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RESUMO

PEREIRA, F. Desenvolvimento de nanodispersdes lipidicas contendo insulina
para tratamento topico da doenca do olho seco. 2017. 143 f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

A doenca do olho seco (DOS) é uma desordem multifatorial relacionada a um
processo inflamatorio das estruturas oculares. Ela afeta a producdo do filme
lacrimal e resulta em feridas na cérnea que sao de dificil cicatrizacdo. Estudos
recentes demonstraram que a insulina (INS) facilita o processo de cicatrizacdo de
feridas e restaura a producao de filme lacrimal em ratos diabéticos. No entanto, a
INS é uma proteina que degrada com facilidade em meio biolégico, carecendo de
estratégias que melhorem sua biodisponibilidade para sua administracao ocular.
Neste contexto, lipossomas podem ser um veiculo promissor para liberacéo tépica
ocular da INS devido a sua biocompatibilidade, baixa toxicidade e alto tempo de
residéncia na superficie ocular. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi
desenvolver lipossomas contendo INS para uso topico no tratamento da DOS. Pelo
método de hidratacdo do filme lipidico e homogeneizacdo em homogeneizador de
alta presséao, foram preparados lipossomas compostos por fosfatidilcolina de soja
(PC), colato de sodio (NaC) e poloxamer 188 em tampéao fosfato salino (PBS) 10
mM pH 7,4. A INS foi adicionada ao tampao PBS, usado para hidratacéo do filme
lipidico, na concentracdo de 0,4 mg/mL. Os lipossomas foram esterilizados por
filtracdo em membrana 0,22 um e caracterizados quanto ao tamanho de particula
e indice de polidispersao (Pdl) por espalhamento dinamico de luz, potencial zeta,
pH, eficiéncia de encapsulacdo (EE,%) e recuperacdo do farmaco (RF,%).
Lipossomas de 125+3 nm, Pdl de 0,27+0,01, potencial zeta de -11+1,5 mV, pH
7,1, EE 32+2% e RF 82+12% foram obtidos. Imagens de microscopia eletrbnica
de transmisséao e de for¢ca atbmica permitiram a observacao de vesiculas esféricas
e assimétricas na presenca de INS, com diametro médio variando de 120 a 150
nm. Estudos realizados por espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)
mostraram que a bicamada lipidica dos lipossomas contendo INS apresentaram
simetria, com espessura de 42 A, e INS dispersa em popula¢gdes compostas por 6
a 15 monémeros com tamanho hidrodindmico variavel. Armazenados a 4°C, os
lipossomas mantiveram suas caracteristicas fisicas estaveis por até 60 dias; e a
temperatura ambiente, n&do houve degradacédo da INS por pelo menos 72 h. O
ensaio in vitro de irritagdo ocular HET-CAM demonstrou baixo potencial irritante
para as formulacdes sem e com INS. Estudos em cultura de células de epitélio de
cérnea humana (HCE) imortalizada demonstraram que o tratamento com as
formulacées contendo 1 Ul de INS ndo foram citotoxicos e ndo promoveram
aumento de MMP-9 em relacéo aos controles. Observou-se, no entanto, aumento na
producéo de IL-6, o qual pode contribuir para a cicatrizagao de feridas. Desta forma,
0os lipossomas demonstraram ser um sistema de liberagdo promissor para a
administracéo tépica ocular da INS para DOS e cicatrizagéo de feridas.
Palavras-chave: Doencga do olho seco (DOS). Insulina (INS). Lipossomas.



ABSTRACT

PEREIRA, F. Development of lipid nanodispersions containing insulin for the
topical treatment of dry eye disease. 2017. 143 f. Dissertation (Master). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Séo Paulo, Ribeirdo
Preto, 2017.

Dry eye disease (DED) is a multifactorial disorder related to an inflammatory process
in ocular structures. It affects tear film production and results in corneal wounds which
are difficult to heal. Recent studies have shown that insulin (INS) facilitates the healing
process of wounds and restores tear film production in diabetic rats. However, INS is
a protein that degrades easily in biological environment, requiring strategies that
improve its bioavailability in ocular delivery. In this context, liposomes may be a
promising vehicle for ocular topical delivery of INS due to its biocompatibility, low
toxicity and high residence time on the ocular surface. Thus, the aim of the present
work was to develop liposomes containing INS for topical treatment of DED.
Liposomes containing soy phosphatidylcholine (PC), sodium cholate (NaC) and
poloxamer 188 in 10 mM phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4 were prepared by
the thin lipid film hydration method followed by high pressure homogenization. The INS
was added to the PBS buffer used for lipid film hydration at a concentration of 0.4
mg/mL. The liposomes were sterilized using 0.22 um filter and their particle size,
polydispersity index (Pdl), zeta potential (ZP), pH, encapsulation efficiency (EE%) and
drug recovery (DR,%) were determined. Liposomes particle size was 125 + 3 nm, PdI
was 0.27 = 0.01, ZP was -11 £ 1.5 mV, pH was 7.1 while EE and DR were 32 + 2%
and 82 + 12%, respectively. Transmission electron and atomic force microscopy
showed spherical and slightly asymmetric liposome vesicles in the presence of INS
with a mean diameter varying from 120 to 150 nm. Small angle X-ray scattering (SAXS)
studies showed symmetry in lipid bilayer of INS-loaded liposomes, with 42 A thickness,
and INS dispersed in populations varying from 6 to 15 monomers. Liposomes
maintained their physical characteristics when stored at 4°C for up to 60 days while at
room temperature, there was no INS degradation for at least 72 h. The in vitro ocular
irritation assay HET-CAM showed low irritation potential for the formulations containing
or not INS. Immortalized human corneal epithelial (HCE) cells culture demonstrated
that formulations treatment containing 1 IU of INS were non-cytotoxic and did not
increase MMP-9 levels compared to controls. However, increased IL-6 production has
been observed, which may contribute to wound healing. Therefore, liposomes seem to
be a promising delivery system for topical ocular delivery of INS for dry eye disease
and wound healing.

Keywords: Dry eye disease. Insulin. Liposomes.
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1 INTRODUCAO

A doenca do olho seco (DOS), também denominada sindrome do olho seco,
ou ainda Keratoconjuntivitis sicca, € uma doenca multifatorial que afeta a integridade
do filme lacrimal, estando associada a um processo inflamatério crénico na superficie
ocular (COURSEY et al.,, 2015). Sintomas como desconforto e irritacdo, visao
distorcida ou embacada, sensibilidade a luz, dor e fadiga ocular sdo comuns em
pacientes portadores da doenca, a qual chega a afetar de 5 a 30% da populacéo,
tendo maior prevaléncia em pessoas acima de 65 anos (DRY EYE WORKSHOP,
2007; DING; SULLIVAN, 2012; COURSEY et al., 2015; AZIZI et al., 2016; CWIKLIK,
2016; LANZA et al., 2016).

De papel fundamental na homeostase da superficie ocular, o filme lacrimal
fornece umidade, nutrientes e oxigénio para estruturas oculares como a cornea. De
maneira geral, qualquer alteracdo no volume, composicéo, distribuicdo ou clearance
lacrimal, leva a instabilidade na lagrima e a instalacdo da DOS, que induz a perda da
integridade ocular (FUJI et al.,, 2013; CWIKLIK, 2016). Sendo considerada
multifatorial, a DOS pode estar relacionada a doencas autoimunes, como Sindrome
de Sjogren e diabetes mellitus, disfungbes hormonais e até mesmo ao envelhecimento
(DING; SULLIVAN, 2012; COLLIGRIS et al., 2014; CWIKLIK, 2016; SHEN; MA, 2016).
Embora seja bastante prevalente na populacéo, o tratamento para a doenca ainda é
realizado de forma paliativa. As chamadas “lagrimas artificiais”, colirios compostos por
solugdes iso ou hipotbnicas sdo ainda o tratamento convencional. Embora aliviem os
sintomas mais incémodos, colirios lubrificantes envolvem alta frequéncia de instilacao
e nenhuma eficacia clinica no controle da doenca.

Farmacos anti-inflamatdérios, como corticoesterdides, sdo amplamente
utilizados via topica para tratar as condi¢des inflamatodrias envolvidas na DOS severa.
O uso desses farmacos pode inibir os varios mediadores envolvidos na fisiopatologia
da doenca e reduzir alguns sintomas presentes na doenca. Porém, esse tipo de
terapia traz indmeros efeitos adversos, como por exemplo, 0 aumento da presséo
intraocular e formacao de catarata no segmento posterior, restringindo seu uso para
casos mais severos e por pouco tempo (ERDINEST et al., 2014; NAKAMURA et al.,
2015). Nos EUA, o uso de ciclosporina incorporada em uma nanoemulsdo
(Restasis®), foi recentemente aprovado pelo FDA para tratamento topico da DOS.

Porém, por possuir efeito imunossupressor, a sua absor¢ao sistémica traz riscos a



saude, além de aumentar a susceptibilidade a infec¢cdes oculares (LAIBOVITZ et al.,
1993). Sendo assim, uma nova terapia que pudesse combinar efeitos secretagogos a
efeitos protetores na GL e superficie ocular seria uma alternativa promissora para 0s
pacientes portadores de DOS.

Neste contexto, estudos recentes sugerem que a insulina (INS), o horménio
anabalico envolvido no metabolismo da glicose, tem efeitos secretagogos em glandula
lacrimal (GL) de animais experimentais, protetor contra danos oxidativos em
estruturas oculares (MODULO et al.,, 2009), além de auxiliar no processo de
cicatrizacdo de feridas de cérnea, tanto em animais (BARTLETT et al., 1994; ROCHA
et al., 2002; CUNHA et al., 2005; ZAGON et al., 2007; ALVES et al., 2008; YU et al.,
2010), quanto em humanos (BASTION; LING, 2013). Apesar de nao ter seu
mecanismo elucidado nessas estruturas oculares, a INS possui receptores descritos
em glandulas lacrimais, tecidos neurais e vasculares da retina, incluindo epitélio de
cérnea e conjuntiva (IM et al., 1986; ROCHA et al., 2002; MODULO et al., 2009; YU
et al., 2010).

Sendo assim, considerando a relevancia e a incidéncia cada vez mais
crescente da DOS, e ainda a falta de estudos concretos a respeito de novas terapias
para o tratamento desta desordem, estudos com formula¢gdes inovadoras contendo
INS tornam-se promissores. A administracdo por via topica dessas formulacdes é
naturalmente preferida, mas apresenta desvantagens, como o rapido clearance
lacrimal e o baixo tempo de residéncia na superficie ocular que resultam em baixa
biodisponibilidade de farmacos, principalmente de macromoléculas (COURSEY et al.,
2015; REIMONDEZ-TROITINO et al., 2015). Contudo, com o avanco da
nanotecnologia, surge a possibilidade de incorporacédo de farmacos peptidicos em
sistemas de liberacdo nanoparticulados, aumentando sua biodisponibilidade e
diminuindo a frequéncia de instilacdo destas formulagdes.

Neste contexto, os lipossomas sdo uma estratégia conveniente para a liberacao
de farmacos na regido anterior ocular. Lipossomas sao vesiculas pequenas, de
formato esférico, variando de 30 nm até alguns micrometros, formadas, em sua
maioria, pela associacdo de fosfolipideos biocompativeis e colesterol (ALLEN;
CULLIS, 2013). Quando hidratados em solu¢gbes aquosas, os fosfolipideos formam
estruturas vesiculares que consistem em uma ou mais bicamadas lipidicas fechadas
em torno de um nudcleo aquoso, semelhantes as membranas celulares

(AKBARZADEH et al.,, 2013). Por serem sistemas formados por fosfolipidios



biocompativeis e biodegradaveis, podem ocorrer interacfes entre as vesiculas
lipossomais e os lipideos presentes na membrana celular epitelial e na camada lipidica
do filme lacrimal. Essas interacdes podem levar a um aumento do tempo de residéncia
da formulacdo na superficie da cornea, possibilitando a liberag&o direcionada da INS
para os receptores ai presentes, aumentando sua biodisponibilidade local (NIU et al.,
2011; HU et al., 2013; HOFAUER et al., 2013; CUI et al., 2015; ELNAGGAR, 2015).
Do mesmo modo, a formulacdo lipidica pode favorecer a lubrificacdo da superficie
ocular, formando uma camada de protecao contra a evaporagcao do fluido lacrimal
(SOUZA et. al, 2013; FANGUEIRO et. al.,, 2014; SEVERINO, et. al.,, 2014;
FANGUEIRO et. al., 2015).

Logo, uma formulacdo que seja capaz de associar nanodispersoes lipossomais
a INS demonstra ser uma estratégia inovadora e promissora para a terapia da DOS,
podendo trazer além do alivio aos sintomas, restauracéo da homeostase da superficie

ocular, aumentando, sobretudo a qualidade de vida dos pacientes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. GLOBO OCULAR HUMANO

O olho humano é um dos 6rgdos mais complexos e resistentes do nosso
organismo. Ele € o responsavel por conter as estruturas capazes de receber o sinal
de luz, os fétons, converté-los em sinais elétricos, e processar a informacdo nas
membranas neurais da retina, sendo esta transformada em uma imagem perceptivel
pelo cortex cerebral (GEORGIEV, 2011; GRIFFITHS e SCHIESSER, 2016).

O globo ocular esta alojado em uma cavidade 6ssea chamada de o6rbita ocular,
a qual é formada pelos o0ssos nasais, arco zigomatico, fossa temporal, sinus
cavernosos, sinus frontais, sinus maxilar e lobo frontal. Outras estruturas também
estdo presentes, como musculos, tecido adiposo, vasos sanguineos, nervos e anexos
oculares, como o aparelho lacrimal (Figura 1) (SMERDON, 2000; SOBOTTA, 2000).

Figura 1. Anatomia do globo ocular, estrutura e anexos.
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Fonte: Sobotta, 2000.

A posicéo do globo ocular dentro da orbita € bastante variavel, ocupando um
terco ou menos do volume total da cavidade. Seu tamanho aproximado € de 24 mm
de diametro anteroposterior (variando entre 17-33 mm) e 13 mm de largura
(SMERDON, 2000; SOBOTTA, 2000).

Considerado um orgéao isolado imunologicamente do corpo humano, o globo

ocular é uma estrutura esférica que pode ser dividida didaticamente em dois



segmentos: anterior e posterior (Figura 2), porém internamente, ele € dividido em trés
compartimentos: camara anterior (entre a cOrnea e a iris), camara posterior (entre a
iris, corpo ciliar e cristalino) e a camara vitrea (entre o cristalino e a retina)
(SMERDON, 2000; ATCHISON; SMITH; SMITH, 2000; DELPLACE; PAYNE;
SHOICHET, 2015; SANCHEZ LOPES et al., 2017).

Figura 2. Anatomia do olho humano: segmento anterior e segmento posterior.
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O segmento anterior consiste na conjuntiva, esclera, cornea, iris, lentes cristalinas (cristalino),
corpo ciliar e as camaras anterior e posterior, as quais sdo preenchidas pelo humor aquoso.
Ja o0 segmento posterior envolve estruturas como a coroide, o epitélio pigmentado da retina e
a retina propriamente dita. A camara vitrea também faz parte do segmento anterior, sendo
preenchida pelo humor vitreo.

Fonte: Adaptado de DELPLACE; PAYNE; SHOICHET, 2015.

O globo ocular apresenta uma presséao interna maior que a atmosférica, que
varia entre 10 e 21 mmHG, que mantém o formato da cérnea e a transparéncia do
meio intraocular. Produzido pelo corpo ciliar, o humor aquoso € o responsavel por
manter essa presséo intraocular constante, por meio do seu fluxo continuo dentro das
camaras anterior e posterior (equilibrio entre producédo e drenagem) (ATCHISON;
SMITH; SMITH, 2000; WILLOUGHBY et al., 2010). Por ser basicamente um
ultrafiltrado sanguineo, o humor aquoso também é o responsavel por fornecer
oxigénio e nutrientes ao cristalino e a cornea (MACRI e CEVARIO, 1975; JARVINEN,;
JARVINEN; URTTI, 1995).



O olho humano possui duas barreiras hemato-oculares de fundamental
importancia para a protecdo contra a entrada de moléculas da circulacéo sistémica:
barreira hemato-aquosa (BAB) e barreira hemato-retinal (BRB), localizadas nos
segmentos anterior e posterior, respectivamente (KIM et al., 2014).

Ambos os segmentos podem ser afetados por doencas que impactam na visao
e qualidade de vida do paciente. Glaucoma, conjuntivite, blefarite, ceratite, uveite,
DOS e catarata sdo algumas das doencgas mais frequentes que afetam o segmento
anterior, enquanto que retinopatia diabética, degeneracdo macular relacionada a
idade (AMD) estdo relacionadas ao segmento posterior (DELPLACE; PAYNE;
SHOICHET, 2015; REIMONDEZ-TROITINO et al., 2015; FANGUEIRO et al., 2016).

2.1.1 Conjuntiva e esclera

A esclera € uma estrutura densa, esbranquicada e opaca, com uma area de
superficie total de 6,3 cm? e espessura variando de 0,39 mm a 1 mm, responsével por
proteger o globo ocular e manter sua forma (McCAA et al., 1982). Formada por tecido
conectivo fibroso, ela é constituida principalmente por fibras de colageno e elastina,
sendo recoberta por uma membrana mucosa chamada conjuntiva (ATCHISON;
SMITH; SMITH, 2000; EL SANHARAW!I et al., 2010; SANCHEZ LOPES et al., 2017).

Além da sua funcao de protecao, a esclera auxilia na manutencao da pressao
intraocular e serve como local de fixacdo dos musculos extraoculares (MALHOTRA et
al., 2011). A regido de transicao entre a esclera e a cérnea é denominada limbus,
sendo esta uma regido rica em células pluripotentes, com alta capacidade de
autorrenovacao, ciclo celular lento e alto potencial de proliferacéo celular (KIM et al.,
2004)

J& a conjuntiva, membrana que recobre 80% da superficie ocular, € um tecido
altamente vascularizado, composto por duas camadas, epitélio estratificado e
estroma, e grande area de superficie (de 16 a 18 cm?) (SANCHEZ LOPES et al.,
2017). Ela recobre toda a superficie da esclera anterior até as palpebras inferior e
superior. Sendo responsavel por secretar eletrélitos e mucina, através das células
caliciformes ou de Goblet, a conjuntiva exerce um papel fundamental na formagéo do
filme lacrimal (CHOLKAR et al., 2013).

Suas células epiteliais sdo conectadas por tight junctions semelhantes a

cornea, que formam a zonula adherens, e impedem a penetragdo de moléculas pela



via paracelular. Em comparacédo a cornea, a conjuntiva possui uma permeabilidade
maior a substancias, principalmente aquelas que possuem tamanho molecular
reduzido (entre 20 kDa e 40 kDa) e carater hidrofilico (JARVINEN; JARVINEN; URTTI,
1995; BENEDETTI et al., 2009).

2.1.2 Cérnea

A cornea é a principal estrutura refrativa do globo ocular. Correspondendo a 2/3
de todo o poder refrativo do nosso sistema visual, ela fica localizada na parte mais
anterior do globo ocular (Figura 2) e é responsavel por refratar e transmitir o feixe de
luz incidente ao cristalino e a retina (GRIFFITHS e SCHIESSER, 2016; VEREB et al.,
2016). Em funcéo disso, a cérnea € uma estrutura transparente, avascular e com uma
curvatura ideal que permanece praticamente constante durante toda a vida, tornando-
a capaz de refratar a luz e manter a integridade fisica do olho humano. E uma estrutura
altamente inervada com nervos sensoriais derivados, 0s quais sdo provenientes do
ramo oftalmico do nervo do trigémeo (WILLOUGHBY et al., 2010). Em um ser humano
adulto, ela possui dimensdes variando entre 11,5 mm e 10,5 mm de diametro médio
horizontal e vertical, respectivamente, e um raio de curvatura aproximado de 8 mm
(ATCHISON; SMITH; SMITH, 2000; WILLOUGHBY et al., 2010).

Além da sua funcéo Optica, a cornea também age na protecdo das estruturas
intraoculares, como a iris e a pupila, contra agentes externos e danos mecanicos
(WILLOUGHBY et al.,, 2010). Para auxiliar nessa funcdo, o epitélio corneano é
recoberto pelo filme lacrimal, que € responsavel por protegé-la e nutri-la, fornecendo
oxigénio e nutrientes a cornea.

Sua estrutura € dividida em trés camadas (Figura 3): epitélio, em contato com
0 ambiente externo; estroma, camada intermediaria; e endotélio, a camada mais
interna. As trés camadas sédo separadas entre si por duas membranas: a membrana
de Bowman e a de Descemet (COLLINS;TRABOULSI; MAUMENEE; 2014).



Figura 3. Representacdo esquematica das diferentes camadas da cérnea.
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Fonte: Adaptado de WILLOUGHBY et al., 2010.

O epitélio da cérnea possui uma espessura que varia entre 40 a 50 ym, sendo
a principal barreira fisica da cornea, possuindo a principal fungéo de protecéo contra
agentes externos e outras substancias, incluindo farmacos (NAGATA et al., 2015;
GAUSE et al., 2016). Formado por uma Unica camada de células basais, seguido de
4 a 5 camadas de células epiteliais escamosas estratificadas, o epitélio € nao
queratinizado, sendo suas células também denominadas de “wing cells” por

possuirem formato de asas (Figura 4) (WILLOUGHBY et al., 2010).

Figura 4. Morfologia tipica de Cultura de Epitélio de Cérnea Humana (HCE).

Imagem obtida por microscopio 6ptico, aumento de 20 x.
Fonte: autoria propria.



Assim como células epiteliais da conjuntiva, as células do epitélio da cérnea
sdo mantidas unidas por tight junctions (zonula occludens) que formam uma efetiva
barreira contra a perda de agua e entrada de patégenos, além de limitar a permeacgéo
de moléculas hidrofilicas pela cornea. Moléculas pequenas e lipofilicas sdo mais
propensas a permeacao pelo epitélio, uma vez que podem se difundir pela via
transcelular, onde a lipofilicidade e pKa séo determinantes para a difusédo através das
bicamadas lipidicas das membranas celulares (GAUSE et al., 2016; SANCHEZ
LOPEZ et al., 2017).

O limbus, regido de transicdo corneoescleral, € um reservatério de células
pluripotentes renovando e regenerando constantemente o epitélio corneano
(NAGATA et al., 2015). Essa regido possui células com ciclo celular lento e um alto
potencial de crescimento celular, ndo expressando marcadores de diferenciacao
celular (MYASHITA et al., 2017). Essa alta taxa de renovacdo celular,
aproximadamente a cada 7 a 10 dias (WILLOUGHBY et al., 2010) é essencial para a
manutencdo da integridade visual, uma vez que qualquer opacidade ou dano na
estrutura da cornea, causada por lesdes ou infec¢des, pode levar a formacgéao de tecido
de cicatrizacdo, que por sua vez induz a perda de visédo (VEREB et al., 2016).

A camada intermediaria da cérnea, por sua vez, 0 estroma, € uma camada
hidrofilica formada por fibras de colageno, que conferem um alto conteddo aquoso
(cerca de 80%), limitante para permeacao de moléculas lipofilicas. Com espessura
variando entre 450 a 500 ym, o estroma é responsavel por 90% da espessura total da
cérnea e é responsavel principalmente pela manutencéo de sua estrutura (VEREB et
al., 2016). Os queratindcitos presentes na regido do estroma secretam colageno e
proteoglicanas, fundamentais para a manutencdo do estado de hidratacdo e
transparéncia da cornea. A membrana de Bowman, uma area acelular de 10-15 mm,
€ a estrutura que separa o estroma do epitélio da cérnea WILLOUGHBY et al., 2010).

Ja o endotélio da cérnea é formado por uma camada Unica de células, com
espessura aproximada de 13 ym, sendo responsavel por manter uma barreira entre o
estroma e o humor aquoso (GAUSE et al., 2016; SANCHEZ LOPEZ et al., 2017). A
membrana de Descemet € uma estrutura elastica que separa o endotélio do estroma,
ficando mais espessa com o processo de envelhecimento WILLOUGHBY et al., 2010).

Estudos indicam que a homeostase do epitélio da cornea depende de trés
fatores igualmente: perda de células da superficie, proliferacao das células basais do

epitélio e o movimento centripeto das células a partir da periferia. Estudos recentes
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demonstram que o crescimento e desenvolvimento normal da estrutura corneana esta
relacionada a hormoénios e fatores de crescimento, como a INS e o EGF (THOFT e
FRIEND, 1977; BARABINO et al., 2012; SONG et al., 2016).

2.1.3 Glandula lacrimal e aparelho lacrimal
O aparelho lacrimal consiste nas glandulas lacrimais (GL) principal e acessoéria,
no saco lacrimal, ductos e canaliculos lacrimais, incluindo o canal e o ducto

nasolacrimais (SOBOTTA, 2000) (Figura 5).

Figura 5. Anatomia do aparelho lacrimal humano.
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Fonte: SOBOTTA, 2000.

A GL principal é uma glandula exdcrina, como a glandula mamaria e salivar,
possuindo formato piramidal, tubuloacinar. Ela é responsavel por produzir e secretar
a porcao aquosa do filme lacrimal, além de proteinas e eletrélitos, como a lacritina,
lactoferrina, lisozima e lipocalina além de sais inorganicos, ureia e glicose (LUDWIG,
2005; MAKARENKOVA e DARTT,; 2015).

A GL principal possui tamanho aproximado de 20 x 25 mm e se divide em dois

I6bulos: palpebral e orbital, com espessura variando de 3 a 5 mm, respectivamente.
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Os lobulos se conectam entre si por tecido conjuntivo e sdo constituidos por inGmeras
unidades secretoras denominadas acinos (OBATA, 2006). Cada acino possui em seu
centro um lumen, sendo que varios &acinos convergem para os ductos intra e
interlobulares, dando origem aos ductos excretores (MALKI, 2012).

As glandulas acessorias séao divididas em dois grupos anatémicos: glandulas
de Krause e glandulas de Wolfring. Essas, por sua vez, sdo glandulas pequenas e
estdo localizadas na lamina propria da conjuntiva, onde secretam o filme lacrimal
(OBATA, 2006).

O epitélio da GL é composto por trés tipos celulares: ductais, acinares e
mioepiteliais, os quais fazem fronteira com a lamina basal e a matriz extracelular.
(MAKARENKOVA e DARTT, 2015) (Figura 6).

Figura 6. Tipos de células do epitélio de GL.

B T8, c b'g_;’\)\

\ O,
Sintetiza e Modifica a Sintetiza a
secreta composi¢do dos membrana basal,
proteinas, eletrolitos funcdo contratil e
eletrélitos e agua mantém a

integridade do
acino

Epitélio de GL é composto por trés tipos celulares (A) acinar; (B) ductal; (C) mioepitelial. Fonte:
Adaptado de MAKARENKOVA e DARTT, 2015.

As células acinares possuem formato piramidal, apresentam polaridade e sao
responsaveis por secretar o fluido lacrimal primario, enquanto que as células ductais
modificam a composicdo de eletrélitos desse fluido. Ja as células mioepiteliais
circundam o tecido epitelial secretério e possuem miofilamentos de masculo liso, como

a a-actina e a citoqueratina, o que as tornam flexiveis e com alta capacidade contratil.
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Esses filamentos atuam na propulséo da secrecao e modulam a funcéo secretéria da
GL. De maneira geral, as células mioepitelias tém importancia fundamental na
homeostase e manutencdo da estrutura e polaridade das células acinares
(MAKARENKOVA e DARTT, 2015)

A producado do filme lacrimal pela GL ocorre de trés formas distintas: pela
secrecdo basal, que é necessaria para manutencdo da lubrificacdo natural da
superficie ocular, mantendo sua integridade 6ptica; pela secrecao reflexa, resultante
de estimulo externo seja ele quimico, fisico ou mecéanico (como por exemplo luz ou
temperatura); e pela secrecdo emocional (LUDWIG, 2005). A producédo basal de fluido
lacrimal € de aproximadamente 1,2 pyL/min (variando entre 0,5 e 2,2 uL/min), que
resulta em uma taxa de retorno de 16%/min (MISHIMA et al., 1966).

Apbs ser produzido e secretado pelos ductos excretores, o filme lacrimal é
recolhido através de canaliculos e chega até o saco lacrimal, que é conectado ao
ducto nasolacrimal, onde o fluido lacrimal & drenado até o meato nasal inferior
(SOBOTTA, 2000).

A GL recebe inervacdo parassimpatica e simpatica, sendo que
neurotransmissores e hormonios estédo intimamente relacionados com o crescimento,
metabolismo e manutencéo das func¢des normais da glandula, incluindo a secrec¢éo
de eletrdlitos e proteinas pelas células ductais. Fatores de crescimento, como EGF
(Van Setten, 1994), sdo responsaveis por controlar a morfogénese e diferenciacédo
celular da GL, enquanto estudos comprovam que a lacritina tem efeito autécrino no
estimulo da producéo de lagrimas (FUJI et al., 2013; WANG et al., 2015). Além deles,
sabe-se que a INS, objeto de estudo deste trabalho, também possui um papel
fundamental na homeostase das GL (ROCHA et al., 2000; MODULO et al., 2009;
MALKI, 2012) o qual sera detalhado no item 2.4.

2.1.4 Filme lacrimal

O fluido lacrimal € uma camada fina (3 — 10 ym de espessura) (LUDWIG, 2005)
formada por um fluido aquoso que recobre toda a superficie ocular, responsavel por
manter a umidade e uma superficie 6tima para a refracdo da luz. De volume de
residéncia aproximado de 10 pL (ROBINSON, 1993 KING-SMITH et al., 2000;
STEVENSON; PUGAZHENDHI; WANG, 2016), o filme lacrimal distribui-se por toda a
superficie ocular, com auxilio das palpebras e do movimento de piscar. O reflexo de
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piscar estimula a producdo do filme lacrimal, a liberacdo de lipideos pelas glandulas
de meibbmio e reabastece o filme a partir do menisco inferior (STEVENSON;
PUGAZHENDHI; WANG, 2016).

Trata-se de uma unidade complexa ndo homogénea que pode ser subdivida
didaticamente em trés camadas: camada lipidica externa, camada aquosa
intermediaria e uma camada interna de mucina, a qual interage com a superficie do
epitélio de cérnea e conjuntiva (WOLF, 1954; MCCULLEY; SHINE, 1997; LUDWIG
2005; CHOLKAR et al., 2013) (Figura 7). Entretanto, a camada intermediaria e a
camada de muco ndo sao claramente delimitadas, uma vez que ambas possuem
carater hidrofilico interagindo entre si, 0 que traz controversas ao meio cientifico com
relacdo a sua subdivisdo em trés camadas (PRYDAL et al., 1992; CHEN et al., 1998).

Figura 7. Representacao esquematica da estrutura do filme lacrimal.
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Fonte: CWIKLIK, 2016.
Camada lipidica externa:

A camada mais externa do filme lacrimal (em interface com ar) é basicamente
formada por lipideos de baixo ponto de fusao (19-32°C), que permanecem em estado
fluido a temperatura corporal (TIFFANY; DART, 1981), sendo ésteres de ceras e
esterais, triglicerideos e fosfolipideos os mais frequentes (LUDWIG, 2005) (Quadro 1).
Essa camada é excretada pelas glandulas de meib6mio e em menor porcentagem,
pela glandula de Zeis (STEVENSON; PUGAZHENDHI; WANG, 2016). De espessura
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variando entre 15 a 160 nm (LUDWIG, 2005; FONSECA; ARRUDA; ROCHA, 2010;
KING-SMITH; HINE; NICHOLS, 2010), a principal funcdo da camada lipidica é
proteger o filme lacrimal, retardando sua evaporacéao e reduzindo a tensao superficial
do filme, estabilizando-o na superficie da cérnea (FONSECA et al., 2010). A presenca
de lipideos polares é essencial para manutencao da estabilidade estrutural da camada
como um todo (CWIKLIK, 2016).

As glandulas de meibdmio séo glandulas tubulo-acinares holécrinas, presentes
nas placas tarsais das palpebras superior (30-40%) e inferior (20-30%). Cada glandula
consiste em um ducto principal, formado por um aglomerado de células acinares, que
secretam seu conteddo na margem palpebral durante o movimento de piscar
(FOULKS, 2007).

Quadro 1 — Lipideos presentes no filme lacrimal
Lipideos apolares (MILLAR; Lipideos polares (RANTAMAKI,
SCHUETT, 2015) 2011)

30-45 mol% esters de colesterol (CE)

com grandes cadeias acilas | > 60 mol% fosfatidilcolinas (PC)
(C22:1 — C34:1)

30 — 50 mol% ésteres de cera 15% fosfatidiletanolaminas (PE)

Acidos graxos C18:1 misturados com _ _ o
. _ <5% ceramidas e esfingomielinas
alcoois de cadeia longa C18-C30

4 mol% (O-acyl)-u-hydroxy fatty acids
(OAHFAS)
Fonte: Adaptado de RANTAMAKI, 2011; MILLAR, SCHUETT, 2015

Camada aquosa intermediaria:

A camada aquosa é secretada pelas GLs principal e acessoérias, constituindo
99,78% do total do volume do filme lacrimal (WALLCOTT, 1998). Uma parte da
camada aquosa secretada permanece no menisco até sua eliminacdo pelo meato
inferior nasal, enquanto outra é distribuida pela superficie ocular para formar o filme
lacrimal (SANCHEZ LOPES et al., 2017).
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Agua, eletrolitos (Na*, K*, CI, HCO?%), solutos, peptideos e proteinas, como
albumina e lisozima, além de outras substancias como acido ascorbico, ureia, retinol,
imunoglobulinas e glicoproteinas formam a camada aquosa (LUDWIG, 2005). De
espessura aproximada de 4 ym (KING-SMITH, 2004), tem como func¢des facilitar a
oxigenacao, nutricdo e regulacdo de eletrdlitos do epitélio da cornea e da conjuntiva,
e principalmente, proporcionar uma superficie regular para refracéo da luz (CWIKLIK,
2016). Lipocalina (DATT, 2011) e lisozima (WIESNER; VILCINSKAS, 2010)
demonstram ser as proteinas mais abundantes da camada aquosa, que conferem ao
filme lacrimal atividade antimicrobiana (KIJLSTRA, KUIZENGA, 1994).

Camada de muco interna:

O principal componente da camada interna do filme lacrimal é a mucina, uma
glicoproteina de alta massa molecular que se apresenta carregada negativamente em
pH fisiologico. Além da sua presenca, outras glicoproteinas, proteinas, eletrdlitos,
enzimas e mucopolissacarideos também fazem parte de sua constituicdo, que esta
intimamente associada ao epitélio da superficie ocular (LUDWIG, 2005).

Sua espessura varia entre 2,5 e 5 ym e ela exibe um comportamento reolégico
semelhante a um gel, o que auxilia na adesao, estabilizacdo e distribuicdo do filme
lacrimal por toda a superficie epitelial, além de proteger o globo ocular da entrada de
particulas e microrganismos (LUDWIG, 2005; STEVENSON; PUGAZHENDHI;
WANG, 2016).

A camada de mucina € produzida, principalmente, pelas células caliciformes da
conjuntiva. Em menor grau, a mucina também é excretada pelo epitélio de conjuntiva
e da cornea, além das GLs acessorias (HARTLEY; WILLIAMS; ADAMS, 2006). De
maneira geral, essa camada é responsavel por ancorar e manter a coesao entre o
filme lacrimal hidrofilico e a superficie do epitélio da cérnea e da conjuntiva, que séo
hidrofébicos (DAVIDSON; KUONEN, 2004).

As células caliciformes estédo presentes na conjuntiva em namero aproximado
a 1,5 milhdes. Elas sao responsaveis por sintetizar e secretar um volume de 2 a 3 UL
por dia de mucinas, como a MUC5AC, sialomucinas ou sulfomucinas, e peptideos,
como TFF-peptideos ou peptideos formadores de dominio-P (HENRIKSSON et al.,
2015).
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O pH do fluido lacrimal é fisiologico, por volta de 7,4 e sua osmolaridade varia
entre 310 a 350 mOsm/kg. ions HCO?, proteinas e mucina conferem ao filme lacrimal
uma capacidade tamponante, fazendo com que as variagOes de pH durante o dia
sejam corrigidas (BAYENS; GURNY, 1997). A viscosidade do fluido € de 3 mPa.s, que
apresenta comportamento reoldgico ndo-Newtoniano, com uma tensao de superficie
préxima a 44 mN/m, a qual pode sofrer variacdo dependendo de sua composicao
(PANDIT et al., 1999).

Apesar de ser formado por trés camadas diferentes, o filme lacrimal € um fluido
coeso e age como uma unidade que lubrifica e mantém a superficie ocular regular
para que os fendmenos opticos possam ocorrer. Além dessas funcdes, ele também
previne a superficie ocular da desidratacdo, protegendo-a contra patdgenos e
particulas externas e nutre as células da cérnea (ZHOU; BEUERMAN, 2012;
CWIKLIK, 2016).

2.2 SUPERFICIE OCULAR

O termo “superficie ocular” foi primeiramente introduzido em 1977 por Thoft e
Friend, que descreveram a importancia do filme lacrimal e dos epitélios de conjuntiva
e da cdérnea como uma unidade fundamental para manutencdo da funcéo visual
(THOFT e FRIEND, 1977). Dentro deste contexto, outro termo surgiu, identificado
como Unidade Funcional Lacrimal (UFL), o qual consiste em um sistema integrado do
qual fazem parte as glandulas lacrimais (GL), a superficie ocular (cérnea, conjuntiva
e glandulas de meibémio), as pélpebras e os nervos sensoriais e motores. A UFL,
particularmente o eixo glandula lacrimal-cérnea, € responsavel pela manutencdo da
homeostase da superficie ocular por meio do filme lacrimal, conferindo protecéo e
lubrificacdo & superficie ocular e um ambiente adequado para renovacdo epitelial
celular (FONSECA; ARRUDA; ROCHA, 2010). Enquanto a cérnea tem a funcao
refrativa e de barreira de protecdo das estruturas intraoculares, a GL tem seu papel
fundamentado na excrecao do fluido lacrimal, de proteinas e eletrdlitos, que séo de
suma importancia para nutricdo, atividade antibacteriana e sustentagdo da funcao
corneal (WANG et al., 2015). Qualquer desequilibrio em sua unidade, seja por déficit

guantitativo ou qualitativo, pode levar a DOS, que acomete toda a superficie ocular.



17

2.3 DOENCA DO OLHO SECO (DOS)

Primeiramente proposto por Schirmer em 1903, o conceito de olho seco ficou
por anos restrito ao conceito de déficit na producao de lagrimas ou instabilidade do
filme lacrimal (TSUBOTA et al., 2017). Somente em 2007 foi estabelecido uma
definicdo consensual no Primeiro Workshop Internacional do Olho Seco (em inglés: |
International Dry Eye WorkShop), realizado pela Sociedade do Filme Lacrimal e
Superficie Ocular (do inglés Tear Film and Ocular Surface Society - TFOS) a qual
ampliou seu conceito:

Olho seco é uma doenca multifatorial que afeta as lagrimas e a
superficie ocular, a qual resulta em sintomas como desconforto,
disturbios visuais e instabilidade do filme lacrimal, com potenciais
danos a superficie ocular. Ela é acompanhada por um aumento na
osmolaridade do filme lacrimal e inflamagé&o na superficie ocular (DRY
EYE WORKSHOP, 2007)

Sendo assim, sabe-se hoje que a DOS é resultado de um desequilibrio na
Unidade Funcional da Lagrima (UFL), sendo que qualquer alteracdo no volume,
composicao, producédo ou clearance do filme lacrimal, pode levar a uma perda de sua
estabilidade e da integridade da superficie ocular (STERN et al., 1998; LIANG 2016).
Normalmente a doenca inicia-se apés estimulo ambiental em individuos susceptiveis,
que leva, em um segundo momento, a instabilidade do filme lacrimal (FONSECA,
ARRUDA; ROCHA, 2010). A desordem segue perpetuando-se com alteracdes no
epitélio da cornea e conjuntiva, desbalanco de eletrdlitos, proteinas e do muco
(mucinas), dano permanente a superficie epitelial da cérnea e conjuntiva, além das
fibras nervosas presentes na cornea (BAUDOIN et al., 2013), via instalacdo de um
processo inflamatorio crénico (FONSECA; ARRUDA; ROCHA, 2010; WEI e ASBELL,
2014).

Os sintomas da DOS podem ser classificados como leves, que englobam visao
distorcida, embacada, desconforto visual, sensacéo de presenca de corpo estranho,
secura, irritacdo, coceira e lacrimagcdo excessiva, € mais severos, como ceratite,
Ulcera corneal, neovascularizacdo e afinamento e/ou perfuragdo da cornea
(FONSECA; ARRUDA; ROCHA, 2010).

Baseado nos fatores etiologicos, a DOS pode ser classificada em duas
categorias: deficiéncia na producao aquosa do filme lacrimal (Aqueous Deficient Dry
Eye - ADDE), decorrente de uma falha em sua secrecao pela GL, ou como uma
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desordem evaporativa (Evaporative Dry Eye - EDE), resultante da evaporacao
excessiva da camada aquosa do filme (DRY EYE WORKSHOP, 2007; DING;
SULLIVAN, 2012; LIN et al., 2014).

2.3.1 Olho seco por deficiéncia aguosa (Aqueous Deficient Dry Eye - ADDE)

Nesse tipo de olho seco ocorre uma diminuicdo da secre¢do e do volume
lacrimal devido a uma falha na producéao pela GL (Barabino 2012). Essa desordem
pode estar ou ndo relacionada a Sindrome de Sjogren (FONSECA; ARRUDA,;
ROCHA, 2010). A Sindrome de Sjogren € uma exocrinopatia autoimune que atinge
glandulas exdcrinas, como as lacrimais e salivares, relacionando-se com outras
doencgas sistémicas autoimunes, como artrite reumatoide e Lupus eritematoso
(BARABINO et al., 2012). Quando a ela relacionada, a GL sofre infiltracdo de células
T ativadas, as quais destroem suas células acinares e ductulares, responsaveis pela
producdo e secrecdo da camada aquosa do filme (FONSECA; ARRUDA; ROCHA,
2010). Quando nao relacionado a Sindrome de Sjogren, o déficit na producdo aquosa
pode ser devido a disfun¢des (priméarias ou secundarias) da GL ndo associadas a
doencas autoimunes, como aquelas relacionadas a idade (OBATA, 2006; DRY EYE
WORKSHOP, 2007; BARABINO et al., 2012; DING; SULLIVAN, 2012).

Outras causas para essa desordem seriam a obstrugcdo do ducto lacrimal
(causada por tracoma, queimaduras quimicas ou térmicas, entre outros),
hiposecrecéao reflexa (reducao reflexo-induzida) e uso de medicamentos sistémicos,
0S quais podem bloquear a neurotransmissdo parassimpatica, como o uso de
bloqueadores, antiespasmadicos, diuréticos, antidepressivos triciclicos, inibidores da
recaptacdo de serotonina e outros antipsicéticos (FONSECA; ARRUDA; ROCHA,
2010).

2.3.2 Olho seco evaporativo (Evaporative dry eye — EDE)

A desordem evaporativa é causada quando ha uma elevada taxa de
evaporagcdo do filme lacrimal na superficie ocular, ndo estando relacionada a
problemas na producdo da camada aquosa (BARABINO et al., 2012). Neste caso, a
causa mais comum se da por disfuncdes na glandula de Meibémio, que podem estar

associadas a acne rosacea, dermatite atopica ou seborréica e uso de isotretinoina
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sistémica (FONSECA; ARRUDA; ROCHA, 2010). Outras causas para o0 aumento da
evaporacao do filme lacrimal incluem desordens no fechamento palpebral, reducéo da
frequéncia de piscar, deficiéncia de vitamina A, uso de lentes de contato, além de
atitudes como permanecer por muito tempo em frente a telas de computadores ou em
ambientes com ar condicionados e baixa umidade do ar (DRY EYE WORKSHOP,
2007).

2.3.3 Consequéncias, causas e prevaléncia da DOS

Independente do tipo de desordem, ADDE ou EDE, ambas as alteracdes levam
a uma perda da integridade do filme lacrimal, sendo que sua progressao esta
intimamente relacionada ao aumento da osmolaridade da lagrima que progride para
um processo inflamatério, conforme discutido adiante (LUO et al., 2011; BARABINO
et al., 2012; PFLUGFELDER et al., 2013; CONRADY et al., 2016).

Estudos epidemioldgicos apresentam dados de prevaléncia da DOS bastante
variaveis, uma vez que sua prevaléncia varia dependendo da populacao estudada, da
localizacdo geografica e do critério utilizado para o diagndstico e classificacdo da
doenca. Alguns estudos da ultima década estimavam que cerca de 5 milhdes de
estadunidenses com 50 anos ou mais tinham a DOS, sendo que a maioria destes
eram mulheres (65% dos casos) (LEE et al., 2002; SCHAUMBERG et al., 2003;
SHAUMBERG et al., 2003; DRY EYE WORKSHOP, 2007; MILJANOVIC et al., 2007b,
SHAUMBERG et al.,, 2009). Outros estudos indicam uma prevaléncia de 5%
(McCARTY etal., 1998) a 35% (LIN et al., 2003) da doenca do olho seco na populagéo
mundial, sendo que este percentual varia muito de acordo com os critérios de
diagnéstico utilizados ou com o pais analisado. Uma pesquisa mais recente realizada
no Reino Unido mostrou prevaléncia de 15,5% de pacientes com DOS dentro de uma
amostra de 2819 pessoas, com idade variando em 17 e 82 anos (VEHOF; HYSI,
HAMMOND, 2017).

Estima-se que esses numeros sejam ainda maiores se forem considerados
sintomas menos severos da doenca ou considerando, ainda, o envelhecimento
populacional e o uso cada vez maior de computadores e ar condicionado.

No Brasil, os dados epidemiologicos sdo escassos. Em um dos poucos estudos
conduzidos no pais, pesquisadores correlacionaram uma maior prevaléncia da DOS

em pacientes portadores de artrite psoriasica (LIMA et al.,, 2012). Outro estudo
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demonstrou uma alta prevaléncia (62,7%) em pacientes portadores de glaucoma, 0s
quais faziam uso de medicacao para reducdo da presséao intraocular (COSTA et al.,
2013).

Embora bastante variaveis, os estudos convergem para a idade de maior
prevaléncia, 50 anos; conforme a populacdo envelhece, a incidéncia da doenca
aumenta (DRY EYE WORKSHOP, 2007). O processo natural de envelhecimento, por
si s6, esta relacionado a diminui¢cdo do volume e fluxo lacrimal (BARABINO et al.,
2012), além de alteracdes na composicao lipidica do filme, por alteragdes na glandula
de Meibdmio (DING; SULLIVAN, 2012). Estas alteracfes incluem diminuicédo
guantitativa e atrofia dos acinos, obstrucédo dos ductos ou alteracdo na secrecdo dos
lipideos (OBATA, 2006; DING; SULLIVAN, 2012).

Hormdnios sexuais também demonstram estar relacionados a aspectos
funcionais e estruturais do olho humano, incluindo producdo da camada aquosa e
lipidica, secrecdo de muco e estabilidade do filme lacrimal (SULLIVIAN, 2004).
Diminuicdo de estrogenos, geralmente no periodo pds-menopausa em mulheres,
também se relaciona com altera¢c@es nas glandulas de meibémio e instalacéo da DOS,
0 que justifica sua maior prevaléncia em pessoas do género feminino (BAUDOIN,
2001; SULLIVAN; 2004; FONSECA; ARRUDA; ROCHA, 2010).

Além dos sintomas visuais, diversos estudos referem-se a sindrome do olho
seco a um impacto na qualidade de vida dos pacientes portadores. A DOS pode afetar,
em varios niveis, atividades diarias simples como leitura, dirigir automéveis, utilizar
computadores, impactando na produtividade, no dia-a-dia e no trabalho desses
pacientes (MILJANOVIC et al., 2007a; BENITEZ-DEL-CASTILLO et al., 2013;
BARABINO et al., 2016; TSUBOTA et al., 2017). Geralmente os sintomas sao mais
severos naqueles que trabalham em frente a telas de computadores, embora nem
sempre 0s sinais clinicos acompanhem os sintomas (TSUBOTA et al., 2017).
Schiffman e colaboradores (SCHIFFMAN et al., 2003) compararam o0 impacto na
qualidade de vida de pacientes portadores da DOS com pacientes portadores de
angina pectoris. Seus dados indicaram uma queda na qualidade de vida dos pacientes
portadores de olho seco moderado a severo, semelhante aos portadores de angina.
Outros estudos corroboram com esses dados, associando uma maior propenséo dos
pacientes portadores da DOS a desenvolver ansiedade e depressao (LI et al., 2011;
VAN DER VAART; WEAVER; DAVIS, 2015). Conviver com a dor e os sintomas de

irritacdo ocular e o impacto na acuidade visual, além de um tratamento que envolve a
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instilacdo frequente de colirios de alto custo e baixa eficacia clinica, sdo um dos
fatores impactantes na qualidade de vida dos portadores (DRY EYE WORKSHOP,
2007).

2.3.4. Diagnostico

O diagndstico da DOS ainda carece de testes mais especificos, sendo na
maioria das vezes baseado apenas na avaliacdo dos sintomas retratados pelo
paciente (MCGINNIGLE; NAROO; EPERJESI, 2012; COLLIGRIS; ALKOZI; PINTOR,
2014). Um diagnéstico mais apurado pode ser realizado com base na combinacao dos
sintomas com os sinais clinicos, que nem sempre estdo presentes. Entre os testes
mais comuns, estéo o teste de Schirmer e vermelho fenol, que envolvem a insergéo
de um papel de filtro ou um papel indicador de pH, respectivamente, no saco
conjuntival, e uso de corantes especificos para avaliacdo de alteracées no epitélio,
como a fluoresceina (DRY EYE WORKSHOP, 2007). A avaliacdo da osmolaridade do
filme lacrimal ou ainda quantificacdo de marcadores moleculares, como a
metaloproteinase 9 (MMP-9) em excesso, sdo considerados padrfes ouro para o
diagnéstico da doenca, embora raramente utilizados na rotina clinica (FARRIS, 1994;
SOBRIN et al., 2000).

2.3.4.1 Hiperosmolaridade e inflamacéo

A hiperosmolaridade do filme lacrimal, geralmente com valores acima de 316
mOsm/Kg (TOMLINSON et al., 2006), € um dos eventos centrais da DOS, estando
intimamente relacionada ao processo inflamatdrio instalado na superficie ocular. Uma
vez instalado, seja por qualquer uma das causas da doenga, 0o aumento da
osmolaridade do filme lacrimal leva a um estresse nas células epiteliais, que por sua
vez estimula a producdo de mediadores e inicia uma cascata de eventos pro-
inflamatorios, envolvendo MAPquinases (Proteinoquinase Ativada por Mitdégenos) e
NFkB (Fator Nuclear de Cadeia Leve Kappa potenciador de células ativadas B)
(BAUDOIN et al., 2013). Esses mediadores pré-inflamatérios (principalmente IL-1a e
IL-18, TNF-a e metaloproteinases de matriz) podem, por sua vez, aumentar a

disfuncéo nas glandulas secretérias, desencadeando um processo crénico e um déficit



22

cada vez maior na secrecdo de fluido lacrimal (STEVENSON; PUGAZHENDHI;
WANG, 2016).

Em outros casos, estimulos irritativos crénicos, como por exemplo, 0 uso de
lentes de contato ou até mesmo doencgas autoimunes sistémicas, podem gerar um
processo inflamatério na superficie ocular, que também por meio da liberacdo de
mediadores pré-inflamatdrios provocam um estimulo inibitério da secrecéo de filme
lacrimal pelas células acinares. De uma forma ou de outra, instala-se uma disfuncéo
secretoéria e um processo inflamatorio crénico (FONSECA; ARRUDA; ROCHA, 2010).

Além da hiperosmolaridade e aumento da expressdo de mediadores proé-
inflamatorios, o estresse oxidativo também pode exercer um papel fundamental na
DOS. Radicais livres e espécies reativas de oxigénios (EROs) sédo associados a
inimeras doencgas neurodegenerativas, cardiovasculares, e também oculares, como
a degeneracdo macular relacionada a idade e a catarata. Estes levam a um dano
celular que pode se estender inclusive ao material genético, desencadando apoptose
e necrose celular (FONSECA; ARRUDA; ROCHA, 2010). Modulo e colaboradores.
(MODULO et al., 2009) relacionaram o aumento do estresse oxidativo induzido pela
hiperglicemia nos casos de diabetes mellitus a alteracdo histolégicas presentes nas
GLs de ratos com resisténcia a INS.

O Quadro 2 mostra os principais sintomas e sinais clinicos da DOS e seu grau

de severidade.
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Quadro 2 — Grau de severidade baseado nos sintomas e sinais clinicos da DOS.

Grau de Severidade* Perfil do Paciente

e Sintomas suaves a moderados que
ocorrem sob estresse ambiental e

Nivel 1 nenhum sinal clinico

e Nenhum ou algum episédio de fadiga

suave

e Sintomas moderados a  severos
esporadicos ou crénicos

] e Sinais no filme lacrimal

Nivel 2 B )

e Coloracao pontual suave na cornea

e Coloragéo na conjuntiva

e Sinais visuais

e Sintomas severos frequentes ou
constantes sem estresse ambiental

] e Coloracgao pontual cornea

Nivel 3 . .

e Coloragao no centro da cornea

e Ceratite filamentosa

e Atividades limitadas

e Sintomas severos constantes
) e Sinais presentes

Nivel 4 _ B )
e Erosoes, coloragéo severa na cornea

e Cicatrizes na cornea

*Deve estar presente pelo menos um sinal ou um sintoma em cada categoria para qualificar
o grau de severidade.
Fonte: Adaptado de TSUBOTA et al., 2017.

2.3.4.2 Alteracdes epiteliais

Uma das alterac¢des clinicas mais comuns da DOS é a perda da integridade da
superficie ocular, mediada pelo processo inflamatorio e citocinas pro-inflamatorias. De
maneira geral, apds a instalacdo da doenca, ocorre um aumento na densidade e
espessura de células epiteliais, diminuindo seu tamanho e aumentando o processo de

renovacgao celular. Dentre os mediadores celulares mais importantes envolvidos na
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perda da integridade epitelial, principalmente da cornea, pode-se citar IL-1, TNF-q,
INF-Y, IL-17 e MMP-9. Além das citocinas e enzimas degradadoras de matriz,
protooncogenes (c-myc), autoantigenos (Ro, La, a-fodrin) e moléculas co-
estimuladoras (B71, B72) também s&8o expressas pelas células epiteliais
(STEVENSON; CHAUHAN; DANA, 2012).

Interleucinas IL-1 e INF-Y estdo envolvidas no processo de metaplasia
escamosa, enquanto INF-Y também diminui a diferenciagdo celular das células
caliciformes. O aumento da apoptose das células epiteliais pode ser causado por duas
vias: via proteina quinase, do tipo MAPK induzida por estresse (intrinseca) ou via TNF-
a pelainteracao do Fas ligante expresso em células T, com o Fas expresso nas células
epiteliais da cérnea, conjuntiva e GL (Fas/Fas ligante - extrinseca) (ZOUKHRI, 2006).

Outra alteracdo muito comum na DOS é a degradacdo da matriz extracelular,
causada por metaloproteinases, principalmente a MMP-9 e MMP-2, que leva a perda
celular (STEVENSON; CHAUHAN; DANA, 2012). A MMP-9 possui papel fundamental
na cicatrizagdo de feridas de cornea e na inflamacdo, porém é responséavel por
alteracdes epiteliais patolégicas na superficie da coérnea (COLLIGRIS; ALKOZI,
PINTOR, 2014). Associada a ela, a perda da funcéo barreira do epitélio de cérnea
ocorre também via IL-17, secretada por linfécito T helper subtipo 17 (STEVENSON;
CHAUHAN; DANA, 2012). Essa perda da integridade do epitélio pode levar a
abnormalidades na inervacéo corneana, como alteracdes morfoldgicas, que ajudam
ainda mais a perpetuar o ciclo da inflamacdo no DOS (STEVENSON; CHAUHAN;
DANA, 2012).

Liang e colaboradores (LIANG et al., 2016) observou um aumento da espessura
do epitélio bulbar da conjuntiva, enquanto que o epitélio do limbo se tornou mais fino,
alteracOes que os autores correlacionaram com o grau de severidade da doencga. A
reducdo da densidade das células caliciformes em resposta a hiperosmolaridade
ocorre por meio de eventos apoptoticos ou citotoxicos. A morte dessas células reduz
ainda a producéo de mucina e perpetua a instabilidade do filme lacrimal (VIAU et al.,
2008; BAUDOIN et al., 2013).
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2.3.5 Tratamento da DOS

O tratamento farmacolégico da DOS baseia-se em dois principios: restaurar a
umidade da superficie ocular e diminuir o processo inflamatério. Porém ainda hoje o
tratamento de escolha € predominantemente sintomatico, ainda que haja farmacos
anti-inflamatorios e secretagogos na clinica ou em estudo clinico. Neste contexto, para
0S casos mais leves, as lagrimas artificiais sdo ainda a primeira escolha, auxiliando
na reposicdo da umidade e hidratacdo da superficie ocular, trazendo um alivio
temporario aos sintomas de irritacdo e distor¢cdo visual (COLLIGRIS; ALKOZI;
PINTOR etal., 2014; LIN et al., 2014a; COURSEY et al., 2015; SCHMIDL et al., 2015).

Em 2003, um estudo realizado pelo International Market Survey mostrou que
dos 750 milhdes de frascos de colirio vendidos naquele ano, cerca de 120 milhdes
foram para o olho seco (FONSECA; ARRUDA; ROCHA, 2010). Caolirios lubrificantes
sdo solucbes tamponadas iso ou hipoténicas, que contém em sua composicao
eletrélitos, polimeros hidrossolaveis (derivados de celulose, alcool polivinilico,
dextrano), tensoativos e agentes de viscosidade (hialuronato de soédio e
polietilenoglicol) atuando apenas parcialmente na reposi¢do da umidade da superficie
ocular (ALBIETZ e BRUCE; 2001; BILKHU et al., 2014; NAKAMURA et al., 2015). Mais
recentemente, eles foram enquadrados como medicamentos especificos na RDC
05/2015 da ANVISA (ANVISA, 2015).

Casos cronicos da doenca, em que ha a instalacdo do processo inflamatorio
(abrangem cerca de 30% dos pacientes portadores), o tratamento é realizado com
farmacos anti-inflamatérios tépicos, como corticosteroides ou imunomoduladores,
como a ciclosporina (COURSEY et al., 2015). A administragéo de corticosteroides se
limita a poucas semanas, uma vez que seu uso prolongado pode levar ao aumento da
pressao intraocular, além de risco aumentado de infec¢Bes fungicas e bacterianas,
além da pré-disposicao para formacdo de catarata (BOWLING e RUSSELL, 2015).
Anti-inflamatorios nao-esteroidais (AINES) também s&o uma alternativa para o
tratamento da DOS por aliviarem a dor e o desconforto provocado pelo processo
inflamatorio (COLLIGRIS; ALKOZI; PINTOR et al., 2014). Outros farmacos topicos
ainda incluem o diquafasol, secretagogo de mucina (FUJIHARA et al.,, 2002,
COLLIGRIS; ALKOZI; PINTOR et al., 2014), e a ciclosporina, responsavel por inibir a
via de sinalizacdo da calcineurina que resulta na supressao genética de citocinas,
impedindo a ativacao de células T (RODRIGUEZ-ALLER et al., 2012).
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Entretanto, devido ao rapido clearance lacrimal, o reflexo de piscar e a
lacrimacédo, o tempo de residéncia das formulacdes usadas na terapia da DOS, que
em sua maioria sdo solucdes simples, é curto, necessitando de uma alta frequéncia
de administracdo. Isso pode levar a uma baixa adesao ao tratamento por parte do
paciente (ALVES et al., 2013; COLLIGRIS; ALKOZI; PINTOR, 2014), além do
aumento dos efeitos adversos.

Outras medicagdes de uso sistémico incluem ainda alguns antibioticos e acidos
graxos, como 6mega-3 (DE PAIVA et al., 2006; FONSECA; ARRUDA; ROCHA, 2010;
COLLIGRIS; ALKOZI; PINTOR, 2014). Além do tratamento farmacologico, existem
outras alternativas como a instalacdo de dispositivos que impedem a drenagem
lacrimal, como plug no ponto lacrimal (WILLIS et al., 1987; YAGUCHI et al., 2012;
KAKIZAKI et al.,, 2012) e algumas técnicas cirargicas, aplicadas em casos mais
extremos.

Entretanto, as terapias disponiveis atualmente apresentam baixa relevancia
terapéutica, uma vez que proporcionam pouca ou nenhuma eficacia clinica, além de
alta frequéncia de administracéo nos casos das solugdes simples e efeitos adversos
severos. Novas alternativas de tratamento, que possuam maior relevancia terapéutica,
sdo cada vez mais imprescindiveis. Desta forma, estudos recentes associam diversas
classes de substancias a restauracdo da producdo do fluido lacrimal e de seus
componentes, visando o tratamento da DOS.

Nakamura e colaboradores (NAKAMURA et al., 2015) demonstraram o efeito
do peptideo JBP485 na expressao e secrec¢do de mucina pelas células epiteliais de
conjuntiva. Outras substancias em estudo envolvem o antitumoral infliximab (Li et al.,
2012), a lacritina, com potencial secretagogo (FUJI et al., 2013; WANG et al., 2015),
o fator do crescimento neural (JAIN et al., 2011), a doxiciclina (DE PAIVA et al., 2006),
o imunossupressor sirolimus (LINARES-ALBA et al.,, 2016) e outras substancias
capazes de inibir receptores de citocinas envolvidas na inflamacéo e alteracdes do
epitélio (ANGLADE et al., 2007; SISTO; LISI; LOFRUMENTO, 2012).

2.4 INSULINA E TRATAMENTO DE DOENCAS OCULARES

A INS é um dos hormdnios peptidicos mais importantes para a vida nos seres

vertebrados, atuando no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos. Ela esta
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diretamente relacionada a producdo e armazenamento de substratos energéticos
(WAIZUMI e EGUCHI, 2005; HUA, 2010).

Primeiramente isolada em 1921 de pancreas suino por Frederick Banting e
Charlen Best, seu efeito sistémico na glicemia foi logo observado em animais, o que
deu um salto na medicina a partir do surgimento de uma terapia para o diabetes, até
entdo incuravel (BLISS, 1982). Hoje, a administracdo de INS e seus analogos é a
principal terapia para o diabetes mellitus tipo 1 e 2, estando disponivel no mercado
diferentes tipos ou anélogos de INS (GOMEZ-PEREZ e RULL, 2005).

A INS é um hormdnio anabdlico, produzido em condicBes normais pelas
células B do pancreas, sendo formada por 51 aminoacidos, com massa molecular
aproximada de 5800 Da (HRYNYK; NEUFELD, 2014). Ela é uma proteina globular,
sendo sua estrutura priméria descrita na Figura 8. Sua molécula consiste em duas
cadeias polipeptidicas ligadas entre si por duas pontes dissulfeto (A7-B7 e A20-B19).
A cadeia A é formada por 21 aminoacidos e possui uma ponte dissulfeto intracadeia,

enquanto a cadeia B possui 30 aminoacidos (HUUS et al., 2005).

Figura 8. Estrutura priméaria da INS humana.

Cadeia A

Fonte: HUA et al., 2010.

A estrutura secundaria da INS é formada por duas a-hélices n&o paralelas na
cadeia A e uma unica a-hélice na cadeia B, seguida de um desdobramento B nos
residuos B21 e B30 (BRANGE e LANGKJCER, 1993). A molécula apresenta residual
de cargas negativo em meio fisiolégico, com ponto isoelétrico (pl) entre 5,3 e 5,4
(WINTERSTEINER e ABRAMSON, 1933). Proximo ao pl, ela apresenta-se com baixa

solubilidade em meio aquoso, precipitando. Em pH fisiolégico a solubilidade e
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estabilidade depende de varios fatores, como sua concentracdo, temperatura de
armazenamento, presenca de enzimas e concentracdo de cations divalentes, como
fon Zn?* (WEISS; STEINER; PHILIPSON, 2014). Na presenca de dois ions Zn?, ocorre
a formacéo de um complexo néo covalente quelado INS-Zn?*, que pode assumir duas
conformacgdes diferentes: “estado T’ de geometria octaédrica ou “estado R” de
geometria tetraédrica, que por sua vez podem se agregar, formando agregados
estaveis, os hexameros (FABRIS e FENSELAU, 1999).

Sua estrutura tridimensional esta intimamente relacionada a sua estabilidade
e atividade biolégica. Em baixas concentracdes, como a sanguinea (~10° M), ela se
encontra em sua forma monomérica (5,8 kDa). A INS tende a se oligomerizar,
principalmente como resultado de uma ligacdo de hidrogénio entre o C terminal de
duas cadeias B (SHARMA et al., 2010). Em concentra¢gfes mais altas, em solucdes
aguosas de pH entre 2-8, a INS dimeriza, apresentando massa molecular aproximada
de 12 kDa, ou forma hexameros, com 36 kDa, em geral na presenca de ions Zn?*
(GUALANDI-SIGNORINI e GIORGI, 2001). Os hexameros podem ser formados a
partir da associacdo de trés dimeros (estado T dimérico Ts, estado R dimérico Re ou
mistura de estados T3R3 (FABRIS e FENSELAU, 1999).

Hoje, sua estrutura esta bem elucidada. Métodos de cristalografia de Raios-X
e outras técnicas de espectrometria demonstraram que a INS é uma proteina
alostérica em sua forma hexamérica, podendo ser formados a partir da associacéo de
trés dimeros (estado T dimérico Ts, estado R dimérico Re ou mistura de estados T3R3
(FABRIS e FENSELAU, 1999; WEISS; STEINER; PHILIPSON, 2014). A forma
monomeérica e hexamérica sao globulares, enquanto a forma dimerizada é elipsoide
(CHIEN, 1996; SILVA et al., 2003) (Figura 9). Quando submetida a processos como
aguecimento e agitacéo, a molécula tende a seguir uma via de agregacao alternativa,
polimerizando-se e formando fibras amiloides insollveis de alta massa molecular
(WHITTINGHAM et al., 2002).
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Figura 9. Estruturas tridimensionais da INS.

(A) (B) (C)

(A) Forma monomeérica; (B) forma dimérica; (C) forma hexamérica.
Fonte: Adaptado de WHITTINGHAM et al., 2002.

ApoOs sua producao nas células pancreaticas, a INS é armazenada na forma de
matrizes microcristalinas hexaméricas, sendo secretada em sua forma bioativa em
resposta aos niveis de glicose e INS na circulagdo sanguinea (RAWAT et al., 2015;
SAH et al., 2016). A forma monomeérica é a Unica capaz de se ligar ao receptor de INS
(IR) (Figura 10). Esse receptor pertence a uma familia de receptores transmembrana
do tipo tirosina quinase, sendo formado por uma glicoproteina heterotetramérica com
duas porgdes extracelulares (duas subunidades a e duas ) (SAH et al., 2016). Entre
0S primeiros mensageiros podemos citar substratos do receptor de INS-1 e INS-2
(IRS-1 e IRS-2), a molécula Shc, que pode se complexar com o receptor de fator de
crescimento ligante a proteina 2 (Grb2) e SOS, que levam a via de sinalizacdo Ras-
Proteino-quinases ativadas por mitdgeno (MAP)quinase, e a ativacdo de proteinas
janus quinase-2 (JAK-2) e ativador de transcricdo-1 (STAT-1) responsaveis pela
transcricdo. Apos se ligar a subunidade a do receptor, ocorre a autofosforilacdo do
residuo de tirosina na subunidade B, levando a mudltiplas vias de sinalizagdo poés-
receptor, envolvendo diversas proteinas (SAH et al., 2016) (Figura 10).

Entretanto, sabe-se que esses eventos sdo capazes de induzir diferentes vias
de sinalizagéo, resultando em diversas interagdes intracelulares que abrangem outros
horménios, citocinas e fatores de crescimento, 0os quais induzem diferentes efeitos
biolégicos como uptake de glicose, a partir da circulagéo sistémica e supressao da
gluconeogénese hepatica, aminoacidos, sintese de glicogénio, proteinas e acidos
graxos. A INS também age como fator de crescimento, regulando a sintese de DNA e
RNA, diferenciacéo e proliferacao celular, e crescimento tecidual, por diferentes vias
de sinalizacao (STRAUS, 1991; WEISS; STEINER; PHILIPSON, 2014).
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Figura 10. Receptor de INS e as principais vias de sinalizacdo envolvidas na

reparacao tecidual, sintese de biomacromoléculas e uptake de glicose.

@® Insulina

ERK1/2
« Uptake

¢ Glicose

Reparoe
crescimento Sintese de
tecidual Biomacromoléculas

Fonte: HRYNK e NEUFELD, 2014.

Nas estruturas oculares, sabe-se que a INS também exerce papel fundamental
na homeostase da GL e da superficie ocular. A sua presenca ja foi descrita no fluido
lacrimal, GL e superficie ocular. Seu receptor (IR) ja foi documentado tanto nas GL,
guanto nas estruturas oculares como cérnea, conjuntiva, tecidos neurais e vasculares
da retina (IM et al., 1986; ROCHA et al., 2002; MODULO et al., 2009; YU et al., 2010).
Além da INS e do IR, evidéncias demonstram que o hormdnio é essencial para
homeostase da GL e para proliferacdo de outros tecidos, como o epitélio da cornea
(HANN; KELLEHER; SULLIVAN, 1991; ZHU e WALLMAN, 2009). Em culturas de
células primarias, a suplementacdo com INS € imprescindivel para o crescimento,
proliferacéo e diferenciacdo in vitro de células acinares de GL e epitélio de cOrnea
humana (ROCHA et al., 2000; MALKI, 2012).

Outros estudos mostram a presenca de receptores para substrato de INS 1 e 2
(IRS-1 e IRS-2), assim como a presenca do fator de crescimento semelhante a INS
(IGF-1) e de seu receptor IGFR-1, que demonstram modular a migracao celular em
células HCE tanto in vitro como in vivo (LEE et al., 2006).

Apesar de ainda ndo estar bem elucidado seu papel nestas estruturas, sabe-se
gue a INS é fundamental para a manutencéo da acuidade visual. O diabetes mellitus

€ uma das maiores causas de problemas oculares, incluindo a cegueira, além de
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desordens no epitélio da cérnea, que incluem maior susceptibilidade a danos, Ulceras,
erosdes epiteliais recorrentes, reepitelizacdo retardada e cicatrizacdo de feridas
anormais (SHANLEY et al., 2004; KLOCEK 2009). Wakuta e colaboradores (WAKUTA
et al., 2007) mostraram que animais com diabetes tipo 2 apds 13-15 semanas de vida,
tiveram reducédo no volume lacrimal e baixa taxa de cicatrizacdo de feridas de cérnea.

Muitos trabalhos mostram que a administracdo de INS pode auxiliar no
processo de cicatrizacao de feridas da cornea, tanto em animais (BARTLETT et al.,
1994; ROCHA et al., 2002; CUNHA et al., 2005; ZAGON et al., 2007; ALVES et al.,
2008; YU et al.,, 2010), quanto em humanos (BASTION; LING, 2013). A INS
demonstrou aumentar a reepitelizacdo de células HCE via IP-3quinase e ERK %
(SHANLEY et al., 2004; KLOCEK et al., 2009).

Em ratos com diabetes mellitus induzida por estreptozotocina, concentracoes
farmacoldgicas (10 uM) de INS levaram a fosforilagdo dos receptores IGF-1R em GL
e glandulas salivares, mostrando que INS produz resposta dose-dependente ativando
varias vias de sinalizacao celulares em ambos tecidos (ROCHA et al., 2000). Em GL
de ratos saudaveis, a presenca de INS leva a fosforilacdo dose-dependente, quase
que imediatamente apds sua infusdo, dos receptores de INS, IGF-1R, dos receptores
de substratos de INS 1 e 2 (IRS-1 e -2), Shc e STAT-1, o que indica que estes sao
parte fundamental do controle metabdlico, crescimento tecidual e modulacdo da via
de sinalizacdo (LEITE et al., 2006). Ja nos animais diabéticos, as vias de sinalizacao
STAT e Shc demonstram estar desempareadas (ROCHA et al., 2000).

Em um estudo realizado por Modulo e colaboradores (2009) foi constatado que
a diabetes mellitus induz danos estruturais e alteracdes funcionais em GL de ratos,
seguidos de alteracOes oxidativas significativas, enquanto que a administracdo de
pequenas doses de INS demonstraram reverter essas alteracées. A injecao
subcutanea de 1 Ul (3,5 ug) de INS uma vez ao dia foi capaz de prevenir alteracdes
histolégicas na GL e na superficie ocular induzidas pelo estresse oxidativo causado
pela diabetes (MODULO et al., 2009). Outro estudo realizado em animais diabéticos
demonstrou que o tratamento tépico diario com uma dispersao de INS foi eficaz em
aumentar o volume lacrimal de ratos diabéticos e em reduzir o aparecimento de
alteracdes celulares importantes na superficie da cornea (CRUZ, 2014). Por ser uma
proteina, no entanto, a INS é rapidamente degradada em meio biologico (ODA et al.,

2011; RAWAT et al., 2015), podendo sua biodisponibilidade local ser aumentada pela
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sua incorporacdo em uma formulacdo adequada (KIM e PEPPAS, 2003; LI; NIELSEN;
MULLERTZ, 2016).

2.5 SISTEMAS DE LIBERACAO NANOPARTICULADOS LIPIDICOS PARA
ADMINISTRACAO OCULAR DE FARMACOS

Como ja descrito anteriormente, a administracdo de farmacos pela via ocular
ainda é um desafio no campo farmacéutico, uma vez que o olho humano apresenta
muitas barreiras anatémicas e fisiologicas, o que limita o acesso dos farmacos aos
seus alvos moleculares (SANCHEZ LOPES et al., 2017). Tendo em vista que a DOS
afeta a superficie ocular, a via de administracdo topica é a via escolhida para o
tratamento dessa desordem, sendo esta uma rota simples, conveniente e ndo invasiva
para administracdo de formula¢des. Entretanto, a disponibilidade local de farmacos
administrados topicamente enfrenta além das barreiras anatémicas e intraoculares,
os fatores pré-corneais responsaveis pela rapida lavagem da formulacdo
(SANHARAWI et al., 2010; KIM et al., 2014; REIMONDEZ-TROITINO et al., 2015).

Trés principais barreiras afetam diretamente a biodisponibilidade de
formulacbes aplicadas na superficie ocular: a) taxa de renovacdo lacrimal;, b)
drenagem nasolacrimal; c) reflexo de piscar. A rapida taxa de renovacéo lacrimal
(variando de 0,5 ~ 2,2 uL/min) em associacao ao tempo de restauracao da lagrima 2
~ 3 min e o reflexo de piscar sao fatores limitantes para o tempo de residéncia de um
farmaco (cerca de 1-2 min) e para sua biodisponibilidade ocular (<5%) (REIMONDEZ-
TROITINO et al., 2015; FANGUEIRO et al., 2016; JANAGAM; WU; LOWE, 2017).

Além da lacrimacéo basal, apos a instilacao topica de formulagbes na superficie
ocular, também ocorre a lacrimacéo reflexa que promove diluicdo do farmaco, e em
paralelo ao sistema de drenagem nasolacrimal e ao baixo volume anatémico no saco
lacrimal, diminui ainda mais a biodisponibilidade do farmaco administrado
(FANGUEIRO et al., 2016; SANCHEZ LOPES et al., 2017). Apenas cerca de 5 a 20%
de uma solucdo administrada topicamente fica disponivel na superficie ocular para
absorcéo, o que requer que altas doses de farmaco, além de instilacdes frequentes,
sejam administradas para que o efeito terapéutico seja alcancado, aumentando
possiveis efeitos toxicos (CHOLKAR et al., 2013; FANGUEIRO et al., 2016).

Nos ultimos anos, a nanotecnologia aplicada ao delineamento de novos

produtos farmacéuticos abriu o leque para uma area promissora de desenvolvimento
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de formulacdes para administracdo ocular tanto para o segmento anterior quanto
posterior. Sistemas nanoparticulados sao carreadores de farmacos que apresentam
tamanho na ordem nanométrica (entre 1 — 1000 nm), sendo utilizados para melhorar
efeitos terapéuticos, solucionando problemas de estabilidade, solubilidade e dosagem
de moléculas de baixa massa molecular e macromoléculas, como peptideos e
proteinas (FANGUEIRO et al., 2016).

No caso da DOS, sistemas de liberacdo desenvolvidos para essa terapia
devem ser capazes de aumentar o tempo de residéncia e biodisponibilidade do
farmaco nos tecidos extraoculares com o objetivo de aliviar os sintomas e sinais
clinicos da inflamacéo da superficie ocular (JANAGAM; WU; LOWE, 2017). O que se
tem hoje no mercado para o tratamento da doenca, baseia-se apenas na instilacéo
das solugbes para lubrificacdo ocular, as quais devem ser instiladas com alta
frequéncia (a cada 2 h ou quando sentir necessidade), ou quando em presenca de
outras substancias farmacologicamente ativas, os efeitos toxicos sdo comuns.

Os sistemas de liberacao nanoparticulados apresentam varias vantagens em
relacdo aos sistemas farmacéuticos convencionais, tais como: a) maior controle da
liberacdo do principio ativo, diminuindo doses toxicas ou subterapéuticas; (b)
utilizacdo de menor quantidade do farmaco, que também diminui efeitos indesejados
(c) maior intervalo de administracdo; (d) maior adesdo ao tratamento pelo paciente;
(e) possibilidade de direcionamento do principio ativo para seu alvo especifico; (f)
maior biocompatibilidade, aumentando a interacdo com epitélio da superficie ocular
(SHAFFER, 2005; REIMONDEZ-TROITINO et al., 2015). Além disso,
nanocarreadores demonstram proteger farmacos contra degradacdo, aumentando
sua estabilidade em relacéo a formula¢cdes convencionais (JANAGAM; WU; LOWE,
2017).

Os estudos envolvendo o uso de INS para tratamento de feridas de cornea
envolvem em sua maioria administracdo sistémica via subcutédnea ou instilagdo de
uma solugéo simples via topica ocular com frequéncia variando de 12 a 6 vezes ao
dia (ZAGON et al., 2007; MODULO et al., 2009; BASTION e LING; 2013; WEI-LI,
2016), o que justifica ainda mais o emprego de nanocarreadores para o tratamento
tdpico ocular. Neste contexto, sistemas nanoparticulados baseados em lipideos, como
os lipossomas, sdo uma estratégia promissora para administracéo ocular de farmacos,

como a INS, visando aumentar o tempo de residéncia do farmaco nas estruturas
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extraoculares da superficie ocular, evitar instilacbes frequentes e ainda auxiliar no

desconforto causado pela DOS, conforme sera discutido abaixo.

2.5.1 Lipossomas

Um dos sistemas de liberacdo de farmacos pioneiros foram os lipossomas.
Inicialmente denominados “bangossomas”, em homenagem ao seu primeiro
observador, Alec Bangham, em 1961, esses sistemas formados por bicamadas
fosfolipidicas, sdo um dos mais estudados e difundidos da atualidade, com destaque
a sua relevancia na terapia génica e antitumoral (ALLEN; CULLIS, 2013).

Lipossomas séo vesiculas esféricas de tamanho variavel (20 nm a varios
micrometros de didametro) que podem ser produzidas com fosfolipidios naturais, como
a lecitina ou fosfatidilcolina, em associacdo a outras substancias, como colesterol e

estabilizadores de membrana, polimeros e tensoativos (LI et al. 2015a) (Figura 11).

Figura 11. Representacdo esquematica de uma vesicula lipidica.

liposome

Molécula de
fosfolipideo

Fonte: Adaptado de Enciclopédia Britanica, 2007.

Em 1961, Alec Bangham durante um estudo com fosfolipidios e coagulacéo
sanguinea verificou que os fosfolipideos secos se autoorganizavam na forma de
esfera com bicamada fosfolipidica na presenca da agua (BANGHAM, 1961). Essa
estrutura comecou entdo a ser utilizada primeiramente como modelo de membranas
celulares na biologia e bioquimica. A sua utilizacdo como sistema carreador de

farmacos foi proposta somente por Gregoriadis, Leathwood e Ryman em 1971, e a
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partir de entdo os lipossomas tém sido extensivamente utilizados no desenvolvimento
de novos farmacos (GREGORIADIS; LEATHWOOD; RYMAN, 1971).

Por possuirem uma bicamada lipidica em torno de um nucleo aguoso, 0s
lipossomas podem ser utilizados como carreadores de pequenas e macromoléculas,
tanto lipofilicas quanto hidrofilicas (ALLEN; CULLIS, 2013; DUEHRKOP et al. 2016).
Os farmacos hidrossoluveis ficam encapsulados no interior aquoso da cavidade
lipossomal enquanto que os farmacos lipossoliveis sdo incorporados na bicamada
lipidica.

Geralmente os lipossomas sao classificados de acordo com sua lamelaridade
(nimero de bicamadas) e tamanho da vesicula. Aqueles que possuem multiplas
bicamadas concéntricas, intercaladas por compartimentos aquosos, Sao
denominados de multilamelares (multilamelar large vesicles — MLV), com tamanho
superior a 1 ym. Ja 0s que possuem apenas uma unica bicamada séo classificados
como unilamelares, apresentando tamanho que varia de 20 a 50 nm, denominados
vesiculas unilamelares pequenas (small unilamelar vesicles - SUV), ou com tamanho
entre 200 a 1 um, chamados de vesiculas unilamelares grandes (large unilamellar
vesicles - SUV) (WEISSIG, 2010; FAN e ZHANG, 2013).

As principais vantagens dos lipossomas como sistemas de liberacdo de
farmacos estédo na sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, capacidade de reduzir
a toxicidade e aumentar a estabilidade de farmacos, protegendo-os da degradacao e
trazendo um ganho em relacdo ao seu indice terapéutico. A grande maioria dos
farmacos sofre uma reducéo de seus efeitos colaterais ao serem incorporadas nos
lipossomas (ALLEN; CULLIS, 2013).

Outra vantagem atribuida ao lipossoma é a sua facilidade em ter suas
caracteristicas facilmente modificadas pela incorporacéo de substancias a bicamada
lipidica durante o preparo, ou ainda ao processo de conjugagdo e associacdo de
moléculas a superficie da vesicula, com o intuito de aumentar o direcionamento ao
sitio-alvo, prolongar a circulagdo sanguinea e proteger o sistema de liberagéo contra
0 sequestro do sistema reticuloendotelial (RES) do figado (TORCHILIN, 2005; EL
BAYOUMI; TORCHILIN, 2010; ALLEN; CULLIS, 2013; LI et al., 2015a; SERCOMBE
et al. 2015).

Hoje em dia, novas geracOes de lipossomas foram desenvolvidas, sendo a
primeira delas os chamados lipossomas convencionais, formados em sua maioria por

fosfolipideos anfoteros (como a fosfatidilcolina) ou com carga (aniénicos ou catibnicos)
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associados ao colesterol. Modificacdes na superficie foram propostas de modo a
reverter as desvantagens dos convencionais, como o revestimento da membrana por
um polimero hidrofilico. Essa segunda geracdo de lipossomas foi denominada de
lipossomas de longa-circulagao ou lipossomas PEGuilados (ALLEN; CULLIS, 2013;
SERCOMBE et al. 2015). Lipossomas sitio-especificos ou imunolipossomas sdo uma
nova geracao de vesiculas conjugadas a anticorpos monoclonais, que tem a finalidade
de aumentar a seletividade da particula ao seu receptor-alvo, muito estudados para o
tratamento de cancer (EL BAYOUMI e TORCHILIN, 2010; BLENKE et al. 2013;
SERCOMBE et al. 2015). Ainda hoje existem estudos a respeito de outras
modificacdes que podem ser realizadas na vesicula, como conjugacdo a acidos
nucleicos, plasmideos, particulas virais, de modo a proporcionar melhores resultados
na terapia e vacinagdo génica, imunizacdo e terapia antitumoral (EL BAYOUMI;
TORCHILIN, 2010; BLENKE et al. 2013; STRYJEWSKA et al. 2013; LIU et al. 2014;
SERCOMBE et al. 2015).

Modificacbes na composicdo dos lipossomas também podem alterar sua
flexibilidade. Sendo assim, em 1998 Cevc descreveu o0 preparo de lipossomas
capazes de transportar farmacos através de membranas pouco permedaveis, como a
pele (CEVC, 1998), dando origem a uma nova geracgao de lipossomas, os lipossomas
flexiveis. Essas vesiculas possuem como principal caracteristica sua deformabilidade,
conferida pela adicdo de alguns tensoativos aos fosfolipideos, como sais biliares
(colato de sddio, deoxicolato de sddio), Span e Tween, ou de etanol (BENSON, 2010).
Essas substancias agem como “ativadores de borda” ou, do inglés, “edge activators”,
gue desestabilizam as bicamadas lipidicas e aumentam a elasticidade da membrana.
Geralmente, utiliza-se a fosfatidilcolina de soja ou de ovo como fosfolipidio principal
em associacdo ao ativador de borda. No geral, esses lipossomas elasticos sao
preparados da mesma maneira que 0s convencionais, sendo os métodos mais
comuns: hidratacao do filme lipidico, evaporacao de fase reversa, injecao de solvente,
fluido supercritico, sonicacéo, homogeneizacao por alta pressao e extrusao (GOYAL
et al., 2016).

Por serem formados por fosfolipidios biocompativeis e que fazem parte da
membrana plasmatica celular, os lipossomas sdo uma excelente estratégia para
liberacdo de moléculas na superficie ocular. Em contato com o meio biologico, a
bicamada lipidica tende a se fundir com a membrana plasmatica das células, liberando

o conteudo de seus lipossomas (WEISSIG, 2010). Considerando a fisiopatologia da
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DOS, podem ocorrer interacdes entre as vesiculas lipossomais e os lipideos presentes
na camada lipidica do filme lacrimal e na membrana celular epitelial. Essas interacdes
podem levar a um aumento do tempo de residéncia da formulacdo na superficie da
cOrnea e possibilitar a liberagdo direcionada da INS para os receptores ai presentes,
aumentando sua biodisponibilidade local (NIU et al., 2011; HU et al., 2013; HOFAUER
et al.,, 2013; CUI et al., 2015; ELNAGGAR, 2015). Do mesmo modo, a formulacéo
lipidica pode favorecer a lubrificacdo da superficie ocular, formando uma camada de
protecdo contra a evaporacgao do fluido lacrimal (SOUZA et. al., 2013; FANGUEIRO
et. al.,, 2014; VICARIO-DE-LA-TORRE et al.,, 2014; SEVERINO, et. al., 2014;
FANGUEIRO et. al., 2015).

O primeiro medicamento lipossomal a ser introduzido no mercado foi a
doxorrubicina (Doxil/Caelix), em 1995, para o tratamento do sarcoma de Kaposi
associado a AIDS (WEISSIG, 2010; MADNI et al., 2014). Visando o tratamento de
doencas oculares, formulacfes lipossomais foram descritas no inicio da década de
1980 (REIMONDEZ-TROITINO et al.,, 2015). Hoje em dia ja sdo dezenas de
formulacbes lipossomais no mercado ou em fase de pesquisa clinica, incluindo
formulacdes para tratamento de desordens oculares. Na Alemanha, o LipoNit® é um
medicamento lipossomal de uso topico administrado como spray para o tratamento
dos sintomas de olho seco causado pela Sindrome de Sjogren. Formado basicamente
por fosfolipideos e vitamina E, o LipoNit® é indicado para restaurar a camada lipidica
do filme lacrimal instavel e diminuir sua evaporacdo. De maneira semelhante, o
medicamento Tears again® (OCuSoft, TX) também no mercado na Alemanha, tem o
mesmo apelo terapéutico e mesma forma de administracdo por spray tépico
(HOFAUER et al., 2013; LIM; WENK; TONG, 2015).

Neste contexto, Vicario-de-la-Torre e colaboradores (VICARIO-DE-LA-TORRE
et al., 2014) desenvolveram lipossomas sem preservativos contendo fosfatidilcolina,
vitamina E e biopolimeros com boa tolerabilidade in vivo e in vitro, com a finalidade de
reestabelecer a camada lipidica e evitar a evaporacao do filme lacrimal. Linares-Alba
e colaboradores (LINARES-ALBA et al., 2016) desenvolveram lipossomas para
encapsulacdo de um imunossupressor, o sirolimus, obtendo bons resultados na
producao de filme lacrimal em um estudo in vivo. Craig e colaboradores (CRAIG et al.,
2010) mostraram resultados promisores em um estudo clinico com a administracao
de lipossomas convencionais, 0os quais foram capazes de melhorar a espessura do

filme lacrimal e o desconforto visual causado pela DOS.
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Entretanto, nenhum estudo foi realizado anteriormente associando o uso da
INS como um potencial secretagogo e protetor da homeostase ocular com sistemas
de liberacéo lipossomais, visando a terapia da DOS. Devido as caracteristicas fisico-
quimicas e bioldgicas complexas da INS, e as peculiaridades dos sistemas
nanoparticulados, desenvolver uma dispersao lipossomal capaz de carrear a INS sem
gue amboslipossoma e INS, percam suas funcdes, além de desvendar a influéncia
dessa associacdo nas respostas biolégicas é ainda um desafio que precisa ser

enfrentado e faz parte do objetivo deste trabalho.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste trabalho € desenvolver nanodispersées lipossomais contendo

INS visando sua administracéo topica ocular para o tratamento da DOS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver metodologia analitica empregando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para a quantificagdo de INS em solugao e nos lipossomas;

- Desenvolver e caracterizar fisico-quimicamente lipossomas contendo INS;

- Caracterizar e avaliar a estabilidade e o estado de agregacdo da INS nas
dispersdes lipossomais;

- Avaliar a estabilidade fisico-quimica e quimica das formulacdes;

- Verificar em membrana corioalantdéide a irritacdo ocular causada pela
administracdo do lipossoma desenvolvido;

- Avaliar a citotoxicidade do lipossoma desenvolvido em cultura de células de
epitélio de cornea humana imortalizadas (HCE-SV40);

- Desenvolver um modelo experimental in vitro de inflamacdo em células HCE
para avaliacdo do tratamento das formulacdes lipossomais;

- Avaliar a influéncia dos lipossomas na producdo de mediadores presentes na

DOS em cultura de células sadias e sensiveis a inflamacéao;
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4 METODOS

4.1 METODOLOGIA ANALITICA PARA QUANTIFICACAO DA INS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

As andlises cromatograficas foram realizadas utilizando uma coluna de fase
reversa Gemini RP-C18 (250 mm x 4,6 mm, 3um, 110A) (Phenomenex®, California,
EUA) em Cromatdgrafo Liquido modelo UFLC Prominence (Shimadzu®, Kyoto,
Japao), equipado com bomba binaria (LC — 20AD), detector de Arranjo de Diiodos
(SPD — M20A Prominence) e Médulo Controlador (CBM — 20A Prominence), acoplado
a um computador com software Shimadzu® LC Solution. A condi¢éo analitica consistiu
em fase movel composta por acetonitrila : agua contendo 0,1% de &cido
trifluoroacético (TFA), eluida em gradiente na proporc¢éo inicial 5 : 95 (v/v), sendo
alterada linearmente para 95 : 5 (v/v) em 30 minutos, sob vazédo de 1,0 mL/min,
comprimento de onda de deteccdo de 220 nm, temperatura do compartimento da
coluna de 30°C e volume de inje¢éo de 10 pL.

Antes das analises, as amostras contendo insulina recombinante humana (INS)
(Sigma Aldrich, St Louis, EUA) foram preparadas em fase movel acetonitrila : dgua
contendo TFA 0,1% (v/v) na proporcao de 40:60 (v/v). As amostras foram filtradas em
filtro de 0,45 pm e injetadas em triplicata no CLAE utilizando as condi¢des
cromatograficas padronizadas.

4.2 VALIDACAO DE METODOLOGIA PARA QUANTIFICACAO DE INSULINA POR
CLAE

Para se verificar a confiabilidade do método analitico proposto, realizou-se um
estudo de validagdo do método de quantificacdo de INS de acordo com a RE 899 de
2003 (ANVISA, 2003) e diretrizes propostas pelo International Conference on
Harmonization (ICH-Q2 R1) (ICH, 2005). De acordo com as normas, foram avaliados
0S seguintes parametros analiticos: linearidade e intervalo, sensibilidade, precisédo
(repetibilidade e precisédo intermediaria), exatiddo e seletividade, além da avaliagdo

de alguns parametros de System Suitability (FDA, 1994), conforme descrito a seguir.
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4.2.1 Avaliacdo dos parametros de System Suitability

Com a finalidade de assegurar o melhor desempenho do sistema antes e
durante as andlises cromatogréficas e definir suas melhores condi¢des, foram
avaliados os seguintes parametros de system suitability: fator de cauda (T) (Equacéo
), niumero de pratos (N) (Equacao Il) e repetibilidade determinado pelo coeficiente de
variacéo (%) do tempo de retencdo (Equacao lll). Os resultados foram expressos em
média dos valores obtidos pelas equacdes e CV (%). (FDA, 1994).

T = W,/2f (Equacao 1)

Onde T é o fator de cauda; W, é a largura do pico determinada a 5% (0,05) ou
a 10% (0,10) a partir da linha de base da altura do pico; f é a distancia entre o pico

maximo e o inicio do pico em W. Sendo o recomendado 7'< 2. (FDA, 1994).
N=16 (tg/tw)?*=L/H (Equacio I1)

Sendo N o numero de pratos tedricos; tz 0 tempo de retencao da INS; t,, a
largura do pico na linha de base; L o comprimento da coluna (cm) e H a altura
equivalente do prato tedrico. O recomendado pelo FDA é N > 2000 (FDA, 1994).

DP .
V(%) =— %100 (Equacéo I11)

Onde DPé o desvio padrao entre os tempos de retencdo obtidos e x a média
entre os tempos de retencao obtidos. O recomendando neste caso € CV < 1% para
n>5 (FDA, 1994).

Os ensaios foram realizados em trés dias consecutivos injetando-se em
quintuplicata solucbes de trabalho da INS em fase movel (acetonitrila:TFA 0,1% em

agua, 40:60) na concentracdo de 12,5 pg/mL.
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4.2.2 Seletividade

A seletividade do método para a INS foi avaliada a partir da anélise dos
cromatogramas das amostras de i) fase movel, ii) tampéo fosfato salino PBS (10 mM
pH 7,4); iii) lipossoma sem INS. Da mesma forma que as amostras que continham
INS, essas amostras foram solubilizadas em acetonitrila (1:2), agitadas em vértex por
1 min, sonicadas por 10 min, diluidas (1:5) em fase mével (acetonitrila: &gua contendo
TFA 0,1% (v/v), na proporc¢ao final 40:60 (v/v)) e filtradas em filtro de 0,45 um antes
de serem injetadas no cromatografo. Os perfis cromatogréaficos destas amostras foram
comparados com o perfil de uma solucéo de INS padrdo em fase movel (acetonitrila:
agua contendo TFA 0,1% (v/v), 40:60 (v/v)) em concentracdo conhecida. Os ensaios

foram realizados em triplicata.

4.2.3 Linearidade e intervalo

Para a construcdo das curvas analiticas, solucfes de INS em fase moével
(acetonitrila:TFA 0,1% em agua, 40:60) foram preparadas a partir da diluicdo
sucessiva de uma solucéo estoque de INS a 1 mg/mL em HCI 0,01 M. As amostras
foram filtradas em membrana de 0,45 pm e injetadas em quadruplicata no
cromatdgrafo. As curvas foram construidas a partir de 6 concentracdes diferentes de
INS: 100; 50; 25; 12,5; 6 e 3 pg/mL. A partir dos resultados encontrados,
correlacionou-se as areas dos picos (eixo das abscissas) com as concentracfes
conhecidas de INS (eixo das ordenadas), sendo tratados por regressao linear pelo
meétodo dos minimos quadrados. A equacédo de reta foi expressa por y = ax+b, onde
o coeficiente angular (a) é a inclinacdo da reta em relagéo aos eixos e o coeficiente
linear (b) € a intersecdo da reta com o eixo y. A linearidade foi estabelecida pelo

coeficiente de correlacéo linear (r).

4.2.4 Precisao e exatidao

Para determinacdo da preciséo e exatidao, analisou-se soluc¢des de trabalho
da INS nas concentragfes 3; 12,5; 50 pg/mL em quadruplicata. A precisdo do método
foi avaliada em dois niveis: i) repetibilidade ou precisédo intracorrida e ii) preciséo

intermediaria ou precisdo intercorridas (em dois dias consecutivos) (ANVISA, 2003).
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A repetibilidade e a precisdo intermediaria foram expressas pelo coeficiente de
variacdo entre as amostras (CV), calculado segundo a Equacéo IV.
cv (Equacéo IV)

DP
(%) =5 x100

Onde DP € o desvio padrdo entre as concentracdes obtidas e x € a média entre
as concentracdes obtidas.

J& a exatidao foi calculada usando a Equacéo V, sendo expressa em funcao da
percentagem do erro relativo (ER, %)

Concentragio obtida—Concentragio tedrica

ER,% = (

) x100 (Equagdo V)

Concentracao teoérica

4.2.5 Sensibilidade

Na avaliacdo da sensibilidade do método, o limite de deteccao (LD) e o limite
de quantificacdo (LQ) foram determinados experimentalmente a partir de solu¢cbes de
INS nas concentra¢cbes de 0,1, 0,5, 1 pug/mL e 3 pg/mL, todas em quadruplicata,
analisadas com base na curva analitica preparada na concentragdo de 3 a 100 pg/mL.
O menor nivel determinavel com precisdo e exatidao aceitaveis (menores do que 5%)
foi considerado o LQ. A concentracdo que resultou no menor pico detectavel foi

considerada como LD.
4.3 PREPARO DOS LIPOSSOMAS

Foram preparados lipossomas convencionais, compostos por fosfatidilcolina de
soja (PC) e colesterol (CH), e lipossomas flexiveis, compostos por PC e colato de
sédio (NaC) para incorporacdo da INS. A Tabela 1 mostra a composicdo dos
lipossomas e a Figura 12 mostra a estrutura quimica dos componentes desses

lipossomas.
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Tabela 1 — Composicéo dos lipossomas.

Componentes Concentracao (%) (m/v)

Lipossoma Convencional Lipossoma Flexivel
PC:CH1:1' PC:CH3:1> PC:NaC 4:13

Lecitina de soja (PC) 0,24 0,36 0,45
Colesterol (CH) 0,15 0,05 -

Colato de sddio (NaC) - - 0,05
Poloxamer 188 0;0,0330,1* 0;0,033%0,1* 0;0,033%0,1
PBS 10 mM, pH 7,4 (gsp) 100 100 100

HWANAGA et al., 1997; DEGIM et al., 2004; MOZAFARI, 2010.

2CUl et al., 2015.

3CHEN et al., 2009; BENSON, 2010; NIU et al., 2011; HU et al., 2013.
4JAMSHAID et al., 1988; CHANDAROQY et al., 2002.

®CASTILE et al., 1999; PEMBOUNGONG et al., 2011.

Figura 12. Estrutura quimica dos componentes empregados no desenvolvimento dos

lipossomas.
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Fonte: Adaptado de SANTANDER-ORTEGA et al., 2006; CHIANG et al., 2007; BASKIN e
FROST, 2008; SILVA et al., 2015.
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Os lipossomas foram preparados pelo método de hidratacao do filme lipidico
(BANGHAM, 1965). Como material de partida para os lipossomas convencionais, PC
(Lipoid® S100, Ludwigshafen, Alemanha) e CH (Sigma Aldrich, St Louis, EUA) foram
pesados em diferentes propor¢gdes molares (PC:CH 1:1, PC:CH 3:1), de modo a se
obter uma concentracao final de 5 mg/mL de lipideos. Para o preparo dos lipossomas
flexiveis, empregou-se a PC em associacdo com o sal biliar NaC (Sigma Aldrich, St
Louis, EUA) na propor¢ao molar PC:NaC 4:1. Os componentes foram solubilizados
utilizando-se solvente organico (2 mL de cloroférmio ou mistura de cloroférmio e
metanol 2:1) (J.T. Baker®, Center Valley, EUA), seguido de evaporacdo em
rotaevaporador rotativo (MA 120, Marconi®, Piracicaba, Brasil) a 40°C e presséo
reduzida, até completa evaporacdo do solvente e formacdo do filme lipidico
(KOKKONA et al., 2000; MOZAFARI, 2010). Em seguida, o filme foi hidratado por 5
minutos em vortex (Ika®, Staufen, Alemanha) utilizando-se tampéo fosfato salino
(PBS) a 10 mM, pH 7,4, na auséncia ou presenca de 0,032% ou de 0,1% de poloxamer
188 (Sigma Aldrich, St Louis, EUA) (0,032 0,1%). Esta dispersao foi homogeneizada
em homogeneizador de alta pressao (HAP) (EmulsiFlex-C3, Avestin Inc., Mannheim,
Alemanha).

A influéncia da homogeneizacdo em HAP no tamanho das particulas e indice
de polidisperséo (Pdl) foi avaliada por diferentes periodos de tempo (0, 5, 10, 15 e 20
minutos, respectivamente 0, 3,5, 7, 10,5 e 14 ciclos), a pressao constante de 500 Bar.

A caracterizacdo das dispersfes (item 4.4) foi feita sempre ap6s 24 h do

preparo, com as preparacfes mantidas em geladeira (a 4°C) durante este periodo.

4.3.1 Preparo dos lipossomas contendo INS

Lipossomas compostos por PC:NaC na propor¢cao molar 4:1 e 0,1% de
poloxamer foram utilizados para a incorporacéo da INS. Eles foram preparados pelo
método de hidratacdo do filme lipidico, como descrito anteriormente, mas
adicionando-se a solucdo de hidratagdo 3 mL de uma disperséo de INS (Sigma
Aldrich, St Louis, EUA) em HCI 0,01M (Synth, Diadema, Brasil) a 4 mg/mL. Desta
forma, a concentracao final de INS nos lipossomas foi de 0,4 mg/mL (114 Ul/mL). A
disperséo hidratada foi homogeneizada em HAP por 5 min a 500 Bar.

Apobs 24 h de preparo, as dispersdes foram filtradas em membrana esterilizante

(filtro PVDF 0,22 pm) (Millipore, Massachusetts, EUA) e caracterizadas conforme
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descrito no item 4.4. Esses lipossomas foram denominados PC:NaC INS. Os mesmos

lipossomas preparados na auséncia de INS foram denominados PC:NaC branco.

4.4 CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS E DA INS

4.4.1 Determinacao do tamanho de particula

O tamanho de particula dos lipossomas foi analisado por duas diferentes
técnicas: espalhamento de luz dindmico (DLS) e andlise de rastreamento de
nanoparticulas (NTA). Uma dispersdo de INS em solucdo de hidratacdo (0,1%
poloxamer em PBS 10 mM pH 7,4), na mesma concentracao tedrica que foi adicionada
aos lipossomas (0,4 mg/mL) foi também avaliada pelas duas técnicas e utilizada como

controle.

4.4.1.1 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

Foi utilizado o equipamento Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido). As amostras que continham lipossomas foram diluidas
1:10 (v/v) em agua ultra pura e analisadas a 25°C com angulo de deteccao de 90°. Os
valores de Z-médio e indice de polidispersao (Pdl) foram obtidos a partir de leituras
em triplicata no modo intensidade.

Uma dispersédo de INS em solucao de hidratacdo também foi analisada, sem
diluicdo (para garantir o minimo de fotons por segundo para leitura confiavel no
aparelho), em triplicata, usando o processamento de dados do Software do

equipamento como analises de proteinas. A leitura foi realizada em triplicata.

4.4.1.2 Analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA)

Foi utilizado o equipamento NanoSight NS 300 (Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido Reino Unido) e software “Analise e Rastreamento de
Nanoparticulas NTA 3.1”. As amostras de lipossomas foram diluidas 1:500 (v/v) em
agua ultra pura e, com auxilio de uma seringa estéril, foram aplicadas na camara do
porta-amostra evitando-se a presenca de bolhas de ar. As andlises foram realizadas

na temperatura de 25°C, com ajustes necessarios nos parametros ganho, duracao de
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captura, borrdo e limiar de deteccdo de cinza. As leituras foram realizadas em
quintuplicata e os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Para
avaliacao do grau de polidisperséo do sistema, utilizou-se o valor Span, que descreve
a medida da largura da distribuicdo do tamanho de particula, segundo a equagéo

abaixo:

D90-D10
D50 (Equacéo VI)

Span =

Onde D10, D50 e D90 correspondem, respectivamente, aos valores de
diametro correspondentes a 10, 50 e 90% de volumes cumulativos.

Como controle, a andlise de uma dispersao de INS em PBS 10 mM, pH 7,4
(concentracéao final 0,4 mg/mL) também analisada no equipamento sem necessidade

de diluic&o prévia.
4.4.2 Determinacao do potencial zeta

A determinacé&o do potencial zeta dos lipossomas foi realizada no equipamento
Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido), o qual
emprega a técnica de mobilidade eletroforética para seu célculo. Para as andlises, as
amostras foram diluidas 1:10 (v/v) em agua ultra pura em triplicata.

ApGs a aplicagdo de um campo elétrico na célula contendo dois eletrodos de
cargas opostas, as particulas presentes na amostra se deslocam a uma velocidade
constante, denominada de mobilidade eletroforética. Para o célculo do potencial zeta,
0 equipamento utiliza a equagdo de Henry (Equacdo VII) (MERTINS, 2008;
BHATTACHARJEE, 2016).

_ 2e¢f (ka)

E
3n (Equacao VII)

Onde Uy é a mobilidade eletroforética, € € a constante dielétrica, { € o potencial
zeta; n é a viscosidade e f(ka) € a funcdo de Henry, a qual assumiu para as analises
o valor referente ao modelo de Smoluchowski (MALVERN INSTRUMENTS, 2013).
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4.4.3 Determinacao do pH

Para a medida do pH das formulagbes finais, utilizou-se peagametro digital
(Digimed DM-20, S&o Paulo, Brasil). As amostras foram medidas em triplicata, sem
diluicdo e a 25°C.

4.4.4 Eficiéncia de encapsulacao (EE,%) e recuperacédo do farmaco (RF,%)

A eficiéncia de encapsulacao para os lipossomas contendo INS foi determinada
indiretamente pela diferenca entre a quantidade total de INS presente na disperséao
lipossomal e a quantidade de INS livre, que consiste naquela que néo foi encapsulada

na vesicula lipossomal, conforme equacéo abaixo:

EE. % (Quantidade total de INS no lipossoma—Quantidade INS livre
y /0 = - - o
Quantidade total de INS na disperséo lipossomal

) %100 (Equacao VIII)

Para separacédo e quantificacdo da INS livre utilizou-se o seguinte protocolo:
aliquotas dos lipossomas foram submetidas a centrifugacdo em dispositivo Amicon
Ultra com membrana filtrante de 50 kDa (Millipore, Massachusetts, EUA) por 40 min a
7000 x g. O filtrado foi coletado e analisado por CLAE para quantificacdo da INS que
atravessou a membrana (INS livre). Para a determinacdo da quantidade total de INS
presente na disperséo lipossomal, ela foi diluida em acetonitrila (1:2), agitada em
vértex por 1 min e sonicada por 10 min para rompimento das vesiculas e solubilizacdo
do farmaco, seguido de diluigdo (1:5) em fase mével (acetonitrila: &gua contendo TFA
0,1% (v/v), na proporgéo final 40:60 (v/v)). As amostras foram filtradas em filtro de 0,45
MM e injetadas em triplicata no CLAE utilizando as condigbes cromatograficas
padronizadas conforme descrito no item 4.1.

Para o calculo da EE,% uma disperséo controle de INS a 400 pug/mL dispersa
em solugdo de hidratagcdo (PBS 10 mM, pH 7,4) foi submetida ao mesmo
procedimento descrito acima. O percentual recuperado desta dispersdo apds a
filtracdo foi utilizado para calcular o fator de correcdo (FC) (Equacédo IX), que foi

utilizado para corrigir a EE (%) obtida para os lipossomas (Equacéo X).

Concentracao dispersido INS apoés filtracio

FC = (Equacéo 1X)

Concentracgio dispersédo INS tedrica
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EE,% corrigida = FC XEE obtida Eq.1V (Equacéo X)

O percentual de recuperacdo da INS (RF,%) foi obtido relacionando-se a
quantidade de INS total presente na disperséo lipossomal pela quantidade tedrica de
INS adicionada a solucéo de hidratacéo (400 ug/mL) durante o processo de obtencéo

do lipossoma, de acordo com a Equacéo XI:

Quantidade total de INS na dispersao lipossomal
Quantidade INS teodrica adicionada ao lipossoma

RF,% = X100 (Equacéo XI)

4.4.5 Analises morfoldgicas

4.4.5.1 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A morfologia dos lipossomas brancos e contendo INS obtidos a partir da
PC:NaC foi avaliada por MET utilizando contraste negativo composto por solugéo
aguosa de acetato de uranila 2% (m/v). Uma gota da disperséo lipossomal diluida 1:10
(v/v) em agua ultra-pura foi colocada em contato com grades revestidas de carbono e
corada com a solugdo de contraste por 5 minutos a 25°C (CUI et al., 2015). As
amostras foram observadas em microscopio de transmissao eletrénico Jeol modelo
100 CX Il (Jeol, Sao Paulo, Brasil) com voltagem de 80 kV, em aumentos de 50, 100

e 200 mil vezes.

4.4.5.2 Microscopia de forca atbmica (MFA)

A morfologia dos lipossomas foi avaliada por MFA empregando-se 0 modo
contato-intermitente. As topografias das superficies das amostras foram observadas
em microscopio de varredura Scanning Probe Microscope, modelo SPM-9600
(Shimadzu, Kyoto, Japéao).

Para as analises, os lipossomas foram diluidos 1:10 (v/v) em agua ultra pura,
sendo aplicados 10 uL de cada amostra sobre a superficie de mica. As amostras
foram deixadas secar a temperatura ambiente e posteriormente analisadas sob a faixa

de frequéncia de ressonancia de 204-497 kHz. As topografia de altura bidimensional
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e tridimensional, amplitude e modo fase foram fornecidas simultaneamente pelo
equipamento sobre um mesmo campo da amostra selecionado.

Como controle, uma disperséo de INS de mesma concentragao que a presente
nos lipossomas (0,4 mg/mL) em solucédo de hidratacéo (0,1% poloxamer em PBS 10

mM pH 7,4) também foi avaliada.

4.4.6 Estudo de difracdo de raios-X a baixo angulo (SAXS)

As medidas de SAXS foram feitas usando-se o equipamento Xeuss™ (Xenocs,
Sassenage, Franca). Os lipossomas foram mantidos em um capilar de quartzo de
didmetro médio de 1,5 mm. O intervalo efetivo do modulo do vetor momento de
transferéncia, r = 4ptio8/A (onde 6 é metade do angulo de espalhamento e 1 o
comprimento de onda dos raios X) acessivel experimentalmente foi de 0,01 — 0,35 A-
1. As medidas foram feitas a 25°C. As intensidades coletadas foram corrigidas usando
o espalhamento de background, capilar vazio e transmissdo da amostra, passando
pela posterior normalizacdo para escala absoluta usando como padrdo a agua. Para
o tratamento dos dados utilizou-se o pacote SUPERSAXS (OLIVEIRA E PEDERSEN,
2009).

Como controle e para determinar a massa molecular (MM) da INS nas
dispersdes em estudo, uma dispersao de INS em solucao de hidratacdo (PBS 10 mM,
pH 7,4 contendo 0,1% poloxamer) e outra em HCI 0,1M, ambas a 0,4 mg/mL, também
foram analisadas.

De forma breve, a analise por SAXS consiste na aplicacdo de um feixe de raios-
X de alta energia (comprimento de onda de 1,5 A), que ao atingir uma determinada
particula da amostra e interagir com seus elétrons, sofre um espalhamento elastico.
As ondas espalhadas interferem entre si de acordo com as relativas posi¢coes
atdbmicas, estando sua amplitude e intensidade relacionadas a distribuicdo espacial
dos atomos nessa particula. Cada formato geométrico de uma estrutura da particula
(esfera, cilindro, prisma, etc.) possui um unico perfil de intensidade, assim como
distribuicdo de pares de distancias, determinada pela funcao p(r), unica. Conhecendo-
se esses perfis, pode-se, em uma analise inicial, sugerir informacdes a respeito da
estrutura da particula, assim como o tamanho maximo envolvido na particula (rmax)
(OSELIERO FILHO, 2013).
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Desta forma, para se obter informacdes a respeito da estrutura das particulas,
a funcao p(r) foi obtida por modelagem indireta dos dados (Transformada Indireta de
Fourier - IFT) para cada uma das curvas de espalhamento. Para os calculos,
resumidamente, considerou-se primeiramente uma determinada particula fixa no
espaco, sendo que sua densidade eletrénica pode ser definida por p(#), e a amplitude
de espalhamento definida por F(q), que é dada pela Transformada de Fourier da
densidade eletrénica, segundo a Equacéao Xll, que esta relacionada com a intensidade

espalhada I, (q), mensuravel, por meio da Equacéo XiIII.
F(q) = ﬁfVP(F)e_i iTqy (Equacao XII)

ILi(q) =F(q) - F(q@)" (Equagao XIII)

Como em medidas de SAXS nao € possivel acessar todo o dominio da fungéo
I(gq), a IFT foi utilizada para expressar a funcdo I(q). A IFT € uma variacdo da
Transformada de Fourier para expressar dados ruidosos obtidos a partir da analise de
SAXS de dispersdes bioldgicas.

Para se determinar o perfil de intensidade e o perfil de distribuicdo de pares de
distancias considerando o sistema real, no qual as particulas ndo estdo fixas no
espaco, tomou-se a média sobre todas as orientacbes da particula. Desta forma, a
funcao p(r), que fornece informacdes sobre a forma das particulas no espaco real, foi
calculada a partir da sua intensidade espalhada I, (q) tratada por IFT de acordo com
a Equacao XIV (OSELIERO FILHO, 2013).

p() == [y a*h(9) =" dq (Equagdo XIV)

Para o calculo da MM da INS apOs processamento das curvas SAXS e
aplicacéo da IFT utilizou-se a Equacgéao XV (OLIVEIRA, 2005).

MM = 1(0) N (Equagdo XV)
c-Ap?
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Onde N4 é o numero de Avogadro, ¢ € a concentragdo da INS em mg/mL (nos
experimentos, essa concentracdo foi sempre 0,4 mg/mL), 1(0) é a intensidade
espalhada extrapolada para g =0, sendo g o vetor de espalhamento e Ap é a
densidade eletrdnica. O parametro Ap, para proteinas, vale aproximadamente 2.101°
elétrons/g (OLIVEIRA, 2011).

Para o céalculo do numero médio de mondmeros de INS responsaveis por

determinada MM, utilizou-se a Equacédo XVI.

MM

Numero médio de mondmeros = (Equacéo XVI)

M1 monsmero

Sendo MMimonsmero @ MM correspondente a um monémero de INS (5,8 kDa).

4.5 ESTABILIDADE

4.5.1 Estabilidade fisica dos lipossomas

As dispersdes lipossomais finais branca e contendo INS (PC:NaC branco e
PC:NaC INS) foram armazenadas a 4°C e submetidas a um estudo de estabilidade
fisica por 90 dias. Para tanto, ap6s 24 h do preparo dos lipossomas, avaliou-se
tamanho médio das particulas, Pdl, potencial zeta e valor de pH em periodos de tempo
pré-determinados, sendo estes: 1, 2, 7, 14, 21, 28, 60 e 90 dias ap0s o preparo. As
analises fisico-quimicas foram realizadas conforme descrito no item 4.4.1.1 e 4.4.2
utilizando equipamento Zetasizer Nano ZS 90. O pH das formula¢des também foi
avaliado, conforme descrito em 4.4.3, sem diluicdo das amostras, em peagametro
digital (Digimed DM-20).

Os dados foram analisados estatisticamente por one way- ANOVA seguido de
teste de comparacdo multipla de Tukey. Considerou-se estatisticamente diferente os
tempos que apresentaram valor p<0,05 em relagdo ao tempo inicial (24 h ap6s o

preparo).
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4.5.2 Estabilidade quimica da INS

Dispersdes de INS em PBS (10 mM pH 7,4) e lipossomas PC:NaC INS, ambas
contendo 0,4 mg/mL de INS, foram preparadas e, 24 h apés o preparo, foram
separadas em 9 diferentes frascos. Esses frascos foram mantidos sobre a bancada,
a temperatura ambiente (25°C). A INS presente nos frascos foi avaliada por CLAE em
cada dois frascos nos tempos 0, 24 e 48 h. A % remanescente de INS nas dispersoes
foi determinada em funcéo da concentragéo inicial determinada por CLAE apoés 24 h
do preparo (tempo 0). Também foi quantificada a INS logo apdés o preparo da

formulacao.

4.6 ENSAIO DE IRRITACAO OCULAR IN VITRO — HET-CAM

Para avaliacdo da irritacdo ocular das formulacdes realizou-se o teste preditivo
na membrana corioalantbide HET-CAM, empregando-se ovos de galinha
embrionados como modelo experimental (LUEPKE, 1985). Para tanto, ovos
fertilizados da raca Leghorn branca foram incubados a 37°C por 10 dias em
incubadora. No 11° dia, com auxilio de uma tesoura e uma ping¢a, retirou-se
cuidadosamente a casca na regido superior dos ovos, de modo a deixar a membrana
corioalantéide (CAM) exposta sob uma area aproximada de 4 cm? (Figura 13-A). 300
ML de cada formulagao (PC:NaC branco e PC:NaC INS) foram aplicados diretamente
sobre a CAM e, ap6s 20 s, a membrana foi lavada cuidadosamente com 5 mL de
solucéo fisioldgica a 37°C (pH 7,4) para assegurar a completa remocao da formulacéo
(Figura 13-B). A CAM foi entdo observada por 5 min com o auxilio de uma camera
digital (DigiMicro 2.0 Scale, Alemanha) posicionada a uma distancia aproximada de 2
cm (Figura 13-C). Os efeitos de um controle positivo (solugéo de dodecil sulfato de
soédio 10%) e de um controle negativo (solucéo fisiolégica NaCl 0,9%) sob a CAM

também foram avaliados. Os testes foram realizados em quadruplicata.



Figura 13. Ensaio de irritacdo in vitro — modelo organotipico HET-CAM.

(B)

(A)

(©

54

(A) Retirada da casca do ovo. (B) Exposicdo da CAM e aplicacdo das formulacdes. (C)
Visualizacdo dos fenébmenos ocorridos durante 5 min.

Para a observacao da resposta da CAM, dois pesquisadores avaliaram cada

video em um ensaio duplo cego, para os seguintes fendmenos: hiperemia, hemorragia

e coagulacdo. Os fendmenos foram analisados em fungéo do tempo, atribuindo-se

uma pontuacdo média (P), a cada resposta observada conforme indicado no Quadro

3.

Quadro 3 - Fendmenos que acometem a CAM apos exposi¢cao a 300 uL de diferentes

formulagBes por 20 s e escore atribuido de acordo com o tempo de surgimento dos

fenbmenos apos retirada da formulacéo.

Pontuacdo Média (P)
Fendmeno 2 mn<ts5
t<30s 30 s <t<2min _
min
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacao 9 7 5

Fonte: LUEPKE; KEMPER, 1986.

De acordo com o valor P obtido acima, as formulagdes foram classificadas

conforme Luepke e Kemper (1986) e Kemper (1986) como descrito no Quadro 4.
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Quadro 4 — Classificacao para pontuacdes acumulativas no teste HET-CAM

Classificacao Pontuacdo média (P)
Praticamente nao-irritante P<1

Ligeiramente irritante 1<P<5
Moderamente irritante 5<P<9

Irritante P=9

Fonte: Luepke e Kemper (1986).

Os resultados obtidos entre os dois pesquisadores para a classificacao final

foram comparados entre si para avaliacdo da concordancia entre eles.

4.7 ESTUDOS IN VITRO EM CULTURA DE CELULAS EPITELIAIS DA CORNEA
HUMANA (HCE-SV40)

4.7.1 Citotoxicidade das formulag6es em cultura de células imortalizadas de

epitélio de cornea humana (HCE-SV40)

O ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular foi realizado pela técnica do
vermelho neutro, segundo descrito por Repetto et al., 2008.

Células de epitélio de cornea humana imortalizadas (HCE-SV40) foram
cultivadas na densidade de 5 x 10* células por pogo em placas de 96 pocos e
incubadas por 24 h em estufa a 37°C, 95% de umidade e 5% CO2. Para o ensaio
utilizou-se meio de cultura SHEM (Supplemented Hormonal Epidermal Medium), o
qual consiste em mistura 1:1 de DMEM/Ham’s F12 (Gibco, Grand Island, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco, Grand Island, EUA), 5 ng/mL de
EGF (Sigma Aldrich, St Louis, EUA), 5 ug/mL de INS (Sigma Aldrich, St Louis, EUA),
5 pg/mL de transferrina (Sigma Aldrich, St Louis, EUA), 5 ng/mL de selénio (Sigma
Aldrich, St Louis, USA), 30 ng/mL de toxina célera subunidade A (Sigma Aldrich, St
Louis, EUA), 50 ug/mL de gentamicina (Gibco, Grand Island, EUA) e 1,25 ug/mL de
anfotericina B (Gibco, Grand Island, EUA).

Apobs 24 h de incubacéo, o meio de cultura SHEM foi removido e os pocos foram

lavados com solucédo salina NaCl 0,9% (Sigma Aldrich, St Louis, EUA). Em seguida,
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as células foram incubadas por 24 h com amostras de lipossoma branco (faixa de
concentracdo de 4,5.10%° a 7.108 particulas por mL), lipossoma com INS (faixa de
concentracdo de 4,4.10° a 6,5.10% particulas por mL correspondentes as
concentragdes de INS de 40 a 0,672 ug/mL) e solucdo de INS (faixa de concentracao
de 40 a 0,672 pg/mL) diluidas em meio DMEM/Ham’s F12 sem suplementos. As
células foram tratadas em quadruplicata. Apés o periodo de incubacdo, o meio
contendo as formulacgdes foi removido e os pogos foram lavados trés vezes com
solugdo salina, seguido da adicdo de 100 pL de meio vermelho neutro (Merck,
Darmstadt, Alemanha) (40 pg/mL vermelho neutro em meio de cultura DMEM/Ham’s
F12). A placa de cultura foi incubada novamente por mais 3 h, seguida de lavagem
com solucao salina por trés vezes e adicao de solugao reveladora composta por 50%
de etanol absoluto (Synth, Diadema, Brasil), 49% de &gua deionizada e 1% de &cido
acético glacial (Synth, Diadema, Brasil). A leitura das placas foi realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 540 nm (REPETTO et al., 2008). A
porcentagem de viabilidade celular (%) foi calculada em relagcéo ao controle contendo
somente células (100% de viabilidade).

4.7.2 Estimulo das células para producdo de mediadores do processo

inflamatério

Com o objetivo de simular um ambiente pré-inflamatério e, por conseguinte, a
expressao e quantificacdo de citocinas pro-inflamatorias, as células HCE-SV40 foram
cultivadas na densidade de 2 x 10° células por poco, em placas de 24 pocos, e
incubadas por 24 h em estufa a 37°C, 95% de umidade e 5% COz2, usando meio de
cultura SHEM suplementado. No dia seguinte ao plagueamento, 0s pog¢os foram
lavados com solucéo salina e as células submetidas a 3 diferentes tratamentos:

1) Estimulo com lipopolissacarideo (LPS) extraido de Escherichia coli 026:B6
(Sigma Aldrich, St Louis, EUA):

Diferentes concentragdes de LPS em meio DMEM/Ham’s F12 sem suplemento
foram adicionadas as células para que as concentracdes finais de LPS nos pogos
variasse de 0 a 4000 ng/mL e incubadas inicialmente por 3 h. Apds este periodo o
sobrenadante foi coletado e a concentracdo dos mediadores inflamatorios IL-13 e
TNF-a foi quantificada por ELISA kit duo set (Enzyme Linked Immuno Sorbert Assay
- R&D Systems Minneapolis, EUA), conforme descrito em 4.7.4.
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A partir deste estudo inicial, um outro protocolo de estimulo com LPS foi
estabelecido, incubando-se as células com 2000 ng/mL de LPS por poco por 24 h,
seguido da coleta do sobrenadante e avaliacédo de IL-13, TNF-a, além de MMP-9 por
ELISA.

2) Scratch da cultura celular com ponteira:

Com uma ponteira de pipeta estéril, foi realizado um risco horizontal no poco
contendo as células (scratch), simulando uma ferida no epitélio, seguido de lavagem
com solucdo salina, adicdo de 500 pul de meio incompleto e incubacéo por 24 h.
Também se testou a associacdo de scratch e adicdo concomitante de 1 ug de LPS
(concentragao final de 2 ug/mL por pogo), seguido de mesmo periodo de incubacéo.
Apébs este periodo o sobrenadante foi coletado e a concentragdo dos mediadores
inflamatorios IL-1B e TNF-a foi quantificada por ELISA.

3) Adicao de dodecil sulfato de sddio (SDS) (Sigma Aldrich, St Louis, EUA):

Uma solucéo de SDS foi adicionada aos pocos, de forma que a concentracao
final por poco fosse de 0,5%, por 30 minutos, seguido de lavagem com solucéo salina,
incubacédo por 24 h em meio incompleto, coleta do sobrenadante e quantificacao de
IL-18 e TNF-a por ELISA.

4.7.2.1 Ensaio de citotoxicidade ap0s estimulo

Ap0s os estimulos descritos anteriormente, a viabilidade das células tratadas
foi avaliada pelo teste do vermelho neutro para verificar a citotoxicidade dos diferentes
protocolos utilizados para estimulo pré-inflamatorio celular. Dessa forma, apés o
estimulo e coleta do sobrenadante, as células foram lavadas com salina. Em seguida,
adicionou-se 500 pL de meio vermelho neutro (40 ug/mL) aos pogos e o procedimento
foi realizado conforme descrito em 4.7.1. A porcentagem de viabilidade celular (%) foi

calculada em relacdo ao controle contendo somente células (100% de viabilidade).

4.7.3 Tratamento das células com as formulacfes desenvolvidas

Com a finalidade de avaliar a expressdo de mediadores pro-inflamatérios no
sobrenadante celular apds o contato com os lipossomas desenvolvidos, as células
HCE-SV40 foram plaqueadas na densidade de 2.10° células/poco em placas de 24
pocos e incubadas por 24 h em estufa a 37°C, 95% de umidade e 5% CO2, usando
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meio SHEM. Apds o plagueamento, as células foram lavadas com salina e submetidas
aos 3 diferentes protocolos de tratamento (Protocolos A, B e C, descritos mais adiante
neste item). Ap6s 24 h de incubacado, o sobrenadante de cada poco foi coletado e
quantificado em relacdo a producéo de IL-1B3, TNF-a e MMP-9, conforme descrito em
4.7.4.

Os protocolos de tratamento utilizados foram realizados em triplicata e estéo

descritos a seguir:

1) Protocolo A:

As células foram tratadas concomitantemente com 1 ug de LPS (concentragéo
final no pogo de 2 ug/mL) e diferentes concentragées do lipossoma branco: 1,125.10%9;
5,6.10% 5,6.10% 2,8.10° e 1,4.10° particulas/mL, em meio de cultura SHEM
incompleto. Células tratadas apenas com LPS, na auséncia dos lipossomas, foram

utilizadas como controle.

2) Protocolo B:

As células foram tratadas concomitantemente com 1 ug de LPS (concentracao
final no pogo de 2 pg/mL) e com os lipossomas branco ou contendo INS nas
concentracdes finais por poco de 4,5.10° particulas/mL e 4 ug/mL de INS
(aproximadamente 1 Ul/mL) em meio de cultura SHEM incompleto. Como controles,
as células foram tratadas apenas com dispersao de INS em PBS (concentracéo final

4 ug/mL), apenas com meio incompleto (somente células) e apenas com 1 ug de LPS.

3) Protocolo C:

As células foram tratadas com os lipossomas branco e contendo INS nas
concentracdes finais nos pocos de 4,5.10° particulas/mL e 4 pg/mL de INS
(aproximadamente 1 Ul/mL) em meio de cultura SHEM incompleto, sem adi¢céao de
estimulo LPS. Como controle positivo, as células foram tratadas com uma dispersao
de INS em PBS (concentragao final 4 ug/mL) e como controle negativo, apenas com

meio incompleto.
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4.7.4 Quantificacdo dos mediadores pro-inflamatoérios

Para a quantificacdo dos mediadores pro-inflamatorios IL-13, TNF-a e da MMP-
9 no meio extracelular, o sobrenadante da cultura de células foi coletado e quantificado
empregando-se kits de ELISA duo set especifico para cada mediador. O procedimento
foi realizado conforme descrito no protocolo do fabricante. Resumidamente,
microplacas high binding A-2 (Corning Costar, Nova lorque, EUA) de 96 pocos foram
sensibilizadas com 100 pL/poco de anticorpo de captura especifico para cada
mediador diluido em PBS (10 mM, pH 7,4) conforme especificacdes do fabricante. As
placas foram incubadas overnight a temperatura ambiente. Em seguida, as
microplacas foram lavadas duas vezes com tampdo de lavagem 0,05% Tween® 20
(Synth, Diadema, Brasil) em PBS 10 mM pH 7,4 e uma vez apenas com PBS (10 mM
pH 7,4).

ApoOs a retirada dos tampdes de lavagem, adicionou-se 300 pL de tampéo de
bloqueio (1% albumina bovina sérica em PBS 10 mM, pH 7,4) (R&D Systems
Minneapolis, EUA) em cada poco, seguido de incubacdo por 1 h a temperatura
ambiente. Apdés novo ciclo de lavagem, 100 puL de cada amostra coletada
(sobrenadantes da cultura celular) diluidas 1:5 em reagente diluente, bem como
diluicdes seriadas da curva padrdo, foram adicionadas as placas e incubadas
novamente por 2 h a temperatura ambiente.

As placas foram novamente lavadas e, em seguida, adicionou-se 100 uL de
anticorpo de deteccdo (anti-citocinas conjugados a biotina) especifico para cada
citocina, sendo incubadas por mais 2 h a temperatura ambiente, seguido de novo ciclo
de lavagem. A seguir, 100 pL da enzima estrepatavidina peroxidase (R&D Systems
Minneapolis, EUA) foram adicionados em cada poco sob abrigo da luz e, apds 20 min
a temperatura ambiente, as placas foram novamente lavadas. Para a reagdo
colorimétrica ocorrer, foram adicionados em cada po¢o 100 puL da solucédo reveladora
(substratos de tetrametilbenzidina e peroxido de hidrogénio) (R&D Systems
Minneapolis, EUA). Ap0s o aparecimento da coloracdo azulada, a reacao foi
interrompida com 50 pL de solugdo de acido sulfurico (2 N) (R&D Systems
Minneapolis, EUA). As leituras da absorvancia foram realizadas em leitor de

microplaca a 450 nm.
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4.8 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando sotware GraphPad Prism
5.0, sendo dois testes empregados: 1) teste “t de student” para as analises que
envolviam comparacdo entre os liposomas branco e contendo INS, quando se
desejava comparar apenas dois grupos distintos; 2) One-way Analise de Variancia
(ANOVA) nos demais estudos (padronizacdo do desenvolvimento da formulacéo, de
estabilidade, citotoxicidade, estimulo inflamatorio e tratamento em cultura de células),
guando se desejava comparar mais de dois grupos levando em consideracdo apenas
uma variavel, seguido de pos teste Tukey.

Todos os resultados foram expressos em média + desvio padréo (DP) para no
minimo 3 replicatas, sendo os valores de p menor que 0,05 (p<0,05) considerados

estatisticamente significativos



61

5 RESULTADOS

5.1 VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DA INS POR
CLAE

O perfil cromatografico de uma solucéo de INS (100 pg/mL) preparada em meio
composto por acetonitrila e agua acidificada e eluida por gradiente com fase moével de
mesma composi¢ao (acetonitrila : dgua contendo 0,1% TFA) esta representado na
Figura 14. A proporcéo inicial da fase movel foi de 5 : 95 (v/v), sendo alterada

linearmente para 95 : 5 (v/v) em 30 minutos.

Figura 14. Cromatograma de uma solucdo de INS 100 pg/ mL em solucédo de

acetonitrila e agua contendo 0,1% TFA na proporc¢ao de 40:60 (v/v).
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Insulina
100 13,29 (0,035) min
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Condicdes cromatograficas: fase movel composta por acetonitrila:agua contendo 0,1% de
TFA inicialmente na proporgéo 5:95 (v/v) com gradiente de concentracao linear até 90:10 (v/v)
em 30 minutos, sob vaz&o de 1,0 mL/min, comprimento de onda de deteccdo de 220 nm,
temperatura do compartimento da coluna de 30°C e volume de inje¢&o de 10 pL.

A Tabela 2 mostra os resultados do teste de System Suitability.

Tabela 2 - Resultados do teste de System Suitability.

. Recomendacdes
Parametro INS (n = 15)
(FDA, 1994)
Tempo de Retencédo (min) 13,29 (0,26)" CV (%)= 1
Fator de cauda (T) 1,19 (2,14)" T<2
Numero de pratos (N) 211204 (2,76)" N > 2000

"Resultados expressos como média (CV, %). CV, coeficiente de variagdo expresso em %.
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A avaliacdo dos parametros de System Suitability provém informacgdes sobre o
comportamento do sistema cromatografico em questdo. Os resultados obtidos
demonstraram que ha repetibilidade no tempo de retencdo da INS na corrida
cromatografica (CV < 1%); baixo fator de cauda ( T <2), que esta inversamente
relacionado a exatiddo da quantificacdo, e nimero de pratos teéricos elevado (N >

2000), o qual mede a eficiéncia da coluna cromatografica.

A Figura 15 mostra os cromatogramas das amostras de fase movel, tampéao
fosfato salino PBS (10 mM pH 7,4) e lipossomas branco obtidos para o ensaio de

seletiviodade.

Figura 15. Cromatogramas obtidos no teste de seletividade.
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(A) Fase movel; (B) PBS (10 mM pH 7,4); (C) lipossoma sem o farmaco

N&o foram observados nenhum pico no tempo de retencédo proximo a 13,2 +
0,03 min, referente a INS, na andlise das amostras que n&do continham o farmaco.
Desta forma, o método foi considerado seletivo para a INS.

A curva analitica de solucdes de INS em fase movel (nas concentragcfes de 3

a 100 pg/mL) esta mostrada na Figura 16.



63

Figura 16. Curva analitica da INS no intervalo de concentracdo de 3 a 100 pg/mL.
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A Max = 220 nm. Equacéo da reta: y = 7595x - 4514,3; coeficiente de correlagdo linear: r =
0,9999.

A analise de regressao linear dos minimos quadrados dos dados apresentados
na Figura 16, com R préximo a 1, mostra que o método utilizado para quantificacéo
da INS apresentou-se linear no intervalo de 3 a 100 pg/mL.

A precisdo (CV%) e a exatidao, expressas em porcentagem de erro (ER),
analisadas intra e inter-dia estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Precisdo e exatiddao do método analitico.

Parametro INS

Concentragao nominal (png/mL) 3 12,5 50
Intra-dia (n" = 4)

Concentracdo  meédia  analisada

3,10 (0,06) 12,66 (0,38) 49,86 (0,58)

(Mg/mL)
Precisdo (CV, %) ? 2.20 3,07 1,17
Exatiddo (ER, %) ¥ -3,26 -1,19 0,29

Inter-dias (n™ = 2)

Concentragdo  meédia  analisada

(Mg/mL)

Preciséo (CV, %) " 2,95 1,85 1,69

YPrecisdo expressa em coeficiente de variacéo (CV, %); " Exatiddo expressa em percentagem
de erro relativo (ER, %); 'n = nimero de replicatas de cada concentracdo; “n = nimero de
dias de analise.

3,10 (0,06) 12,66 (0,38) 49,86 (0,58)
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Com CV e ER menores do que 5% o método pode ser considerado preciso e
exato com base na RE 899 de 2003 (ANVISA, 2003).

A Tabela 4 mostra a média, desvio padréo, precisao e exatiddo da andlise de
baixas concentracbes de INS utilizadas para determinar a sensibilidade do método

analitico.

Tabela 4 - Parametros obtidos por CLAE (A = 220 nm) para a analise da sensibilidade
do método analitico.

Concentracao de INS (pg/mL) Area’ CV (%) ER (%)
21409
3,0 2,20 3,26
(558,7)
5873
1,0 27,21 0,69
(1597,9)
0’5 -1 -1 -1
0’1 -1 -1 -1

Precisdo expressa em coeficiente de variacao (CV, %); Exatiddo expressa em percentagem
de erro relativo (ER, %).
INenhum pico identificado proximo ao tempo de retencao referente a INS (13,29 min).

Pode-se observar na Tabela 4 que a analise da solucédo de INS a 3 pg/mL,
apresentou valores de CV e ER adequados, ou seja, inferiores ao maximo de 5%
requerido para a andlise ser considerada precisa e exata (ANVISA, 2003). No entanto,
a andlise da solucdo a 1 pg/mL ja apresentou valores de CV muito altos, apesar dos
valores de ER serem adequados. Desta forma, a concentragdo de 3 pg/mL foi
considerada o limite de quantificacdo do método, enquanto o limite de deteccéo
determinado experimentalmente foi de 1 pg/mL.

5.2 PREPARO DOS LIPOSSOMAS

Para nortear os estudos iniciais de desenvolvimento da formulacdo, as
composicdes lipidicas/tensoativos mais comumente encontradas na literatura para
lipossomas foram testadas. A Tabela 5 mostra o tamanho e o Pdl de lipossomas

convencionais e flexiveis obtidos a partir da mistura de PC com diferentes proporgoes



65

de CH (lipossomas convencionais) e NaC (lipossomas flexiveis), além de diferentes

porcentagens de agente estabilizador hidrofilico (poloxamer).

Tabela 5 - Caracteristicas fisico-quimicas das formulacdes preliminares apos 24 h.

Proporcéo lipideos % Tamanho de Pdl
Poloxamer  Particula (nm)
PC:CH 1:1 0 155 0,41
PC:CH 1:1 0,03 195 0,42
PC:CH 1:1 0,1 212 0,49
PC:CH 3:1 0 194 0,39
PC:CH 3:1 0,03 185 0,37
PC:CH 3:1 0,1 209 0,37
PC:NaC 4:1 0 145 0,35
PC:NaC 4:1 0,03 132 0,27
PC:NaC 4:1 0,1 124 0,28

PC: fosfatidilcolina. CH: colesterol. NaC: colato de sodio.

E possivel observar na Tabela 5 que as dispersdes obtidas a partir da mistura
PC:CH apresentaram tamanho de particulas variando de aproximadamente 150 nm a
210 nm e um Pdl alto (em torno de 0,4). Essas particulas foram, de maneira geral,
maiores do que as obtidas a partir da mistura PC:NaC. Estas por sua vez
apresentaram pequena variacdo de tamanho, ficando entre 120 e 150 nm, com PdlI
maximo de 0,35. Ressalta-se que neste estudo inicial as particulas foram, na maioria
das vezes, preparadas em experimentos Unicos, sem repeticdes, apenas para nortear,
dentre as opg¢Oes encontradas na literatura, a escolha do componente e da propor¢ao
molar que gerasse as menores particulas com menor Pdl.

Com bases nos resultados preliminares, a INS foi incorporada na formulagao
gue resultou em vesiculas de menor tamanho, composta por PC:NaC 4:1 hidratado
com 0,1% de poloxamer. Para efeito de comparacao, a INS também foi incorporada
no lipossoma convencional PC:CH estabilizado com 0,1% de poloxamer utilizando a

proporcao PC:CH que, com esta porcentagem de poloxamer, resultou em vesiculas
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de menor tamanho (PC:CH 3:1). A Tabela 6 mostra os resultados de tamanho de

particula, Pdl e potencial zeta dos lipossomas sem INS (branco) e com INS.

Tabela 6 - Caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas convencionais PC:CH 3:1
e flexiveis PC:NaC 4:1, hidratados com 0,1% de poloxamer, com e sem INS, apds 24

h do preparo.

. Tamanho meédio Potencial
Formulagao ; Pdl
de Particula (nm) Zeta (mV)
PC:CH branco 204 + 132 0,38 0,072 -4 £ 42
PC:CH INS 197 £ 82 0,33+0,032P -3+ 12
PC:NaC branco 124 +1°b 0,28 £0,01° -11+2°
PC:NaC INS 129 + 5P 0,30 + 0,02ab -12 + 2b

Resultados expressos em média + desvio padrdo, n=3. °Valores analisados por coluna, onde
letras iguais significam igualdade estatistica e letras diferentes significam diferencga estatistica
com p<0,05 (One-way ANOVA, seguido de teste de comparacao multipla de Tukey).

Os lipossomas compostos por PC:NaC apresentaram tamanho médio menor
do que os formados por PC:CH e potencial zeta mais negativo (p<0,05), tanto na
auséncia como na presenca de INS. O indice de polidispersdo (Pdl) nédo foi
estatisticamente significativo para ambas formulacbes. A adicdo de INS aos
lipossomas néo alterou significativamente seu tamanho médio, Pdl e potencial zeta.

Pelos resultados apresentados nesta primeira etapa, decidiu-se continuar 0s
estudos posteriores apenas com o0s lipossomas flexiveis, obtidos a partir da
associacao de PC com NaC, uma vez que estes se mostraram menores e com maior
potencial zeta (em maodulo).

Na segunda etapa do desenvolvimento da formulagéo, a influéncia do tempo
de homogeneizagdo em HAP foi avaliada com base no tamanho e Pdl das particulas
(Tabela 7).
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Tabela 7 — Caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas PC:NaC em funcéo do

tempo de homogeneizacdo em HAP.

_ Numero de Tamanho (nm) _
Tempo (min) _ o Pdl (média £ DP)
Ciclos (média £ DP)

0 1337 £ 14" 0,55+ 0,01"

3,5 126 + 3 0,26 £ 0,01

10 7 121 +£1 0,27 £ 0,01

15 10,5 116 £1 0,28 £ 0,01

20 14 125+1 0,29 + 0,02

"Valor significativamente diferentes em relacdo aos demais tempos (p<0,05). Resultados
expressos em média + desvio padrao, n = 3 a 4, analisados por One-way ANOVA, seguido de
teste de comparacdo mdltipla de Tukey.

A passagem da dispersao no HAP reduziu significativamente o tamanho de
particula e Pdl dos lipossomas, mesmo no menor tempo de passagem (5 minutos
referente a 3,5 ciclos), quando comparados as formula¢des que néo foram submetidas
a homogeneizacao (tempo 0). Ao se comparar 0s quatro tempos de passagem no
equipamento, ndo ha diferenca estatistica significativa (p>0,05) no tamanho de
particula (nm).

Por ndo haver diferenga estatistica significativa (p>0,05) no tamanho de
particula (nm) e PdI nos diferentes tempos de passagem em HAP, padronizou-se
homogeneizar a dispersao apdés a hidratacao do filme lipidico por apenas 5 minutos a
500 Bar, de forma a reduzir a dissipagao de energia no processo de obtencao das
vesiculas unilamelares.

A influéncia do processo de esterilizagdo por filtracdo em membrana
esterilizante (0,22 um), apos homogeneizacdo das formulacbes em HAP, nas

caracteristicas dos lipossomas encontra-se na Tabela 8.
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Tabela 8 — Tamanho e Pdl das dispersfes lipossomais antes e apos filtracdo em

membrana esterilizante (0,22 um).

Antes da filtracdo Depois da filtragéo
Formulagao Tamanho médio de o Tamanho médio o
particula (nm) de particula (nm)
PC:NaC branco 124 +1 0,26 £ 0,01 117 +5 0,27 £ 0,01
PC:NaC INS 129+5 0,30 + 0,02 125+ 3 0,27 £ 0,01

Resultados expressos em média + desvio padrdo, n=3, analisados por teste t-student, antes
e depois da filtracdo e com ou sem INS.

Os resultados da Tabela 8 mostram que a filtracdo em membrana esterilizante
(0,22 pym) néo afetou significativamente (t-student, p>0,05) o tamanho médio e a
distribuicdo das particulas lipossomais. Também ndo ha diferengca estatistica
significativa nos lipossomas branco ou contendo INS apdés a filtracdo (t-student,
p>0,05).

5.3 CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS E DA INS

Os lipossomas compostos por PC:NaC 4:1 e 0,1% de poloxamer dispersos em
PBS, pH 7,4, contendo ou ndo INS foram selecionados para as etapas de
caracterizacao. Dispersao simples de INS em solucao de PBS pH 7,4 contendo 0,1%
de poloxamer também foi caracterizada por algumas técnicas para efeito de

comparacao e compreensao dos resultados.
5.3.1 Caracterizacéao fisico-quimica
A Tabela 9 mostra o tamanho médio, a polidispersdo e o potencial zeta das

dispersdes de lipossomas e de INS em solugao de hidratacdo, todos obtidos por DLS.

A Figura 17 mostra a distribuicdo do tamanho das particulas obtidas por DLS.
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Tabela 9 - Caracteristicas fisico-quimicas das dispersoes lipossomais e de INS.

Z-average Tamanho de cada pico Potencial
Formulagao _ Pdl
(nm) (nm) e Intensidade (%) zeta (mV)
PC:NaC Pico 1: 179 + 87 (98%) 0,27 £
117 £ 52 . -12+ 0,71
branco Pico 2: 5253 + 440 (2%) 0,011
Pico 1: 173 + 82 (94%) 0,27 +
PC:NaC INS 125+ 3t _ -11+£1,50
Pico 2: 4187 + 1010 (6%) 0,01t
INS em Pico 1: 5,6 + 0,5 (54,6%)
solucéo de 104 + 110> Pico 2: 219 + 35 (37,7%) 0’032 -3+0,2°

hidratacdo* Pico 3: 1111 + 183 (7,7%)

IResultados expressos em média + desvio padrédo, n=3, analisados por teste t-student.
2Resultados expressos em média = desvio padrdo, n = 3.
*PBS contendo 0,1% de poloxamer.

Figura 17. Distribuicdo do tamanho de particula da disperséo de INS 0,4 mg/mL e dos

lipossomas obtida por DLS.
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Distribuicdo obtida por intensidade (técnica de DLS). (A) Dispersao de INS 0,4 mg/mL, (B)
Lipossoma contendo INS (0,4 mg/mL).

Pode-se observar na Tabela 9 e na Figura 17 que a dispersdo de INS na
solugdo de hidratacdo (0,1% de poloxamer em PBS) apresenta-se bastante
polidispersa e com mais de uma populacédo. Quando adicionada ao lipossoma, essas
particulas pequenas ndo eram mais observadas por DLS, mas um agregado na faixa
de micrometros, de baixa intensidade, pode ser observado, provavelmente
relacionado a excesso de lipidios na formulag&o ou ao poloxamer. A adi¢cdo da INS ao

lipossoma n&o alterou significativamente (t-student, p>0,05) o tamanho, a
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polidispersao do lipossoma branco e nem o potencial zeta, que continuou aniénico. O
pH das dispersofes, todas em PBS, permaneceu entre 7,1 e 7,4.

A Tabela 10 mostra os resultados de tamanho médio de particulas,
polidispersdo e concentracao de particulas nas dispersdes obtidos por NTA. A Figura
18 mostra a distribuicdo das particulas de INS em solucdo de hidratacdo e nos
lipossomas obtida por NTA.

Tabela 10 — Tamanho, medida da dispersdo de tamanho (Span) e concentracao de

particulas nas dispersdes lipossomais e de INS em solucéo de hidratacdo obtidos por
NTA.

_ . Tamanho medio Concentragéo
Disperséo Span ;
(nm) particulas / mL
PC:Nac branco 194 +5 0,79 4,5.10'" + 3,8.10%0
PC:NaC:INS 181 +3 0,87 4,4.10% +2,3.10%°
INS na solugédo de
170+ 7 1,58 7,7.10%2 +1,1.10%2

hidratacéo

Resultados expressos em média + desvio padrédo, n=3, analisados por teste t-student.

Figura 18. Distribuicdo do tamanho de particula da disperséo de INS 0,4 mg/mL e dos

lipossomas obtida por NTA.
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Distribuicdo obtida por intensidade (técnica de NTA). (A) Dispersdo de INS 0,4 mg/mL, (B)
Lipossoma contendo INS (0,4 mg/mL).

A analise por NTA mostrou que a disperséo de INS esta distribuida em quatro
populacdes diferentes, cada uma correspondendo a uma subpopulacdo de INS com
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tamanhos superiores aos encontrados por DLS: 85, 155, 235 e 335 nm, como podem
ser visualizados na Figura 18.

Quanto a andlise dos lipossomas, ambas as técnicas de andlise de tamanho
sugeriram a presenca de particulas com tamanho médio menor do que 200 nm,
embora o NTA tenha fornecido um tamanho médio um pouco superior ao fornecido
pela técnica de DLS, aproximadamente 180 e 120 nm, respectivamente.

N&o houve diferenca no tamanho médio das particulas dos lipossomas quando
comparado com o tamanho médio das particulas de INS em solug&o de hidratagéo na
analise por NTA, apesar da polidisperséo da dispersao de INS ser consideravelmente
maior do que a apresentada pelas dispersdes lipossomais. Os valores referentes aos
volumes cumulativos dos didametros mostraram que 90% das vesiculas PC:NaC e
PC:NaC INS apresentaram tamanho médio menor do que 261 + 11 nme 253 + 11 nm,
respectivamente. Ja a analise das dispersdes de INS sem lipossoma mostraram que
90% das particulas apresentaram tamanho menor do que 289 + 27 nm.

N&o houve diferenca significativa entre a concentracao de particulas presentes
nos lipossomas. A concentracdo de particulas presentes na dispersdo de INS, que
continha a mesma concentracao de INS gue os lipossomas, no entanto, foi uma ordem

de grandeza maior do que a apresentada pelos lipossomas.
5.3.2 Eficiéncia de encapsulacéo (EE,%) e recuperacao do farmaco (RF,%)

A Tabela 11 mostra a EE,% corrigida da INS no lipossoma PC:NaC assim
como a %RF usando a técnica de separacdo em filtro AMICON e quantificacdo por

CLAE.

Tabela 11 — Recuperacdo do farmaco (RF,%) e eficiéncia de encapsulagcédo (EE,%

corrigida) obtida pela técnica de filtragéo e centrifugagcdo em membrana AMICON.

Formulacéao EE (%, corrigida)* RF (%)

PC:NaC 4:1 INS 32+2 82+12

*Ap0s calculo com fator de correcao obtido apés filtracdo de uma dispersdo de INS em solugéo
de hidratag&o. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n=3.
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A eficiéncia de encapsulacao (EE,%) para INS obtida pela técnica de filtracdo
em membrana Amicon foi de 90 £+ 5%, obtida através da Equacéao VIII. Entretanto, o
percentual de recuperacédo do controle de INS em solugéo de hidratagcdo de mesma
concentracdo dos lipossomas (0,4 mg/mL) foi de 36 £ 1%, o que nos da um fator de
correcdo de 0,36 (Equacéo IX). Dessa forma, o valor da EE(%) foi corrigido atraves

da Equacao X, sendo o valor final de 32 + 2%.

5.3.3 Analises morfologicas (MET e MFA)

A Figura 19 mostra as fotomicrografias dos lipossomas contendo ou ndo INS obtidas
por MET.

Figura 19. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de transmisséao (MET)
dos lipossomas (PC:NaC branco e PC:NaC INS).

(A) (B)

© (D)

Lipossoma branco (PC:NaC branco) obtidas ap6s aumento de 50 000 vezes (A) e 100.000
vezes (B); Lipossoma INS (PC:NaC INS) obtidas apés aumento de 50 000 vezes (C) e 100.000
vezes (D). As setas laranja indicam a presenca de vesiculas lipossomais.
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E possivel observar na Figura 19 vesiculas unilamelares com bordas no
coradas, referentes as bicamadas lipidicas (indicadas pelas setas laranja). Nas
amostras contendo INS (PC:NaC INS) (Figura 19-C e 19-D), observam-se ainda
bordas irregulares, em comparagdo com as Figuras 19-A e 19-B referentes aos
lipossomas brancos com morfologia mais homogénea. As imagens mostram
particulas de diametro médio aproximado entre 120-150 nm.

Na Figura 20 é possivel visualizar as fotomicrografias dos lipossomas
referentes as andlises realizadas por MFA.

Figura 20. Fotomicrografias obtidas por microscopia de forca atbmica (MFA) modo

contato-intermitente dos lipossomas (PC:NaC branco e PC:NaC INS) e da INS em

solucgéo de hidratacéo.
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(G) (H) )

469.00 x 469.00 [nm]  Z 0.00 - 3.85 [nm] -48.29
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Lipossomas branco (PC:NaC branco) (A, B, C); lipossoma INS (PC:NaC INS) (D, E, F) e
dispersdo de INS (G, H, I) adsorvidos na superficie de mica. Representacao topogréafica
tridimensional (A, D, G), topogréfica bidimensional (B, E, H) e modo fase (C, F, I).

A andlise de MFA também forneceu resultados de diametro maximo médio
(nm), raio médio (nm) e volume médio (nm) (Tabela 12). A fim de comparacgédo, 0s
valores de tamanho médio (Z-average) obtidos por DLS para o mesmo lote de

particulas também estao expressos abaixo.

Tabela 12 — Resultados obtidos de tamanho de particula por MFA.

Diametro maximo Raio médio Volume Z-average
Formulagéo o _
médio (nm) (nm) médio (nm3) DLS (nm)/Pdl
PC:NaC 154213 +
. 200 + 0,05 86 + 0,02 155+1.4
branco 127501
PC:NaC 30534 +
116 £ 0,03 51+0,01 159 +2
INS™ 16140
INS 27 £ 0,01 11 +0,01 657 + 886 104 £ 111

Resultados expressos em média + desvio padrdo, 'n=20; "n=15, analisados por teste t-
student.

Pode-se observar na Tabela 12 que o tamanho das particulas obtidos por MFA
sdo condizentes com os obtidos pelo DLS; menores do que 200 nm para 0s
lipossomas e proximos a 30 nm para a INS. Por MFA, pode-se observar que tanto o
didmetro como o volume dos lipossomas que contem INS sdo menores do que 0s que
nao contém o farmaco.

A analise da polidispersédo de INS sem lipossoma por MFA mostra mais uma

vez a heterogeneidade da dispersdo aquosa desta macromolécula.
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5.3.4 Estudo de difracéo de raios-X a baixo angulo (SAXS)

A Figura 21 apresenta os dados para a INS medida a temperaturas de 25°C
dispersa em solucéo de hidratacdo e em meio acido (HCI 0,01 M).

Figura 21. Perfil de espalhamento SAXS para INS a 25°C.

] * INS tampao
14 * INSHCI

I(q) [em™)

-

q[A7])
Espectro de SAXS para INS em solucéo de hidratagéo (PBS contendo 0,1% de poloxamer,

pH 7,4) (em preto) e em meio acido (HCI 0,1M) (em vermelho). Intensidade de radiacdo
espalhada | (q) em fung&o do vetor de onda (q).

A Figura 22 mostra as curvas tratadas por IFT para posterior calculo da funcao

p().
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Figura 22. Ajuste das curvas experimentais de SAXS da INS (em PBS e meio acido)

usando o procedimento Transformada Indireta de Fourier (IFT).
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Ajuste IFT dos dados experimentais de INS em PBS (soluc&o de hidratacéo) (A) e em meio
acido (HCI) (C). Funcdes p(r) obtidas a partir dos ajustes IFT dos dados experimentais em
meio PBS (B) e &cido (D). Para comparacgdo, estdo mostradas também as curvas p(r) para
monoémeros, dimeros, trimeros e tetrdmeros da proteina INS as quais foram obtidas a partir
da modelo Protein Data Bank (PDB) da INS (Figura 23).

A Figura 23 mostra o modelo tridimensional da INS usado para determinar as

funcdes p(r) de mondmeros, dimeros, trimeros e tetrameros.
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Figura 23. Modelo tridimensional da proteina INS.

Fonte: Protein Data Bank (PDB), 1997.

Na Figura 22-A e 22-C estdo mostrados os ajustes IFT e as curvas p(r) obtidas
para os sistemas INS em PBS (10 mM pH 7,4) e INS em HCI 0,1M. Nos dois casos, a
curva experimental apresenta uma taxa maior de crescimento dos valores de
intensidade para g<0,045 A, indicando a presenca de grandes agregados. Com isso
em mente, € possivel que populagdes monoméricas de INS coexistam com
populacdes diméricas, triméricas, etc. Por esse motivo foi feito, para cada sistema,
dois ajustes IFT: Um considerando toda a curva, nomeado “IFT (sem corte)”, e o outro
considerando apenas a parte da curva correspondente a g>0,045 4, nomeado de
“IFT (corte)” (Figura 22-B e 22-D).

A Tabela 13 apresenta os valores de | (0) (intensidade extrapolada para q = 0)
oriundos dos ajustes IFT bem como as MM para cada caso, calculados conforme

descrito no item 4.4.6.
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Tabela 13 - Resultados dos valores de intensidade extrapolada para q = | (0), obtidos
a partir do procedimento IFT (Figura 22-A e 22-C) bem como as massas moleculares

(MM) calculadas para cada caso usando-se a Equacéo XV.

Amostra 100) [cm™Y] C[Z2 MM [kDa] mu
gt MMlmonﬁmero

INS em PBS

9,05-1073 0,4 34,04 ~6
(IFT corte)
INS em
PBS(IFT sem 2,36 -1072 0,4 88,92 ~15
corte)
INS meio acido

4631073 0,4 17,43 ~3
(IFT corte)
INS meio acido

1,15-1071 0,4 433,60 ~75

(IFT sem corte)

C: concentragdo da proteina em mg/mL. MM: massa molecular

Para o sistema INS em PBS (10 mM pH 7,4), o ajuste IFT de toda a curva gerou
uma funcéo p(r) que apresentou um pico inicial em torno de r = 20 A seguido de picos
menores (Figura 22-B). A abcissa r= D para a qual p (D) = 0 informa o tamanho
maximo das particulas espalhadoras. Nesse caso, € possivel concluir que as
particulas possuem tamanho médio maximo de aproximadamente D = 130 A. J& se
considerarmos o ajuste IFT apenas de parte da curva (desconsiderando os pontos no
intervalo gq< 0,045 A~1), a funcio p(r) possui o formato semelhante ao do pico inicial
da funcéio p(r) anterior (com D =~ 40 A), o qual é bastante semelhante as curvas p(r)
simuladas para monémeros, dimeros, trimeros e tetrameros a partir do modelo Protein
Data Bank (PDB) da INS mostrado na Figura 23. Os outros picos correspondem a
outras formas agregadas da INS, que sdo maiores. Contudo, pela intensidade da
p (r), elas ndo séo tdo predominantes quanto as formas anteriores.

Para o sistema INS em meio acido a fungéo p (r) obtida do ajuste IFT de toda
a curva experimental possui também um pico inicial seguido de outro maior e largo
(Figura 22-D). Por meio dessa curva, € possivel concluir gue as particulas apresentam
tamanho médio méaximo de aproximadamente D=~ 300A. Se, entretanto,

considerarmos apenas parte da curva experimental no ajuste IFT, a fungdo p (r)
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obtida é a de um pico simples (com D = 45 A), o qual coincide exatamente com a
funcéo p (r) simulada para dimeros (Figura 22-D). Portanto, para esse caso, sabe-se
gque uma das populacdes € certamente formada por dimeros, diferentemente do
sistema anterior, em PBS, que aparentemente apresenta uma mistura mais
heterogénea de populacfes constituidas por diferentes estados de agregacgéo da INS.

As curvas dos lipossomas obtidas apos andlise SAXS a 25°C, tratadas por IFT,

estéo representadas na Figura 24.

Figura 24. Ajuste das curvas experimentais de lipossomas usando o procedimento
IFT, medidos na temperatura de 25°C.
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(A e B) Linhas preto e vermelha: lipossoma branco (PC:NaC branco); linhas azul e verde:
lipossoma INS (PC:NaC INS). Ajuste das curvas experimentais apés procedimento IFT (A).
Funcdes p(r) obtidas a partir dos ajustes (B). (C e D) Comparagéo entre as curvas para o
lipossoma branco (C) e lipossoma INS(D).
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A Figura 24-A representa os dados dos sistemas lipossomais estudados a
temperatura de 25°C, enquanto que a Figura 24-B traz as func¢des p(r) apos
modelagem indireta dos dados (IFT).

De acordo com o perfil das curvas, € possivel afirmar que séo lipossomos
unilamelares (formados por apenas uma bicamada lipidica), e que apresentam
simetria em sua bicamada (OLIVEIRA, 2005; OSELIERO-FILHO, 2013). Para
corroborar com essa afirmagéo, as curvas foram ajustadas por IFT e a funcdo p(r)
visualizada. Observando a Figura 24-B pode-se afirmar que as curvas apresentam
semelhancas, principalmente nas suas porcdes iniciais. A linha tracejada na figura
indica, de maneira aproximada, a espessura da bicamada lipidica, que no caso ficou
em torno de 42 A para todas as curvas (Figura 24-B).

As Figuras 24-C e 24-D apresentam uma comparacao entre curvas para
lipossomos em diferentes composicdes, branco e contendo INS, respectivamente.
Pela andlise das figuras, percebe-se que a curva SAXS para o sistema PC:NaC sofre
alteracdes em g > 0,2 A=1. Por outro lado, ao se adicionar INS ao sistema, observam-

se alteracdes na curva de SAXS para g < 0,2 A~ (Figura 24-D).
5.4 ESTABILIDADE DOS LIPOSSOMAS E DA INS
A Figura 25 mostra os resultados de estabilidade fisica (tamanho de particula,

Pdl, potencial zeta e pH) em funcdo do tempo dos lipossomas PC:NaC branco e

PC:NaC INS armazenados a 4°C por até 90 dias.
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Figura 25. Estabilidade fisica em funcdo do tempo para os lipossomas PC:NaC
branco e PC:NaC INS.
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Lipossoma branco (A e B); lipossoma INS (C, D). Os gréficos (A, C) mostram tamanho de
particula (hm) e Pdl; enquanto (B, D) potencial zeta (mV) e pH.

*Valor significativamente diferente em relacdo ao tempo inicial de experimento (p<0,05).
Resultados expressos em média + desvio padrdo, n=3, analisados por One-Way ANOVA,
seguido de teste de comparacao multipla de Tukey.

Os lipossomas apresentaram-se estaveis em relacdo ao tamanho de particula
por até 60 dias ao serem armazenados a 4°C. No tempo de 90 dias, os lipossomas
brancos apresentaram queda do tamanho médio de particula para 33 + 30 nm
(p<0,05), enquanto os lipossomas contendo INS apresentaram aumento significativo
de tamanho médio das particulas (p<0,05) (tamanho inicial de 124 + 3 nm e final de
138 £ 1 nm). O indice de polidispersao n&o variou significativamente para ambos os
lipossomas, enquanto que o potencial zeta apresentou diferencas significativas
(p<0,05) para o tempo de 28 e 60 dias para o lipossoma branco. Por sua vez, o

lipossoma contendo INS ndo apresentou variacdo estatistica significativa de seu
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potencial zeta. Ja o pH das formulaces variou nos tempos 7 e 90 dias para o
lipossoma branco e 28 e 90 para o lipossoma contendo INS (p<0,05).

Os resultados obtidos para estabilidade quimica da INS por 48 h estédo
expressos na Figura 26.

Figura 26. Porcentagem remanescente de INS em funcdo do tempo de
armazenamento do lipossoma PC:NaC INS e da dispersdo de INS em PBS, a
temperatura ambiente (25 °C).
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Lip: lipossoma. Disp: dispersao.
Resultados expressos em média + desvio padrdo, n=3, analisados por One-Way
ANOVA, seguido de teste de comparacao multipla de Tukey.

Ndo houve variacdo estatistica significativa para nenhum tempo de
armazenamento, nem para a dispersao de INS nem para a formulacdo PC:NaC INS,

indicativo de estabilidade quimica da INS para até 48 h a temperatura ambiente.
5.5 ENSAIO DE IRRITACAO OCULAR IN VITRO — HET-CAM

As imagens obtidas durante a avaliacdo da CAM pelos tempos de 30 s, 2 min

e 5 min apos aplicagdo das amostras estado expostas na Figura 27.
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Figura 27. Avaliacéo da irritacdo da membrana corioalantéide com ovos embrionados

apos contato com as dispersdes lipossomais testadas.

30s 2 min 5 min

Controle (-)

PC:NaC

branco

PC:NaC INS

Controle (+)

Controle negativo corresponde a solugéo salina pH fisioldgico e controle positivo & solugéo
10% dodecil sulfato de sédio (SDS).

O P atribuido por cada um dos pesquisadores que avaliou os fendmenos de
hiperemia, hemorragia e coagulagdo na CAM apos adicdo de cada uma das
formulacdes encontra-se na Tabela 14.
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Tabela 14 - Pontuacdo média (P) atribuida para as formulacdes testadas quanto aos
fenbmenos de hiperemia, hemorragia e coagulacdo observados na CAM por dois

pesquisadores diferentes.

Formulacéao Pesquisador 1 Pesquisador 2
PC:NaC branco 0,33+0,58 0
PC:NaC INS 1,25+ 1,26 225+15
Controle NaCl
0 0
0,9%
Controle SDS 10% 12 12

Resultados expressos em média + desvio padrédo, n=3

Desta forma, de acordo com Luepke e Kemper (1986) e Luepke (1986),
conforme indicado no Quadro 4, o lipossoma branco pode ser classificado como
praticamente ndo irritante, enquanto que o PC:NaC INS pode ser classificado como

ligeiramente irritante.

5.6 ESTUDOS IN VITRO EM CULTURA DE CELULAS EPITELIAIS DA CORNEA
HUMANA

5.6.1 Citotoxicidade das formulagdes

A Figura 28 representa a viabilidade celular (%) das células HCE-SV40 ap6s

incubacédo por 24 h com diferentes concentracdes de particulas (lipossoma branco) e
INS (lipossoma INS e dispersao simples de INS).
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Figura 28. Citotoxicidade do lipossoma Branco, na faixa de concentragdo de 4,5.10%°
a 7.108 particulas por mL, do lipossoma com INS, na faixa de concentracéo de 4,4.101°
a 6,5.108 particulas por mL (correspondentes as concentracées de INS de 40 a 0,672
pg/mL), e da disperséo de INS, na faixa de concentragédo de 40 a 0,672 ug/mL, nas
células da linhagem HCE-SV40.
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Viabilidade Celular (%)

Lip Branco (particulas/mL) Lip INS (ug/mL) Disp INS (ug/mL)

Lip: lipossoma; Disp: disperséo.

*Valor p<0,05. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n=4, analisados por One-
Way ANOVA, seguido de teste de comparacdo mdltipla de Tukey, comparado ao controle
somente células, comparado ao controle somente células.

A Figura 28 mostra que o lipossoma branco na concentracéo de 2,25.10'°foi o
que mais afetou a viabilidade celular (78 + 8%), sendo a Unica concentracdo testada
a diminuir com diferenca estatistica significativa o nimero de células viaveis em
relacdo ao controle (p<0,05). Ja a maior morte celular observada para o tratamento
com o lipossoma INS foi de 15 + 4% para a concentragdo de INS de 20 pg/mL, porém
sem diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle. A dispersédo de INS

manteve a viabilidade celular proxima a 100% (variando entre 92 a 106%).

5.6.2 Estimulo das ceélulas para producdo de mediadores do processo

inflamatorio

As células foram estimuladas com diferentes protocolos com o intuito de

verificar a producédo de diferentes mediadores do processo inflamatorio. A Figura 29
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mostra a viabilidade das células HCE-SV40 em relac&o ao estimulo com LPS, scratch

com ponteira e SDS.

Figura 29. Estudo de viabilidade celular da cultura de células HCE-SV40 avaliada pelo
meétodo de vermelho neutro apds estimulo inflamatorio com diferentes concentracdes
de LPS (A) e com 1000 ng de LPS, seguido ou ndo de scratch com ponteira, ou com
SDS 0,5% (B).
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*Valor p<0,05. Resultados expressos em média + desvio padréo, n=4, analisados por One-
Way ANOVA, seguido de teste de comparacdo mdultipla de Tukey, comparado ao controle
somente células.

O estimulo das células HCE-SV40 com as diferentes doses de LPS néo
resultou em morte celular, com excecéo da dose de 2000 ng (concentracao final no
poco de 4000 ng/mL), que matou 60 + 9% das células. O estimulo com a dose de
1000 ng (concentracédo final no poco de 2000 ng/mL) ndo apresentou diferenca
estatistica significativa (p>0,05) em relacdo ao controle e, portanto, foi a escolhida
para ser comparada ou associada ao estimulo de scratch. Estes estimulos e o
estimulo com SDS na concentracdo de 0,5% néo foram citotoxicos para as células
guando avaliados pelo método do vermelho neutro (Figura 29-B).

Todos os protocolos de estimulo, com excec¢ao daquele com LPS que provocou
citotoxicidade celular (4000 ng/mL de LPS), foram aplicados as células para monitorar
a expressdo de IL-1B e TNF-a. Nenhum deles, no entanto, foi suficiente para permitir
a quantificagdo dos mediadores IL-13 e TNF-a dentro do limite de detecg¢ao dos kits
ELISA usados.
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A Figura 30 mostra a expressao de IL-6 e metaloproteinase de matriz MMP-9

apos estimulo com 2000 ng/mL de LPS.

Figura 30. Expressdo de marcadores inflamatérios na cultura de células HCE-SV40
estimulada com 2000 ng/mL de LPS por 24 h.
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A) IL-6 e B) MMP-9.

*Valor p<0,05. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n=4, analisados por One-
Way ANOVA, seguido de teste de comparacdo mdltipla de Tukey, comparado ao controle
somente células.

Pode-se observar na Figura 30 que apés o tratamento com 2000 ng/mL de LPS
e incubacédo por 24 h, as células HCE-SV40 apresentaram aumento aproximado de
2,25 vezes na concentracdo de IL-6 basal (em comparacdo com o controle) (p<0,05).
Ja para a MMP-9, houve aumento de cerca de 3,5 vezes na concentracdo do mediador
em relacao ao controle, também com diferenca estatistica (p<0,5).

Como o tratamento com 2000 ng/mL de LPS por 24 h foi suficiente para as
células da linhagem HCE-SV40 expressarem IL-6 e MMP-9 em quantidades
detectaveis, este estimulo foi o utilizado para a avaliagdo das células submetidas ao

contato com as formulagoes.
5.6.3 Tratamento das células com as formulacdes desenvolvidas
A Figura 31 mostra os resultados obtidos com o protocolo A de tratamento,

onde se avaliou a influéncia de diferentes concentracdes do lipossoma branco na

expressao de IL-6 e MMP-9 pelas células HCE-SV40 estimuladas com LPS.
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Figura 31. Expressao de medidores inflamatorios na cultura de células HCE-SV40

apos estimulo com LPS e tratamento com diferentes concentracdes de lipossoma

branco por 24 h.
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A) IL-6 e B) MMP-9. Mediadores quantificados apds protocolo A. Lip: lipossoma.
*Valor p<0,05. Resultados expressos em média + desvio padréo, n=3, analisados por One-
Way ANOVA, seguido de teste de comparacao mdultipla de Tukey, comparado ao controle

somente células.

Comparado com o grupo controle (células HCE sem estimulo pré-inflamatorio),
a expressao de IL-6 e MMP-9 aumentou nas células tratadas com LPS. O tratamento
das células estimuladas com LPS com o lipossoma branco nao alterou a expressao
da IL-6, mas resultou em aparente diminui¢do (downregulation) da MMP-9 em funcé&o
da concentracdo do lipossoma. A maior concentracdo de particulas (1.10%°
particulas/mL) foi capaz, por exemplo, de diminuir 1,63 vezes o nivel de MMP-9 em
relacdo ao controle LPS, mas sem variacao estatistica significativa (P>0,05).

A Figura 32 mostra a expressao de IL-6 e MMP-9 pelas células HCE-SV40 apos

estimulo com LPS e tratamento com 4.10° particulas/mL de lipossoma branco e

lipossoma contendo INS por 24 h.
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Figura 32. Expressao de medidores inflamatorios na cultura de células HCE-SV40
apo6s estimulo com LPS e tratamento com 4.10° particulas/mL de lipossoma branco e

lipossoma contendo INS por 24 h.
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A) IL-6 e B) MMP-9. Mediadores quantificados apo6s protocolo B. Lip: lipossoma; Disp:
dispersao.

*Valor p<0,05. Resultados expressos em média + desvio padrdo, n=3, analisados por One-
Way ANOVA, seguido de teste de comparacao multipla de Tukey.

Comparado com o grupo controle de inflamacéo (células tratadas apenas com
LPS), a expressdo de IL-6 ndo sofreu aumento (upregulation) estatisticamente
significativo. Para essa interleucina, a expressao de IL-6 foi significativamente maior
(p>0,05) para o lipossoma INS e dispersao INS, em relacédo ao controle tratado LPS
e lipossoma branco.

J& para os resultados de MMP-9, os grupos tratados com 0s lipossomas nao
apresentaram diferenca estatistica em relacéo ao controle LPS, porém a dispersédo de
INS mostrou diminuir a concentracdo de MMP-9 em relacdo ao controle tratado
somente com LPS em cerca de 1,5 vezes (p<0,05).

A Figura 33 mostra os resultados obtidos com o protocolo C, apds o tratamento
com as formulacbes desenvolvidas nas células HCE-SV40 sem estimulo

concomitante com LPS.
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Figura 33. Expressao de medidores inflamatorios na cultura de células HCE-SV40
apos tratamento com formulacdes por 24 h.
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A) IL-6 e B) MMP-9. Mediadores quantificados apés protocolo C. Lip: lipossoma; Disp:
dispersao.

*Valor p<0,05. Resultados expressos em média + desvio padréo, n=3, analisados por One-
Way ANOVA, seguido de teste de comparacao multipla de Tukey.

O lipossoma branco néo alterou a expressao de IL-6 e MMP-9 em relacéo ao
controle basal (grupo sem tratamento). Ja o lipossoma INS aumentou cerca de 3 vezes
a expresséo de IL-6 em relacdo ao controle (p<0,05), enquanto que a solucéo de INS
aumentou cerca de 2,2 vezes, sem diferenca estatistica (p>0,05). N&o houve alteracdo
significativamente da expressado de MMP-9, em relacdo ao controle, na presenca das

formulacoes.
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6 DISCUSSAO

O olho seco é uma disfuncdo que atinge hoje milhares de pacientes,
diagnosticados ou ndo com DOS. Independente da idade, o uso de computadores
com alta frequéncia ou outros aparelhos eletronicos, longos periodos de leituras,
exposicao a locais com clima seco, e uso de lentes de contato, sdo fatores simples
gue podem resultar no olho seco em adultos ou jovens. Nesses e em outros casos 0
individuo precisa aplicar colirios paliativos ao menos trés vezes ao dia para evitar que
complicacBes mais graves, como feridas na cornea, acometam sua Visao.

Neste sentido, o uso de colirios a base de lipossomas pode aliviar os sintomas
do olho seco, devido, principalmente, a sua composicao lipidica e biocompatibilidade.
Além disso, esse sistema pode carrear farmacos, como uma macromolécula, que
podem auxiliar no tratamento da DOS e na cicatrizacéo de feridas dela originada.

Desta forma, as formulacfes lipossomais desenvolvidas neste trabalho foram
delineadas pensando-se na sua capacidade em incorporar a INS, mas também nos
beneficios que os lipideos poderiam trazer para a melhora dos sintomas do olho seco.

6.1 QUANTIFICACAO DA INS

A guantificacdo da INS incorporada nos lipossomas desenvolvidos € uma etapa
imprescindivel para caracterizacdo de sistemas de liberacdo nanoparticulados.
Diversas metodologias ja foram reportadas para a determinacdo da INS humana,
incluindo ensaios imunes, como ELISA (do inglés Enzyme Linked Immuno Sorbert
Assay), e ndo imunes, como radioimunoensaio e técnicas cromatograficas (SAJEESH
e SHARMA, 2006a; SAJEESH e SHARMA, 2006b). No presente estudo, a
metodologia escolhida para quantificacdo da INS nas formulacdes foi CLAE.

Para a analise por CLAE, um método recentemente desenvolvido em nosso
laboratorio para quantificacdo da INS foi validado. Empregou-se para tanto uma
coluna Gemini® C18, de fase reversa. A CLAE de fase reversa é uma técnica usada
com bastante frequéncia para separacéo de peptideos e proteinas baseado no caréater
hidrofébico das substancias, ja tendo sido descrita para quantificar a INS tanto em
preparacdes farmacéuticas quanto em meios biolégicos (SARMENTO et al., 2006;
ANDREANI et al., 2014). A coluna escolhida para a analise da INS é estavel em faixa

extrema de pH e apresenta moderada hidrofobicidade, tornando-a ideal para a analise
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das amostras de INS em pH acido. As amostras de INS foram sempre manipuladas
em pH &cido para garantir a auséncia de agregados de alta massa molecular
(BRANGE e LANGKJCER, 1993; SARMENTO et al., 2006). Isto porque embora a
CLAE seja uma técnica relativamente rapida e simples, a andlise de farmacos
proteicos sdo particularmente desafiadores, uma vez que podem sofrer reacdes
hidroliticas ou ainda se agregar por meio de ligacdes covalentes intermoleculares,
formando produtos com alta massa molecular dificeis de serem avaliados com
reprodutibilidade por CLAE. Associado a isso, a INS é instavel e passivel a
degradacdo, mesmo durante o armazenamento ou em associacdo a formulacdes
farmacéuticas (BRANGE e LANGKJC(ER, 1993; SARMENTO et al., 2006).

Sendo assim, uma vez que um método analitico € desenvolvido para a
finalidade de quantificacdo, estudos de validacdo sdo imprescindiveis para assegurar
gue os resultados obtidos sejam confiaveis e reprodutiveis para a finalidade proposta.
Dessa forma, baseado nos estudos ja descritos em literatura (SARMENTO et al.,
2006; ANDREANI et al., 2014) o método para quantificacdo da INS nos lipossomas foi
validado.

Com tempo de retenc¢éo reduzido, boa resolucdo do pico, e rapido tempo de
corrida (Tabela 2), a adequabilidade do sistema foi assegurada para a analise
requerida da INS, permitindo que outros parametros do método fossem avaliados,
como a seletividade, linearidade, preciséo, exatidao e sensibilidade do método.

A seletividade foi testada com a finalidade de avaliar a presenca de outros
interferentes na amostra, como os lipideos da formulacdo ou o tamp&o utilizado,
confirmando a auséncia de picos nos cromatogramas dessas amostras (Figura 15) no
tempo de retengao atribuido a INS, de 13,3 min (Figura 14).

Os valores de precisdo e exatiddo obtidos nos estudos intra-dia (Tabela 3)
foram satisfatdrios para a faixa de linearidade estudada (100 — 3 pg/mL) (Figura 16),
ja que os valores de CV e de ER obtidos estdo de acordo com o recomendado pela
RE n° 899 de 2003 (ANVISA, 2003). A exatiddo de um método analitico (ER) mostra
0 quéao proximo o valor encontrado é de seu valor real. Ja a preciséo (expressa pelo
CV inter e intraensaio) mostra a concordancia entre os resultados obtidos em
diferentes andlises, sob as mesmas condigBes, sendo analisada em trés niveis:
repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. A partir dos resultados
obtidos para esses dois parametros, € possivel inferir que os valores de concentracao

encontrados para INS sao muito proximos do valor real, apresentando baixas
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percentagens de erro (abaixo de 5%), em concordancia com o preconizado pela
legislacdo (ANVISA, 2003).

J& para o ensaio de sensibilidade do método, o limite de quantificacdo de 3
pg/mL (Tabela 4) foi adequado para quantificacdo da INS nas formulacdes e nos

estudos de estabilidade.

6.2. PREPARO DOS LIPOSSOMAS

Na etapa inicial do desenvolvimento dos lipossomas, foi realizado um
levantamento em literatura com a finalidade de nortear a composicédo da formulagéo
nos testes preliminares. O fosfolipideo escolhido para formacgéo dos lipossomas foi a
PC de soja com alto percentual de pureza (aproximadamente 100%), um fosfolipideo
de baixa temperatura de transicao de fase (Tc) (-20 a -30°C) (LIPOID GmbH, 2011; LI
et al 2015a) e muito empregado no preparo de lipossomas estaveis (BENSON, 2010).
Como ja discutido anteriormente, alguns lipideos sdo componentes essenciais da
camada externa do filme lacrimal, sendo que qualquer defeito em sua camada lipidica
aumenta a evaporacao do filme, levando ao olho seco. Para o tratamento da DOS, a
escolha de um fosfolipideo natural, como a PC, apresenta como vantagens além de
seu baixo custo e toxicidade praticamente nula, a biocompatibilidade com os lipideos
presentes nas membranas celulares e camada lipidica do filme lacrimal. Entre os
lipideos polares, a PC é o principal componente dessa camada (60 mol%)
(RANTAMAKI et al.,, 2011), sendo que seu emprego na formulacdo promove uma
interacdo entre as vesiculas do lipossoma com o filme lacrimal e epitélio da superficie
ocular. Estudos mostraram que lipossomas formados por PC foram capazes de
aumentar o chamado tempo de ruptura do filme lacrimal (TBUT) (em inglés tear film
break-up time), um parametro utilizado na clinica para se avaliar a qualidade da
lagrima e a auséncia de alteragBes nas células epiteliais decorrentes do olho seco
(LEE et al., 2004; FONSECA, ARRUDA e ROCHA, 2010; LIM; WENK; TONG, 2015).

Para auxiliar na estabilidade das vesiculas e flexibilidade da bicamada lipidica,
dois componentes distintos foram avaliados como coadjuvantes na formacdo da
vesicula lipidica: o CH e o NaC. O CH é um alcool policiclico de cadeia longa
comumente adicionado a PC para diminuir a permeabilidade e aumentar a rigidez da
bicamada lipidica. Ele age restringindo o movimento das cadeias de hidrocarbonetos
dos fosfolipideos (CASTILE et al., 1999; MOZAFARI, 2010; PIRES DE SA et al., 2015).
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Desta forma, espera-se que os lipossomas formados sejam mais estaveis e restrinjam
a liberacao do farmaco encapsulado. Ja o NaC é um tensoativo anibnico tri-hidroxilado
capaz de diminuir a interagcdo entre as cadeias carbdnicas dos fosfolipideos,
aumentando desta forma a fluidez da bicamada lipidica e lhe conferindo maior
flexibilidade e deformabilidade (CEVC et al., 1998; MOZAFARI, 2010; HU et al., 2013;
NIU et al., 2014). Esta flexibilidade pode facilitar a encapsulacéo de farmacos de maior
massa molecular, como a INS.

Para as formula¢des contendo CH, duas propor¢cdes molares de PC:CH foram
testadas: 1:1 (IWANAGA et al., 1997; DEGIM et al., 2004; MOZAFARI, 2010) e 3:1
(CUI et al., 2015). Ja para a vesicula contendo NaC em sua composicdo, apenas a
proporcao molar PC:NaC 4:1 (CHEN et al., 2009; BENSON, 2010; NIU et al., 2011;
HU et al., 2013) foi testada. Esta propor¢cdo de PC:NaC selecionada € a mais
comumente utilizada para formacéao de lipossomas flexiveis com sais biliares, como o
NaC.

Também foi decidido avaliar a influéncia na formulacéo da adi¢éo de poloxamer
a solucdo de hidratacdo nas concentracdes de 0,03% (JAMSHAID et al.,, 1988;
CHANDAROY et al., 2002) e 0,1% (CASTILE et al., 1999; PEMBOUNGONG et al.,
2011), de modo a comparar com formula¢des sem o copolimero. O poloxamer € um
copolimero tribloco formado por duas moléculas de polioxietileno (PEO) e uma de
polioxipropileno (PPO), sendo adicionado a formulagdo com o intuito inicial de
aumentar a estabilidade e diminuir o Pdl da nanodispersao. Foi demonstrado que a
presenca de concentracdes de poloxamer abaixo de sua concentracdo micelar critica
em dispersodes lipossomais inibe a agregacéao e fusédo das vesiculas (CASTILE et al.,
1999). Estudos sugerem que ele aumenta a estabilidade fisica dos lipossomas uma
vez que é incorporado na bicamada lipidica (KOSTARELOS et al, 1999;
PEMBOUNGONG et al., 2011) ou fica adsorvido em sua superficie, dificultando, por
impedimento estérico, a aproximagdo de outra nanoparticula (KOSTARELOS et al.,
1999; WOOD et al., 2016).

Para os lipossomas formados com CH, a adicdo de poloxamer a fase
dispersora parece néo ter afetado positivamente o tamanho e a distribuicdo das
particulas, enquanto que para as formulagbes contendo o NaC, ocorreu uma
diminuicdo do Pdl das amostras e do tamanho da vesicula, principalmente para a
concentracdo de 0,1% (Tabela 5). Resultados semelhantes foram encontrados por

Johnsson et al. (1999) que também observaram pouca alteragdo no tamanho e Pdl de
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lipossomas formados por um fosfolipideo associado ao CH na presenca do polimero
(JOHNSSON et al., 1999). Estima-se que a rigidez conferida a bicamada lipidica pela
adicdo do CH tenha dificultado a incorporagéo do poloxamer a ela, resultando em
nanoparticulas maiores e mais polidispersas. A adicdo de NaC, por sua vez, que deixa
a bicamada lipidica mais flexivel, parece ter facilitado as interagdes com o poloxamer,
diminuindo o tamanho das vesiculas e aumentando sua estabilidade.

Diversos estudos descrevem o preparo de lipossomas com sais biliares
semelhantes ao NaC para incorporacdo de peptideos e proteinas, jA que estes
compostos trazem um efeito secundario de estabilizagcdo da membrana, aumentando
a estabilidade das moléculas, permeacdo, integridade e biodisponibilidade de
proteinas e peptideos (NIU et al., 2011; NIU et al., 2012; HU et al., 2013; NIU et al.,
2014; CUI et al., 2015). Hu e colaboradores (2013) também desenvolveram
lipossomas para encapsular INS formados por PC e CH ou por PC e glicolato de sadio.
Particulas de tamanho de 192 nm e 178 nm, com Pdl de 0,355 e 0,346, foram obtidas
respectivamente para o lipossoma convencional e com glicolato de sodio. Os
lipossomas obtidos por eles foram, portanto, maiores do que 0S N0OSs0S, Mais
polidispersos e nao apresentaram diferencas significativas de tamanho quando
comparados os lipossomas convencionais aos flexiveis. No entanto, esses autores
prepararam seus lipossomas pelo método de evaporacado de fase reversa, sugerindo
que, além da composicao escolhida, o0 método de preparo dos lipossomas com INS
influencia suas caracteristicas fisico-quimicas finais.

O método de hidratacéo do filme lipidico consiste no modo classico de preparo
das vesiculas multilamelares. Ao se incorporar um excesso de agua ou tampéao ao
filme fosfolipidico formado na parede do baldo, ocorre a formagcdo espontanea de
vesiculas sob agitacdo constante, as quais apresentam tamanho de particula de
alguns micrbmetros e distribuicAo de tamanho bastante heterogénea (vesiculas
multilamelares, MLV) (MOZAFARI, 2010; PATIL e JDHAV, 2014). As vesiculas séo
formadas pelas interacfes hidrofébicas entre as caudas apolares dos fosfolipideos
gue as comp0e e pelas intera¢des hidrofilicas entre as cabecas polares dos mesmos
com o solvente hidrofilico. Ao se fornecer grande quantidade de energia ao sistema,
como por exemplo utilizando técnicas como a sonicacdo e homogeneizacdo a alta
pressdo, pode-se obter particulas de menor tamanho e com faixa de distribuicdo de

tamanho estreita.
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Sendo assim, no presente trabalho optou-se por utilizar a homogeneizacdo em
HAP, por ser este um método escalonavel, capaz de diminuir consideravelmente o
tamanho das particulas a ordem de nanémetros. Para tanto, a técnica consiste na
passagem das vesiculas em um sistema de microfluidizagéo, onde as particulas
colidem entre si sob altas pressdes, causando a ruptura das maiores que se
reorganizam em vesiculas menores e mais homogéneas (vesiculas unilamelares,
SUV e LUV) (MOZAFARI, 2010; PATIL e JDHAV, 2014). De fato, a homogeneizagao
das vesiculas em HAP resultou em particulas com tamanho nanométrico e distribuicéo
de tamanho estreita (Tabela 7), adequadas a finalidade pretendida neste trabalho.

ApoOs a obtencao da disperséao lipossomal pretendida, avaliou-se a filtracdo em
membrana esterilizante (0,22 pum) como forma simples e segura para esterilizacéao
fisica final das formulagdes. Por se tratar de uma formulacdo contendo um farmaco
termolabil para administracao via ocular, € imprescindivel que a mesma esteja livre de
grandes particulas (que podem irritar o olho) e de microrganismos, de modo que a
proteina permaneca estavel e bioativa (WEISSIG, 2010; JANAGAM; WU; LOWE,
2017). Os resultados obtidos na etapa final do desenvolvimento mostraram que a
filtragdo em membrana esterilizante ndo afetou as caracteristicas fisico-quimicas das
vesiculas (Tabela 9), podendo este ser um método de escolha para esterilizagdo da

formulacéo lipossomal.

6.3 CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS E DA INS

Caracteristicas fisico-quimicas, como tamanho de particulas, carga da
superficie, assim como grau de agregacdo e estabilidade do farmaco, estdo
intimamente relacionadas com o comportamento biologico do farmaco a partir do
sistema carreador, podendo prover informacbes confiaveis sobre aspectos
relacionados a seguranca e eficacia terapéutica (LIN et al., 2014). Sendo assim, 0s
estudos de caracterizacdo de nanocarreadores sdo imprescindiveis para se
desenvolver sistemas de liberacdo nanoparticulados estaveis e funcionais.

No entanto, a caracterizacdo do sistema de liberacdo nanoparticulado torna-se
bastante complexa quando a ele sdo incorporadas macromoléculas, como as
proteinas, que podem se atuoagregar em meio aquoso, aumentando sua massa

molecular.
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A INS humana é uma proteina de 51 aminoacidos distribuidos em duas cadeias
peptidicas (A e B, com 21 e 20 aminoacidos, respectivamente) que apresenta massa
molecular total de 5,807 kDa (HRYNYK; NEUFELD, 2014). Assim como outras
proteinas e peptideos, tanto em solucdes acidas quanto alcalinas, a molécula de INS
pode estar presente na forma de monémero, dimero e hexamero (NETTLETON et al.,
2000; HUUS et al., 2006; GUSAROV et al., 2008; FILIPE; HAWE; JISKOOT, 2010;
SHARMA et al.,, 2010). A presenca de agregados proteicos em formulagdes
farmacéuticas pode comprometer sua estabilidade e a qualidade final, podendo levar
a complicacBes mais sérias como imunogenicidade ou perda da atividade biologica
(FILIPE; HAWE; JISKOOQOT, 2010). Desta forma, € importante conhecer as formas em
que a INS possa estar dispersa no meio para melhor compreender as caracteristicas
finais do sistema de liberacao.

JA em 1947, estudos conduzidos por Gutfreund (GUTFREUND, 1947)
demonstraram que ha um aumento na massa molecular da INS a medida que se
aumenta sua concentracdo ou o pH da dispersdo aproxima-se do fisiolégico. Em
concentracdes baixas, como a sanguinea, a INS esta predominantemente em sua
forma monomérica, a qual é a Unica capaz de interagir com o receptor (NETTLETON
etal., 2000; HUUS et al., 2006, GUSAROQV et al., 2008; SHARMA et al., 2010). Porém,
apos sua producdo no organismo, a INS é armazenada em sua forma hexamérica
pelo pancreas, por ser a mais estavel (SHARMA et al., 2010), atingindo um equilibrio
com a forma monomeérica presente na circulacdo plasmatica. Em formulacdes, esse
equilibrio é afetado por diversos fatores, como pH e forca idbnica do meio (SHARMA et
al., 2010), o que pode favorecer sua auto associacdo deslocando o equilibrio para
uma forma oligomeérica especifica. A INS tende entéo a formar dimeros ou oligdmeros,
principalmente como resultado de uma ligacéo hidrogénico entre o C terminal de duas
cadeias B (SHARMA et al., 2010; RAWAT et al., 2015).

Os ensaios realizados para determinar a EE da INS no lipossoma (Tabela 11)
mostraram que a INS se encontrava agregada na solucdo de hidratacdo do filme
lipidico. Esta agregacédo foi notada porque para a obtencdo da EE foi necessario,
primeiramente, separar de forma eficiente a INS livre do lipossoma total, ou seja, toda
a INS que ndo esta encapsulada nas vesiculas lipossomais. A técnica utilizada para
esta separacdo foi a centrifugacdo utilizando dispositivo AMICON ultra, com
membrana com tamanho de poro de 50 kDa, através da qual moléculas de INS néao

encapsuladas nos lipossomas e ndo agregadas atravessariam facilmente. Desta
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forma, como controle experimental, foi primeiramente filtrada uma disperséo de INS
na solucdo de hidratacdo. Entretanto, apenas 36 + 1% da concentracdo inicial foi
recuperada, mostrando que 64% de INS ndo conseguia atravessar a membrana
mesmo nao estando interagindo com o sistema de liberacdo, sugerindo que a INS
poderia estar auto associada na solucéo de PBS pH 7,4, formando aglomerados com
tamanho molecular maior do que o poro da membrana.

Desta forma, considerando que parte da INS que fica aglomerada na solucéo
de hidratacdo pode se organizar ndo somente em mondmeros, mas também em
dimeros e oligbmeros de alta massa molecular na presenca dos lipideos durante o
preparo dos lipossomas e ser encapsulada, alguns ensaios foram realizados na
tentativa de caracterizar o tamanho hidrodinAmico e a massa molecular da proteina
livre em solucéo.

Sabe-se que muitos sdo os fatores responsaveis pela inducdo de agregacao
em proteinas, como temperatura, concentracao, forca ibnica do meio, pH, agitacao,
sendo que o emprego de quaisquer técnicas de separagdo e caracterizacdo desses
agregados causa uma perturbacdo no equilibrio entre as formas associadas, sendo
que a propria diluicdo para realizacdo de leituras pode perturbar esse equilibrio
(PHILO e ARAKAWA, 2009). Dessa forma, a separacéo da INS livre do lipossoma foi
um desafio para o presente trabalho, uma vez que se tratava de um sistema bastante
complexo, onde exisitam formas lipidicas associadas a proteina livre e a proteina
encapsulada. E ainda, considerando que esta Ultima se auto associa em outras formas
oligoméricas de diferentes tamanhos moleculares, o desafio fica ainda maior para
guantificacdo e caracterizacao do sistema lipidico a nivel molecular.

Para se ter uma ideia do estado de agregacao da INS, utilizaram-se algumas
técnicas de espalhamento de luz para avaliacdo do didametro da molécula de INS na
solucdo de hidratacdo, além da técnica de MFA que avalia a morfologia e tamanho
das particulas com alta resolugéo e sensibilidade (Figura 20-G a I), e por ultimo uma
analise de SAXS (Figura 22), onde é possivel através da modelagem indireta por IFT,
avaliar as curvas de intensidade de espalhamento que podem predizer sobre a massa
molecular e o numero de oligdmeros presentes em cada amostra. Para nao interferir
nos resultados, a dispersédo de INS foi analisada pelas quatro técnicas na mesma
concentracéo (0,4 mg/mL) que a presente nos lipossomas.

A avaliacdo do tamanho das particulas de INS por DLS mostrou a presenca de

trés picos, sendo um desses com tamanho aproximado de 5,6 nm (intensidade maior



99

que 50%) (Figura 17). A analise por NTA, no entanto, mostrou que a menor populacao
de particulas visiveis na disperséo apresentava tamanho médio de 80 nm (Figura 18).
Esta diferenca entre os resultados pode ser explicada pela maior sensibilidade do
DLS, que é capaz de detectar particulas menores do que 30 nm (BHATTACHARJEE,
2016) enquanto o NTA s6 permite a visualizacdo de particulas maiores do que 30 nm
(FILIPE; HAWE; JISKOOT, 2010). Outra diferenca entre as duas técnicas € que 0s
dados de tamanho fornecidos pelo DLS neste trabalho foram coletados no modo
intensidade, enquanto que o NTA os forneceu por nimero.

A INS em sua forma monomeérica e hexamérica apresenta tamanho aproximado
de 2,6 nm e 5,6 nm, respectivamente, enquanto que os dimeros sao elipsoides e
apresentam dimensdes aproximadas de 2,5 x 3,5 x 4,5 nm (CHIEN, 1996; SILVA et
al., 2003). Um diametro de particula variando entre 26 e 80 nm dé indicios de que
pode haver maior grau de aglomeracéo na dispersao.

Dessa forma, a analise realizada por SAXS forneceu informacdes adicionais a
respeito do grau de aglomeracéo da INS. Nesse caso, comparou-se a dispersdo de
INS em PBS pH 7,4 (solucao de hidratacdo do lipossoma), com uma em meio &cido,
onde a INS apresenta maior estabilidade (GUALANDI-SIGNORINI e GIORGI, 2001;
HUUS et al., 2006).

Os resultados apos ajustes por IFT mostraram que ambas as dispersdes de
INS se apresentavam heterogéneas, indicando a coexisténcia de diferentes
populacées, conforme j& havia sido verificado por DLS e NTA. Por esse motivo,
realizou-se dois ajustes IFT para cada curva: um “sem corte” e outro “com corte”.
Considerando que a massa molecular da proteina INS monomérica é
aproximadamente 5,8 kDa, foi possivel calcular o parametro que informa o nimero
médio de mondmeros responsaveis por aquela massa molecular. Contudo, esse
parametro depende do intervalo g escolhido para o ajuste. Assim, por exemplo,
considerando o sistema INS em meio &cido, determinou-se a massa molecular de
17,4 kDa (em torno de 3 mondmeros) quando o ajuste com corte foi considerado
(Figura 22-D). Usando o ajuste IFT de toda a curva experimental, a massa molecular
obtida aumentou para 433,60 kDa (aproximadamente 75 mondmeros) (Figura 22-C).
Ja para o sistema INS em PBS, aproximadamente 6 mondmeros sao responsaveis
pelo peso molecular total de 34,04 kDa quando o trecho da curva de intensidade

correspondente & q> 0,045 A~! é usado (Figura 22-B). Esse valor se correlaciona com
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o tamanho de 5 nm obtido por DLS e corresponde ao diametro hidrodinamico de um
hexadmero. Se considerarmos o ajuste de toda a regido g, a massa molecular total
aumenta para 88,92 kDa (equivalente a aproximadamente 15 mondmeros).

Essa grande variagdo da massa molecular em funcdo do tipo de ajuste
acontece porque, como ja discutido, provavelmente existem populacdes da proteina
em diferentes estados de agregacao, resultados que corroboram com os de DLS e
NTA, os quais mostram diferentes populac¢des de particula (Figuras 17 e 18).

Desta forma, ambas as dispersdes de INS em PBS e em meio acido HCI séo
formadas por uma mistura de populacdes de INS em diferentes graus de agregacao.
Agregados maiores fazem com que o comec¢o das curvas I(q)xq aumente mais
rapidamente, e isso interfere na determinacao experimental da massa molecular e,
portanto, na avaliacdo do estado de agregacdo da INS. Mesmo assim, pela andlise
das funcbes q(r) (Figuras 22), € possivel se ter uma impressdo qualitativa da
coexisténcia das populacdes em cada sistema. Com o0 objetivo de se ter informacéo
guantitativa (por exemplo, porcentagens de cada populagédo), novas medidas de
SAXS poderao ser repetidas em estudos futuros.

Em concluséo, estes resultados dao ideia do grau de aglomeragédo da INS no
meio de hidratacdo. E claro que em um sistema lipidico complexo existem outras
substéancias, tensoativos e particulas que também influenciam o estado de agregacéao
da proteina. Porém, como ja discutido, devido a dificuldade em separa-la ou analiséa-
la em um sistema tdo complexo sem que haja alteracdo de seu equilibrio, estes
experimentos ndo puderam ser realizados, estando as evidéncias de agregacao
restritas a solucdo de hidratacéo.

Quanto a caracterizagao das dispersdes lipossomais, contendo ou n&o INS,
para aplicacéo de sistemas de liberacéo pela via de administracao topica ocular, e em
se tratando da terapia da DOS, € muito importante que a formulagdo n&o piore o
quadro de instabilidade do filme ocular, dano celular e irritagdo ocular. Para tanto,
além dos componentes da formulacdo serem aprovados pelo FDA para uso ocular, o
ideal € que a mesma apresente pH fisiolégico (~7,2 — 7,4) (FANGUEIRO et al., 2016)
e seja hipo ou isosmadtica (150 — 320 mOsm/Kg) (ALI e LEHMUSSAARI, 2006;
AMMAR et al., 2009). Além disso, € desejavel gue o tamanho médio das particulas
seja menor do que 200 nm, de modo a se evitar a irritagdo ocular, melhorar o
transporte do farmaco e facilitar o uptake celular pelas células da cornea
(FANGUEIRO et al., 2016).
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Levando em consideracdo esses requerimentos especiais para administracao
topica ocular, os lipossomas obtidos no presente estudo apresentaram caracteristicas
adequadas para a via de administracéo proposta (Tabela 8), com tamanho médio de
particulas inferior a 200 nm (Tabela 9), pH proximo ao fisiolégico e osmolaridade
dentro da faixa recomendada.

O potencial zeta proximo a -10 mV para ambas as formulacfes (branco e com
INS) (Tabela 9) pode ser atribuido as caracteristicas neutras da PC. Sabe-se que
cargas positivas na superficie da particula, conferidas por lipideos catiénicos, sdo
interessantes por conferirem maior mucoadesao a superficie ocular (GRATIERI et al.,
2010; LIM; WENK; TONG, 2015). Entretanto, optou-se por evitar usar lipideos
cationicos na composicédo dos lipossomas, uma vez que estes sdo potencialmente
irritantes para o uso ocular e poderiam agravar o quadro da DOS (ROMOREN et al.,
2004; HE et al., 2013; KNUDSEN et al., 2015).

Atualmente, a técnica de DLS, também conhecida como espectroscopia de
correlacao de fotons (PCS) é a mais utilizada para se determinar de forma rpida e
confidvel o tamanho médio de lipossomas devido a sua simplicidade, robustez e
facilidade de execucdo (BHATTACHARJEE, 2016). Embora o DLS seja adequado
para determinacdo de tamanho em amostras monodispersas (com Pdl até 0,1), ele
perde exatiddo ao se tratar de amostras polidispersas. Com o emprego desta técnica,
nao € possivel visualizar e avaliar todas as populacdes que podem estar presentes na
amostra, sendo a distribuicao significativamente afetada pela presenca de populagbes
maiores (FILIPE; HAWE; JISKOOT, 2010). Sendo a INS uma proteina passivel de
aglomeracao e por se tratar de um sistema lipidico, decidiu-se analisar o tamanho de
particula dos lipossomas também pela técnica de NTA, pois ela permite que a
presenca de outras populacdes nos lipossomas, ou ainda, de agregados de proteina
nas dispersdes lipossomais sejam visualizadas. Com a técnica de NTA é possivel
distinguir duas populacdes com diferentes tamanhos de particula, uma vez que sua
analise é por rastreamento individual de particulas.

Ambas as técnicas de DLS e NTA permitem que o tamanho das particulas
presentes em um meio liquido seja determinado através do espalhamento da luz
incidida na amostra, porém hé diferencas no processamento e obtenc¢do do tamanho
da particula. Na técnica de DLS, o equipamento detecta as flutua¢cdes na intensidade
da luz espalhada em funcéo do tempo, criando uma funcéo de auto-correlacéo. A partir

dessa funcdo matemaética, sdo obtidos o didametro médio (Z-average) e o valor de
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distribuicdo estatistica do tamanho das particulas (Pdl ou indice de polidisperséo)
(MALVERN INSTRUMENTS, 2013; BHATTACHARJEE, 2016). Ja a técnica de NTA,
combina as propriedades do espalhamento de luz e do movimento Browniano das
particulas, sendo estas rastreadas com auxilio de um microscopio acoplado a uma
camera, a qual produz videos das distintas populacfes de particulas, enquanto estas
sao iluminadas por um laser (ORIEKHOVA; STOLL, 2014).

A andlise dos lipossomas pela técnica de NTA (Tabela 10) forneceu resultados
semelhantes aos obtidos por DLS (Tabela 9), com diametro médio ligeiramente
superior ao obtido por DLS e indicativo de populacdo unimodal (apenas um pico).
Semelhante ao indice de polidispersividade (Pdl), o SPAN é a medida da largura da
distribuicdo estatistica de tamanho das particulas. Ambos sdo constantes que
fornecem informacdes sobre a heterogeneidade das amostras. Quanto mais préximo
a 0 for o valor da distribuicdo, mais homogénea em relacdo ao tamanho é a
formulacédo. Dispersées com valores de Pdl menores do que 0,1 sdo consideradas
altamente monodispersas, enquanto aquelas com valores entre 0,1-0,4 s&o
moderadamente polidispersas. Dispersdes com Pdl acima de 0,4 j& demonstram alta
polidispersdo das particulas, que pode ser indicativo de agregacao ou aglomeracao
das vesiculas (BHATTACHARJEE, 2016). Da mesma forma, valores baixos de SPAN
(menores do que 1) sdo indicativos de uma dispersao com distribuicdo de particulas
de tamanho estreito, baixa polidispersividade e uniformidade (MONDAL et al., 2007;
FONTANA et al.,, 2014). Por ambas as técnicas é possivel constatar que os
lipossomas obtidos pelo método escolhido no presente trabalho sdo moderadamente
polidispersos com tamanho médio inferior a 200 nm.

Para se obter informacbes a respeito da morfologia, lamelaridade dos
lipossomas, além das caracteristicas de formato, tamanho e presenca de agregados,
analises de MET e MFA também foram realizadas.

A MET é uma técnica muito utilizada para avaliacdo morfolégica de estruturas
nanoparticuladas de origem lipidica, provendo imagens com precisao e alta resolucao
para amostras com tamanho entre 50 nm a 100 pm (GAUMET et al., 2008). As
imagens sdo geradas a partir da transmissédo de um feixe de elétrons através de uma
amostra previamente seca sobre uma superficie de grades de carbono. Para melhor
visualizacdo das estruturas, nossas amostras foram previamente tratadas com uma
solucdo aquosa de acetato de uranila (contraste negativo). Como visualizado na

Figura 19, o contraste negativo cora o fundo da placa em vez de contrastar as
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vesiculas, fornecendo imagens onde a regido exterior a vesicula é preta, enquanto a
area interna € branca (BIBI et al., 2011; KUNTSCHE; HORST; BUNJES, 2011).

Além da visualizacdo das estruturas e sua morfologia, a MET pode ser
empregada para estimar o tamanho de particula aproximado através da area de
superficie projetada, o que foi posteriormente melhor avaliado por MFA. Além de
fornecer dados aproximados sobre o tamanho, a técnica € capaz de mostrar
informacgdes sobre a lamelaridade dos lipossomas (PATIL e JADHAV, 2014). Pode-se
observar claramente na Figura 19 que as amostras de lipossomas, contendo ou nao
INS, sdo unilamelares e ndo ha presenca de agregados de lipossomas nas amostras.

As amostras contendo INS (Figura 19-C e D) possuem bordas irregulares em
comparacao ao lipossoma branco (Figura 19-A e B) sugerindo formato assimétrico
das vesiculas na presenca da proteina. Os resultados estimados de tamanho estédo
préximos ao obtido pela técnica de DLS (Tabela 9). Ainda, nas imagens 19-C e 19-D
€ possivel perceber a presenca de artefatos, possivelmente devido ao uso da uranila,
metal pesado, como contraste, uma vez que proteinas também sdo coradas em
presenca desse composto (BOOTH; AVILA-SAKAR; CHENG, 2011).

A andlise por MFA forneceu informag¢des importantes sobre as caracteristicas
morfolégicas e de distribuicdo dos lipossomas. A microscopia por MFA é uma
ferramenta preciosa para avaliacao precisa do tamanho e da forma das amostras sem
a necessidade de utilizar contrastes, gerando imagens tridimensionais de varredura
topografica em um curto periodo de tempo. A técnica pode ser classificada em
diferentes tipos, mas a mais utilizada para nanocarreadores farmacéuticos é o modo
contato-intermitente (RUOZI et al., 2005), que foi a utilizada neste trabalho. Em
relacdo ao MET, a MFA apresenta algumas vantagens, como a habilidade de produzir
imagens de alta resolugcéo sob condi¢des fisiologicas e n&do destrutivas, fornecendo
detalhes estruturais das amostras (ANABOUSI et al., 2005). O equipamento consiste
em um nano sensor de silicio conectado a um eixo flexivel, denominado cantilever,
que se move tridimensionalmente com alta precisdo (aproximadamente 1 nm) pelos
trés eixos: x, y e z. Um raio laser incide sobre a parte traseira do cantilever enquanto
ele varre a superficie topografica da amostra. Em seguida, uma imagem € captada
por um detector sensivel a luz (SITTERBERG et al., 2010). A superficie da mica, onde
€ depositado as amostras de nanoparticulas, fornece uma superficie com plano basal
de clivagem baixo, por ser um mineral anatomicamente plano (SITTERBERG et al.,
2010).
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As imagens obtidas por essa técnica forneceram informacdes adicionais a
respeito da forma e tamanho das particulas, que corrobora com as informacdes
obtidas por MET e DLS. Os resultados mostraram vesiculas de formato esférico,
porém com leve assimetria na presenca de INS, enquanto que os lipossomas brancos
apresentaram uma superficie esférica, lisa e regular (Figura 20-A, B, C). Nas imagens
da Figura 20-D e 20-E é possivel visualizar ainda a presenca de pequenas estruturas,
provavelmente correspondente a INS livre presente nas amostras do lipossoma INS.

Além de fornecer informacfes a respeito da morfologia e topografia da
particula, a MFA forneceu informacdes precisas a respeito de seu diametro maximo
meédio. Para a determinacdo do tamanho, cada particula com area de superficie
representativa foi avaliada individualmente para obter os resultados da Tabela 12,
apresentando tamanho inferior a 200 nm, resultados que corroboram com os obtidos
pelas técnicas de espalhamento de luz (Tabelas 9 e 10). Os lipossomas contendo INS
apresentaram diametro maximo médio inferior ao determinado por DLS e menores do
que o apresentado pelo lipossoma branco. Isso provavelmente ocorreu devido a
presenca de INS livre, uma vez que as analises obtidas por MFA sao realizadas por
namero, as quais forneceram particulas com diametro variando entre 50 — 70 nm.
Como ja discutido anteriormente, as andlises realizadas por SAXS da dispersao de
INS na solucao de hidratacéo (Figura 22-A e 22-B) mostram que as moléculas de INS
podem se auto associar em PBS, formando agregados com tamanhos préximos a 80
nm (Tabela 13). Desta forma, a presenca desses agregados de INS livre, menores do
que os lipossomas, pode deslocar o tamanho médio geral das particulas das
dispersdes lipossomais para uma média menor de tamanho.

SAXS é o método de escolha para caracterizacao estrutural de materiais a nivel
atdmico e molecular, sendo muitas vezes utilizado para caracterizagéo de lipossomas,
fornecendo informacgdes diretas sobre a conformacdo e espessura da bicamada
lipidica da vesicula (PABST et al., 2010; VARGA et al., 2012). O objetivo principal do
estudo dos lipossomas por SAXS foi obter informacgdes preliminares e exploratorias a
respeito das caracteristicas estruturais dos lipossomas. As analises forneceram trés
informacdes a respeito das caracteristicas estruturais dos lipossomas desenvolvidos:
a) espessura da vesicula lipidica; b) grau de lamelaridade das vesiculas; c) influéncia
da adicdo de INS na bicamada lipidica.

A partir das curvas obtidas pelas analises de espalhamento (Figura 24-A) e

modelagem IFT de cada uma das curvas foi possivel obter a funcdo p(r) a qual
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assumiu um comportamento tipico conhecido para lipossomas (OLIVEIRA, 2005;
OSELIERO-FILHO, 2013). A espessura da bicamada lipidica foi de 42 A, valor este
caracteristico de bicamadas formadas por uma grande variedade de lipidios
(AMENITSCH et al., 2011; VARGA et al., 2012; OSELIERO FILHO, 2013).

ModificagBes na curva de SAXS foram introduzidas com a adicdo da INS ao
sistema PC:NaC (Figuras 24-D), sendo possivel correlacionar essas mudancas a
alteracdes na bicamada lipidica. Diversos estudos tém utilizado o SAXS para obter
informagdes estruturais sobre lamelaridade (RISTORI et al., 2009), espessura
(AMENITSCH et al., 2011) e simetria da bicamada lipidica de lipossomas, além de
usarem a técnica para determinar modificacfes estruturais na bicamada lipidica apos
a adicdo de compostos com alta massa molecular, como polimeros (MERTINS, 2008;
AMENITSCH et al., 2011; VARGA et al., 2012). Porém, para melhor investigacdo
sobre essas alteracdes, € necessaria uma modelagem direta dos dados, a qual podera
ser feita em ensaios futuros. As alteracfes causadas na bicamada lipidica pela adicédo
da INS sugerem, no entanto, que ao menos parte da INS esta encapsulada nesta
regiao do lipossoma.

6.4 ESTABILIDADE DOS LIPOSSOMAS E DA INS

No desenvolvimento de sistemas de liberacdo nanoparticulados de farmacos,
além da estabilidade quimica, € importante garantir a estabilidade fisica das
nanoparticulas. Particularmente para os lipossomas, a estabilidade fisico-quimica
influencia diretamente em suas propriedades bioldgicas, estando relacionada a
eficacia e seguranca dos produtos farmacéuticos.

Entre as técnicas mais comuns para se avaliar a estabilidade de lipossomas
pode-se citar a analise do tamanho de particula e distribuicdo de tamanho, morfologia,
sedimentacdo, grau de cristalinidade, carga da superficie da particula, além da
estabilidade quimica do farmaco (WU et al, 2011).

As vesiculas lipidicas tendem a aglomerar ou degradar conforme o tempo, o
gue pode levar a fuga do farmaco encapsulado (MOZAFARI, 2010, LIM et al., 2015).
Desta forma, para se avaliar sobre a melhor forma de armazenamento dos
lipossomas, o tamanho de particula, o indice de polidispersdo (Pdl), o potencial zeta
e 0 pH das dispersodes lipossomais foram avaliadas no decorrer de 90 dias. As

amostras foram armazenadas a 4°C para se evitar influéncia da degradacgéo da INS
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neste estudo. Isto porque é sabido que proteinas como a INS tem sua estabilidade
prejudicada por longos periodos a temperatura ambiente (GUALANDI-SIGNORINI,
GIORNI, 2001).

As dispersdes lipossomais mantiveram-se estaveis por até 60 dias. Em 90 dias,
no entanto, os lipossomas brancos tiveram uma diminuicéo significativa de tamanho
(Figura 25-A), que pode ser explicado pelo aumento da permeabilidade dos
lipossomas e solubilizagé@o das vesiculas (BATISTA et al., 2007). Isto acontece devido
a hidrélise do grupamento éster presente no fosfolipidio, levando a formacdo de um
produto intermediario, a liso-fosfatidilcolina. A presenca desse composto intermediario
altera a organizacdo dos lipideos, que passam da fase lamelar para um sistema
micelar, o qual € composto por micelas simples ou mistas (ZUIDAM et al., 1995;
LOPEZ et al., 1998; ALMGREN, 2000). Entretanto, 0 mesmo nao ocorreu para as
dispersdes lipossomais que continham INS, as quais apresentaram um aumento em
seu tamanho estatisticamente significativo (Figura 25-C), que pode ter sido resultado
da agregacdo das vesiculas no decorrer do tempo de armazenamento. Sendo assim,
a presenca do farmaco no sistema demonstrou evitar, de alguma maneira, a hidrélise
do fosfolipidio.

Em relacéo ao pH, ambos os lipossomas branco e contendo INS apresentaram
uma gueda significativa em seu valor apés 90 dias de armazenamento (Figura 25-D),
sugerindo oxidacao dos compostos lipidicos, que assim como as reacdes de hidrolise,
€ um processo muito comum de decomposi¢do dos lipossomas. A oxidacdo das
ligacdes insaturadas da PC, contribuem para o aroma rancoso da formulagéo, e ainda
contribui para a instabilidade fisico-quimica das vesiculas.

Ja em relacdo ao PdI, tanto o lipossoma sem ou com INS ndo demonstraram
variagdo significativa da distribuicdo de tamanho, mantendo a caracteristica de
populacdo polidispersa. Também os lipossomas contendo INS n&o apresentaram
variacdo de potencial zeta no decorrer dos 90 dias de estudo. Ambas dispersoes,
lipossomais ou contendo apenas INS, apresentam potencial zeta ligeiramente
negativo (Tabela 9). A provavel fuga da INS dos lipossomas apds 90 dias de
armazenamento, como discutido anteriormente, nao resulta, portanto, em variagao do
potencial zeta da disperséo.

A estabilidade quimica da proteina foi verificada a temperatura ambiente por 72
h. Durante este periodo, nao foi verificada variacdo da porcentagem remanescente do

farmaco em relacdo a dispersdo de INS que ndo continha lipossomas (Figura 26).
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Esses resultados sugerem que, pelo menos durante este periodo de analise, os
lipossomas nédo alteram as caracteristicas quimicas da INS, importantes para que ela
mantenha sua atividade biol6gica (RAWAT et al., 2015).

Uma alternativa para aumentar o tempo de prateleira dos lipossomas seria
submeter a formulac&o, com adicdo de um crioprotetor, ao processo de liofilizac&o,
aumentando assim sua estabilidade fisica. Por retirar toda a agua do sistema, a
liofilizagdo prolonga o tempo de prateleira, evitando processos quimicos como
oxidacao e hidrdlise, diminuindo ainda a possibilidade de agregacdo das particulas
(LIM et al., 2015; PIRES DE SA et al., 2015). A adico de um agente antioxidante e a
conservacao das formulacdes em uma atmosfera inerte, também contribuiriam para
aumentar a estabilidade fisica dos lipossomas (BATISTA et al., 2007).

E importante destacar que todos os testes em cultura de células foram
realizados apo6s 24 h do preparo dos lipossomas, para assegurar sua estabilidade

fisica e quimica, principalmente do farmaco.

6.5 ENSAIO DE IRRITACAO OCULAR IN VITRO — HET-CAM

O teste de HET-CAM, aplicado sobre a membrana corioalantéide (CAM) de
ovos de galinha embrionados, é um ensaio de irritacdo ocular alternativo ao teste de
Draize, realizado em coelhos (LUEPKE, 1985). Embora ainda sobre processo de
validacdo internacional, o teste HET-CAM ¢é aceito pela ANVISA para avaliar o
potencial irritante ocular de produtos farmacéuticos e cosméticos. A CAM é uma
membrana fina e vascularizada e ndo inervada, que protege o embrido do contato com
0 ar (GILLERON et a., 1996). Por ser altamente vascularizada e possuir tecido
estratificado, a CAM responde ao trauma com uma reacao inflamatoria semelhante
aguela produzida pela conjuntiva (ALANY et al., 2006).

Os resultados demonstraram que a formulacdo desenvolvida contendo INS
(PC:NaC INS) apresentou-se como ligeiramente irritante por ambos os pesquisadores,
apresentando sinais de hiperemia entre 30 s e 2 min (Figura 27 e Tabela 14). Acredita-
se, porém, que essa hiperemia de grau leve ndo comprometa seu uso toépico ocular
conforme proposto no presente trabalho, uma vez que as formulagdes foram aplicadas
sem diluicdo. Sabe-se também, que o simples contato da formulagdo com a CAM pode
gerar um resultado falso-positivo de hiperemia na membrana CAM, sendo esta uma
limitacdo do teste (STEILING et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2012). Associado a isso,
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sinais mais severos de irritacdo ocular como hemorragia ou coagulacdo nao foram
detectadas em nenhuma das formulacdes testadas.

Embora seja um teste qualitativo, o ensaio do HET-CAM, em associagao com
outros ensaios in vitro complementares, € (til para avaliar a seguranga de um produto
direcionado para a aplicacdo ocular, sendo muito utilizado para identificar irritantes
oculares severos. Ensaios de citotoxicidade pelo método de vermelho neutro e ensaio
de MTT ou XTT, sdo complementares para garantir a seguranga das formulacoes
desenvolvidas (ANVISA, 2012). Sabe-se que no mercado, atualmente, alguns
produtos farmacéuticos possuem em sua composi¢ao a associacdo de sais biliares e
PC para administracéo intravenosa (VALIUM® MM e KANAKION® MM, F. Hoffmann-
La Roche Ltd, Basel, Suica). Esses medicamentos possuem em sua cOmposicao
proporc¢des molares de sal biliar:PC ainda maiores do que as utilizadas neste presente
trabalho, o que corrobora com os dados de seguranca do composto para tratamento
topico ocular (FREE; COLLIER; DUNDEE, 1986; GUENTERT et al., 1987; DANGI;
VYAS; VIXIT, 1998).

6.6 ESTUDOS IN VITRO EM CULTURA DE CELULAS EPITELIAIS DA CORNEA
HUMANA

Um dos aspectos mais relevantes relacionados a severidade e cronicidade da
DOS é a presenca da resposta imune crénica mediada pela inflamacgéo. A exposicao
das células epiteliais da cornea e da conjuntiva ao ambiente hiperosmolar induz a
liberacdo via receptor de citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias e o aumento da
expressdo de moléculas de adeséo e do numero dos linfocitos T (DE PAIVA et al.,
2006; BARABINO et al., 2012; BAUDOUIN et al., 2013). Mediadores inflamatoérios
como interleucinas 1B (IL-1B), 6 (IL-6), 8 (IL-8), 17 (IL-17), interferon-y, fator de
necrose tumoral a (TNF-a), e metaloproteinase de matriz 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9)
estéo relacionadas com a DOS e a inflamacao na superficie ocular. Esses mediadores
por sua vez, estdo associados ao aumento de leucdcitos e células T, resultando em
dano epitelial progressivo (BARABINO et al., 2012; STEVENSON; CHAUHAN; DANA,
2012). Em contrapartida, nos casos mais severos da DOS, ap0s dano epitelial é
comum o surgimento de feridas de coOrnea, as quais sdo, no geral, de dificil

cicatrizacao.
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Tendo em vista a fisiopatologia da DOS e as complicaces decorrentes dessa
desordem, como as feridas na superficie ocular, deve-se avaliar minuciosamente o
comportamento de nanoparticulas na administracao tdpica ocular, para avaliar seus
beneficios em cada estagio da doenca. Sendo assim, para o desenvolvimento de
lipossomas biocompativeis contendo PC e sal biliar para encapsulacéo de farmacos
€ de suma importancia que o sistema de liberacdo ndo cause dano celular ou
apresente citotoxicidade perpetuando desta forma o processo inflamatério crénico.
Espera-se que o sistema possa ter um efeito protetor na superficie ocular, e que seja
estavel para encapsulacédo da INS, a qual pode exercer sua agao farmacolégica.

Os estudos em cultura de células epiteliais da cornea tiveram como finalidade,
portanto, avaliar o comportamento das células epiteliais de cornea frente ao
tratamento com as formulac¢des aqui desenvolvidas, aplicando um modelo in vitro que
se aproximasse da DOS. Nesse sentido, 0 emprego de cultura de células epiteliais de
coérnea humana (HCE) estimuladas com LPS utilizado em nosso trabalho simula a
irritacéo e a inflamacao ocular causada pela exposicdo ambiental (CAO et al., 2015;
ZHENG et al., 2015; TSENG et al., 2016). Entretanto, vale ter em mente que por se
tratar de um ensaio bidimensional in vitro, 0 modelo de estimulo inflamatério em
cultura de células nao reflete o que de fato acontece in vivo, sendo esta uma limitacéo
da metodologia empregada neste trabalho.

Para avaliar qualquer resposta celular in vitro, foi necessario primeiramente
garantir que a aplicagao das formulagdes na faixa de concentragéo avaliada na cultura
de células ndo causaria morte celular. O ensaio de viabilidade celular (Figura 28) foi
entdo realizado pelo método do vermelho neutro. Este método é baseado na
habilidade das células viaveis em realizarem o uptake do corante em seus lisossomos,
atraves da producdo de ATP e manutencédo de gradientes de pH (REPETTO et al.,
2008). Os resultados demonstraram que a faixa de concentracao testada, entre 40 a
0,67 pg/mL de INS, correspondente a concentragdo de lipossomas entre 4,5.101° a
7,108 particulas/mL, ndo foram citotdxicas para as células HCE-SV40, apresentando
0 mesmo percentual de viabilidade que o grupo controle (Figura 28). De forma
semelhante, estudo realizado por Vicario-de-la-Torre e colaboradores (2014) mostrou
que lipossomas convencionais produzidos com PC, a-tocoferol e hialuranato de sodio
apresentaram 80% de viabilidade celular em células de epitélio de cornea e conjuntiva

e boa tolerabilidade em ensaios de tolerancia in vivo.
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Lipossomas sao formulacbes baseadas em lipideos biocompativeis, como a
PC, componente da membrana plasmaticas das células (TORCHILIN, 2005; ALLEN;
CULLIS, 2013) e, no geral, ndo apresentam citotoxicidade. No entanto, a adicdo de
sais biliares a sua composigéo pode resultar em influéncia negativa na tolerabilidade
dos lipossomas pelas células, uma vez que estes séo tensoativos e podem causar
irritacdo ou morte celular (DIAL et al., 2008; TAN et al., 2013). A citotoxicidade de
lipossomas formados por diferentes tipos de sais biliares foi avaliada em células HCE
por Dai e colaboradores (DAl et al.,2013). O deoxicolato de s6dio mostrou ser o Unico
sal biliar téxico as células HCE quando associados aos lipossomas, sendo seu efeito
correlacionado a concentracao de lipideo utilizada (DAI et al.,2013). Os lipossomas
de PC:NaC aqui desenvolvidos também ndo apresentaram citotoxicidade para as
células HCE (Figura 28), corroborando com os resultados obtidos no ensaio do HET-
CAM (Figura 27), demonstrando que a formulacédo desenvolvida € segura para células
de epitélio de cérnea humana.

Comprovada a viabilidade das células HCE na presenca das formulacdes,
avaliou-se a capacidade dessas células em produzirem mediadores pré-inflamatérios,
perante um estimulo exdégeno para simular a DOS. Diversos estudos descrevem
diferentes estimulos para producdo de citocinas e quimiocinas em células HCE.
Radiacdo UV-B (PAULOIN et al.,, 2009), incubacdo de células com solucdes
hiperosmolares (de 500 to 700 mOsM/kg) (LIU et al., 2009; ZHENG et al., 2015),
solugcbes de SDS com diferentes concentracdes (KIM et al.,, 2016) e scratchs
associado a incubacdo com LPS (ESLANI et al., 2014) séo todas estratégias que ja
foram estudadas como estimulo para producdo de interleucinas. O tratamento com
LPS, entretanto, € o mais frequentemente empregado nos estudos conduzidos em
culturas celulares, e principalmente de HCE (SLADOWSKI et al., 2005; NARUMI et
al., 2014), justificando a escolha deste como primeiro estimulo para a expressao de
IL-1B, TNF-qa, IL-6 e MMP-9 neste trabalho.

O LPS é um componente da membrana celular de bactérias Gram-negativas,
sendo considerado um composto modelo para estudo da irritacéo e inflamacao ocular.
Ele age induzindo a inflamacéo ao estimular a resposta imune inata do hospedeiro,
uma vez que se liga ao receptor de complemento CD14, e a outros receptores
transmembrana, denominados toll like (TLRs), e induz a liberacdo de citocinas pré
inflamatorias, incluindo IL-6, IL-8, TNF-a (ERDINEST et al.,, 2012). TLRs ja foram
descritos na GL, cérnea humana, conjuntiva e na retina (KUMAR et al., 2004;
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PEARLMAN et al.,, 2008; ERDNEST et al., 2014). Sabe-se que o LPS é capaz de
estimular o receptor TLR4. Apdés o estimulo do receptor TLR, uma cascata de
sinalizacado € iniciada, ativando a via NF-kB e a secrecéo de citocinas, quimiocinas e
moléculas coestimuladoras (ERDINEST et al., 2014). A ativacdo de mediadores
especificos depende, no entanto, do tipo de receptor transmembrana ao qual o LPS
se liga. Ueta e colaboradores (UETA et al., 2014), por exemplo, reportou que células
HCE falharam em responder ao estimulo com LPS e peptidoglicana, talvez por falta
de receptor TLR4 e TLR2 em sua superficie celular, embora os mesmos estivessem
presentes no citoplasma. Em 2005, o mesmo grupo demonstrou a expressao de TLR3
na superficie de células HCE responsivo ao RNA viral, seguido do aumento da
expressao génica e quantificacdo de mediadores como IFN-Y; IL-6 e IL-8 (UETA et
al., 2005). O mesmo efeito n&do foi observado, no entanto, com LPS.

Embora existam alguns trabalhos que demonstrem a expressédo de IL-1B e
TNF-a em culturas HCE apds estimulo com LPS (SLADOWSKI et al. 2005), a
auséncia da expressdo desses mediadores, como ocorrido neste trabalho, foi
observada por varios outros autores (UETA et al., 2004; UETA et al., 2005; ERDINEST
etal., 2012; NARUMI et al., 2014, CAO et al., 2015). Pode-se entender a discrepancia
entre os dados encontrados na literatura com base nas diferencas nos padrées de
expressao e responsividade de linhagens de células diferentes (KIM et al., 2016).
Linhagens celulares imortalizadas, como a utilizada neste trabalho, s&o
geneticamente manipuladas e ndo propriamente representam linhagens primarias,
podendo sofrer alteracbes no fendtipo, funcdes nativas e responsividade a
determinados estimulos (KAUR e DUFOUR, 2012).

Desta forma, outros protocolos além do estimulo com LPS foram utilizados com
0 intuito de estimular as células HCE a produzirem IL-18 e TNF-a, como o scratch (na
presenca e auséncia de LPS) (ESLANI et al., 2014) e a incubagédo com SDS (KIM et
al., 2016), conhecido agente irritante. A associagdo de feridas (scratchs) com LPS é
descrita como estratégia capaz de resultar na expressdo dos receptores TLR4
(ESLANI et al., 2014), enquanto que o SDS foi selecionado como padrédo de irritagdo
ocular, estimulando a liberacdo de citocinas (KIM et al., 2016). Entretanto, nenhum
deles resultou em expressao detectavel de IL-13 e TNF-a pela técnica empregada em
nosso trabalho. Além das diferencas entre as linhagens celulares, Narumi e
colaboradores (NARUMI et al., 2014) s6 conseguiram estimular a liberacdo de TNF-a

por células HCE apdés estimulo com LPS em associacdo a células dendriticas (DC)
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imaturas, evidenciando que a liberacdo desse mediador depende da presenca do
sistema complemento. Erdinest e colaboradores (ERDINEST et al., 2012) também
demonstraram a expresséo de IL-1B e TNF-a apds estimulo com LPS quando este
estava complexado ao CD14, confirmando novamente a importancia do sistema
complemento para expressédo desses mediadores.

Assim, em nosso trabalho, o estimulo das células com LPS resultou na
expressao de IL-6 e MMP-9 (Figura 30), mas as células ndo expressaram IL-13 e TNF-
a em quantidades detectaveis. Desta forma, IL-6 e MMP-9 foram as substancias
escolhidas para serem monitoradas apos o tratamento das células com as
formulacdes lipossomais e com a dispersdo de INS. E importante ressaltar que os
ensaios de viabilidade celular foram realizados ap6s o uso de LPS, scratch e SDS de
forma a garantir que a concentracdo e o tempo de estimulo ndo causassem morte
celular (Figura 29), assegurando a viabilidade das células para secrecédo de citocinas
inflamatorias.

Outro ponto a ser observado nos estudos de citoxicidade é o estimulo
proliferativo nas células HCE apds incubacdo com LPS (Figura 29). Em relacdo ao
controle, o nimero de células viaveis nos grupos tratados com a substancia foi maior,
fato este que pode ser explicado pelo efeito na migracdo e proliferacdo celular
causado pelo LPS. Esse efeito causado pela incubacdo com LPS estd bastante
relacionado ao processo inflamatério resultante e ao fechamento de feridas. Eslani e
colaboradores (ESLANI et al., 2014) mostraram que 100 ng/mL de LPS ultrapuro foi
capaz de acelerar o fechamento de uma ferida de scratch em culturas de células HCE,
demonstrando um aumento na migracao e proliferacao celular quando incubado com
LPS. Para evitar o efeito de proliferagcdo na cultura celular, a concentracao de LPS
escolhida para os ensaios com as formulagdes foi de 2000 ng/mL, uma vez que nao
foi observada diferenca significativa no nimero de células do grupo tratado com LPS
em relacdo ao controle somente células (Figura 29).

Apoés padronizacdo do protocolo de estimulo das células para producdo de
mediadores inflamatorios, o estudo objetivou avaliar o tratamento das células HCE
com os lipossomas e com a dispersdo de INS verificando a influéncia dessas
formulagbes na expressao de IL-6 e MMP-9. Para tanto, esta avaliagéo foi feita em
um ambiente normal (células sem estimulo pro-inflamatério) e em um ambiente

estimulado com LPS, para simular o quadro de inflamacao presente na DOS.
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Em um primeiro momento, na presenca de LPS, os niveis de IL-6 e MMP-9 em
HCE foram quantificados e diferentes concentracdes do sistema de liberacdo sem o
farmaco (lipossoma branco em concentracdes variando de 1,125.10%° a 1,4.10°
particulas/mL) foram aplicadas as células. Os resultados demonstraram que nao
houve aumento ou diminuicéo significativa na producéo dos marcadores inflamatorios
guando as células foram expostas a concentracdo de particulas usadas para se ter
1UI de INS (4.10° particulas/mL) (Figura 31). Ou seja, o sistema de liberacdo sem o
farmaco, nas concentrac6es testadas, ndo possui efeito pré ou antiinflamatério em
células HCE, excluindo-se a hipétese de dano celular causado pela adesdo das
vesiculas as membranas celulares do epitélio de cornea.

Ja quando as células estimuladas com LPS foram submetidas ao tratamento
com as formulagfes que continham INS houve um aumento significativo nos niveis de
IL-6 (Figura 32A). Este aumento também foi verificado na auséncia do estimulo
inflamatorio (Figura 33A). O aumento dos niveis de IL-6 nas células tratadas com o
farmaco com e sem estimulo LPS, sugerem que esse efeito na expressdo da
interleucina esta relacionada a INS e ndo aos lipossomas. Embora este resultado
demonstre aumento da expressdo de uma citocina pro-inflamatéria pelas células HCE
na presenca da INS, acredita-se que este seria um cenario favoravel para a
cicatrizacdo de feridas na superficie ocular, uma vez que a DOS resulta muitas vezes
em feridas de cornea de dificil cicatrizacao.

No processo de cicatrizacdo de feridas de coOrnea, a resposta inflamatoria
ocorre em beneficio da regeneracéo celular, onde varios fatores de crescimento e
citocinas estdo envolvidos, como a IL-6 (ARRANZ-VALSERO et al., 2014). Esse
mediador pro-inflamatorio possui importancia no papel de sinalizacao intracelular apés
dano celular, agindo como fator inicial na etapa de reorganiza¢ao e migracao celular,
sendo interessante para uma resposta aguda a favor da cicatrizagcdo (LJUBIMOV;
SAGHIZADEH, 2015). No processo de cicatrizacdo, a ativacdo mitogénica,
proliferacdo e migracdo celular estdo intimamente relacionadas ao processo
inflamatorio para o fechamento das feridas, que poderia ser favorecido com um
aumento agudo na expressao de IL-6.

A MMP-9, por outro lado, exerce um papel mais complexo, tanto na cicatrizagéo
de feridas como na DOS. O ambiente inflamado que perpetua na DOS atrai
macrofagos que contribuem para a sintese da matriz extracelular (MEC). A MEC esta

em constante processo de remodelagéo e sua sintese e degradacdo acompanha os
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processos de regeneracdo, cura de feridas, processos de fibrose cronicos,
morfogénese, invasdo e metastase de tumores. Ela regula o crescimento, a
proliferacéo e a diferenciacdo das células que estao presentes em seu interior (LUO
et al., 2004; DE PAIVA et al., 2006). A MMP-9, por ser uma enzima degradadora de
MEC produzida pelo epitélio de cérnea (SOBRIN et al., 2000), esta envolvida no
desarranjo da funcéo barreira do epitélio através da lise de proteinas responsaveis
por manter as tight junctions (DE PAIVA et al., 2006), trazendo danos a superficie
ocular quando em excesso, como na DOS.

Pode-se observar na Figura 32B que ap6s o tratamento das células
estimuladas com LPS com o lipossoma INS ndo houve alteracdo significativa na
producdo de MMP9, embora a dispersdo simples INS tenha diminuido
significativamente os niveis do marcador. Essa diferenca observada, pode estar
relacionada a quantidade de INS livre nos lipossomas. A encapsulacdo da INS nos
lipossomas diminuiu a quantidade de INS livre no meio, em comparacao a dispersao
de INS, no inicio do tratamento das células. Assim, a quantidade de INS livre nos
lipossomas néo foi suficiente para que a mesma impedisse a expressdo de MMP-9
como a dispersdo de INS quando administrada juntamente ao estimulo inflamatario.
Ja& na auséncia de estimulo inflamatério (LPS), o tratamento com a INS, presente no
lipossoma ou na dispersdao nédo levou a alteracdes significativas na expressado de
MMP-9, que permaneceu semelhante ao controle.

Como vérios estudos tém mostrado os efeitos benéficos da INS na homeostase
ocular, o aumento da expresséao de IL-6 verificado neste trabalho pode ter um papel
benéfico, principalmente em relacdo ao processo de cicatrizacdo de feridas de cérnea.
Por outro lado, a INS demonstra, concomitante ao estimulo com LPS, desestimular a
expressdo de MMP-9 pelas células HCE. Como esta situacdo ndo simula um
tratamento real da DOS, iniciado quando o quadro inflamatério ja esta presente,
estudos in vivo sd0 necessarios para verificar se a administragéo do lipossoma INS
afetara a expressdo de MMP-9 e IL-6 de forma semelhante ao observado com o
tratamento em cultura HCE e se podera trazer possiveis beneficios clinicos ao
tratamento da DOS, como o0 aumento do volume lacrimal.

Ainda assim, nenhum estudo anterior avaliou a efetividade de um sistema de
liberacao lipidico em combinacdo com a INS para tratar células HCE sob estimulo
inflamatorio causada por LPS. O LPS pode ser considerado um estimulo agressivo as

células, e o tratamento concomitante das formulagdes pode mascarar algum efeito
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tardio das formulacdes. Assim, ressalta-se mais uma vez a importancia de estudos
complementares para melhor avaliacdo do sistema de liberagdo em um organismo
como um todo.

Na contramé&o da terapia convencional, a INS surge como um potente
secretagogo e hormoénio relevante para a homeostase da superficie ocular e GL.
Aliado a isso, temos uma disperséo lipidica que ndo causa danos complementares as
células epiteliares, podendo ser um sistema de liberagdo promissor para
encapsulacdo da INS na supercie ocular.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos e discutidos no presente trabalho, pode-se
concluir que os lipossomas desenvolvidos para encapsulagéo da INS, obtidos a partir
da associacdo de PC e NaC, sao sistemas promissores para o tratamento da DOS,
uma vez que apresentaram caracteristicas fisico-quimicas e estabilidade fisica
adequadas para a administragao ocular. Os estudos de seguranca, citotoxicidade,
irritacdo ocular e potencial inflamatorio em cultura de células de epitélio de cornea
humana também se mostraram promissores, a medida que o0s lipossomas
apresentaram baixo potencial irritante em membrana CAM, ndo causaram morte
celular e nem potencializaram o processo inflamatério instalado em um modelo in vitro
de inflamacéo da superficie ocular mediada por LPS. A INS demonstrou nao estimular
a expressao de MMP-9 neste modelo, sugerindo um papel importante no tratamento
da DOS, enquanto que o aumento na IL-6 pode trazer beneficios para o processo de
cicatrizacdo de feridas de cérnea. Os estudos sugerem que esses lipossomas podem
vir a ser testados in vivo para avaliacdo de seu potencial clinico para tratamento da
DOS e auxilio no tratamento de feridas de cornea, sendo uma alternativa promissora

as terapias existentes hoje.
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