na terapia do céncer progridem rapidamente em
relagdo ao desenvolvimento de novos agentes antitumorais e também as novas
formas de liberacao de farmacos ja conhecidos
(PEPPAS-BRANNON & BLANCHETTE, 2004).

Os tumores malignos do olho e de seus anexos sao um grupo diversificado,
incluindo o carcinoma, melanoma, sarcoma e retinoblastoma, localizados na

palpebra, conjuntiva, uvea, retina, érbita, glandula lacrimal e cornea (UICC, 1998).

Além disso, tumores benignos também podem acometer o epitélio da
superficie ocular, como é o caso da neoplasia intra-epitelial cérneo - conjuntival
(NIC). Esta patologia apresenta diagndstico e tratamento dificeis, podendo
manifestar-se sob as mais variadas formas. O termo NIC hoje substitui outros
anteriormente empregados, como doenca de Bowen, epitelioma intra-epitelial,

displasia, carcinoma in situ e intra-epitelioma (SANTOS et al., 2004).

Durante a sua evolugao clinica, a NIC progride lenta e continuamente,
transformando-se em carcinoma escamoso (PIZZARELLO & JAKOBIEC, 1978). A
neoplasia intraepitelial da conjuntiva e cérnea, como a maioria dos tumores que
aparecem na superficie ocular, afeta o limbo, onde estdo localizadas as células
progenitoras do epitélio corneal e se caracteriza por uma alta taxa de recorréncia
(SANTOS et al., 2004).

A partir da invasao sub-epitelial da cornea ou conjuntiva, a lesdo passa a ser

denominada carcinoma invasivo de células escamosas (SANTOS et al., 2004).
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O tratamento tradicionalmente empregado na doenga corneana tem sido a
excisdo associada a crioterapia. A excisao, isoladamente, leva a recorréncia em um
terco dos casos, num intervalo médio de dois anos. A crioterapia pode levar a
cicatrizagdo, membrana retro-corneal, disfun¢cdo endotelial e edema, devendo ser
reservada somente para as lesdes peri-limbicas. Quando associadas crioterapia e

excisdo, a recorréncia se da em 9% dos pacientes (SANTOS et al., 2004).

Recentemente, alguns estudos tém mostrado que o uso de quimioterapicos
como a mitomicina C, interferon e 5-fluorouracil podem eliminar NICs de variados
tamanhos (YEATTS et al., 2000; ESPANA et al., 2003).

3.3.1 5-Fluorouracil (5-FU)

O 5-fluorouracil, analogo das pirimidinas é classificado como um agente
antimetabdlito. Os farmacos deste grupo sdo empregados no tratamento de diversas
afeccoes, incluindo doencas neoplasicas, psoriase e infeccdes causadas por fungos
e virus contendo DNA (Lee et al.,, 1995). As vias de ativacdo metabodlica e
degradagdo destes compostos durante a administragdo sistémica na terapia do
cancer apresentam oportunidades para o desenvolvimento de terapias de

combinagao sinérgicas com outros farmacos clinicamente eficazes (GILMAN, 1996).

O 5-FU é um potente inibidor da enzima timidilato sintetase, que interfere com
a sintese do acido desoxiribonucleico (DNA) e em menor extenséao inibe a formagéao
do acido ribonucléico (RNA). Desde que DNA e RNA sao essenciais para a divisao e
crescimento celular, o efeito do 5-FU pode gerar uma deficiéncia de timina que
provoca um desequilibrio no crescimento e morte da célula (SKEEL & LACHANT,
1995; MURAD & KATZ, 1996; MOSBY'S, 2002). Sua curva dose-resposta é linear,
diferentemente dos demais antimetabdlitos. Penetra rapidamente em todos os
tecidos, incluindo o liquido céfalorraquidiano e efusdes malignas. Requer ativagéo
por uma série de enzimas fosforilativas e € degradado principalmente ao nivel
hepatico; os metabdlitos inativos sdo excretados pela urina e respiragdo (MURAD &
KATZ, 1996).
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As principais vias de administracdo para o uso terapéutico do 5-FU sao a
intravenosa, intracavitaria, intraarterial e também a via topica (SKEEL & LACHANT,
1995). Esquemas de administragéo intermitente, com doses variando de 300 a 500
mg/m? por dia, de 1 a 5 dias a cada 21 dias, bem como regimes de infus&o continua
com doses de 1,0 g/m%dia por 4 a 5 dias, sd0 comumente empregados. Em casos
de mielodepressao e mucosite as doses devem ser reduzidas (SKEEL & LACHANT,
1995; MURAD & KATZ, 1996; MOSBY''S, 2002).

Quimicamente, o 5-FU, cuja férmula molecular é C4H3FN2O,, apresenta-se na
forma de um po cristalino branco, praticamente inodoro. Decompde-se aos 282° C e
€ estavel quando exposto ao ar. Um grama de 5-fluorouracil é soluvel em 80 mL de
agua, 170 mL de alcool e 55 mL de metanol, é praticamente insoluvel em
cloroféormio, éter e benzeno; a solubilidade em solugdes aquosas aumenta na
medida em que se eleva o pH da solugdo (GENNARO, 1987; CLARKE, 2004).

Figura 2.  Estrutura quimica do 5-FU

O 5-FU pode ser utilizado como principal agente terapéutico ou em
combinagdo com outros agentes antineoplasicos (PRASAD et al., 2000). Quando
administrado sistemicamente, as reacdes adversas iniciais apresentadas sé&o
anorexia e nausea, seguidas por estomatite e diarréia. Efeitos mucocutaneos como
estomatites podem ocorrer, demonstrando sinais iniciais de toxicidade severa.
Ocasionalmente pode ocorrer hiperpigmentacéo da pele, maos, e veias usadas para
infusdo do farmaco. A exposig¢ao ao sol pode agravar as reagdes cutaneas (SKEEL
& LACHANT, 1995). Alteragbes das mucosas ocorrem em todo o trato

gastrointestinal e podem levar a diarréia fulminante, choque e morte, principalmente
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em pacientes que estao recebendo infusées continuas de 5-FU. Outras reagbes que
podem ocorrer sao trombocitopenia e anemia, além disso, perda de cabelos,
alteragdes ungueais, dermatite, pigmentagcdo aumentada e atrofia da pele podem ser
observadas. Além disso, manifestagées neuroldgicas, incluindo uma sindrome
cerebelar aguda e mielopatia foram relatados apds administracdo intratecal.
Toxicidade cardiaca, particularmente dor toraxica aguda com evidéncia de isquemia
no eletrocardiograma, também pode ocorrer (GENNARO, 1987; GILMAN, 1996;
MOSBY'S, 2002).

Além da utilizacdo do 5-FU pela via sistémica no tratamento das neoplasias,
esse farmaco vem sendo aplicado também na terapia topica de patologias oculares.
Alguns autores tém relatado as vantagens da terapia topica com 5-FU e a baixa
toxicidade deste sobre os tecidos oculares (CAPONE et al., 1987; YEATTS et al.,
2000; MIDENA et al., 2000).

Em estudos com S5-fluorouracil Capone e colaboradores (1987) avaliaram a
relacdo de dose antiproliferativa e dose toxica deste farmaco na superficie do
epitélio corneal, utilizando cérneas de coelhos. As doses estudadas foram 0,05 mg,
0,5 mg ou 5,0 mg por dia em doses divididas ou solugédo salina como controle. As
solucdes foram aplicadas por 18 dias e os efeitos sobre a superficie epitelial foram
observados pelos aspectos clinico e histolégico. A dose diaria de 0,05 mg néao
apresentou resultados diferentes do controle. O uso do 5-fluorouracil na
concentragédo de 0,5 mg por dia preveniu a alta taxa mitotica, tipicamente observada
no inicio da terapia e ndo apresentou efeitos significativos sobre o aspecto clinico ou
histolégico. A aplicagdo de 5,0 mg do farmaco reduziu em 1 % a taxa mitética do

epitélio corneal afetado.

No estudo realizado por Yeatts e colaboradores (2000) foi avaliada a eficacia
do 5-fluorouracil no tratamento da neoplasia intraepitelial da conjuntiva e da cérnea
em pacientes voluntarios. O regime terapéutico constava de aplicacao topica de uma
solucao de 5-fluorouracil a 1 % contendo metilcelulose, quatro vezes ao dia por
quatro dias, com repeticdbes mensais do ciclo de tratamento, sendo realizados de

quatro a seis ciclos no total. A terapia estabelecida demonstrou eficacia no
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tratamento da neoplasia intraepitelial da conjuntiva e da cornea com auséncia de

efeitos colaterais.

A avaliagao da eficacia da aplicagao tépica de uma solugdo aquosa de 5-
fluorouracil a 1 %, isoladamente no tratamento do carcinoma das células escamosas
da conjuntiva foi realizada por Midena e colaboradores (2000). Todos os pacientes
submetidos ao tratamento demonstraram uma regressao clinica do carcinoma
conjuntival, sendo a conjuntiva neoplasica totalmente recuperada em um periodo de

trés meses. Nesse estudo, ndo foram observados efeitos colaterais.

Com base no exposto, este trabalho visa desenvolver e avaliar sistemas
nanoestruturados destinados a administragdo ocular, contendo o agente
antineoplasico 5-fluorouracil. Desta forma, nanoparticulas poliméricas com diferentes
caracteristicas superficiais serdo desenvolvidas e avaliadas quanto as suas
propriedades fisico-quimicas, interacdo com os componentes do fluido lacrimal e
com o tecido corneal visando a melhora da biodisponibilidade ocular a partir da

administracao topica destes sistemas.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAIS

4.1.1 Matérias-primas

e 5-Fluorouracil (Galena — Brasil);

e Alcool polivinilico (Vetec — Rio de Janeiro);

e Quitosana 85% desacetilada (PM 161 kDa) (Sigma-Aldrich — USA);
e Polaxamero 188 (BASF — New Jersey);

e Poli-e-caprolactona (PM 40.000 Da) (Aldrich — Alemanha).

4.1.2 Solventes e Reagentes

Todos os solventes, com excecdo daqueles utilizados na analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), possuiam grau de pureza para
analise (P.A).

e Acetato de etila (Vetec — Rio de Janeiro);

e Acetato de sddio (Vetec — Rio de Janeiro);

e Acetonitrila para CLAE (Tedia Company Inc. - EUA);

e Acido acético glacial (Vetec — Rio de Janeiro);

e Acido cloridrico (Vetec — Rio de Janeiro);

e Carbonato de sodio (Synth — Sdo Paulo);

e Cloreto de calcio dihidratado (Vetec — Rio de Janeiro);

e Cloreto de magnésio hexahidratado (Synth — S&o Paulo);
e Cloreto de potassio (Vetec — Rio de Janeiro);

e Cloreto de sodio (Vetec — Rio de Janeiro);



38

¢ Fosfato de potassio monobasico (Synth — Sdo Paulo);

e Fosfato de sédio dibasico monohidratado (Synth — Sao Paulo);
e D-Glicose anidra (Synth — Sdo Paulo);

e Hidroxido de sodio (Cinética Quimica LTDA — Sao Paulo);

e L-Glutation (Akrés — EUA);

e Lisozima (Sigma-Aldrich — EUA);

e Mucina (Sigma-Aldrich — Alemanha).

4.1.3 Cobrneas

Codrneas frescas isoladas de porcos obtidas no Frigorifico Antonio Carlos,
situado em Antonio Carlos - Santa Catarina — Brasil, conservadas em tampao Ringer

glutationizado a pH 7,0 durante o transporte até a realizagado dos ensaios.

4.1.4 Equipamentos e material de consumo

e Agitador magnético Are-Velp Scientifica;

e Aquecedor Etl4-basic Ika Labortechnik;

e Balancga analitica Ohaus Corporation AS200S;

e Banho de ultra-som Ultrasonic Cleaner Unique 1400 USC;

e Bomba de vacuo Marconi;

e Capela de fluxo laminar vertical Pachane;

e Centrifuga Sigma 4K 15;

e Centrifuga Sigma 2-15, rotor 12148;

e Coluna LiChrospher RP18-5 (HICHROM - UK);

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu, equipado com duas bombas
LC-10AD VP, detector UV/VIS SPD-10AV VP, workstation Class-VP;

e Espectrofotdmetro UV/VIS Perkin Elmer Lambda 10;

e Evaporador rotatério Quimis Q-344B2;
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e Membrana de filtragdo Millex AA 0,8um (Millipore-EUA);

e Membrana éster de celulose Spectra/Por CE MWCO 10000;

e Nanosizer/Zetasizer® Nano-ZS Modelo ZEN 3600 (Malvern Instruments - USA).
e pHmetro WTW pH 330i;

e Ponta de ultra-som (Fisher — EUA);

e Unidades de filtragao Ultrafree-MC 100000 NMWL (Milipore, EUA);

e Viscosimetro Cannon Fenske AS 350 (Schott);

e Vortex Mixer, modelo VS -1300V.

o Zetasizer 3000HS (Malvern Instruments - UK)

42 METODOLOGIA

4.2.1 Estudo preliminar das condicdes de preparacao de sistemas nanoparticulares

contendo 5-fluorouracil

Suspensodes de nanoesferas foram preparadas pela técnica de evaporagao do
solvente, a partir de uma dupla emulsdo (a/o/a), adaptada da metodologia
desenvolvida por Blanco & Alonso (1997). Brevemente, 50 mg de poli-g-
caprolactona (PECL) foram solubilizados em 2,0 mL de acetato de etila em banho de
ultra-som, em um tubo de ensaio. Duzentos ou 400 microlitros de uma solugao
aquosa de tensoativo contendo 5-fluorouracil (5-FU) a 12,5 mg/mL foram
acrescentados. A mistura foi submetida a agitagcao por ponta de ultra-som a 15
W, por 20 segundos, para a formacédo da emulsdo primaria a/o. A esta emulséo
foram adicionados 2,0 mL de uma solugao de tensoativo (Polaxamero 188, PLU, ou
alcool polivinilico, PVA) a 1 % (p/V), e uma nova agitagdo em ponta de ultra-som,
nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente, formou a dupla emulsao a/o/a. Para
completar o volume da dupla emulsdo formada, foram adicionados sob agitacéo

magnética 96 mL de uma solugédo PLU ou PVA a 0,3 % (p/V), respectivamente.
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Nas formulacbes de PECL revestidas pela quitosana (CS), o polissacarideo
foi dissolvido em 96 mL de uma solugdo aquosa de acido acético glacial a 0,2 %
(v/v), na qual foi posteriormente acrescentado o tensoativo utilizado na preparagao
da dupla emulsédo (PLU ou PVA) para obter uma concentragao final de 0,3 %. Essa
dispersao foi acrescentada a dupla emulsao formada em substituicdo a solucédo de
tensoativo utilizada para a diluicao da fase externa, nas mesmas condi¢coes descritas

acima.

A suspensao resultante foi submetida a agitacdo magnética por 10 minutos e,
em seguida o volume da suspensao reduzido a 5,0 mL em rotaevaporador, obtendo-
se formulagdes contendo 0,5 ou 1,0 mg/mL de 5-FU. Com a evaporac¢éo do solvente
organico, o polimero, insoluvel na fase aquosa, solidifica, formando as nanoesferas

que contém o farmaco.

A composicdo das nanoesferas e as formulagdes avaliadas no estudo

preliminar podem ser visualizadas na Tabela 1.

A Figura 3 apresenta uma ilustragdo esquematica do metodo de obtencao das

nanoparticulas contendo 5-FU.
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Tabela1. Composicdo quali/quantitativa das formulagdes avaliadas no ensaio
preliminar para o estabelecimento das condi¢des de preparagao das suspensdes de
nanoparticulas contendo 5-FU.

Fases da

Formulagio Composigao F1 F2 | F3 | F4 | F5 | F6 | F7 | F8
5-FU (mg) 25 | 25| 25|25 | 50| 50| 50| 50
Fase interna PLU (%, pV) 1 1 1 1
aquosa da primeira
emulséo PVA (%, p/V) 1 1 1 1

Agua gsp (uL) 200 | 200 | 200 | 200 | 400 | 400 | 400 | 400

Fase externa PECL (mg) 50 50 50 50 50 50 50 50
organica da
emulsao primaria

(alo) Acetatode etila(mL) | 2,0 | 20 | 2,0 | 20 | 2,0 | 20 | 2,0 | 2,0

PLU (%, p/V) 1 1 1 1

Fase externa
aquosa da dupla PVA (%, p/V) 1 1 1 1
emulsao (a/o/a)

Aguaqsp(mL) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

PLU (g9) 03] 03 03| 03
PVA (g) 03 | 03 03 | 03
Dilueenr;eu?saégup'a Ac. Acético (mL) 0.2 0.2 0.2 02
CS(9) 0,2 0,2 0,2 0,2
Agua (mL) 96,0 | 96,0 | 96,0 | 96,0 | 96,0 | 96,0 | 96,0 | 96,0

Nesse estudo, também foram preparadas formulagdes de nanoparticulas com
composi¢ao quali/quantitativa equivalente as formulagcdes apresentadas na Tabela 1,
porém sem a adicdo do farmaco. Estas formulagcdes foram denominadas

nanoparticulas brancas.
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Figura 3. Representagcdo esquematica do método de preparacdo das
suspensdes de nanoesferas contendo 5-FU. Adaptado de Blanco & Alonso, 1997

4.2.2 Determinagao do didametro médio, distribuigdo granulométrica e potencial zeta

das nanoesferas

O diametro médio e a distribuicdo granulométrica das nanoesferas obtidas
foram determinados por espectroscopia de correlacdo fotbnica. O potencial zeta foi
determinado a partir da mobilidade eletroforética por Anemometria Laser Doppler
num campo elétrico de 150 V/cm e ambas medidas foram realizadas em um

equipamento Nanosizer/Zetasizer® Nano-ZS Modelo ZEN 3600 (Malvern Instruments
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- USA)". Na determinacdo do diametro médio e distribuigdo granulométrica, as
suspensdes de nanoparticulas foram diluidas em agua na propor¢ao de 1:500. As
medidas foram realizadas em triplicata, sendo o resultado expresso como a média
de 10 leituras de cada amostra. Para a determinacdo do potencial zeta, as amostras
foram diluidas em uma solucédo de NaCl 1 mM, na mesma proporc¢ao indicada acima

e as medidas analisadas em triplicata.

4.2.3 Determinacgao da eficiéncia de encapsulacao do 5-fluorouracil em suspensoes

de nanoesferas

4.2.3.1 Curva de calibracdo do 5-fluorouracii em tampao acetato por

espectrofotometria no ultravioleta (UV)

Uma solucdo foi preparada pela diluicio da massa exata de
aproximadamente 10 mg de 5-FU em 10 mL de agua purificada. Posteriormente,
aliquotas desta solugao-mae foram diluidas em tampao acetato pH 4,7 para a
obtengdo de solugdes nas concentragdes de 1,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 pg/mL. O
tampéao acetato pH 4,7 foi preparado com 8,4 g de acetato de sédio e 3,35 mL de
acido acético glacial para 1000 mL de solugao (USP XXVI, 2003). As solugdes foram
preparadas em ftriplicata e analisadas por espectrofotometria de absor¢do no
ultravioleta no comprimento de onda de 260 nm. As médias das absorbéancias
referentes a cada concentragao foram utilizadas para a construgdo de uma curva de
calibracdo. A equacao da reta e o coeficiente de correlacdo foram calculados pela

analise de regressao linear.

' Estes ensaios foram realizados na Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul (UFRGS), pela equipe da Professora Doutora Silvia Stanisguaski Guterres.



44

4.2.3.2 Determinagao da eficiéncia de encapsulagcao das nanoesferas contendo 5-
FU

Uma aliquota de 500 pyL da suspensao de nanoesferas (n=3) foi transferida
para uma unidade de filtracdo (Ultrafree-MC 100000) e centrifugada a 16.708 g por
30 minutos. A seguir, 50 pL do filtrado foram transferidos para um baldo volumétrico
de 5,0 mL e o volume foi completado com tamp&o acetato pH 4,7, preparado como
descrito em 4.2.3.1. A concentragcao de 5-FU presente nas amostras foi estimada por
espectrometria no UV a 260 nm. Como controle de possiveis variagdes na leitura
decorrentes do equipamento, uma solugdo de farmaco na concentragdo de

10 pg/mL foi utilizada como padré&o externo.

A eficiéncia de encapsulagao foi calculada como sendo a diferenca
percentual entre a quantidade inicial de farmaco e aquela encontrada no filtrado,

empregando-se a seguinte equagao:
Eficiéncia de encapsulagéo (%) = Cl=CF 19 equagao 1
Cl

onde:
Cl = Concentraco inicial

CF = Concentracao no filtrado
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4.2.4 Determinacdo do perfil de liberacdo do 5-FU a partir das nanoesferas de
PECL e PECL/CS

4.2.4.1 Solubilidade do 5-FU em tampao fosfato pH 7,4

A massa exata de aproximadamente 200 mg de 5-FU foi diluida em 10,0 mL
de tampao fosfato 7,4, preparado conforme especificado na British Pharmacopoeia
(1999). A solucgao foi preparada em triplicata e submetida a agitagcado magnética por
duas horas. Posteriormente, uma aliquota de 500 pL da solugéo (n=3) foi transferida
para unidades de filtracdo (Ultrafree-MC 100000) e centrifugadas a 16.708 g por 10
minutos. Dez microlitros do filtrado foram transferidos para balao volumétrico de 10,0
mL e o volume completado com tampao acetato pH 4,7, preparado como descrito
em4.2.3.1.

A concentracdo do farmaco foi determinada por espectrofotometria no UV a

260 nm utilizando a equagao da reta calculada como descrito em 4.2.3.1.

4.2.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

42421 Condigdes cromatograficas

A concentracdo de 5-FU no meio de dissolugdo foi determinada por
comatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando cromatégrafo Shimadzu,
equipado com duas bombas LC-10AD VP, detector UV/VIS SPD-10AV VP,
workstation Class-VP, adaptado da metodologia descrita por Lamprecht (2003). O

ensaio foi realizado de acordo com as condi¢cdes descritas na Tabela 2.
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Tabela2. Condi¢cdes cromatograficas utilizadas para a quantificacdo do 5-FU por
CLAE.

Caracteristica Descrigcao
Deteccéao UV (A =260 nm)
Fluxo 0,8 mL/minuto
Coluna Coluna LiChrospher RP18-5 (25 cm x 4.0 mm)
(HICHROM - UK)
Fase Movel Acetonitrila:Tampé&o acetato pH 4,4 (15:85)
Volume de injecéo 50 pL

42422 Curva de calibracdo de 5-FU em tampao fosfato pH 7,4 obtida por
CLAE

Na preparagao da curva padrao foram exatamente pesados aproximadamente
10 mg de farmaco e imediatamente transferidos para um baldo volumétrico de 10,0
mL e o volume foi completado com tampéo fosfato pH 7,4. A seguir, aliquotas dessa
solucao-mae foram transferidas para balbes volumétricos de 10,0 mL e o volume
completado com o mesmo solvente para a obtencdo de solugbes de 5-FU nas
concentragdes de 0,1; 0,5; 0,8; 3,0 e 8,0 yg/mL. As solugdes foram analisadas por
CLAE utilizando as condigdes descritas em 4.2.4.2.1. As solu¢des foram injetadas no
cromatégrafo em triplicata e as médias das areas referentes a cada concentracéo
foram plotadas em grafico de concentragdo versus area. A equacao da reta e o

coeficiente de correlagéo foram calculados por regresséo linear.

4.2.4.3 Estudo de cinética de liberacado do 5-FU a partir das nanoesferas

Uma aliquota de 3,0 mL de suspensao de nanoesferas ou de uma solucio
aquosa de 5-FU a 0,5 mg/mL foi transferida para o interior do saco de dialise
(Spectra/Por CE MWCO 10000). Apds seu fechamento, o saco de didlise foi
colocado em béquer contendo 297,0 mL de tampé&o fosfato pH 7,4, esse sistema foi

mantido sob agitagdo magnética constante, a 37 °C, e, no tempo zero e apds 15, 30,



47

60, 120, 240 e 720 minutos, aliquotas de 5,0 mL do meio de liberacdo foram
coletadas para analise. O volume de amostra retirado foi imediatamente reposto com
o0 mesmo meio de liberacdo. As amostras foram analisadas por CLAE com as
condigbes descritas em 4.2.4.2.1. As analises foram realizadas em triplicata e a
concentracdo do 5-FU foi determinada utilizando-se a equacao da reta da curva de

calibragao do 5-FU em tampao fosfato pH 7,4, conforme descrito em 0.

A partir destes resultados, curvas de liberagdo do 5-FU, expressas em

porcentagem (%) de farmaco liberado versus tempo (minutos), foram construidas.

4.2.5 Estudo da interacdo e estabilidade das nanoesferas de PECL e PECL/CS

frente aos componentes do muco ocular

4.2.5.1 Interagdo com a mucina

A interagao das suspensdes de nanoparticulas com a mucina foi avaliada por
meio de medidas de viscosidade, utilizando a técnica de viscosimetria capilar.
Misturas de uma dispersao de mucina em agua (0,4 mg/mL) com as suspensdes de
nanoparticulas nas proporgdes 0:100, 10:90, 50:50, 90:10 e 100:0 (V/V) foram
preparadas. Para a determinagdo propriamente dita, foi transferido para um
viscosimetro capilar Schott AVS 350-Cannon-Fensk termostartizado a 37 °C, um
volume total de 5 mL de cada mistura, no tempo zero e apds incubacao a 37 °C por
60 e 120 minutos. De acordo com o tempo de escoamento de cada amostra, a

viscosidade relativa foi determinada através da equacéo:

V=K(t-9) equagao 2
onde:
V = viscosidade cinematica (cSt)
K = constante do viscosimetro
t= tempo de passagem da amostra (s)

9 = corregdo da energia cinematica
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O viscosimetro capilar utilizado para as medidas de viscosidade da dispersao
de mucina foi o de numero 75 e constante igual a 0,008. Para o ensaio com a
formulagdo F1 o capilar utilizado foi o de numero 100, sendo a constante 0,015. O
capilar de numero 200 foi utilizado nas medidas de viscosidade da formulacéo F2,
apresentando a constante igual a 1,01. O valor de corregao da energia cinematica é

fornecida pelo fabricante e relativo a cada tempo especifico de ensaio.

Os resultados foram expressos como a média de quinze determinagdes dos
trés lotes preparados de cada formulagao e analisados estatisticamente empregando

a analise de variancia (ANOVA).

4.2 5.2 Estabilidade frente a lisozima

A influéncia da lisozima sobre a estabilidade das suspensbes de
nanoparticulas foi avaliada por meio de medidas de tamanho de particula e potencial
zeta antes e apods a incubagdo com a enzima. Para a realizacdo do estudo uma
aliquota de 200 yL de cada uma das suspensdes de nanoesferas foi adicionada a
1,0 mL de uma solugdo aquosa de lisozima 1,0 mg/mL. O tamanho de particula e o
potencial zeta das amostras foram determinados no tempo zero e apds duas horas
de incubacao a 37 °C em banho termostatizado em equipamento Zetasizer 3000HS
(Malvern Instruments - UK)?, de acordo com a metodologia descrita em 4.2.2. As
analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram analisados

estatisticamente empregando o teste t de Student.

2 Este ensaio foi realizado pelo Dr. Edison Carvalho no Departamento de Farmacia y
Tecnologia Farmacéutica da Universidade de Santiago de Compostela, Espanha, gentiimente

disponibilizado pela Profa. Maria José Alonso.
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4.2.6 Interacao ex-vivo do 5-FU livre e nanoencapsulado com o tecido corneal

A influéncia da nanoencapsulagdo sobre a capacidade de permeacdo e
retencao no tecido corneal do 5-FU foi avaliada ex-vivo em células de difusao. Estas
células sdo compostas por dois compartimentos, doador e receptor, cuja interface
esta desenhada especificamente para manter a curvatura do tecido corneal. Cada
compartimento apresenta agitagdo magnética e aquecimento individual, o que
garante a homogeneizagcdo das amostras e o controle rigoroso da temperatura

durante todo o tempo de ensaio.

Nesse estudo, o total de dez cérneas foi utilizado para cada uma das
formulagdes, F1 e F2 e também para a solugcdo de 5-FU. Cada cérnea, removida do
globo ocular de porcos mediante corte na esclera, foi cuidadosamente colocada na
interface das células de difusdo. Inicialmente, para a estabilizagcdo do tecido corneal,
uma aliquota de 3,0 mL de Tamp&o Ringer glutationizado (TRG) pH 7,0
(ROBINSON, 1989) foi colocada em cada um dos compartimentos da célula de
difusdo e o sistema foi mantido a 37 °C por 10 minutos, sob agitacdo magnética
constante. A seguir, o TRG do compartimento doador foi substituido por 1,0 mL da
solugéo de 5-FU a 1,0 mg/mL ou 2,0 mL das suspensdes de nanoesferas de PECL
ou PECL/CS e o volume completado para 3,0 mL com TRG. Desta forma, cada

amostra avaliada continha o equivalente a 0,33 mg de 5-FU por mililitro.

Ambos os compartimentos, doador e receptor, foram mantidos sob agitagéo
magnética moderada por duas horas a 37 °C. Transcorrido este tempo, a totalidade
da solugao contida no compartimento receptor foi retirada com o auxilio de uma
pipeta Pasteur e transferida para tubo de ensaio. A cornea foi retirada da célula de
difusdo, lavada com solugao fisioldogica e seca em papel absorvente. A fracao
excedente da cdrnea (parte que ndo estava em contato com a amostra) foi retirada e

a fracao restante foi pesada em balanca analitica.

As amostras foram devidamente armazenadas para os ensaios posteriores,

descritos a seguir.
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4.2.7 Estudo da retengao corneal ex-vivo do 5-FU livre e nanoencapsulado

4.2.7.1 Curva de calibragdo do 5-FU em acetonitrila/tampao acetato pH 4,4 e
metanol a 4,0 % obtida por CLAE

Para a obtencéo da curva padrao foram pesados exatamente cerca de 10 mg
de 5-FU, imediatamente transferidos para baldo volumétrico de 10,0 mL e o volume
foi completado com uma solugdo de acetonitrila/tampao acetato pH 4,4 (15:85).
Aliquotas dessa solucao foram transferidas para baldes volumétricos de 10,0 mL e
diluidas no mesmo veiculo adicionado de metanol 4,0 % (V/V). As solugcdes
resultantes contendo 0,05; 0,1; 0,3; 1,0 e 3,0 ug/mL de 5-FU foram analisadas por
CLAE, conforme descrito em 4.2.4.2.1. As solugdes foram injetadas no cromatégrafo
em triplicata e as médias das areas referentes a cada concentragao foram plotadas
em grafico de concentragdo versus area. A equacado da reta e o coeficiente de

correlagao foram calculados por regressao linear.

4.2.7.2 Determinacao das condi¢cdes de extracdo do 5-FU do tecido corneal

A quantificagdo do 5-FU retido nas coérneas apds o ensaio ex vivo em células
de difusao foi realizada por CLAE. Para possibilitar esse estudo, foi necessaria a

otimizagcao de uma metodologia de extragao do farmaco contido nas amostras.

Como liquido extrator foi utilizado o alcool metilico (MetOH) devido a
solubilidade do farmaco nesse solvente (GENARO et al., 1994).

Para a contaminagao das amostras com o farmaco, cerca de 50 mg de cérnea
foram exatamente pesados e transferidos para um tubo de ensaio (tubo 1), no qual

100 pg de 5-FU foram adicionados através de uma solugéo de 5-FU a 1,0 mg/mL ou
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200 pyL de uma suspensao aquosa de nanoesferas. As corneas contendo o farmaco

ficaram incubadas por duas horas em banho termostatizado a 37 °C.

Ap0bs o periodo de incubagao das cérneas, uma aliquota de 2,0 mL de MetOH
foi adicionada ao tubo 1. Este tubo foi agitado em vortex por dois minutos e, a
seguir, centrifugado a 5000 rpm por trinta minutos. Em seguida, uma aliquota de 1,5
mL do sobrenadante foi transferida para um tubo de ensaio previamente identificado
(tubo 2).

Para garantir a completa extragdo do 5-FU uma nova aliquota de 1,0 mL de
MetOH foi adicionado no tubo 1, que foi novamente vortexado e centrifugado. Em
seguida, uma aliquota de 1,5 mL do sobrenadante do tubo 1 foi transferida para o
tubo 2, juntamente com a solugdo metandlica resultante da primeira etapa de

extracao.

A concentragcao de farmaco presente na solugao extrativa foi determinada por
CLAE, de acordo com as condi¢des cromatograficas descritas em 4.2.4.2.1. A

extragcao foi realizada em ftriplicata para cada uma das amostras.

A taxa de recuperacao do 5-FU foi calculada, considerando as diluicdes

realizadas nas diferentes etapas da extragdo, de acordo com a seguinte equacgao:

Taxa de recuperacdo 5-FU (%) = Concentracdo obtida por CLAE x 100 equacao 3

Concentragao inicial

Para avaliar a interferéncia dos componentes da cérnea sobre a extragao do
farmaco, foi realizado, como controle, 0 mesmo procedimento citado acima em

fragdes equivalentes de cérnea, sem contaminagao com o farmaco.
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4.2.7.3 Determinacdo da quantidade de 5-FU retido no tecido corneal apos estudo

nas células de difusao

As cdrneas previamente pesadas, foram colocadas em tubo de ensaio (tubo
1) e adicionadas de uma aliquota de 2,0 mL de MetOH. A seguir, as amostras foram

submetidas ao procedimento de extragao do 5-FU descrito em 4.2.7.2.

A concentracado de farmaco presente na solucio extrativa foi determinada por
CLAE, de acordo com as condi¢gdes cromatograficas descritas em 4.2.4.2.1. A
concentragdo do 5-FU foi calculada, considerando as diluigbes realizadas nas

diferentes etapas da extracdo, de acordo com equacio descrita em 4.2.7.2.

4.2.8 Passagem transcorneal ex vivo do 5-FU

4.2.8.1 Curva de calibracdo do 5-FU em acetonitrila/tampao acetato pH 4,4 por
CLAE

Nesse estudo a concentragdo de farmaco presente no compartimento
receptor da célula de difusao foi determinada por CLAE. Para isso, uma curva
padrao foi construida, onde a massa exata de aproximadamente 10 mg de 5-FU foi
diluida em 10 mL de uma solugédo acetonitrila/tampao acetato pH 4,4 (15:85). Em
seguida, aliquotas dessa solugdo-méae foram transferidas para baldes volumétricos
de 10 mL e diluidas no mesmo veiculo para a obtengdo das seguintes
concentragbes: 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 3,0 e 50 pg/mL. As solugdes foram
preparadas em triplicata e analisadas por CLAE conforme descrito em 4.2.4.2.1. As
médias das areas referentes a cada concentragdo foram plotadas em grafico de
concentracdo versus area. A equacgao da reta e o coeficiente de correlagdo foram

calculados pela analise da regresséo linear.
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4.2.8.2 Determinacdo da concentracdo de 5-FU na solucdo do compartimento

receptor da célula de difusao

As amostras coletadas do compartimento receptor foram adequadamente
diluidas em solugéo de acetonitrila/tampao acetato pH 4,4 (15:85) (USP XXVI, 2003),
antes da injecéo no cromatdgrafo. A quantificagdo do 5-FU presente na solugéo do
compartimento receptor foi realizada por CLAE, de acordo com as condi¢des
cromatograficas descritas em 4.2.4.2.1. Os calculos da concentragdo de farmaco
obtido foram realizados utilizando a equacdo da reta proveniente da curva de

calibracédo do 5-FU, descrita em 4.2.8.1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 ESTUDO PRELIMINAR DAS CONDICOES DE PREPARACAO DE
SUSPENSOES COLOIDAIS DE NANOESFERAS CONTENDO 5-FLUOROURACIL

A escolha da técnica mais adequada para a encapsulagcdo de farmacos em
sistemas nanoestruturados depende principalmente da hidrofilia/lipofilia do mesmo
(ZAMBAUX et al., 1998). A maioria dos métodos mais utilizados para a preparacao
de sistemas nanoparticulares poliméricos € eficiente para a encapsulagdo de
moléculas lipofilicas. No caso de farmacos hidrofilicos, estes métodos geralmente
resultam em uma baixa eficiéncia de encapsulacao, devido a facilidade de difusao

do farmaco para a fase externa aquosa (BALA et al., 2004).

O 5-fluorouracil € soluvel em &agua, etanol e metanol, e é praticamente
insoluvel em cloroféormio, éter e benzeno, sendo que a solubilidade aumenta na
medida em que se eleva o pH da solugdo (CLARKE, 2004). Devido a
hidrossolubilidade do farmaco, as nanoparticulas de 5-FU foram preparadas através
da técnica de dupla emulsdo (BLANCO e ALONSO, 1997). Nesta técnica,
inicialmente é formada por ultrassonicacdo uma emulsao primaria a/o, composta de
uma fase organica contendo o polimero e uma fase aquosa contendo o farmaco e
um tensoativo hidrofilico. Esta emuls&o constitui a fase interna da segunda emulsao
al/o/a, também obtida por ultrassonicac¢do, cuja fase externa € constituida de uma
solucdo aquosa de tensoativo hidrofilico. As formulagcdes sdo submetidas a

evaporagao sob pressao reduzida e concentradas ao volume desejado.

Um estudo de formulagdo para determinar as condigdes de preparagao dos
sistemas nanoparticulares contendo 5-FU foi realizado, visando estabelecer o efeito
de algumas variaveis sobre a formagcdo da suspensao, otimizar a eficiéncia de
encapsulacdo e maximizar o percentual de farmaco no interior das nanoparticulas.

As variaveis avaliadas foram:
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() o volume de fase interna aquosa (200 ou 400 pL): um aumento de volume
da fase aquosa na emulsao primaria pode levar a um maior teor de farmaco nas
particulas; por outro lado, este aumento pode conduzir a uma menor eficiéncia de
encapsulacédo (ZAMBAUX et al., 1998). Considerando a solubilidade do 5-FU em
agua, 1g em 80 mL, foram utilizados para a formagao da emulsao primaria 200 ou
400 pL de solucdo aquosa contendo 12,5 mg/mL de 5-FU, representando 2,5 e 5,0

mg de farmaco, respectivamente.

(i) o tipo de tensoativo utilizado (PVA ou Polaxdmero 188): na técnica de
evaporagao do solvente a partir de uma emulsao multipla a/o/a, € indispensavel a
presenca de um agente estabilizante para a fase dispersa (FLORENCE &
WHITEHILL, 1982). O PVA é um dos estabilizantes mais amplamente utilizados com
esta finalidade. No entanto, o PVA permanece na superficie das particulas,
oferecendo bastante dificuldade a remogao (CARRIO et al., 1991). Uma vez que o
PVA é potencialmente carcinogénico (ZAMBAUX et al.,, 1998) é importante a
reducdo do mesmo da superficie das particulas, e quantidade residual deve ser
determinada. Portanto, a substituicdo deste tensoativo por outro tensoativo
hidrofilico admitido para preparacgdes oftalmicas, como é o caso do Polaxamero 188,

passa a ser bastante vantajosa.

(i) a presenga de quitosano na fase externa aquosa da segunda emulsao
(zero ou 2 mg/mL, 100 mL): o quitosano € um polissacarideo catibnico com
caracteristicas que o tornam potencialmente interessante em oftalmologia:
biocompatibiliade e bioegradabilidade (PANGBURN et al., 1982; HIRANO et al.,
1990), mucoadesividade (HASSAN & GALLO, 1990; LEHR et al., 1992) além da
habilidade de aumentar transitoriamente a permeabilidade das barreiras mucosas
(ARTURSSON et al., 1994; DODANE et al., 1999). Solugdes de quitosano tém sido
propostas para aumentar o tempo de permanéncia de moléculas na superficie ocular
(FELT et al.,, 1999) e o recobrimento de nanocapsulas de PECL com quitosano
resultou positivo para melhorar a penetragdo ocular de indometacina
(CALVO et al., 1997).

A partir das variaveis selecionadas, foram preparadas oito diferentes

formulacbes que foram avaliadas macroscopicamente. As formulagdes que
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apresentaram um aspecto leitoso e homogéneo, e auséncia de agregados,
sedimentos ou precipitados foram consideradas adequadas para os estudos
subsequentes. As formulacdes F4 e F8, contendo respectivamente 200 e 400 pL de
fase interna aquosa, ambas elaboradas com PVA como tensoativo e contendo o
polissacarideo quitosano, apresentaram uma quantidade elevada de precipitado. A
nao formacao das nanoparticulas nestas formulagdes foi atribuida a viscosidade
elevada da fase externa da segunda emulsdo a/o/a, provavelmente por dificultar a
difusdo do solvente organico e, desta forma, comprometer a etapa de solidificagéo
do polimero e formacdo das particulas. Estas formulagcbes foram, portanto,

descartadas dos experimentos realizados a seguir.

5.2 DETERMINAGAO DO DIAMETRO MEDIO, DISTRIBUIGAO
GRANULOMETRICA E DO POTENCIAL ZETA DAS NANOESFERAS

5.2.1 Determinagao do diametro médio e distribuicdo granulométrica

Nesse estudo foram avaliados o didmetro médio e a distribuicdo
granulométrica das diferentes formulagdes de nanoesferas brancas, conforme
formulacdes especificadas na Tabela 1. O ensaio foi realizado empregando-se
espectroscopia de correlagdo fotdnica em equipamento Nanosizer/Zetasizer® Nano-
ZS Modelo ZEN 3600 (Malvern Instruments/USA). O principio desta técnica esta
relacionado com o movimento browniano que apresentam os sistemas coloidais.
Este movimento causa uma variagao na intensidade de luz dispersada quando sobre
a suspensao coloidal incide um feixe de luz. Esta variagao é fungcdo do tamanho das
particulas, de modo que quanto maiores sdo as particulas, mais lentamente se

movem, sendo também menor a velocidade das flutuagdes da luz dispersada.

A técnica utilizada para a formagao das particulas € um fator determinante
para o seu didmetro médio, distribuicdo e morfologia. De acordo com a literatura, a
utiizacdo de uma elevada velocidade de agitagdo em ambas as etapas de

emulsificacdo € necessaria e leva a redugcdo do tamanho das goticulas da fase
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interna tanto da emulsao primaria como da dupla emulsédo, possibilitando a obtengao
de particulas submicromicas (BLANCO & ALONSO, 1997). Da mesma forma,
resultados obtidos por Bhavsar e colaboradores (2005), no desenvolvimento de
nanoparticulas-em-microparticulas utilizando poli-e-caprolactona pelo método da
dupla emulsdo, demonstraram a correlacdo entre a alta velocidade de
homogeneizagdo e o tamanho reduzido das particulas. Assim, devido ao interesse
em obter particulas de reduzido tamanho, um sonicador (ponta de ultra-som) foi

utilizado tanto na preparacédo da emulsao primaria como na dupla emulsao.

Tabela3. Didmetro médio (nm) e indice de polidispersdo (I.P.) das diferentes
formulagées de nanoparticulas (resultado de 10 leituras das triplicatas de cada
formulacéo).

Formulacao Diémet:;l r;é:;io (nm) indice de polidispersao
F1 195,2 +2,10 0,32
F2 506,4 + 4,07 0,51
F3 516,9 + 29,32 0,42
F5 167,8 + 7,03 0,33
F6 379,0 + 5,71 0,54
F7 525,0 + 25,91 0,44

Como pode ser observado na Tabela 3, as variaveis avaliadas afetaram o

tamanho médio das particulas obtidas de diferentes formas.

A primeira variavel estudada, o volume da fase interna aquosa da emulséo
primaria, ndo parece ter uma relacdo direta com o tamanho da particula, uma vez
que nao foram observadas diferengas significativas na comparacgao das formulagdes
onde a unica variagao € este parametro (F1 e F5; F2 e F6; F3 e F7; teste t de
Student, p < 0,05).

Por outro lado, o tipo de tensoativo e o revestimento com o polissacarideo
quitosana exercem uma influéncia marcante sobre o diametro médio das particulas
obtidas.
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A utilizagdo do estabilizante PVA resultou em particulas de tamanhos
consideravelmente maiores quando comparados aquelas formulagbes contendo
PLU, sendo que para as formulagdes F3 e F7 o didmetro médio obtido foi superior a
500 nm (F1 e F3; F5 e F7; teste t de Student, p < 0,05).

O PVA é um dos surfactantes mais comumente utilizados na obtencao de
nanoparticulas e observa-se que as particulas produzidas com esse tensoativo
apresentam altos valores de didametro médio, dependentes da concentragao
utilizada. A adicao de PVA na fase externa conduz ao aumento da viscosidade, o
que pode afetar o tamanho das particulas, geralmente reduzindo o tamanho a
medida que sua concentragdo aumenta (YANG et al., 2001). Todavia, a dificuldade
de remocgao dos residuos do PVA das nanoparticulas € um fator problematico
envolvendo a utilizacdo desta substancia (BOSKIR & SAKA, 2005).

A adicdo do biopolimero quitosana na fase externa aquosa da segunda
emulsdao promoveu um aumento no diametro médio das nanoparticulas de PECL, o
que pode ser atribuido ao revestimento das nanoparticulas com o biopolimero. A
forte interagdo ibnica decorrente das cargas positivas do polimero natural com as
cargas negativas apresentadas pelas particulas pode explicar esse fendémeno,
claramente demonstrado nos resultados obtidos com as formulagdes F2 e F6, cujo
diametro médio é significativamente superior aquele apresentado pelas particulas
nao revestidas preparadas com o mesmo tensoativo, formulagcbes F1 e F5,
respectivamente. Estes resultados corroboram com os obtidos em diferentes estudos
(CALVO et al., 1997; CAMPOS et al., 2004), nos quais, independente da técnica de
preparagao utilizada, a presenca de quitosana na formulacdo resultou em um

aumento no didmetro meédio de particula.
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5.2.2 Determinagao do potencial zeta

As particulas de uma suspensdo coloidal podem conter grupamentos
quimicos ou adsorver ions capazes de conferir uma carga de superficie a particula.
A medida dessa carga é fundamental porque permite inferir propriedades
diretamente relacionadas com a estabilidade fisico-quimica da suspens&o, como o
tempo de decantacgéo e a redispersibilidade das mesmas. Neste sentido, é desejavel
gue um sistema nanoestruturado apresente uma carga de superficie elevada, ja que
grandes forgcas repulsivas tendem a evitar agregacao em fungdo das colisdes

ocasionais de nanoparticulas adjacentes.

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual é
influenciado pelas mudangas na interface com o meio dispersante em razao da
dissociagdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorgcéo de
especies idnicas presentes no meio aquoso da dispersdo. Este parametro é obtido a
partir da determinacdo dos dados de mobilidade eletroforética, mediante a técnica
denominada Anemometria Laser Doppler, utilizando-se o0 equipamento
Nanosizer/Zetasizer® Nano-ZS Modelo ZEN 3600 (Malvern Instruments - USA)
(ALONSO et al., 1991; HOFFMAN et al., 1997). Neste método, a carga elétrica ndo &
medida diretamente, mas apos a aplicacdo de um campo elétrico, que faz com que
as particulas movimentem-se em direcdo ao eletrodo de carga oposta e, desta
forma, o potencial elétrico possa ser determinado pela medida da sua velocidade de
migracao (MALVERN, 2004).

Os valores de potencial zeta das formulacbes de nanoparticulas brancas

estudadas s&o apresentados na Tabela 4.
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Tabela4. Valores de potencial zeta (mV) das formulagdes de nanoparticulas
brancas pelo método de Anemometria Laser Doppler

Formulagido Potencial Zeta
(mV, M *0)
F1 19,7 +0,77
F2 +60 + 1,50
F3 +0,38+ 0,11
F5 16,13 + 0,44
F6 +58,96+2,5
F7 +0,46 + 0,32

Conforme pode ser observado na Tabela 4, o potencial zeta foi grandemente

influenciado pelas variaveis em estudo nas diferentes formulagdes.

A influéncia do volume de fase interna da emulséo primaria sobre os valores
de potencial zeta foi avaliada nesse estudo. Uma analise de variancia, com 95% de
confianca, foi efetuada para comparar as formulagdes F1 x F5 e F2 x F6, onde esta
€ a unica variavel existente. Os resultados indicam que o parametro avaliado parece
nao exercer influéncia sobre o potencial zeta das nanoparticulas, uma vez que F
calculado (1,80 para F2 x F6; 1,67 para F1 x F5) foi menor que o valor de F tabelado
(5,32) (F < Fo,05).

As nanoparticulas de PECL nao revestidas de CS, contendo o estabilizante
polaxamero 188, apresentaram cargas de superficie negativas e valores de potencial
zeta -19,7 e —16,13 mV para F1 e F5, respectivamente. As nanoparticulas contendo
o tensoativo PVA apresentaram cargas de superficie proximas a zero, o que pode
comprometer a estabilidade do sistema formado. De acordo com Schaffazick e
colaboradores (2003), tensoativos n&o ibnicos como o poloxadmero e o PVA tendem

a reduzir os valores absolutos de potencial zeta.

Contudo, com a inclusao do biopolimero quitosana foram observados altos
valores de potencial zeta e a inversao do sinal, o que pode ser constatado pelos
valores obtidos para as formulagdes F2 e F6. Esses resultados corroboram com

aqueles encontrados por Bravo-Osuna e colaboradores (2006) e Campos e
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colaboradores (2004), em que a presenga do biopolimero quitosana resultou em
uma inversao da carga de superficie, com particulas de potencial zeta de sinal
positivo e com valores elevados. Esta inversao foi atribuida a deposi¢cado do polimero
catibnico na superficie das particulas, indicando que o revestimento das mesmas foi
efetivado. Portanto, o potencial zeta positivo e o0 aumento do tamanho de particula
foram considerados evidéncias da associagdo da quitosana a superficie das
particulas. Por outro lado, um elevado valor de potencial zeta em mddulo (> 20 mV)
€ importante para a estabilidade fisico-quimica das suspensdes, uma vez que forcas
repulsivas tendem a evitar possiveis agregagdes das nanoparticulas
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Assim, os elevados valores de potencial zeta apontam

para uma boa estabilidade do sistema.

Os valores de potencial zeta obtidos para as formulacdes F2 e F6 podem ser
particularmente interessantes para a via ocular, uma vez que, as cargas positivas
favorecem a mucoadesao dos sistemas nanoparticulares as superficies mucosas
devido ao carater aniénico da mucina, o que pode prolongar o tempo de contato com
a mucosa ocular e, consequentemente, influenciar na melhora das oportunidades de

penetracao da molécula encapsulada (CAMPOS et al., 2004).

5.3 DETERMINAGCAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAGAO NAS
SUSPENSOES COLOIDAIS DE NANOPARTICULAS CONTENDO 5-
FLUOROURACIL

A determinacdo da taxa de associacdo do farmaco as nanoparticulas é
fundamental, porém bastante complexa devido a dificuldade em separar o farmaco
livre em fungdo da natureza coloidal dos sistemas. Uma técnica amplamente
utilizada para este fim é a ultrafiltracao/centrifugacéo, que separa a fase aquosa
dispersante da fracdo de nanoparticulas e, assim, permite a quantificacdo do
farmaco livre presente no ultrafiltrado. O conteudo de farmaco associado é
determinado pela diferenca entre o total de farmaco contido na suspensido e a
quantidade de farmaco livre contido no ultrafiltrado (SCHAFFAZICK et al., 2003).
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Quando um farmaco hidrofilico é encapsulado, como é o caso do 5-FU, uma
baixa eficiéncia de encapsulagao pode ser obtida devido a uma possivel difusdo do
mesmo para a fase aquosa externa da dupla-emulsdo, fato amplamente
demonstrado na literatura (YEH et al., 2000; PEREZ et al., 2001; TAKEUCHI et al.,
2001). Neste sentido, em um estudo comparativo, Hombrero-Perez e colaboradores
(2003) observaram uma menor eficiéncia de encapsulacdo em microparticulas
contendo o farmaco hidrofilico, cloridrato de propranolol, preparadas pela técnica da
dupla emulsdo/evaporagdo do solvente (a/o/a) em relagdo as microparticulas de
nifedipina, de carater lipofilico, obtidas pela técnica da emulsificagao/evaporacao do
solvente (o/a). Os autores atribuem esse resultado a difusdo do cloridrato de
propranolol em diregdo a fase aquosa da dupla-emulsdo devido ao seu carater

hidrofilico, diminuindo assim a quantidade de farmaco encapsulado.

O método utilizado para quantificar o 5-fluorouracil no ultrafiltrado foi a
espectrofotometria de absorgdo no ultravioleta, utilizando metodologia descrita na
USP XXVI (2003). Uma curva de calibragdo concentragdo x absorbancias, cuja
equacgao da reta obtida por regresséao linear e coeficiente de regressdo podem ser

visualizados na Figura 4.

A analise do ponto de interseccao e a determinacao dos limites de confianga,
da curva de calibragao, demonstram a auséncia de erro sistematico constante com o
emprego da metodologia de espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta
estabelecida (ANEXO A). O estudo de validagdo da metodologia analitica para

quantificacdo do 5-FU por espectrofotometria no UV encontra-se no ANEXO B.

Ap6s a validacdo da metodologia analitica, a quantidade de farmaco
associada as particulas foi determinada utilizando a equacgao 1 no item 4.2.3.2, e 0s

valores da eficiéncia de encapsulagao determinados constam da Tabela 5.
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Figura 4. Curva de calibragao do 5-fluorouracil obtida por espectrofotometria de
absorgao no ultravioleta.
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Tabela5. Valores de eficiéncia de encapsulagcdo do 5-fluorouracil em
nanoesferas preparadas pelo método da dupla emulsao.

Eficiéncia de encapsulagao
Formulagao (%, M £ o)

CV%

F1 59,73 + 2,17
3,64

F2 66,03 + 1,80
2,7

F3 89,30 + 3,07
3,75

F5 39,31 £ 1,21
3,10

F6 91,73 £ 0,38
0,40

F7 65,83+ 1,92
2,92

A variacdo na quantidade de 5-FU nanoencapsulada entre as formulacdes,
em torno de 40 a 90%, indica que as diferengas na composi¢cao das formulag¢des

repercutem sobre a eficiéncia de encapsulagao.

Neste estudo, como nos estudos anteriores, as variaveis em questédo séo (i) o
volume de fase interna aquosa da emulsao primaria, (ii) o tipo de tensoativo utilizado
e (iii) a presenga ou auséncia do revestimento com biopolimero quitosana. Através
de uma analise de variancia (p<0,05) foi possivel avaliar a influéncia destes

parametros sobre a eficiéncia de encapsulagao.

Quando se utiliza a técnica da dupla emulsdo para a preparacdo de
nanoparticulas, o farmaco, normalmente hidrofilico, € adicionado ao sistema como
uma solucao que constitui a fase interna da emulsao primaria (BLANCO & ALONSO,
1997, SOPPIMATH et al., 2001). Neste estudo foram utilizados dois volumes
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diferentes de uma solugdo de 5-FU de concentracdo constante de 12,5 mg/mL,
como fase interna aquosa. Consequentemente, as formulagdes apresentam
concentracdes diferentes de farmaco; como a quantidade de polimero é constante,
as formulagcbées com maior volume de fase interna aquosa apresentam uma maior

relagao farmaco:polimero e vice versa.

A observacao da Tabela 5 permite constatar que o volume de fase interna da
emulsao primaria afetou a eficiéncia de encapsulagao do 5-FU, o que foi confirmado
estatisticamente pela comparagao das formulacbes que tém este parametro como
unica variacao (F1 x F5; F2 x F6; F3 x F7, test t de Student, p < 0,05). No entanto,
esta influéncia ndo se manifesta de uma forma linear. O aumento da relagao
farmaco:polimero pode ter uma grande influéncia sobre a eficiéncia de encapsulagéo
do farmaco. De maneira geral, um aumento da relagdo farmaco:polimero pode
resultar em uma maior taxa de associacdo (UBRICH et al.,, 2004). No entanto,
ultrapassado um valor limite em que a encapsulagdo maxima € atingida para um
determinado sistema, o excesso de farmaco permanece na fase aquosa externa da
suspensao coloidal. Nesse caso, o0 aumento da relagao farmaco:polimero vai resultar
em uma menor encapsulacao percentual (UBRICH et al., 2004). Este fenbmeno
poderia explicar parcialmente os resultados observados nas formulagdes em que a
unica diferenga € o volume de fase interna, F1 x F5; F3 x F7, quando comparadas,
indicando que a relacdo entre a eficiéncia de encapsulacio e a quantidade inicial de
farmaco, neste caso, foi inversamente proporcional. Por outro lado, a comparacgéao
entre as formulagdes revestidas com quitosana (F2 e F6) demonstrou um
comportamento inverso, onde a maior concentragao inicial de 5-FU resultou em

maior eficiéncia de encapsulacao.

O didametro médio das nanoparticulas revestidas com quitosana ¢é
consideravelmente maior comparado as suspensdes nao revestidas, o que confirma
que o revestimento das nanoparticulas com o polissacarideo foi efetivado. O maior
diametro das nanoparticulas com quitosana pode ter contribuido para diminuir a
difusdo do 5-FU do interior da particula para o meio externo, resultando em uma
maior taxa de encapsulacdo as nanoparticulas recobertas, como observado na

comparacgao das formulagdes F1 x F2; e F5 x F6 ( teste t de Student, p < 0,05). Além
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disso, a alta viscosidade das suspensdes contendo o biopolimero pode também

caracterizar uma barreira a difusao do farmaco para o meio externo.

Estes resultados demonstram a marcante influéncia da presenga da quitosana
sobre a eficiéncia de encapsulagcdo. No entanto, € necessario destacar que a
dissolucdo da quitosana ocorre em presenca de meio acido, portanto deve ser
considerada, ainda, uma possivel interferéncia do pH do diluente da fase externa.
Considerando que a maior quantidade inicial de farmaco presente resultou em maior
eficiéncia de encapsulacao e que a solubilidade do 5-FU ¢ influenciada pelo pH do
meio (SINGH et al., 2005), a maior acidez das suspensdes contendo quitosana
possivelmente dificultou a difusdo do farmaco para a fase aquosa externa da dupla-
emulsdo. Com o intuito de avaliar esta hipétese, o pH das solucdes de tensoativos
utilizadas como diluentes da fase externa da segunda emulsédo foi avaliado. Os

valores obtidos sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de pH referentes as solugcdes de tensoativos utilizados como
diluentes da fase externa da segunda emulsao.

Composicao do diluente da fase externa pH
Solugdo aquosa de Polaxamero 188 0,3%
6,0
(p/V)
Solugdo aquosa de PVA 0,3% (p/V) 5,36
Solucéo aquosa de polaxamero 188 0,3% +
quitosana 0,2% + acido acético glacial 0,2% 3,8
(p/V)

Cabe destacar que, em estudo preliminar, foi avaliada a eficiéncia de
encapsulacédo do farmaco em meio alcalino, com pH em torno de 9,0. Os resultados
de eficiéncia de encapsulacdo obtidos nesse estudo foram préoximos a zero,
demonstrando a forte influéncia do pH na encapsulacdo do 5-fluorouracil nas

nanoparticulas.
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O tipo de tensoativo empregado na estabilizagcdo da dupla emulsao exerceu
uma influéncia significativa sobre a nanoencapsulacéo do 5-fluorouracil. A utilizagao
do PVA resultou em uma maior eficiéncia de encapsulacdo quando comparada com
o Polaxamero 188, entre as formulagcdes F1 x F3 e F5 x F7 (test t de Student, p <
0,05). Possivelmente, essa influéncia pode ter ocorrido em fungcédo das diferentes
viscosidades das suspensdes, uma vez que aquelas estabilizadas com PVA
apresentaram maior viscosidade em comparacao as formulagdes preparadas com o
Polaxamero 188. Esse aumento na viscosidade pode ter dificultado a difusdo do
farmaco para a fase externa da dupla emulsao, contribuindo para a maior eficiéncia

de encapsulacao das formulacgdes estabilizadas com PVA.

Os resultados obtidos até esta etapa permitiram estabelecer que as
formulagbes que apresentam um conjunto de caracteristicas favoraveis para a
continuagao deste trabalho foram F1 e F2. Portanto, estas formulacbes foram

utilizadas nos ensaios realizados posteriormente.

5.4 ESTUDO DA CINETICA DE LIBERAGCAO DO 5-FLUOROURACIL A PARTIR
DAS NANOPARTICULAS

O estudo da cinética de liberacdo dos farmacos a partir de sistemas
poliméricos nanoestruturados permite elucidar importantes parametros relacionados
ao sistema, entre eles a influéncia da composicao qualitativa sobre o controle de
liberagao do farmaco encapsulado, bem como estabelecer os fatores que governam
a liberagdo do mesmo a partir da estrutura coloidal. Além disso, o perfil de liberagcéo
in vitro a partir de um sistema especifico pode fornecer subsidios importantes para

inferir sobre o comportamento deste sistema in vivo.

A liberacao dos farmacos a partir das nanoparticulas poliméricas depende de
fatores como a dessor¢ao do farmaco da superficie das particulas, a difusdo do
farmaco através da matriz das nanoesferas, a difusdo através da matriz polimérica
das nanocapsulas, a erosdo da matriz polimérica ou combinagao dos processos de

difusdo e erosao (SCHAFFAZICK et al., 2003). Varios métodos, como a difusdo em
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sacos de dialise e a separagao baseada na ultracentrifugacao, na filtracdo a baixa
pressdao ou na ultrafiltragdo-centrifugacdo, tém sido utilizados para este fim
(SOPPIMATH et al., 2001). A técnica selecionada e executada, a difusdo em sacos
de dialise, consiste na colocacdo das suspensdes de nanoparticulas em sacos de
didlise em um meio de liberagdo sob agitacdo constante, a temperatura de 37 °C.
Este método é considerado pratico e com menor possibilidade de indugao de erros,
por ndo exigir etapas de filtragdo ou centrifugacéo posteriores (WATTS et al., 1990).
Portanto, nesse estudo, a técnica de didlise foi empregada na determinagao do perfil
de liberacdo do 5-fluorouracil a partir das nanoesferas, utilizando-se como meio de

liberagao o tampéao fosfato pH 7 4.

A realizagao deste estudo exige condigdes sink, sendo esta condi¢ao definida
como uma situagao de diluicdo infinita, onde n&o ha saturacdo do farmaco no seu
meio de liberacdo (WASHINGTON, 1990), e, consequentemente, a solubilidade de
farmaco no meio de liberacdo n&do atua como fator limitante da liberagcdo. Para os
estudos de liberagao estipula-se que a concentracdo maxima do farmaco deva ser

inferior a 10% da sua concentracdo maxima de saturagao (PRISTA et al., 1995).

Para estabelecer as condigcbes do estudo de liberagdo, garantindo as
condicdes sink, um estudo de solubilidade do 5-FU em tampao fosfato pH 7,4 foi
conduzido. Para tanto, uma solugao saturada, tendo como veiculo o tampao fosfato
e um excesso de farmaco, foi obtida e, apds os procedimentos de centrifugacao e
filtracdo, a quantidade de farmaco solubilizado foi determinada por
espectrofotometria de absor¢gdo no UV, em comprimento de onda de 260 nm. A
concentragdo de farmaco presente na solugdo foi determinada empregando-se a
equacao da reta da curva de calibragcao do 5-fluorouracil, apresentada na Figura 4. A
partir dos resultados obtidos, a solubilidade do 5-FU foi estimada como sendo de
15,6 mg/mL em tampéo fosfato pH 7,4, o que permitiu estabelecer as condi¢cbes do

ensaio.

O método utilizado para quantificar o farmaco no meio de liberagcao e, assim,
estabelecer a cinética de liberacdo do 5-FU a partir das nanoesferas foi a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para isto, uma curva de calibragéo

foi construida apds a analise cromatografica de solugdes de 5-FU em concentragdes
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variando entre 0,1 e 8,0 yg/mL, em tampao fosfato pH 7,4 como diluente. As areas
dos picos, obtidas a partir dos cromatogramas, sao apresentadas na Tabela 7. A
curva de concentragao de 5-fluorouracil versus area, bem como a equacgao da reta e
o coeficiente de correlagdo, obtidos por regressao linear, podem ser visualizados na
Figura 5.

Tabela7. Areas de pico obtidas apds analise das solugbes padrdo do 5-
fluorouracil por CLAE.

Concentragao de

5-fluorouracil (ug/mL) Absorbancia * o CV (%)
0,1 13663 + 97,58 0,71
0,5 49021 £ 914,52 1,86
0,8 65167 + 1144 1,76
3 226757 + 5806 2,56
8 608244 + 3,27 0,0006
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Figura 5. Curva de calibragao do 5-fluorouracil em tampao fosfato pH 7,4 obtida
por CLAE.
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A analise do ponto de intersec¢ao e a determinacdo dos limites de confian
¢a, da curva de calibragdo, demonstram a auséncia de erro sistematico constante
com o emprego da metodologia de cromatografia liquida de alta eficiéncia
estabelecida (ANEXO C).

5.4.1 Cinética de liberagao do 5-fluorouracil a partir das nanoesferas

A Figura 6 apresenta as curvas da cinética de liberacao das formulagdes F1 e

F2, bem como de uma solugao de 5-FU utilizada como controle.
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100 -

]
o
L

Liberagao 5-FU (%)
N o
o o

N
o
L

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Tempo (minutos)

——5-FU livre —#—F1 —A—F2|

Figura 6. Perfil de liberagao do 5-fluorouracil a partir de nanoesferas poliméricas
em tampao fosfato pH 7,4 pelo método de didlise (CLAE).

Os resultados apresentados na Figura 6 mostram que o 5-fluorouracil livre
difundiu rapidamente para o meio de liberagdo, sendo que em torno de 81% de
farmaco foi liberado nos primeiros 15 minutos e atingiu 100% de liberagdo em
aproximadamente uma hora. A quase imediata e completa liberagdo do farmaco livre

demonstra que a membrana de dialise n&o constituiu uma barreira para a liberacao,
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sendo que provavelmente o tempo para o sistema atingir o equilibrio foi o Unico fator

envolvido no perfil de liberagédo do farmaco.

A formulagao F1, constituida unicamente de PECL, apresentou uma liberagao
nos primeiros quinze minutos de cerca de 50 % de farmaco para o meio de
liberagdo, atingindo aproximadamente 95 % em 120 minutos. Também ¢é
interessante destacar a semelhanca da curva de liberagao a partir desta formulacao
com aquela obtida para o farmaco puro, onde a concentracdo de 5-FU no meio de
liberagao apresentou-se ligeiramente inferior em todos os pontos, porém mantendo,
como o farmaco livre, a maior parte do farmaco liberado nos primeiros sessenta

minutos.

Por outro lado, a formulagdo F2, cujas particulas encontram-se revestidas
pela quitosana, apresentou um perfil de liberagao diferenciado, com uma liberagao
de cerca de 30 % nos primeiros 15 minutos, percentual que se manteve
praticamente inalterado durante os primeiros 120 minutos. A seguir, a quantidade de
farmaco liberada foi aumentando lentamente, atingindo um maximo de 55 % ao

longo das 12 horas do estudo.

A rapida liberacdo de 5-FU nos primeiros quinze minutos, observada em
ambas as formulacbes, pode ser atribuida a quantidade de farmaco adsorvida ou
fracamente ligada a superficie das nanoparticulas e as condi¢gdes sink nas quais o
estudo foi realizado, que favorecem a solubilidade do 5-FU e sua difusdo para o
meio de liberacdo (CAMPOS et al., 2001; SOPPIMATH et al., 2001; UBRICH et al.,
2004). Este fenbmeno, denominado efeito burst, ja foi anteriormente demonstrado.
No estudo da cinética de liberagao in vitro realizado por Campos e colaboradores
(2001), a ciclosporina A, nanoencapsulada em particulas de quitosana, apresentou
uma rapida liberagdo inicial na primeira hora do ensaio, seguida por uma liberagao
gradual do farmaco durante o periodo de 24 horas. Li e colaboradores (2001)
verificaram que a albumina, utilizada como proteina modelo, associada a
nanoparticulas de PLGA ou de PLGA-co-polietilenoglicol apresentou uma rapida
liberacdo inicial, o que foi atribuido a uma fragao da proteina adsorvida a superficie

das particulas, porque o perfil de liberagdo apresentou uma segunda etapa
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sustentada, sendo esta atribuida a difusdo da proteina através da matriz polimérica

e a erosao desta.

A liberagdo gradual da formulagao F2 pelo periodo de 12 horas, observada na
Figura 6, indica que a presenga de quitosana na superficie das particulas pode ter
exercido influéncia sobre a velocidade de liberacdo do farmaco, sendo esta a unica
diferenga na composicédo das duas suspensdes. Esta influéncia pode ser atribuida a
diversos fatores como Vviscosidade da suspensdo, diametro médio das

nanoparticulas e eficiéncia de encapsulagao do farmaco.

Na obtencdo das suspensdes de nanoparticulas F1 e F2, uma maior
viscosidade foi observada na formulacdo F2 devido a presenga da quitosana. A
elevada viscosidade da suspensao F2 pode ter influenciado a cinética de liberagao
do 5-FU ao longo do tempo, por dificultar a difusdo do farmaco através do saco de
dialise. Nestas condi¢des, pode ocorrer uma possivel saturagao de farmaco ao redor
das nanoparticulas, diminuindo a velocidade de liberacdo do farmaco do interior das
particulas em direcdo a fase externa aquosa da suspensao, contribuindo assim para

a menor difusdo deste para o meio de liberagao.

O didametro médio das nanoparticulas parece também influenciar a cinética
de liberagdo do farmaco, uma vez que particulas com menor didmetro médio
facilitam a difusdo do farmaco para o meio de liberagdo, como observado nos
estudos de DUNNE e colaboradores (2000), PAYNAN e colaboradores (2003); LIU e
colaboradores (2005). De acordo com os resultados obtidos na caracterizagao fisico-
quimica, o diametro médio da formulagdo F2 € maior em comparagao a formulagao
F1, na ordem de 195 e 500 nm, respectivamente, o que também pode ter
proporcionado uma velocidade de liberagdo mais gradual do 5-FU para a formulagao

contendo quitosana.

Possivelmente, a maior eficiéncia de encapsulagao do 5-FU apresentada pela
formulagcdo F2, quando comparada a F1, pode ter contribuido para a menor
velocidade de liberagao do farmaco através da matriz polimérica recoberta com a

quitosana, uma vez que, quantidades maiores de 5-FU estdo presentes no interior
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das nanoparticulas em relagdo ao meio externo. Resultados similares foram

previamente apresentados por Bozkir e Saka (2005), LIU e colaboradores (2005).

O comportamento da formulacéo revestida com a quitosana, no que tange a
cinética de liberagdo, demonstra uma liberacdo sustentada em tampao fosfato,
somado as suas propriedades como mucoadesao, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e nao toxicidade indica que esta formulacdo pode ser
interessante para a aplicacdo em sistemas de liberagao controlada, principalmente

voltados para a aplicagédo ocular de medicamentos.

55 ESTUDO DA INTERACAO NAS NANOPARTICULAS FRENTE AOS
COMPONENTES DO MUCO OCULAR

Quando nanoparticulas poliméricas sao aplicadas sobre a superficie do olho &
fundamental avaliar o comportamento destes sistemas frente ao muco ocular. Estes
estudos sdo conduzidos avaliando a influéncia do contato das formulagbes com
componentes do muco, especialmente aqueles que potencialmente possam
acarretar maiores alteragdes nas formulagdes, refletindo em sua estabilidade ou em

alteragdes indesejaveis na superficie ocular.

A lisozima, enzima antibacteriana presente em diversos fluidos corporais, é o
maior componente protéico do fluido lacrimal. Esta proteina apresenta uma
importante atividade enzimatica hidrolitica, capaz de promover a degradagao
metabdlica dos farmacos (ANSEL et al., 2000). Além disso, apresenta um carater
catibnico que, na presenga de nanoparticulas carregadas negativamente, pode
ocasionar modificacdes nas suas propriedades fisico-quimicas como didametro médio
e potencial zeta dos sistemas nanoparticulares (CALVO, 1995; CALVO et al., 1997).

A mucina, glicoproteina de alto peso molecular, apresenta-se como
componente primario do muco e desempenha um importante papel na melhora da
distribuicdo, estabilidade e coesdo do filme lacrimal (KHANVILKAR et al., 2001;

LUDWIG, 2005). Esta glicoproteina apresenta caracteristicas viscoelasticas e, em
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pH fisiolégico, € carregada negativamente, podendo interagir com moléculas

catidnicas presentes no fluido lacrimal.

Com base nessas consideragdes, no presente estudo avaliou-se o
comportamento das suspensdes coloidais contendo nanoesferas na presenca de

componentes do muco ocular mucina e lizosima.

5.5.1 Interacdo com a mucina

A presencga das nanoparticulas poliméricas na mucosa ocular ndo deve gerar
modificagcdes que comprometam a viscosidade do fluido lacrimal, de modo a evitar
danos ao epitélio corneal (CAMPOS et al., 2003). Portanto, para avaliar a interacéo e
a estabilidade das nanoparticulas F1 e F2 na presenga de mucina, medidas de
viscosidade de uma dispersao de mucina e de misturas da dispersdo com diferentes
proporcdes de nanoparticulas poliméricas foram realizadas antes e apds incubacao
a 37 °. O estudo foi desenhado de modo a avaliar a interagcdo em fungao do tempo
de contato, bem como das diferentes diluigdes das suspensdes frente a dispersao
de mucina. A Tabela 8 e a Tabela 9 apresentam os valores de viscosidade
cinematica provenientes da interagéo entre a dispersao de mucina 0,04 % (p/V) com
as suspensoes de nanoparticulas F1 e F2, respectivamente, nos tempos zero, 60 e
120 minutos de incubacdo. As seguintes proporgdes mucina:nanoparticulas (V/V)
foram empregadas: 0:100; 10:90; 50:50 e 90:10 e as medidas da viscosidade foram

calculadas pela equacgao 2 apresentada em 4.2.5.1.
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Medidas de viscosidade cinematica (cP) da dispersdo de mucina (0,4
mg/mL) apos incubagdo com nanoparticulas F1 (n=3)

Nanoesferas de PECL (F1) (Média * o)

CV (%)
Tempo ~ o ~
(min.) Proporcao Mucina:Suspensao
0:100 10:90 50:50 90:10
t 2,03 £ 0,003 2,07+ 0,03 1,47 £ 0,002 1,05 £ 0,005
° (0,14) (1,46) (0,17) (0,05)
t 1,54 + 0,007 1,28% 0,005 1,09 = 0,005 1,05 £ 0,0005
60 (0,46) (0,006) (0,44) (0,005)
t 1,46 £ 0,015 1,23 +0,006 | 1,11 £ 0,0001 0,96 + 0,0006
120 (1,02) (0,05) (0,001) (0,007)

A variagao da viscosidade resultante da incubacdo de mucina:suspensao de
nanoparticulas foi avaliada estatisticamente, considerando a mesma proporcao
mucina:suspensao nos diferentes tempos de incubacdo, e a influéncia da diluicdo
sobre a viscosidade, para 0 mesmo tempo de incubagdo, para cada uma das
formulagbes. Para isso, uma analise de variancia, com 95 % de confianga, foi

realizada.

A viscosidade da formulagdo F1 (expressa na Tabela 8 como 0:100) bem
como da associagdo entre a glicoproteina e as nanoparticulas apresentaram
variagdes significativas quando ambos os parametros determinados foram avaliados
(teste t de Student, p<0,05). Contudo, analisando-se a modificagdo da viscosidade
nas diferentes diluigdes e nos diferentes tempos, é possivel observar que os valores
de viscosidade se mantiveram maiores ou iguais aqueles da dispersdao de mucina
sem diluicdo, que inicialmente era de 0,98 + 0,001 cP. A partir disso, € possivel
sugerir que, considerando unicamente a interagdo das suspensdes das
nanoparticulas de PECL com a mucina nas diferentes proporcbes e tempos
avaliados, lacrimal

nao ocorreria uma perda de viscosidade do fluido que

comprometesse a permanéncia dos farmacos aplicados topicamente.
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Tabela9. Medidas de viscosidade cinematica (cP) da dispersédo de mucina (0,4
mg/mL) apos incubagdo com nanoparticulas F2 (n=3)

Nanoesferas de PECL/CS (F2) (Média o)

CV (%)
Tempo Proporgdo Mucina:Suspensio
(min.)
0:100 10:90 50:50 90:10
t 27,88 +£0,12 4,47 £ 0,012 2,93 £ 0,02 2,26 £ 0,014
° (0,42) (0,28) (0,64) (0,62)
t 11,53+ 0,11 2,48 £ 0,0003 1,60 £ 0,001 1,98 £ 0,019
60 (1,01) (0,013) (0,007) (0,97)
t 10,95+ 0,09 1,94 + 0,021 1,11 £ 0,001 1,22 + 0,01
120 (0,82) (1,06) (0,01) (0,83)

A analise estatistica dos resultados de viscosidade obtidos pela incubacéo da
formulacdo F2 (expressa na Tabela 9 como 0:100) e da associagéo
mucina:suspensdo de nanoparticulas demonstrou variagdes significativas com
relagdo as variaveis avaliadas, tempo de incubacdo e propor¢cao dispersao de

mucina:suspensao de nanoparticulas (p < 0,05).

Os resultados obtidos demonstraram que as nanoparticulas de PECL/CS
sofreram alteragbes na sua viscosidade em fungdo do tempo de incubacdo. E
possivel observar também que a associacéo entre a formulagao F2 e a disperséo de
mucina promove uma marcante diminuicdo na viscosidade da formulacdo. Neste
caso, possivelmente este fato esteja relacionado com a interagédo entre as moléculas

da quitosana e da mucina durante o periodo de incubacgao.

A capacidade mucoadesiva da quitosana ja foi amplamente discutida na
literatura. Polimeros catibnicos apresentam propriedades mucoadesivas superiores,
devido a sua capacidade de desenvolver forgas de atragcdo molecular por interagdes
eletrostaticas com as cargas negativas do muco (LEHR et al., 1992; GRABOVAC et
al., 2005; WANG, et al.,, 2006). Esse fenbmeno se da pela formagdo de ligagbes
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quimicas secundarias como as pontes de hidrogénio ou interagdes iGnicas entre as
cargas positivas dos grupos amina do biopolimero e as cargas negativas dos
residuos de acido sialico das mucinas (CAMPOS et al.,, 2003; LUDWIG, 2005;
WANG et al., 2006).

Cabe salientar que, em consonancia com os resultados observados para a
formulacdo F1, a associacdo entre a formulagcdo F2 e a dispersdo de mucina
também resultou em medidas de viscosidade maiores do que a viscosidade inicial
apresentada pela dispersao de mucina (0,98 + 0,001 (cP)). Portanto, a formulagéo
contendo quitosana, quando em contato com a mucina presente no muco ocular,
podera incrementar o tempo de permanéncia dos medicamentos na superficie do

globo ocular.

5.5.2 Avaliacdo da estabilidade das nanoparticulas frente a lisozima

A estabilidade das nanoesferas brancas na presencga de lisozima foi avaliada
através de medidas de diametro médio e potencial zeta, pela comparagdo dos
valores obtidos antes e apds a incubacdo das suspensdes coloidais com uma
solugdo aquosa de lisozima 1,0 mg/mL. O tamanho de particula e o potencial zeta
foram determinados no tempo zero e apés duas horas de incubacido a 37 °C em
banho termostatizado, em equipamento Zetasizer 3000HS (Malvern Instruments -
UK).
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Tabela 10. Propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas apds a incubacao das
suspensdes coloidais com uma solugédo aquosa de lisozima (0,04%).

Potencial Zeta Diametro medio
(mV + o) ("".‘ *0)
(i.p)
T
(m?nnl]?:s) Lo tzo t t120

184,47 + 6,64 598,77 + 218,85

F1 -2364+04 |-14,57 £ 0,99 (0.15) (0.98)
362,80 + 33,85 327,73 + 24,22

F2 +60,2+1,07 | +36,50+1,0 (0.98) 0.52)

Os resultados apresentados na Tabela 10 indicam que o tamanho de particula
da formulacdo F1 sofreu uma elevacéao significativa, apds duas horas de incubagéo
com a solugao de lisozima (ANOVA, p<0,05). Esse comportamento, provavelmente,
€ decorrente da interacdo da enzima com este sistema coloidal, ja que, devido ao
seu carater catibnico, a lisozima apresenta capacidade de adsorver-se a superficie
negativa das nanoparticulas formadas com PECL, modificando assim o didmetro
meédio das particulas. Estes achados corroboram com estudo realizado por Calvo e
colaboradores (1997). Além disso, a elevacao observada no indice de polidispersao
da formulacdo F1 (de 0,15 para 0,98), também é um indicativo de uma possivel
agregacao ocorrida em fungéo da interagao entre a lisozima e as nanoesferas, o que
pode caracterizar uma instabilidade das nanoparticulas de PECL na presenca da
enzima (CALVO et al., 1997). Cabe salientar que o0 aumento no desvio-padrao do
diametro médio observado apds a incubagao, também sugere a agregacéo ocorrida

entre as particulas.

Por outro lado, a incubagdao das nanoesferas recobertas com quitosana na
presenca de lisozima, ndo influenciou significativamente o didmetro médio das
nanoparticulas (p < 0,05). A discreta diminuicdo observada no tamanho das
nanoparticulas revestidas com quitosana, apesar de nao significativa, poderia ser
atribuida a uma hidrolise parcial de algumas moléculas do biopolimero, causada pela
lisozima. Resultados similares foram reportados por Campos e colaboradores
(2003).



79

ApoOs a incubagao das nanoparticulas com a solugao de lisozima, o potencial
zeta de ambas as formulacgdes, F1 e F2, foi significativamente afetado (p<0,05). A
alteracdo, em maddulo, no potencial zeta apresentado pela formulacdo F1, pode ser
decorrente da interagdo da lisozima com as nanoparticulas carregadas
negativamente, devido ao carater catibnico da enzima e sua capacidade de

adsorver-se a superficie negativa das nanoparticulas (CALVO et al., 1997).

Em contrapartida, a alteracdo do potencial zeta detectado na formulagdo com
quitosana € surpreendente, devido a natureza catibnica da lisozima, e,
consequentemente, n&o seria esperada uma interagdo significativa com
nanoparticulas revestidas com o biopolimero catidnico. Em estudo realizado por
Campos e colaboradores (2003), nanoparticulas de quitosana nao apresentaram
modificagdes na sua carga de superficie apds incubacdo com a lisozima, em

condicdes de estudo semelhantes.

5.6 INTERACAO EX VIVO DO 5-FU LIVRE E NANOENCAPSULADO COM O
TECIDO CORNEAL

Com o objetivo de avaliar a interagdo do 5-FU livre e nanoencapsulado com a
coérnea e a sua capacidade de permear o tecido corneal, um estudo ex vivo,
utilizando-se uma célula de difusdo foi executado. Como descrito em 4.2.6, esta
célula consiste de dois compartimentos, doador e receptor, cuja interface esta
desenhada especificamente para manter a curvatura do tecido corneal. Cada
compartimento apresenta agitagdo magnética e aquecimento individual, o que
garante a homogeneizagdo das amostras e o controle rigoroso da temperatura
durante todo o tempo de ensaio. Este estudo permite avaliar a influéncia da
nanoencapsulacado e estabelecer diferengas resultantes das caracteristicas

superficiais das nanoparticulas sobre a sua interacdo com a cérnea.

Para a realizacdo desse estudo foram utilizadas corneas de porco, bastante
utilizadas como modelo em ensaios ex vivo (VAN VREESWIJK & PAMEYER, 1998;
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ALVIM et al.,, 2003). Apos o abate dos animais em frigorifico da regidao de
Florianopolis, foi realizada a enucleagao dos olhos e as corneas coletadas foram
conservadas em TGR, em banho de gelo, até o inicio do estudo. Cabe destacar que
os animais nao foram sacrificados especificamente para a realizagdo do estudo ja
que o abate € um procedimento de rotina do estabelecimento, portanto este estudo

n&o foi submetido & apreciacdo da CEUA (Comissé&o de Etica no Uso de Animais).

Para a extracao e quantificagdo do 5-FU retido nas cérneas apds o estudo, no
qual o tecido corneal esteve em contato com as amostras por duas horas, foi
necessario desenvolver e validar metodologia especifica utilizando CLAE, devido a
caréncia de estudos publicados contemplando uma metodologia que possibilitasse

uma adequada extragcado do 5-FU do tecido corneal.

O método de extracdo desenvolvido, descrito em 4.2.7.2, foi resultante de
diversos ensaios previamente realizados, nos quais foram avaliadas diferentes
técnicas de extracdao. Parametros como diferentes concentracdes de solvente, tempo
de agitagdo por vortex e comparagdo entre as técnicas de agitagdo por vortex e
ultra-som, foram empregados. Nesse sentido, uma melhor taxa de recuperagao do 5-

FU foi obtida a partir da técnica descrita.

A determinacdo da quantidade de 5-FU extraida do tecido corneal foi
realizada por CLAE. Inicialmente, foi construida uma curva de calibragcdo de 5-
fluorouracil. As areas dos picos, obtidas a partir dos cromatogramas, séo
apresentadas na Tabela 11. A curva de concentracdo de 5-fluorouracil versus area,
bem como a equacgao da reta e o coeficiente de correlacdo, obtidos apds analise da

regressao linear, podem ser visualizados na Figura 7.
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Tabela11. Areas de pico obtidas apds andlise das solugbes padrdo do 5-

fluorouracil por CLAE.

Concentracgao de

Area do pico to CV (%)
5-fluorouracil (ng/mL)
0,05 7502 + 2,16 0,02
0,1 10717 £ 535,66 4,99
0,3 26622 + 1851 6,9
1 87905 + 133,85 0,15
3 240756 * 526,75 0,23
300000
250000 -
© 200000 -
Q
o
S 150000 -
S
< 100000
y = 79321x + 4104,1
50000 - R*=0,9993
0 T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 3 3,5

Concentragao de 5 Fluorouracil (ug/mL)

Figura 7. Curva de calibracdo do 5-fluorouracil em solucédo de acetonitrila/tampao
acetato pH 4,4 (15:85) com metanol 4,0 % (V/V), obtida por CLAE.

A analise do ponto de intersecgao e a determinacao dos limites de confianca,

da curva de calibragdo, demonstram a auséncia de erro sistematico constante com o

emprego da metodologia de cromatografia liquida de alta eficiéncia estabelecida

(ANEXO D).

A taxa de recuperacao do 5-FU, extraido das cérneas, foi calculada de acordo

com a equacgao 3 apresentada em 4.2.7.2.
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Os resultados obtidos no estudo prévio de determinacdo das condigcbes de
extragdo do 5-FU retido nas cérneas demonstraram a eficiéncia do método
desenvolvido, onde a taxa de recuperacdo do farmaco para a solugdo de farmaco
livre, formulacao F1 e formulacéo F2, foi de 98,40 % + 1,84, 103,05 % + 0,53 e 82,69
% + 2,47, respectivamente. Na analise das amostras resultantes do processo de
extragdo das corneas sem farmaco foi possivel determinar a auséncia da
interferéncia dos componentes da cornea sobre o método de extracido estabelecido.
Portanto, com base nos resultados desse estudo preliminar, o método desenvolvido
foi considerado valido para a condugdo dos ensaios de extragdo do 5-FU das

corneas utilizadas no estudo ex-vivo em células de difusao.

5.6.1 Extracdo do 5-FU retido no tecido corneal apds estudo nas células de difusao

Apds a otimizacdo da metodologia de extragdo do 5-FU do tecido corneal, o
ensaio ex vivo em célula de difusado foi executado. Durante a realizagdo do ensaio ex
vivo, corneas foram submetidas a igual procedimento, porém sem a adicdo de
nanoparticulas ou de solugcdo do farmaco no compartimento doador, que continha
apenas TGR. O ensaio cromatografico das amostras obtidas apds a realizagao do
processo de extracdo destas corneas ndo detectou interferéncias no tempo de
retencdo 5-FU, demonstrando que os componentes da cdérnea nao exerceram

influéncia na quantificacdo deste farmaco por CLAE.

Os resultados desse estudo estdo demonstrados na Tabela 12. Cabe
salientar que os altos valores de coeficiente de variagdo observados s&o
caracteristicos dos ensaios ex vivo devido a variagdes pertinentes a utilizacdo de
amostras bioldgicas. De acordo com a Resolugédo 899 de 2003, da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, os valores de coeficiente de variagdo obtidos em analises
bioanaliticas ndo devem exceder os 15 %, portanto os valores de coeficiente de

variagao obtidos encontram-se dentro dos parametros exigidos pela legislagéo.
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Tabela 12. Quantidade de 5-fluorouracil (mg/g) extraido das cérneas de porco, em
estudo ex vivo em células de difus&o (CLAE).

Formulagao contendo 5-FU 5-Fu (mg/g, M + o, CV %)
5-FU livre 0,22 + 0,02 (12,5)
F1 0,34 + 0,03 (9,37)
F2 0,4 £ 0,04 (11,67)

A diferenca resultante na quantidade de 5-FU retida nas cérneas proveniente
das formulacbes F1 e F2 e solugdo de farmaco livre, demonstra a variagcdo do
comportamento das diferentes formulagdes avaliadas quanto a capacidade de
interacdo com o tecido corneal. A analise de variancia demonstrou uma diferenca

significativa entre todos os resultados obtidos (p < 0,05).

Possivelmente, esta diferenca observada entre a solugdo de farmaco livre e
as formas nanoestruturadas esteja relacionada com a natureza hidrofilica do 5-FU
(SINGH et al., 2005), que dificulta a retengdo do farmaco livre no epitélio corneal.
Devido as suas caracteristicas lipofilicas, a camada epitelial da cérnea representa a
principal barreira para a penetragdo farmacos hidrossoluveis no tecido ocular
(JARVINEN et al., 1995).

A nanoencapsulagdo do 5-FU contribuiu para o aumento da quantidade de
farmaco retida no tecido corneal. Nanoparticulas de PECL apresentaram uma
quantidade de 5-FU retida na cornea superior aquela obtida pelo farmaco livre. Esse
fato pode estar relacionado com a capacidade dos sistemas nanoestruturados em
atravessar o epitélio corneal levando consigo a molécula encapsulada. CALVO e
colaboradores (1995), através de estudo com microscopia confocal de fluorescéncia,
observaram que nanocapsulas de PECL marcadas com rodamina 6G atravessam o
epitélio corneal segundo um mecanismo de transporte transcelular. Em outro estudo,
o incremento da penetracdo ocular de indometacina encapsulada em nanoparticulas
de PECL foi observado em comparagdao a uma solugdo comercial do farmaco,
utilizada como referéncia (CALVO et al., 1996).
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O desempenho da formulagdo F2 observado nesse estudo sugere que a
nanoencapsulagcao causou um efeito promotor da retencdo do farmaco na cérnea e
que a modificacdo das caracteristicas de superficie das nanoparticulas permitiu a
essa formulagao alcancar uma maior interacdo com a cérnea, e consequentemente,

apresentar uma maior capacidade de retencéo no tecido corneal.

Dentre as inumeras vantagens discutidas na literatura acerca da utilizagdo da
quitosana em sistemas coloidais destaca-se a sua propriedade mucoadesiva. Este
polissacarideo apresenta cargas positivas em pH fisiolégico e seu carater
policatibnico permite estabelecer fortes atragbes eletrostaticas com subestruturas
anibnicas presentes no muco (LEHR et al,.1992; CAMPOS, 2002; WANG et al.,
2005). Certamente, a mucoadesividade da quitosana €, em parte, responsavel pela
sua capacidade em aumentar a absorgao de farmacos através das mucosas (WANG
et al.,, 2005), tornando-o0 um interessante polimero para a liberacdo de farmacos
nesses tecidos (LEHR et al.,1992). O potencial da quitosana para essa aplicagao
especifica tem sido refor¢cado pela sua capacidade em abrir de forma transitoria as
unides intimas das células epiteliais, facilitando, portanto, o transporte de
substancias em superficies mucosas (JANES et al., 2001). A avaliagdo da
penetracdo de nanoparticulas de quitosana no tecido corneal por microscopia
confocal de fluorescéncia, realizada por Campos e colaboradores (2003), indica que
as nanoparticulas de quitosana penetram no epitélio corneal por um mecanismo
combinado paracelular/transcelular devido especificamente a esta capacidade da

quitosana.

5.6.2 Permeacao ex vivo do 5-FU

Apods o ensaio ex vivo nas células de difusao, o 5-FU presente na solugao do
compartimento receptor foi quantificado por CLAE, visando avaliar a capacidade dos
sistemas nanoestrutrados desenvolvidos em incrementar a permeagao corneal do

farmaco nanoencapsulado comparado ao farmaco livre.
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Surpreendentemente, ndo foi possivel a detecgdo do farmaco no tampéao do
compartimento receptor quando ambas as formulagdes, F1 e F2, foram utilizadas,
principalmente porque a presenga de 5-FU foi detectada quando a solugéo de
farmaco livre foi utilizada no ensaio de permeacdo. De acordo com trabalhos
publicados previamente, quantidades superiores de farmaco sdo esperadas com a
utilizacao dos sistemas coloidais em comparagao as solugbes de farmaco livre, na
permeacao em tecidos biologicos (CALVO et al., 1997; FELT et al., 1999).

Possivelmente algumas limitagdes, implicitas na realizagdo desse ensaio ex
vivo contribuiram para a obtencdo dos resultados controversos. Dentre elas, cabe
salientar uma provavel variagdo nas diferentes amostras de corneas, decorrente do
intervalo de tempo existente entre o abate de cada animal e o inicio do estudo de
permeacao. Além disso, o tempo relativamente curto empregado na realizagdo do
ensaio (duas horas), pode ter sido o responsavel pela nao permeacgao corneal do 5-

FU liberado das nanoparticulas.

Por outro lado, a combinagcdo dos resultados obtidos nos estudos de
retencdo e permeacgdo corneal, sugere que principalmente a formulagdo F2,
revestida com quitosana, parece ser um importante veiculo para a aplicacéo
oftdlmica de farmacos no tecido corneal. Deste modo, essa formulacdo pode ser
considerada uma alternativa promissora no tratamento de patologias extra-oculares
como a nheoplasia intra-epitelial corneo-conjuntival, caracterizada por tumores
benignos que acometem o epitélio da superficie ocular e que apresenta resultados

favoraveis com a terapia tépica com 5-fluorouracil.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados experimentais e nas discussdes demonstradas, sdo

apresentadas a seguir as conclusdes, que respondem aos objetivos propostos.

A técnica da dupla-emulsdao demonstrou-se eficiente para a obtencao das
nanoparticulas do farmaco hidrofilico, que apresentaram um aspecto leitoso e

homogéneo e auséncia de agregados.

As formulacbes contendo quitosana e alcool polivinilico apresentaram uma
quantidade elevada de precipitado. Possivelmente, a maior viscosidade da fase
aquosa externa da dupla emulsao a/o/a tenha dificultado a difusdo do solvente
organico e, assim, comprometido a etapa de formagao das particulas. Desse
modo, estas formulagdes foram descartadas dos experimentos realizados na

sequéncia.

A eficiéncia de encapsulacdo do 5-FU nas nanoparticulas pareceu ser afetada
pelo carater hidrofilico do farmaco devido a sua tendéncia em se difundir para a

fase aquosa externa da dupla-emulsao, variando entre 39,31 e 91,73 %.

Fatores como a maior viscosidade das suspensdes decorrentes da adigcdo de
quitosana ou PVA as formulagbes, e menores valores de pH das diferentes
suspensdes, proporcionaram maiores quantidades de farmaco encapsulado nas
nanoparticulas revestidas com quitosana e naquelas estabilizadas com PVA.
Estes resultados indicam que tais fatores dificultaram a difusdo do 5-FU para a

fase aquosa externa da dupla emulsao.

O tamanho nanométrico das nanoparticulas obtidas pela técnica da dupla

emulsdo, apresentando diametro médio entre 195 e 500 nm, caracteriza um
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resultado interessante, ja que esse fator € determinante para a passagem dos

sistemas coloidais através do epitélio corneal.

O potencial zeta das nanoparticulas estabilizadas com polaxamero 188 variou
entre —6,13 e —19 mV para as formula¢gdes sem quitosana e, entre + 58,96 e +

60 mV, para as nanoparticulas revestidas com o biopolimero.

A adicdo da quitosana as suspensdes proporcionou um aumento no didmetro
médio das particulas e uma inversdo da carga superficial das nanoesferas,
resultados atribuidos a deposicdo do polimero catidnico na superficie das
particulas, indicando que o revestimento das mesmas foi efetivado com o
emprego da técnica da dupla emulsdo. Cabe salientar que este é um resultado
inédito, uma vez que até o momento ndo ha relatos da utilizagcdo da quitosana

para o revestimento de nanoparticulas obtidas pelo método da dupla emulsao.

Os resultados obtidos no estudo preliminar de formulacdo permitiram selecionar
as formulagdes F1 e F2, ambas contendo 2,5 mg/mL de 5-FU e Polaxamero 188
1 % como tensoativo, para a continuidade dos estudos. A diferenga entre as duas
formulagcdes € o recobrimento das particulas com o polissacarideo catidnico

quitosana na formulacéo F2, ausente na formulagao F1.

Os resultados obtidos na cinética de liberagdo do 5-FU in vitro demonstraram que
95 % do farmaco contido nas nanoparticulas da formulagdo F1 foram liberados
apdés uma hora de ensaio. Porém, a capacidade da quitosana em promover uma
liberagdo prolongada do 5-FU para o meio de liberagdo demonstrou-se superior
quando, apds doze horas de ensaio, 55 % do farmaco havia difundido através da

membrana de dialise.

A incubagdo das nanoparticulas F1 e F2 com dispersdo de mucina e nas
proporgdes 0:100, 90:10, 50:50 e 10:90, demonstrou variagdes significativas nas
medidas da viscosidade das amostras com relagdo as variaveis avaliadas no
estudo, tempo de incubacdo e proporgao dispersdao de mucina:suspensao de

nanoparticulas (p < 0,05). Contudo, observa-se que quando utilizadas ambas as



88

formulacdes, os valores de viscosidade se mantiveram maiores ou iguais aqueles
da dispersado de mucina (0,98 + 0,001 cP).

e A incubacdo da formulagdo F1 com a lisozima resultou em agregacao das
nanoparticulas, possivelmente resultante das interagées decorrentes entre as
cargas positivas presentes na solu¢do de lisozima e a carga superficial negativa
das nanoparticulas de PECL. Ja com a formulagdo F2, ndo foram observadas

alteragdes significativas no didmetro médio das particulas.

e O desenvolvimento e a validacdo do método de extracdo do 5-FU a partir das
cérneas foi considerado um ponto relevante desse estudo devido a caréncia de

publicacdes nesse sentido.

e A capacidade de retencdo das nanoparticulas no epitélio corneal foi observada
no ensaio ex vivo, apontando a possibilidade de formagdo de um sistema

reservatorio para a liberagéo gradual de farmacos através da mucosa.

e O estudo de permeacao ex vivo em células de difusdo, utilizando as cérneas de
porcos deve ser redesenhado considerando as possiveis interferéncias das
condigdes das amostras obtidas sobre a permeabilidade de farmaco através da

cornea.

Desta forma, do ponto de vista biofarmacéutico, as suspensdes de
nanoparticulas desenvolvidas neste trabalho apresentaram um potencial
interessante como sistemas de liberacdo de farmacos na superficie ocular. Os
resultados provenientes deste estudo, especialmente com a formulagcdo contendo o
biopolimero quitosana, apontam para novas perspectivas no campo da terapia tépica

ocular de patologias extra-oculares.
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ANEXO A - Andlise do ponto de interseccdo e determinacdo dos limites de

confianga da curva de calibragdo do 5-FU por espectrofotometria de absor¢céo no
ultravioleta

Tabela 13. Analise dos dados de regressao obtidos a partir da curva de calibragao
do 5-FU por espectrofotometria de absorgcéo no ultravioleta

Parametros de regressao Valores
Intercepto (intervalo de confianga) 0,0838 (-0,0432 a 0,2110)
Inclinacao (intervalo de confianga) 0,0582 (0,04 a 0,2236)

R? 1,0
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ANEXO B - Validagao do método de doseamento do 5-FU por espectrofotometria

de absorc¢ao no ultravioleta

Com a finalidade de avaliar a precisdo do método de doseamento por
espectrofotometria de absorgcédo no ultravioleta em condigdes experimentais idénticas
como equipamento, analista, temperatura e reagentes, o teste de repetibilidade foi
aplicado com uma solugdo de 5-FU na concentragdo de 10 pug/mL em tampéo
acetato pH 4,74. A repetibilidade foi estimada em termos de coeficiente de variagao
(CV%). O resultado obtido no teste de precisdo se mostrou adequado a analise, ja
que os valores de CV% encontrados foram inferiores a 5% para a concentragéo
avaliada, conforme demonstrado na Tabela 14. Além disso, foi observada também a
exatiddo do método aplicado através do percentual de recuperagao do analito,

sendo que a concentragao obtida deve ficar entre 98,0 a 102,0% do esperado.

Tabela 14. Valores de absorbancia, concentracéo e recuperacédo de 5-FU obtidos
apos analise por espectrofotometria de absorgao no ultravioleta.

Absorbancia Concentragao Recuperagao
Amostras
(nm) de 5-FU (ug/mL) (%)

Padrao 1 0,659 9,88 98,38
Padrao 2 0,661 9,91 99,17
Padrao 3 0,670 10,07 100,72
Padréo 4 0,664 9,96 99,70
Padréo 5 0,675 10,1 101,58
Média + o 0,67 + 0,005 10,0 £ 0,10 100 + 1,02

CV (%) 0,88% 1,01 1,02
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ANEXO C - Andlise do ponto de interseccdo e determinacdo dos limites de

confianga da curva de calibragdo do 5-FU em tampéao fosfato pH 7.4, por CLAE.

Tabela 15. Analise dos dados de regressao obtidos a partir da curva de calibragéo
do 5-fluorouracil por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Parametros de regressao Valores
Intercepto (intervalo de confianga) 6555,6 (-1050,11 a 14161,31)
Inclinacao (intervalo de confianca) 75006 (74225,06 a 75786,94)

R? 0,9998
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ANEXO D - Andlise do ponto de interseccdo e determinacdo dos limites de
confianga da curva de calibracdo do 5-FU em solucao de acetonitrila/tampéo acetato
pH 4,4 (15:85) adicionada de metanol a 4,0 % (V/V).

Tabela 16. Analise dos dados de regressao obtidos a partir da curva de calibragao
do 5-fluorouracil por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Parametros de regressao Valores
Intercepto (intervalo de confianga) 4104,7 (-215,80 a 8425,21)
Inclinagao (intervalo de confianga) 79321 (75581,3 a 83060,67)

R? 0,9993
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ANEXO E - Determinacédo da taxa de recuperagcdo do 5-FU no estudo das

condicdes de extragao do 5-FU retido nas corneas.

Tabela 17. Taxa de recuperacao do 5-FU extraido de cérneas de porco com
solugdo metanolica em estudo preliminar.

i - o
Quantidade de 5-FU (%) Quantidade de 5-FU (%)

Amostra _ (M + o)
(n=3) CV (%)
Amostra 1 97,10
Amostra 2 97,10
Coérnea + 5-FU livre 98,4 + 1,84
Amostra 3 101,00 (1,87)
Amostra 1 103,06
Amostra 2 103,7
Cornea + F1 103,5+ 0,53
Amostra 3 102,4 (0,51)
Amostra 1 80,00
Amostra 2 82,10
Cornea + F2 82,69 + 2,47
Amostra 3 85,97 (3,0)
Amostra 1 ausente
Amostra 2 ausente
Cornea sem farmaco
Amostra 3 ausente




