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RESUMO

O celecoxibe (CEL) € um inibidor especifico de ciclooxigenase 2 e vem sendo estudado
também como inibidor da atividade angiogénica em razéo de sua propriedade de inibir
o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Devido as suas caracteristicas
fisico-quimicas, o CEL possui baixa solubilidade em &gua e alta permeabilidade, sendo
classificado como farmaco pertencente a classe 2 do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica. Alguns anti-inflamatorios ndo esteroides tém sido utilizados por via
topica no tratamento de grande parte das doencas do segmento anterior dos olhos,
mas também apresentam bom prognéstico para o tratamento de doencas do segmento
posterior dos olhos, tais como a retinopatia diabética (RD), degeneracdo macular
relacionada a idade (DMRI) e oclusdo venosa retinal (OVR). Na maioria dos casos as
concentracdes locais dos farmacos no segmento posterior dos olhos ndo conseguem
atender as necessidades quantitativas e temporais dos estimulos dessas doencas
guando administrados pela via oral, ocular tépica ou parenteral sistémica. Assim, 0
objetivo deste projeto foi desenvolver e caracterizar nanoemulsdes (NESs)
biocompativeis visando & administracdo intraocular do CEL. Os sistemas
nanoemulsionados contém Fosfatidilcolina de Soja (FS) e Tween®20 (Tw) como
tensoativos, Captex®200 como fase oleosa e tampéo fosfato de potassio pH 7,2 como
fase aquosa. As NEs foram desenvolvidas e sua nanoestrutura foi caracterizada
através do diametro médio de goticulas onde as NEs vazias apresentaram diametro
médio da ordem de 40 nm com um Potencial Zeta de -7,24 mV enquanto que as NEs
carregadas com o CEL tiveram seus diametros aumentados em até 245 nm com um
Potencial Zeta de -19,30 mV. Os ensaios reoldgicos revelaram que o comportamento
tixotropico das amostras € altamente dependente da composicédo das NEs. As medidas
de microscopia de luz polarizada, espalhamento de raios-X a baixo angulo e difracéo
de raios-X indicaram que na NE vazia ndo ha alteracdo da nanoestrutura, enquanto
gue na NE carregada com CEL ha uma alteracdo estrutural com maior grau de
ordenacédo. Esses resultados também revelaram que o aumento da razdo O/T na
mistura fase oleosa/sistema tensoativo, permite maior incorporacdo do farmaco no
interior das goticulas, aumentando de 28 mg/mL para 80 mg/mL e que o perfil de
liberacdo de todas as NEs foram do tipo saturacédo, com liberacao inicial lenta, mas que
se ajustou ao modelo cinético de Weibull. Os experimentos de atividade anti-
angiogénica in vivo, utilizando o peixe-zebra (Danio rerio) Tg(flil:EGFP), mostraram
gue o CEL livre e a NE com 5uM do CEL exibiram efeito na inibicdo da angiogénese
ocular especifica, inibindo o crescimento de vasos sanguineos na regido da retina.
Assim, a associacdo do CEL com a NE indica uma nova alternativa no tratamento para
as doencas relacionadas com a angiogénese excessiva, ja que até o momento, o CEL
tem sido administrado na forma de solu¢cdo em DMSO.

Palavras-chave: Celecoxibe. Microemulsdes O/A. NanoemulsGes O/A. Liberacao in
vitro. Atividade anti-angiogénica. Zebrafish. RD. DMRI. OVR.



ABSTRACT

Celecoxib (CEL) is a specific inhibitor of cyclooxygenase 2 and has also been studied
as an inhibitor of angiogenic activity because of its property of inhibiting vascular
endothelial growth factor (VEGF). Due to its physico-chemical characteristics, CEL has
low solubility in water and high permeability being classified as a drug belonging to
class 2 of the Biopharmaceutical Classification System. Some anti-inflammatory drugs
have been used topically to treat most of the anterior segment eye diseases, but also
have a good prognosis for the treatment of diseases of the posterior segment of the
eye such as diabetic retinopathy (DR), age-related macular degeneration (AMD) and
retinal venous occlusion (RVO). In most cases the local concentrations of the drugs in
the posterior segment of the eye fail to reach the quantitative and temporal needs of the
stimuli of these diseases when administered by the oral, topical ocular and systemic
parenteral rout. The aim of this project was to develop and characterize biocompatible
nanoemulsions (NEs) capable of increasing the apparent solubility of CEL for
intraocular administration. Nanoemulsified systems contain Soy Phosphatidylcholine
(FS) and Tween®20 (Tw) as surfactants, Captex®200 as oily phase and potassium
phosphate buffer pH 7.2 as the aqueous phase. The NEs were developed and their
nanostructure was characterized by the mean diameter of droplets where the empty
NEs had an average diameter of the order of 40 nm with a zeta potential of -7.24 mV
while the NEs loaded with the CEL had their diameters increased up to 245 nm with a
zeta potential of -19.30 mV. The rheological tests revealed that the thixotropic behavior
of the samples is highly dependent on the composition of NEs. The polarized light
microscopy, X-ray scattering at low angles and X-ray diffraction measurements indicate
that in the empty NE there is no change in the nanostructure, whereas in the NE loaded
with CEL there is a structural change with a higher degree of ordering. These results
also revealed that the increase in the O/T ratio in the mixture of oily phase/surfactant
system allows greater incorporation of the drug into the droplets increasing from 28
mg/mL to 80 mg/mL and the release profile of all NEs were saturation-type with slow
initial release but conforming to the Weibull kinetic model. In vivo anti-angiogenic
activity experiments using zebrafish (Danio rerio) Tg (flil: EGFP) showed that free CEL
and NE with 5 pM of CEL exhibited an effect on the inhibition of specific ocular
angiogenesis, inhibiting the growth of blood vessels in the region of the retina. Thus,
the association of CEL with NE indicates a new alternative in the treatment for diseases
related to excessive angiogenesis, since to date, CEL has been administered as a
DMSO solution.

Keywords: Celecoxib. O/A microemulsions. O/A nanoemulsions. In vitro release. Anti-
angiogenic activity. Zebrafish. DR. AMD. RVO.
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1. INTRODUCAO

Doencas que afetam o segmento ocular posterior estdo atualmente aumentando
a um ritmo alarmante. Estas incluem degeneracdo macular relacionada a idade
(DMRI), edema macular diabético, retinite viral, vitreorretinopatia proliferativa, uveite
posterior, oclusdes vasculares da retina (OVR), neovascularizacdo da coroide e
retinopatia diabética (RD), para citar alguns (Kaur e Kakkar, 2014). A maioria dessas
doencas pode invariavelmente levar a perda permanente da visdo se deixado sem
tratamento (Kaur e Kakkar, 2014).

Do total de doencas oculares debilitantes, 55% s&o doencas do segmento
posterior, enquanto as vendas farmacéuticas oftalmicas, representando as doencas do
segmento posterior, foi de apenas 5% da venda total de produtos oculares. A opcao
mais comum de tratamento atual para distirbios do segmento posterior ocular é a
cirurgia (Edelhauser et al., 2010).

No entanto, com uma melhor compreensdo da anatomia do olho, da
fisiopatologia dessas doencas do segmento posterior dos olhos, e o avanco das
técnicas e dos sistemas de liberacdo ocular de farmacos, varias novas terapias
medicamentosas eficazes estdo sendo oferecidas como alternativas viaveis
(Edelhauser et al., 2010).

O tratamento dessas doencas requer uma aplicacéo direta e local do farmaco
no segmento posterior do olho em uma concentracao terapéutica porque, a entrega de
moléculas exdgenas para os tecidos intraoculares, incluindo a retina, é
significativamente limitado, especialmente pelas vias tOpicas e sistémicas (Kaur e
Kakkar, 2014).

O olho é um 6rgédo altamente protegido com varias barreiras anatbmicas e
fisiol6égicas, como a barreira hemato-aquosa e a barreira hemato-retiniana. Entretanto,
0 uso de sistemas de liberacdo nanoestruturados demonstrou desafiar essas barreiras
e atingir tecidos oculares internos, incluindo a retina (Kaur e Kakkar, 2014).

Embora os agentes anti-inflamatorios esteroides possam ser considerados para
o tratamento da inflamacéo ocular, a administracdo clinica de anti-inflamatérios nao
esteroides (AINEs) aumentou nas ultimas duas décadas, principalmente devido a
capacidade de evitar efeitos indesejaveis dos agentes esteroides, como a diminui¢cao
da resposta imunoldgica a infeccao, formacéo de catarata, elevada pressao intraocular

e inibicdo da repitelizacdo apos desnudacao epitelial (Seyfoddin et al., 2010).
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Os AINEs sdo comumente usados na administracdo tdpica na gestdo e
prevencdo da inflamag&o ocular envolvendo estruturas do segmento anterior do olho,
edema macular cistoide (EMC), relacionado a cirurgia de catarata e a manutencao da
midriase durante a cirurgia de catarata (Souto et al., 2010). Para superar os problemas
da terapia ocular convencional, como a tempo de residéncia, drenagem de farmacos e
administracdo frequente, varios sistemas de liberacdo, como nanoparticulas
poliméricas e, mais recentemente, nanoparticulas lipidicas (nanoparticulas lipidicas
sblidas e carreadores lipidicos nanoestruturados), assim como novas rotas de
administracdo ocular, estdo sendo explorados para melhorar a biodisponibilidade
ocular de farmacos (Sanchez-Lopez et al., 2017).

Nanoparticulas lipidicas sdélidas para administracdo ocular de diclofenaco de
sédio foram desenvolvidos por Attama et al. Estas particulas contendo 5,0% de matriz
lipidica (Phospholipon®90G) e polissorbato 80 (Tween®80), foram formulados por
homogeneizagéo a quente, usando homogeneizador de alta presséo. Alta eficiéncia de
encapsulamento foi alcangado, seguido por liberacédo sustentada de diclofenaco sodico
e alta permeacao através da cornea (Attama et al., 2008).

O flurbiprofeno, outro AINE, evita a producdo de prostaglandinas, bloqueando a
acao da ciclooxigenase (COX), reduzindo a inflamacédo seguida de cirurgia ocular ou
tratamento a laser. Este farmaco foi incorporada com sucesso em carreadores lipidicos
nanoestruturados em um estudo realizado por Gonzalez-Mira et al. (Gonzalez-Mira et
al., 2010).

Apesar dos crescentes estudos para testar a eficacia dos AINEs em tratar
DMRI, RD e OVR nédo ha evidéncias convincentes que os AINEs administrados via
topica ou sistémica reduzem de forma mensuravel a producdo de prostaglandina
retiniana, em contraste, a administracdo intraocular resulta em niveis de farmaco na
retina consideravelmente mais altos, minimizando a exposicéo sistémica (Kim et al.,
2008).

Estudos anteriores demonstraram que a injecao intravitrea de cetorolaco resulta
em niveis de farmaco na retina de 100 a 1000 vezes maior do que ap0s 0 uso topico.
No entanto, o cetorolaco € seis vezes mais seletivo da COX-1 do que da COX-2 e tem
uma meia vida intraocular curta, que limita muito seu efeito terapéutico (Baranano et
al., 2009).

O celecoxibe (CEL), por outro lado, exibe uma prolongada meia vida intraocular
devido a sua relativa insolubilidade no vitreo. Ap6s uma Unica injecéo intravitrea, a

maioria do farmaco rapidamente precipita (de forma semelhante ao acetato de
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triancinolona), mas mantém uma concentracdo solubilizada muito superior a sua
concentracgao inibitéria mediana para COX-2 (Seedher e Bhatia, 2003).

ApOs injeccdo, o celecoxibe € imediatamente precipitado uma vez fora de seu
veiculo, e alguns cristais do farmaco podem ser claramente visualizados por semanas
atras da capsula da lente (Seedher e Bhatia, 2003).

O celecoxibe € um farmaco da classe dos anti-inflamatérios ndo esteroides
(AINE). E um composto lipofilico (logP 3,5) pertencente a classe 2 do Sistema de
Classificagdo Biofarmacéutica, sendo um farmaco pouco solivel e altamente
permeavel (Palamoor e Jablonski, 2013).

O CEL tem sido investigado para varias terapias de cancer como: o cancer de
colén, mama, pulmao, estbmago, cabeca e pescoco (Tolloczko-lwaniuk et al., 2018) e,
atualmente, pelos seus efeitos antiproliferativo e inibidor do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) para tratamento de cancer e doencas oculares provocadas
pela vascularizagéo excessiva, como a degeneragdo macular relacionada com a idade
(DMRY), a retinopatia diabética (RD) e a oclusdo venosa da retina (OVR) (Amrite et al.,
2006; Amrite et al., 2008).

Evidéncias recentes apdiam o papel terapéutico do celecoxibe na RD. O
tratamento com celecoxibe na inducdo de estreptozotocina em ratos diabéticos
reduzem a expressdao de VEGF na retina e o vazamento vascular, e um estudo
prospectivo controlado demonstrou que o celecoxibe oral reduziu significativamente o
derrame vascular em pacientes com RD, apesar da parada prematura devido as
preocupacdes sobre a toxicidade cardiovascular. A injecdo intraocular minimiza a sua
toxicidade, e por causa da sua relativa insolubilidade no vitreo, o celecoxibe possui
propriedades ideais para a liberacéo intraocular (Ayalasomayajula e Kompella, 2003).

Até o presente momento ndo ha estudos clinicos da incoporagéo do CEL em um
novo sistema de liberacdo cuja via de administracdo seja a rota intraocular. O Unico
estudo que tem na literatura trata-se da farmacocinética, seguranca e eficacia da
administracao intraocular do CEL utilizando como solvente o DMSO (dimestilsulféxido),
o qual o tempo de meia vida do farmaco € de 24 horas apds a administracdo, tanto no
humor vitreo como na retina (Kim et al., 2014).

Os resultados deste estudo demonstram que uma Unica injeccdo de celecoxibe
parece nao ser toxica para a retina e proporciona uma liberacdo sustentada do
farmaco até 8 semanas (Kim et al., 2014).

Atualmente, ha uma tendéncia bastante evidente para o desenvolvimento de

sistemas de liberagcdo minimamente invasiveis e com efeitos secundarios limitados e
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controlaveis (Paganelli et al., 2010), além das novas abordagens tecnolégicas ha
necessidade de agentes mais seguros.

Um dos principais problemas da farmacoterapia das doencas do segmento
posterior dos olhos é atingir e manter concentracfes terapéuticas nos tecidos locais
pelo tempo necessario para inibir o estimulo da doenga (Geroski e Edelhauser, 2000;
Maurice, 2002). A baixa concentracdo dos farmacos nos tecidos do segmento posterior
dos olhos esta relacionada com a eficiente barreira de protecédo dos olhos, barreiras
anatdmicas e fisiolégicas, as quais incluem a intensa resisténcia a permeabilidade da
cérnea, a dinamica lacrimal, a drenagem naso-lacrimal e a alta eficiéncia da barreira
hemato-ocular (Jarvinen et al., 1995; Peyman e Ganiban, 1995; Geroski e Edelhauser,
2000).

As formulagcdes convencionais ndo possuem habilidade de gerar o efeito
terapéutico adequado ou podem causar efeitos indesejados ao paciente, devido a
toxicidade potencial do farmaco, da frequéncia de administracdo ou pela necessidade
de administrar doses elevadas pela via sistémica para obter o resultado terapéutico.
Para contornar esses problemas, novos sistemas de liberacédo de farmacos, tais como
os lipossomas, nano e microemulsdes, geéis hidrofilicos, nano e microparticulas, e
implantes biodegradaveis tém sido estudados (Pal Kaur e Kanwar, 2002; Oliveira et al.,
2013).

O termo microemulséo (ME) foi introduzido na literatura por Hoar e Schulman ao
descreverem 0s sistemas transparentes ou translucidos, obtidos pela titulacdo de
uma emulsdo comum com alcool de cadeia média (cotensoativo), as quais se
transformavam do aspecto leitoso inicial, para sistemas transparentes ou translicidos
(Hoar e Schulman, 1943; Garti e Aserin, 1996).

As MEs séo definidas como sistemas transparentes, caracterizados pela mistura
de dleo, agua, tensoativo e cotensoativo, formando um sistema termodinamicamente
estavel; enquanto que as nanoemulsdes (NEs), apesar de também possuirem as
mesmas caracteristicas visuais, hdo apresentam estabilidade termodinamica, pois nao
conseguem diminuir sua tenséo interfacial a ponto de contrariar totalmente a energia
de superficie provocada pelo aumento da area interfacial (Oliveira et al., 2004).

As MEs e NEs sdo geralmente caracterizadas como agregados esféricos com
diametro muito pequeno, na faixa de 5 a 500 nm, enquanto que o diametro das
goticulas de uma emulsdo comum é da ordem de 1 ym a 100 ym; séo classificadas
como sistemas coloidais com diametro de particula menor que ¥ do comprimento de

onda da luz incidente e, portanto, ndo espalham luz. Este fato explica porque as NEs e
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MEs sé&o sistemas opticamente transparentes (Lawrence e Rees, 2000; Aulton e
Taylor, 2005; Pestana, 2009).

As micro e nanoemulsdes podem ter orientacdo 6leo em dgua ou agua em dleo.
Para incorporar o celecoxibe, farmaco com caracteristicas lipofilicas, foram
desenvolvidas nanoemulsdes 6leo em &gua e o farmaco foi incorporado na fase interna
oleosa. Sendo assim, com a fase externa aquosa e dimensao reduzida da fase interna,
estas formulacbes podem ser administradas através da via intraocular, rota de
administracdo que mais tem mostrado resultados satisfatérios no tratamento das

doencas do segmento posterior dos olhos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

O celecoxibe (4-[5-(4-metilfenil)-3-trifluorometil)pirazol-1-iljbenzenosulfonamida
CAS 16959-42-5 (Figura 1) é um inibidor especifico de ciclooxigenase 2 (COX-2), sem
a inibicdo da ciclooxigenase 1 em doses terapéuticas (Avrahami et al., 2007). Este
farmaco € um anti-inflamatério ndo esteroide (AINE) levemente acido (pKa: 11,1),
hidrofébico (logP: 3,5) e sua baixa solubilidade em agua (3 a 7 pg/mL) contribui para a
elevada variabilidade na sua absorcao (Avrahami et al., 2007).

Figura 1: Estrutura quimica do celecoxibe.

HoN

7\

De acordo com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica este farmaco possui
baixa solubilidade e alta permeabilidade (classe 2) (Amidon et al., 1995), sendo que a
dimensédo do tamanho da particula influencia, tanto a uniformidade do conteddo como
nos fenbmenos de dissolucdo e biodisponibilidade do medicamento (Avrahami et al.,
2007).

E geralmente aceito que compostos com baixa solubilidade e alta permeabilidade
através das membranas bioldgicas mostrem uma taxa limitada de dissolucdo e
absorcao in vivo (Palamoor e Jablonski, 2013). Assim, € necessario agregar tecnologia
farmacéutica a forma de administracdo como meio de melhorar a solubilidade aparente
do farmaco e sua biodisponibilidade (Palamoor e Jablonski, 2013).

Os AINEs tém sido utilizados topicamente no tratamento de algumas doencas
oculares para aumentar a midriase, reduzir a inflamacéo poOs-operatoria, prevenir e
tratar edema de macula associado a cirurgia de catarata, além de aplicacdes no
controle da dor e fotofobia ap6s cirurgia refrativa e alivio do prurido associado a

conjuntivite alérgica. Mais recentemente, pesquisadores comprovaram que os AINES
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sdo benéficos para o tratamento da retinopatia diabética, degeneracdo macular
associada a idade, oclusdo venosa retiniana e tumores oculares localizados na parte
posterior do globo ocular (Ibrahim et al., 2013).

O CEL tem sido investigado para varias terapias de cancer (Tolloczko-lwaniuk et
al., 2018) e, atualmente, pelos seus efeitos anti-proliferativo e inibidor de VEGF para
tratamento de cancer e doencas oculares como a degeneracdo macular relacionada
com a idade (DMRI), a retinopatia diabética (RD) e a oclusdo venosa da retina (OVR)
(Amrite et al., 2006; Amrite et al., 2008).

Existem duas formas de DMRI, a Umida (~ 20% dos casos) e a forma seca (~
80% dos casos). Embora a forma Umida seja menos frequente, ela representa a causa
mais severa de perda de visao (Ferris et al., 1984). A progressao da forma Umida da
doenca estd relacionada com a angiogénese excessiva, denominada de
neovascularizacdo da coroide (NVC). Esse processo, de invasédo de vasos sanguineos
na coroide provoca descolamento e atrofia da retina, com perda da visdo central
(Kulkarni e Kuppermann, 2005).

A RD é uma patologia microvascular da retina, em que o vazamento vascular e
proliferacdo estdo relacionados com a deficiéncia de visdo. Um processo inflamatério
parece desempenhar o papel principal no processo fisioldgico da RD (Joussen et al.,
2004). Placas de microinflamacéo incluindo a dilatacdo dos vasos com alteracdo do
fluxo sanguineo para os tecidos e exudacdo de fluidos, sdo as principais causas da
progressdo da RD. Farmacos AINE inibidores de ciclooxigenase-2, como o celecoxibe,
além de suas propriedades anti-inflamatorias, aplicaveis no tratamento e prevencéao de
inflacbes de diversas origens, também demonstraram, em testes pré-clinicos, reduzir
as anormalidades dos vazamentos vasculares e de serem uteis como uma das formas
de tratamento para a RD (Joussen et al., 2004; Amrite et al., 2010).

As oclusfes venosas sdo a segunda causa mais comum de doencas vasculares
da retina, atrads apenas da retinopatia diabética. A obstrucdo venosa do ramo € definida
como a ocluséo focal de uma veia retiniana ao nivel de um cruzamento arteriovenoso,
onde a artéria passa anteriormente a veia (Marques, 2003).

E uma afeccéo quase sempre de inicio subito, na qual o paciente apresenta viso
borrada ou defeito de campo visual e hemorragias intraretinianas distribuidas
setorialmente. Afeta individuos de ambos os sexos, sendo mais frequente entre 60 e 70
anos de idade (Marques, 2003).

Geralmente, as hemorragias intraretinianas sdo menos graves se a oclusdo é

incompleta. A localizagdo da interrupcdo do fluxo venoso determina a distribuicdo das
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hemorragias intraretinianas. Se a obstrucéo esta situada préxima ao disco optico, dois
quadrantes do fundo podem ser atingidos (oclusdes hemisféricas); no entanto se a
oclusdo é mais periférica, um quadrante, ou menos, pode estar envolvido. Quando o
bloqueio é periférico as veias tributarias que drenam a macula, pode nao haver
diminuicdo da visao (Marques, 2003).

Desta forma, parece evidente que os farmacos anti-inflamatérios ndo esterodides
inibidores de VEGF séo alternativas terapéuticas viaveis no tratamento de RD, DMRI e
OVR. No entanto, a grande maioria desses compostos terapéuticos possui solubilidade
desprezivel em agua, além do que as administracdes por via topica e sistémica nao
produzem os resultados esperados. Assim, a necessidade do desenvolvimento de
estratégias tecnoldgicas para a administracdo do CEL parece ser evidente. Atualmente,
h& uma tendéncia bastante evidente para o desenvolvimento de sistemas de liberacédo
minimamente invasiveis e com efeitos secundarios limitados e controlaveis (Paganelli
et al., 2010).

Aléem das novas abordagens tecnologicas ha necessidade de agentes mais
seguros. Desta forma, embora os corticosterdides sejam eficazes no tratamento da RD,
eles podem causar catarata, pela elevacao da pressao intraocular, que pode provocar o
glaucoma (Carnahan e Goldstein, 2000). Assim sistemas de administracdo intra e
periocular contendo CEL, podem representar alternativas eficazes e mais seguras para
as terapias atualmente disponiveis.

As principais vias oculares de administracdo e de eliminacdo dos farmacos estéao

apresentadas na Figura 2:

Figura 2: Representagdo esquematica da estrutura ocular e suas funcionalidades.
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Os numeros referem-se a: 1) permeacao de farmaco pela via transcorneal a partir
do fluido lacrimal no interior do segmento anterior dos olhos; 2) permeacéo do farmaco
pela via ndo cornea através da conjuntiva e esclera no interior da Uvea; 3) distribuicdo
do farmaco a partir da corrente circulatoria via barreira hemato-aquosa no interior do
segmento anterior dos olhos; 4) eliminagcdo do farmaco do segmento anterior dos olhos
pelo humor aquoso para a malha de trabalho trabecular e canal de Sclemm’s; 5)
eliminacdo do farmaco do humor aquoso para a circulacdo sistémica através da
barreira hemato-aquosa; 6) distribuicdo do farmaco do segmento posterior dos olhos
através da barreira hemato-retiniana; 7) Administracdo intravitreal do farmaco; 8)
eliminacé@o do farmaco do vitreo via rota posterior através da barreira hemato-retiniana;
9) eliminacdo do farmaco do vitreo via rota anterior para o segmento posterior (Urtti,
2006; Lima-Filho et al., 2013; Oliveira e Silva-Junior, 2016).

Uma barreira para o tratamento de doencas da retina € a eficacia da liberacao de
farmacos nos tecidos intraoculares, incluindo a prépria retina. A via topica é ineficaz
porque os medicamentos de administracdo topica ndo atingem o segmento posterior do
olho e a via sistémica esta associada com a toxicidade devido a elevadas doses,
necessarias para atingir niveis terapéuticos na retina (Palamoor e Jablonski, 2013).

Uma via alternativa, como a intravitrea, pode proporcionar niveis elevados de
farmaco para o tratamento de doencas na retina e fornecer a concentracéo eficaz na
em comparac¢ao com outras rotas (Palamoor e Jablonski, 2013).

A rota intravitreal de administracdo de farmacos tem ganhado importancia para a
liberacdo de farmacos na coroide, retina e vitreo. Tem sido demonstrado que a via
intravitreal pode fornecer niveis terapéuticos eficazes para o tratamento da
neovascularizacao coroidal associado com a degeneracdo macular relacionado a idade
(Paganelli et al., 2004; Amrite et al., 2008; Paganelli et al., 2009; Paganelli et al., 2010).

A administracdo intravitrea envolve a administracdo direta de solucdo de
farmaco/suspensdo em humor vitreo via planar, através da barreira hemato-retiniana,
usando uma agulha de 30-G. Em contraste com as rotas topicas e sistémicas, a injecao
intravitrea produz altas concentracdes de farmaco localmente disponiveis para o tecido
ocular interno, incluindo a coroide e a retina (Kaur e Kakkar, 2014). Inoue e
colaboradores fizeram a comparacao de sub-Tenon e injecéo intravitrea de acetato de
triancinolona e observaram que a concentracdo do farmaco disponivel no humor vitreo
foi maior quando aplicado pela via intravitrea (Inoue et al., 2004).

Biofarmacos com massa molecular menor que 500 Da quando aplicados

intravitrealmente, no entanto, tendem a ser drenados do local de aplicacdo com uma
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meia vida inferior a 3 dias, indicando uma necessidade de inje¢cdes regularmente. No
entanto, o periodo que requer uma dose repetida pode ser de alguns dias a varios
meses para anticorpos macromoleculares. Por exemplo, o numero médio de injecdes
de bevacizumab (Avastin®; Roche) precisa ser administrada 3 vezes por ano para o
tratamento da DMRI. Por outro lado, a frequéncia de dosagem recomendada de
ranibizumab (Lucentis®; Genentech/Novartis) € uma vez por més (0,5 mg; 50 uL) por
um periodo minimo de 9 meses (Rosenfeld et al., 2006), enquanto o Macugen®
(pagaptanib sodico; Pfizer) precisa ser injetado intravitrealmente em intervalos de 6
semanas durante pelo menos um ano (Kitagawa e Yuzawa, 2013).

No entanto, injecfes intravitreas repetitivas, mesmo se amplamente espacadas,
estdo invariavelmente associados a complicacbes, como a hemorragia vitrea,
descolamento de retina, catarata e endoftalmite. A taxa de endoftalmite e descolamento
de retina observados com injecdo intravitrea € de 0,2% e 0,05%, respectivamente.
Além disso, a adesédo do paciente € menor com tais regimes devido ao doloroso e
invasivo procedimento que requer hospitalizacdo e médico especialmente treinado para
administracdo, aumentando o custo, além do alto custo do medicamento por si (Kaur e
Kakkar, 2014).

A escolha da melhor via de administracdo juntamente com a escolha do tipo de
formulacdo que ser4d administrada (nanoparticula, microparticula, nano e
microemulsdes ou lipossomas) deve ser cuidadosamente selecionada.

Quando nédo levamos em conta a via de administracdo mais adequada e né&o
temos disponiveis novos sistemas de liberacdo de farmacos, tais como os lipossomas,
nano e microemulsdes, geéis hidrofilicos, nano e microparticulas, faz-se o uso das
formulacdes convencionais, estas ndo possuem habilidade de gerar o efeito terapéutico
adequado ou podem causar efeitos indesejados ao paciente, devido a toxicidade
potencial do medicamento, da frequéncia de administracdo ou pela necessidade de
administrar doses elevadas para obter o resultado terapéutico pela via sistémica.

A utilizacdo de substancias ativas pouco solUveis em agua, € uma problema em
formulacbes farmacéuticas liquidas. Na verdade, as formas farmacéuticas mais
utilizadas em aplicacbes farmacéuticas sdo de natureza aquosa, o que limita a escolha
das formula¢des disponiveis. Obviamente, a substancia ativa é apresentada como uma
solucdo ou dispersdo aquosa quando € solavel ou dispersivel em agua,
respectivamente. Alternativamente, a substancia ativa pode ser encapsulada em uma
forma de administracdo , seja dissolvida no interior de uma particula sélida ou

incorporada em goticulas de um sistema emulsionado (Noomen et al., 2008).
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Neste cenério surge como forte candidata a formulacdo de nano- microemulsdes
as quais representam um aspecto importante em tecnologia farmacéutica, pelas
implicacdes bioldgicas da presenca destes sistemas em formulas farmacéuticas. Dessa
forma, as nano- micremulsées podem aumentar a solubilidade aparente de farmacos
lipofilicos, modificam o perfil de biodisponibilidade, modificam a estabilidade de
grande numero de compostos de uso terapéutico, etc. (Oliveira et al., 1997; Oliveira et
al., 2004).

O termo microemulsédo foi introduzido na década de 40 por Hoar e Schulman para
definir um sistema fluido e semi-transparente obtido pela titulacdo até o ponto de
clarificacdo de uma emulsdo simples com um é&lcool de cadeia média, como o hexanol
ou o pentanol. No ponto de clarificacdo néo foi necesséaria agitacdo e uma disperséo
transparente foi formada espontaneamente. Estes pesquisadores observaram, através
de microscopia eletronica, que as dispersdes transparentes formadas eram
constituidas de microgoticulas de 6leo em agua (O/A) ou agua em oOleo (A/O), cercadas
por um filme interfacial misto de tensoativo e co-tensoativo (alcool) (Figura 3). O
tamanho das goticulas variava de 100 a 600 nm, significativamente menores que os da
emulsdo simples inicial, justificando seu aspecto transparente e o termo microemulséo
(Hoar e Schulman, 1943; Cunha-Junior et al., 2003).

Figura 3: Representacdo esquematica de nanoemulsao O/A e A/O, respectivamente.

Fonte: (Oliveira et al., 2004).

Este termo foi revisado muitas vezes e a definicdo que melhor descreve o
sistema contempla que “as microemulsdes sao dispersdes coloidais liquidas,
opticamente isotropicas e termodinamicamente estaveis, compostas de agua, Oleo e

tensoativo” (Danielson e Lindmann, 1981).

As microemulsdes (MESs) sao sistemas isotrépicos e transparentes compostos por
dois liquidos imisciveis geralmente agua e Oleo, estabilizados termodinamicamente

pelo uso de tensoativos e co-tensoativos, localizados na interface 6leo/agua (Zana et
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al., 1987; Constantinides, 1995; Oliveira et al., 1997; Lawrence e Rees, 2000; Correa et
al., 2005; Formariz et al., 2005; Formariz et al., 2006; Silva, 2013). A orientacéo para
sistemas O/A ou A/O é dependente das propriedades fisico-quimicas do tensoativo e
da relacédo entre as proporcdes de tensoativo e co-tensoativo. Elas requerem a adicéo
de quantidades elevadas de tensoativo para estabilizar a grande area interfacial criada
pelos nanoglobulos e a adicdo de co-tensoativo para garantir a diminuicdo da tenséo
interfacial para niveis suficientes para que o sistemas se forme espontaneamente
(Constantinides, 1995; Oliveira et al., 2004)

A estabilidade termodinamica das microemulsbes pode ser explicada devido ao
fato de que quando um dos liquidos dividiu-se no interior do outro formou-se uma fase
interna, dispersa ou descontinua, rodeada por uma fase externa, dispersante ou
continua. Assim, o processo de emulsificacdo implica num grande aumento de area
interfacial a qual leva a um aumento brusco da energia livre de superficie (Oliveira et
al.,, 2004) que pode ser descrito pela Equacdo 1, na qual, y representa a tensdo
interfacial entre as fases oleosa e aquosa e AS a diferenca entre a area interfacial

antes e apos a formacéao do sistema.

AG =Yy X AS (Equacéo 1)

Uma das teorias disponiveis para explicar a formacdo das microemulsdes &
originada do conceito da “Tensdo Negativa Transiente na Interface”. A equacédo 1

mostra que AG varia diretamente com a area interfacial e que se, a tenséo interfacial
(y) for transientemente negativa, AG serd < 0 e havera condigdes para a

microemulsificacdo espontanea (Oliveira et al., 2004; Oliveira et al., 2009).

A principal caracteristica das nanoemulsfes (NEs) é formar uma emulsdo muito
fina, cujas dimens@es das goticulas da fase interna é da ordem de nanémetros. As NEs
sdo superiores as solucbes micelares em termos de potencial de solubilizacdo de
substancias, por isso, sdo usadas para aumentar a solubilizacdo e a absorcdo de
farmacos lipofilicos (Constantinides, 1995; Oliveira et al., 1997; Formariz et al., 2005;
Silva, 2013; Singh et al., 2017).

As nanoemulsdes sao definidas como formulacbes ndo estaveis
termodinamicamente, com diametro de goticulas entre 200 e 500 nm, obtidas a custa
do fornecimento de alta energia, o que as tornam translicidas ou semi-transparentes ,

independentemente do método de preparacgéo (Singh et al., 2017).
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Também s&o chamadas de miniemulsGes, emulsdes submicronicas, emulsdes
ultrafinas ou emulsbes finas dispersas. Sdo compostas por 6leo, tensoativos, co-
tensoativos e agua. Como sdo sistemas nao totalmente estabilizados possuem a
tendéncia natuaral de separacao das fases. No entanto, elas possuem alta estabilidade
cinética por longo periodo, ao contrario das microemulsbes, que sdo estaveis
termodinamicamente.

As nano e microemuls@es sdo sistemas reservatorios, nos quais as goticulas da
fase interna constituem microambientes dimensionalmente restritos, com propriedades
particulares diferentes das propriedades da fase externa, podendo ligar ou associar
moléculas com diferentes polaridades (Oliveira et al., 2004; Oliveira et al., 2009). Foi
demonstrado na literatura que a liberacdo de substéancias ativas dissolvidas na fase
interna da nano e microemulsdo O/A é mais lenta em relacdo ao farmaco livre,
mostrando a habilidade desse tipo de agregado como sistema reservatorio que pode
proporcionar efeito prolongado. Estudos com o anti-inflamatorio ndo esteroide
piroxicam utilizando microemulsdes catibnicas demonstraram claramente esse
fendmeno (Oliveira et al., 2004).

A possibilidade de formar nano e microemulsdes depende do balanco entre as
propriedades hidrofilicas e lipofilicas do tensoativo, determinada ndo somente pela sua
estrutura quimica, mas também por outros fatores como temperatura, forca ibnica e a
presenca de co-tensoativo. A mistura de tensoativos com equilibrio hidrofilo-lipofilo
adequado proporciona a condicdo maxima de solubilizacdo do 6leo e da agua. Assim, a
formacdo da nano e microemulsdo geralmente envolve a combinacédo de trés a cinco
componentes, tais como tensoativo, agua, 0leo e, quando necessario, o co-tensoativo
sendo que a orientacdo para sistemas O/A ou A/O é dependente das propriedades
fisico-quimicas do tensoativo e do Oleo, da relacdo entre as proporcdes
tensoativo/cotensoativo e entre as propor¢des agua/éleo (Formariz et al., 2005).

Os agentes tensoativos sdo substancias caracterizadas pela presenca de uma
regido polar e outra apolar em suas estruturas moleculares. Podem formar emulsdes
do tipo 4gua em o6leo (A/O) ou 6leo em agua (O/A), as quais sdo definidas pelo
equilibrio apresentado entre as regifes polar e apolar do emulsionante empregado,
denominado tecnicamente de Equilibrio Hidrofilo-Lipdfilo (EHL). O EHL é
numericamente representado em uma escala com valores que vao de zero a vinte, em
funcdo do tamanho da cadeia polar presente nas moléculas do emulsionante. As
microemuls@es podem ser de trés tipos: O/A, A/O ou bicontinua (Figura 3). Geralmente,

os sistemas do tipo O/A sao formados na presenca de baixa concentracao de fase
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oleosa e com emulsionantes que apresentam equilibrio hidrofilolipofilo (EHL) na faixa
de 8-14; os do tipo A/O sao formados quando a concentracdo de fase aquosa é baixa e
com emulsionantes com EHL na faixa de 3-8; e, os do tipo bicontinuo se formam
guando as concentracdes de fase aquosa e fase oleosa sédo similares e tanto o 6leo
guanto a 4gua existem como uma fase continua (Cunha-Junior et al., 2003).

A fosfatidilcolina ou lecitina de soja foi utilizada como tensoativo nas formulacdes
estudadas. A lecitina € muito utilizada como adjuvante farmacotécnico em
comprimidos, preparacdes topicas vaginal ou retal, suspensdes, capsulas, formulacdes
intravenosas e intramusculares e preparacfes para uso inalatério (Rowe et al., 2006;
Silva, 2013).

A fosfatidilcolina de soja € um tensoativo natural que se difunde na interface 6leo-
agua. Funcionalmente tem como caracteristica ser emoliente, emulsificante e
solubilizante. Pode ser utilizada em preparacdes farmacéuticas injetaveis
(intramuscular e intravenosa), formulagdes para nutricdo parenteral, produtos topicos e
alimenticios. O equilibrio hidrofilo-lipéfilo EHL da fosfatidilcolina de soja esta na faixa de
3-4. Estas sao facilmente oxidadas e por essa razado devem ser estocadas em frascos
bem fechados e protegidos da luz, além disso, se decompdem em valores de pH
extremos (Pal Kaur e Kanwar, 2002; Rowe et al., 2006; Silva, 2013).

A fosfatidilcolina de soja (Figura 4) apresenta em sua estrutura duas longas
cadeias carbdnicas, o que explica sua hidrofobia. Mas também possui cabeca de polar
constituida de grupo aniénico (fosfato) e catidnico (colina) conferindo caracteristica
zwteribnica a molécula em pH neutro, explicando sua forte hidrofilia da cabeca polar.
Apesar desse equilibrio hidrofilico e lipofilico, a fosfatidilcolina de soja € lipofilica
demais para conseguir formar espontaneamente a camada lipidica necessaria, de
tensao interfacial proxima de zero, para a formacdo de uma nano e microemulsao.
Portanto, ha a necessidade de um co-tensoativo, como alcoois de cadeia curta, para a

formacédo das nano e microemulsdes (Park et al., 1999; Silva, 2013).
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Figura 4: Estrutura quimica da fosfatidilcolina.

Os co-tensoativos sé@o responsaveis pela reducao adicional da tensao interfacial
necessaria para a formagéo e estabilidade termodinamica das microemulsdes, além de
promoverem fluidificagdo do filme interfacial formado pelo tensoativo, impedindo na
maioria das vezes a elevacao da viscosidade do sistema obtido (Cunha-Janior et al.,
2003).

Os principais co-tensoativos utilizados no preparacédo de nano e microemulsdes
sdo alcoois e glicois de baixa massa molecular e que apresentam uma cadeia
carbbnica entre dois e dez carbonos. Uma avaliacdo criteriosa da toxicidade do co-
tensoativo a ser empregado no preparo de uma nano e microemulséo é considerada de
fundamental importancia na elaboracdo de uma formulacdo desse tipo de sistema,
tendo em vista que essas substancias podem apresentar efeitos irritantes significativos,
como por exemplo, os alcoois de baixa massa molecular (Cunha-Junior et al., 2003).

Assim, 0 co-tensoativo mais utilizado para estabilizar emulsbes, nano e
microemulsdes € o polissorbato 20 ou Tween® 20 (Figura 5) um surfactante ndo iénico
do tipo polissorbato formado pela etoxilagdo do sorbitano antes da adicdo do acido

laurico (Rowe et al., 2006).
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Figura 5: Estrutura quimica do polissorbato 20.
0
D% )Jv\
- O
OH
O
HO
o 0"

N

Além das caracteristicas estruturais do sistema, o principal parametro de
referéncia na preparagdo das nano- microemulsdes esta relacionado com a
solubilidade do farmaco na fase oleosa.

Os Oleos de elevada cadeia carbOnica ndo permitem a obtengcdo de nano e
microemulsdes e aqueles de natureza menos apolar (triglicérides, principalmente)
permitem a dissolucdo de maiores concentracfes de farmacos lipossoluveis. Assim,
entre os principais 6leos estudados, destaca-se o triglicerideo de cadeia longa (TCL) de
origem vegetal, o triglicerideo de cadeia média (TCM) que tem sido utilizado isolado ou
em combinacdo com o TCL. O grau de pureza desses 6leos deve ser elevado, no
sentido de prevenir a ocorréncia de irritacdo que pode ser provocada pelos
contaminantes presentes em 6leos com baixa pureza (Cunha-Junior et al., 2003).

Assim, a fase oleosa utilizada neste trabalho foi o Captex® 200 também
conhecido como triglicerideos de cadeia média ou TCM e é fabricado pela esterificacdo
de acidos graxos fracionados de oOleo de coco (principalmente, caprilico e caprico) e
glicerina. E preparado a partir de matérias-primas de 6leos vegetais de qualidade
alimentar.

A literatura relata que na composicdo da fase aquosa pode ser necessaria a
adicdo de tampdes e/ou agentes isotonizantes tendo como finalidade a obtencéo e
manutencao de um pH favoravel garantindo assim, o efeito terapéutico e a estabilidade
do farmaco (Cunha-Junior et al., 2003). Dessa maneira, utilizou-se como fase aquosa o
tampdo fosfato de potassio pH 7,2 uma vez que a nanoemulsdo utilizada sera
administrada pela via intravitrea.

Na preparacdo das nano e microemulsées, devem ser construidos diagramas de
fase pseudoternarios para definir a extensdo e a natureza das regides de formacéao

destes sistemas. Para isto, apdés a selecdo dos constituintes da formulacdo, um
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diagrama € construido, assumindo-se que as nano e microemulsfes sdo sistemas
formados por trés componentes: fase aquosa, fase oleosa e uma mistura de
emulsionantes (emulsionante/co-emulsionante), sendo que cada vértice do diagrama
indica um destes componentes. Qualquer combinacdo dos constituintes pode ser
representada como porcentagem no diagrama (Cunha-Junior et al., 2003). A partir
desses dados, pode-se selecionar a regido do diagrama de fases que mais
convenientemente represente a condicdo mais apropriada para que o farmaco seja
incorporado (Formariz et al., 2005).

Os diagramas pseudoternarios podem ser obtidos a partir de dados de titulacao
ou pela preparacdo de amplo nimero de amostras com diferentes propor¢cbes dos
componentes. A vantagem do primeiro método é que este pode ser usado para estudar
amplo nimero de amostras de diferentes composi¢cdes de maneira rapida (Bhargava et
al., 1987; Lawrence e Rees, 2000). Normalmente, o0s sistemas nano e
microemulsionados podem ser diferenciados visualmente dos outros sistemas, uma vez
gue os demais sistemas apresentam-se como emulsdes liquidas opacas, emulsdes
geéis opacas, representadas por sistemas de viscosidade elevada, ou com separacéo
de fases. Ja os sistemas nano e microemulsionados liquidos séo caracterizados como
sistemas semi-transparentes ou opticamente transparentes e 0s sistemas geéis sao
caracterizados como cristais liquidos (Formariz et al., 2005).

Contréaria a facilidade de preparacao, a caracterizacdo das nano e microestruturas
desses sistemas requer a aplicacdo de técnicas sofisticadas de andlise, diferentes das
utilizadas rotineiramente (Lawrence e Rees, 2000). Algumas propriedades fisicas sao
de obtencdo relativamente simples, em que se utilizam medidas de densidade,
viscosidade e espalhamento de luz. Entretanto, para caracterizacdo da natureza
isotrépica, sdo utilizadas técnicas de microscopia de luz polarizada, espalhamento de
raios-X a baixo angulo (SAXS), difracdo de raios-X e microscopia eletrdnica, técnicas

nem sempre disponiveis com facilidade (Cunha-Junior et al., 2003).
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3. CONCLUSOES

Os resultados do desenvolvimento, da caracterizacdo e da atividade anti-
angiogénica especifica ocular in vivo obtidos nesse trabalho indicam que a
nanoemulsdo é uma forma farmacéutica promissora para ensaios clinicos de farmacos

com acéo anti-inflamatéria e anti-VEGF.
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