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RESUMO

A doengca do olho seco (DED) é uma doenca multifatorial do filme lacrimal e superficie ocular
que causa desconforto, distarbios visuais e instabilidade do filme lacrimal, com potencial dano
a superficie ocular. Diversos estudos tem demonstrado o potencial de uso do tacrolimus (TAC),
um farmaco imunossupressor, no tratamento da DED. Devido a baixa biodisponibilidade ocular
de farmacos administrados por meio de colirios e considerando a alta prevaléncia da DED,
justifica-se o desenvolvimento de novas opcGes eficazes e seguras para aumentar o tempo de
residéncia pré-corneal e/ou a capacidade de penetracdo do farmaco e consequentemente para
melhorar o tratamento da referida condigdo clinica. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho
foi investigar a eficacia de sistemas poliméricos nanoestruturados contendo o TAC e com
diferentes cargas superficiais para uso tépico ocular no tratamento da DED. O processo de
fabricacdo da nanoparticula catiénica - NTAC - foi o método de deposicdo interfacial de
polimero pré-formado utilizando como polimero o Eudragit® RL100. A nanoparticula
revestida, anionica - NTAC-HA - foi obtida pela adi¢do de acido hialurdnico, na forma de
hialuronato de sédio, a NTAC pela técnica de adsorcdo de superficie. Diferentes testes de
caracterizacdo fisico-quimicos foram realizados. A NTAC apresentou didmetro médio de 166,7
+ 0,29 nm, indice de polidisperséo de 0,061 + 0,01, potencial zeta + 63,73 + 9,58 mV e pH=
4,68 £ 0,09 . Paraa NTAC-HA, os valores foram: 227,2 + 1,30 nm; 0,44 £ 0,01; -30,03 + 0,55
mV e 6,17 + 0,01 respectivamente. A eficacia do revestimento foi comprovada pela inverséo
do potencial zeta da NTAC-HA comparado ao da NTAC. A eficiéncia de encapsulamento do
farmaco na NTAC foi de 91,02% + 0,71. A caracterizacdo morfoldgica permitiu que as duas
nanoformulagdes obtidas fossem classificadas como nanocapsulas. Pela interagdo com a
suspensdo de mucina 1% foi possivel verificar as propriedades mucoadesivas dos polimeros. O
potencial de irritacdo ocular foi verificado pelo teste de membrana corion-alantoide de ovo
embrionado (HET-CAM) e pelo teste de Draize (in vivo). A NTAC e a NTAC-HA foram
classificadas como ndo irritantes. O modelo experimental de inducdo da DED foi realizado com
0 uso de sulfato de atropina 1%. A administracdo topica uma vez por dia das nanoformulagdes,
apo6s a confirmacdo da indugdo e durante sete dias aumentou a producdo de lagrimas,
reestabeleceu a estabilidade do filme lacrimal e a integridade da camada epitelial das corneas
dos animais. Assim, os resultados demonstraram o potencial uso das nanoparticulas
desenvolvidas no tratamento da DED.

Palavras-chave: nanoparticulas catiénicas; nanoparticulas anidnicas; cido hialurénico; sistema
coloidal hibrido; doenca do olho seco; modelo animal; mucoadesdo; estudos de

biocompatibilidade ocular.



ABSTRACT

Dry eye disease (DED) is a multifactorial disease of the tears and ocular surface that results in
symptoms of discomfort, visual disturbance, and tear film instability with potential damage to
the ocular surface. Several studies have demonstrated the potential use of the immunomodulator
tacrolimus (TAC) in dry eye treatment. Due to the low ocular bioavailability of drugs
administered by eye drops and the high prevalence of DED disease, the development of new
safe options to increase precorneal time and/or drug penetration is justified. Thus, the goal of
this project was to investigate the efficacy of nanostructured polymeric systems containing TAC
with opposite superficial surfaces for the topical ocular treatment of DED. The manufacturing
process of the NTAC nanoparticle was by interfacial deposition of preformed polymer method.
The polymer used was Eudragit® RL100.The coated (anionic) nanoparticles with hyaluronic
acid (NTAC-HA) were prepared by the surface adsorption technique from preformed NTAC.
Various physical characterization tests were performed. For NTAC, the particle size was
166.7+0.29 nm, the polydispersibility index was 0,061 + 0.01, zeta potential was +63.73 £9.58
mV and pH= 4.68 + 0.09. The NTAC-HA results were: 227.2 + 1.30 nm; 0.44 + 0.01;
-30.03£0.55mV and 6.17 £ 0.01 respectively. The drastic inversion in the nanoparticle surface
charge showed that the coating process was successfully and efficiently performed. The
encapsulation efficiency of NTAC was 91.02% =+ 0.71.The nanoformulations were classified as
nanocapsules by morphological analysis. The interaction between the polymers used to prepare
the nanostructured systems and the mucin suspension (1%) showed their mucoadhesive
properties. The ocular irritation study was performed using the Hen's egg chorioallantoic
membrane test (HET-CAM) and the Draize test (in vivo), and both nanoformulations were
classified as non-irritating. The in vivo DED model was chemically induced using atropine
sulfate. Topical application of NTAC and NTAC-HA, after DED diagnostic confirmation, once
a day for seven days, restored tear volume back to baseline, film stability and repaired damaged
epithelial cells. Therefore, these findings clearly illustrate the potential of these nanoparticles
for DED treatment.

Key-words: cationic polymeric nanoparticles; anionic nanoparticles; hyaluronic acid; hybrid

colloidal systems; dry eye disease; animal model; mucoadhesion; biocompatibility studies.
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As doengas oculares sdao um grande problema de saude publica e impactam
significativamente a qualidade de vida, o estado psicoldgico e as oportunidades educacionais e
profissionais dos pacientes (PAULSEN et al., 2014; MORTHEN et al., 2021). Dados da
Organizacdo Mundial da Sadde informam que globalmente mais de 2.2 bilhGes de pessoas
possuem algum tipo de deficiéncia visual e pelo menos 1 bilhdo de pessoas ndo possuem acesso
aos servicos oftalmolégicos e vivem desnecessariamente com a visdo comprometida (WHO,
2023). Dentre as condigdes clinicas de alta prevaléncia mundial e que possui um ritmo
acelerado de crescimento, destaca-se a doenca do olho seco (do inglés dry eye desease - DED).
De acordo com estudos epidemioldgicos realizados globalmente, a prevaléncia da sindrome de
olho seco varia de 5 a 50% (STAPLETON et al., 2017). Estima-se que cerca de 344 milhdes
de pessoas sdo direta ou indiretamente afetadas pela DED (ZHMUD et al., 2023). A
etiopatologia da doenca é variada e esta associada a fatores imunoldgicos, genéticos,
terapéuticos, hormonais e ambientais (NELSON et al., 2017; CRAIG et al., 2017).

De acordo com a Sociedade de Superficie Ocular e Filme Lacrimal, e o Dry Eye
Workshop (Tear Film and Ocular Surface Society and Dry Eye Workshop - TFOS DEWS I1), a
doenca do olho seco € uma doenca multifatorial da superficie ocular, caracterizada pela perda
da homeostase do filme lacrimal e acompanhada de sintomas oculares, em que a instabilidade
e hiperosmolaridade do filme lacrimal, inflamacéo e danos da superficie ocular e anormalidades
neurossensoriais desempenham papéis etiolégicos (NELSON et al., 2017; CRAIG et al., 2017).
As terapias utilizadas para o tratamento da doenca do olho seco incluem lagrimas artificiais,
anti-inflamatorios, uso de lentes de contato, oclusdo de pontos lacrimais e diversas técnicas
cirtrgicas (JONES et al., 2017). Entretanto, ndo ha um algoritmo direto para o estabelecimento
do protocolo terapéutico visto que a DED abrange muitas condi¢des subjacentes e mecanismos
fisiopatoldgicos diferentes. A terapia € complexa e deve ser determinada de acordo com a causa,
severidade e, de paciente para paciente (NELSON et al., 2017). Nesse sentido, justifica-se e
faz-se necessario o desenvolvimento de novas tecnologias eficazes e de baixo custo para
contribuir no gerenciamento/manejo do tratamento da DED (FONSECA et al., 2010; NELSON
etal., 2017; LV et al., 2024).

O tacrolimus é um imunossupressor utilizado nos casos de rejeicdo de transplantes.
Diversos estudos clinicos tém sido realizados para avaliar a efetividade do tacrolimus no
tratamento de doencas oculares mediadas por reagdes imunologicas (BERTELMANN, 2004;
ZHAI et al., 2011; SHOUGHY, 2017; MOAWAD et al., 2022). Entretanto, devido a alta
hidrofobicidade, alta massa molecular (804,03 g/mol),e baixa solubilidade aquosa do farmaco,
a biodisponibilidade ocular é limitada (ZENG et al., 2016; KOVACEVICA; MULLERA;
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KECKC, 2020). Além disso, acrescenta-se como fatores interferentes apds a administracéo
topica de farmacos no segmento anterior do olho, a drenagem lacrimal, o filme lacrimal, o ato
de piscar e as barreiras anatdmicas oculares incluindo a cérnea e as barreiras conjuntivais
(SWETLEDGE et al., 2021). Novas abordagens para aumentar a biodisponibilidade ocular de
farmacos administrados pela via topica tem sido extensamente investigadas (WENG et al.,
2017; ALMEIDA et al., 2021; AMRUTKAR; PATIL, 2023). Sao estratégias que podem
reduzir a degradacdo, aumentar o tempo de residéncia na superficie ocular, melhorar a interacéo
com o epitélio corneano e conjuntival e consequentemente, a biodisponibilidade ocular dos
farmacos (REIMONDEZ-TROITINO et al,, 2015, ONUGWU et al.,, 2023). Uma das
abordagens € o uso da nanotecnologia para desenvolver sistemas de entrega adaptados para
superar as barreiras associadas aos olhos (REIMONDEZ-TROITINO et al., 2015;
AMRUTKAR; PATIL, 2023). As nanoparticulas possuem como vantagens, dentre os demais
sistemas nanoestruturados, o alto potencial de escalabilidade, baixa toxicidade, alta
compatibilidade, maior estabilidade quimica e método de fabricacdo simples e econémico
(KHAN, et al., 2019; ONUGWU et al., 2023). Além disso, as nanoparticulas constituidas de
polimeros mucoadesivos, tem demonstrado resultados promissores no tratamento da doenca do
olho seco e de outras doengas oftalmolégicas (CASTRO et al., 2020; DAVE et al., 2021,
BURHAN et al., 2021).

Assim, considerando a alta prevaléncia da DED, seu impacto na funcéo visual dos
pacientes e a necessidade de desenvolvimento de novas tecnologias para entrega de farmacos
no local alvo no olho e com baixa/ndo frequentes aplicacdes, o presente estudo tem como
objetivo desenvolver dois sistemas nanoestruturados, classificados como nanoparticulas
poliméricas, eficazes e seguros para uso topico, no tratamento da DED. Um dos sistemas,
consistira de cargas positivas, pelo o uso do Eudragit® RL 100, que é um polimero reconhecido
pela seguranca e tolerancia ocular e que tem sido estudado como estratégia em nanocarreadores
oftalmicos (PIGNATELLO; BUCOLO; PUGLIS, 2002; KATARA; MAJUMDAR, 2013). O
outro, com um carater de potencial tecnoldgico, sera um sistema coloidal hibrido, com carga
superficial negativa, resultado do revestimento da nanoparticula pré-formada de Eudragit®
RL100, com o &cido hialurénico, na forma de hialuronato de sédio, um polissacarideo natural,
biocompativel e biodegradavel (FALLACARA et al., 2018). A proposta e a inovacdo desse
trabalho é a obtengdo de dados, escassos na literatura, para avaliar os efeitos de sistemas
nanoestruturados com diferentes propriedades eletrostaticas, em relacdo a seguranca biologica

e efetividade, em modelo animal, induzido com a DED e a obtencdo de formulagGes simples,
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de baixo custo, estaveis e interessantes para a transferéncia do projeto para aplicagcdo no

mercado farmacéutico como potenciais formulagdes de tratamento da DED.

O resumo do desenho experimental pode ser verificado pelo fluxograma apresentado na

Figura 1.
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2.1  Contextualiza¢éo dos conceitos relacionados aos aspectos oculares

2.1.1 Anatomia do segmento anterior do bulbo ocular

O olho humano é responsavel pelo inicio do processo visual, captando a luz refletida
pelos objetos e transformando-a em sinais elétricos que podem ser reconhecidos e processados
pelo cérebro. E um 6rgdo de estrutura globular, composto por diferentes estruturas e tecidos,
estruturados em duas partes principais: segmento anterior e posterior (Figura 2) (PUTZ, 2001).
As duas partes possuem varias barreiras biologicas para proteger o olho de substancias
estranhas (WENG et al., 2017).

Figura 2 - Representagdo esquematica das estruturas do olho divididas nas partes anterior e posterior.

Cornea

Camara anterior
Iris

Conjuntiva Segmento anterior
Camara posterior
Corpo ciliar
Cristalino (lente)
Camara vitrea

Esclera
Retina Segmento posterior
Coro6ide ]

Fonte: Adaptado de SWETLEDGE et al., 2021

O segmento anterior € a parte do globo ocular anterior a lente (cristalino) e é composto
pela cornea, conjuntiva, iris, lente (cristalino), corpo ciliar e a porgdo anterior da esclera. E
ainda dividido em duas camaras, a anterior (entre a superficie posterior da cornea e a iris) e a
posterior (entre a superficie posterior da cdrnea e a iris), que sdo conectadas pela abertura da
pupila e preenchidas com humor aquoso secretado pelos processos ciliares. O humor aquoso
auxilia na refracdo do olho, fornece nutrientes para o cristalino e a cérnea, mantém a pressao

intraocular e é substituido/renovado vérias vezes ao dia (PUTZ 2001; WENG et al., 2017,
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JANAGAM; WU; LOWE, 2017 ; ALMEIDA et al., 2021; SWETLEDGE et al., 2021). As
principais caracteristicas das principais estruturas do segmento anterior estdo descritas no
Quadro 1 (PUTZ, 2001; OREFICE; PEREIRA; MANUSUR, 2006) .

Quadro 1 - Principais caracteristicas das estruturas do segmento anterior do bulbo ocular.

Estrutura

Principais caracteristicas

Cébrnea

Tecido transparente e avascular, composta por
cinco camadas : epitélio (funcdo barreira
hidrofilica); membrana de Bowman; estroma
(funcdo barreira lipofilica); membrana de
Descemet; endotélio (funcéo barreira lipofilica).

Principal funcdo: optica, sendo responsavel por
cerca de 70% do poder refrativo do olho e
principal barreira de protecdo a agentes externos.

Conjuntiva

Membrana mucosa transparente que recobre a
superficie interna das palpebras e a esclera anterior
Principal fungdo: Envolvida na formagdo e
manutencdo do filme lacrimal e também na
protecdo da superficie ocular de patdgenos
ambientais.

Iris

A iris € a porcédo refletida da tunica vascular e
apresenta-se como uma superficie plana com uma
abertura central redonda, a pupila. E composta por
trés camadas: lamina marginal anterior, estroma e
epitélio.

Principal fungéo: A iris controla a quantidade de
luz que penetra no olho

Lente (cristalino)

Lente transparente, biconvexa, semi-sélida e
avascular, localizada posteriormente a iris e ligada
ao corpo ciliar através das z6nulas

Principal funcdo: reflexo de acomodacao

Corpo ciliar

Estende-se desde a iris, fazendo parte do angulo
camerular, anteriormente, até a ora serrata,
posteriormente.

Principal funcdo: o0s processos ciliares sao
responséveis pela formacdo do humor aquoso e
pelo processo de acomodagéo.

Fonte: PUTZ, 2001; OREFICE; PEREIRA; MANUSUR, 2006

A parte posterior € composta pela cmara vitrea, retina, coroide e por¢do posterior da

esclera. O humor vitreo é um hidrogel, formado por fibras de colageno, acido hialurénico e
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agua. Ele permite que a luz chegue a retina e que os alimentos se difundam desde o corpo ciliar
até a retina (PUTZ, 2001; WENG et al., 2017; JANAGAM; WU; LOWE, 2017; ALMEIDA et
al., 2021; SWETLEDGE et al., 2021).

2.1.2 Importancia do filme lacrimal no segmento anterior do olho

O filme lacrimal ¢ a interface entre o epitélio da superficie ocular e 0 meio ambiente e
é produzido pelos tecidos epiteliais e glandulares (cornea, conjuntiva bulbar e palpebral e
glandulas palpebrais lacrimais e acessorias), considerados como a unidade lacrimal
(ROLANDO; ZIERHUT, 2001; SWEENEY; MILLAR; RAJU, 2013; YAZDANI, 2019). A
unidade lacrimal também possuiu um componente neural que consiste na ativacéo via estimulos
dos nervos sensoriais aferentes da cérnea e conjuntiva que se projetam através do sistema
nervoso central para estimular os nervos parassimpaticos e simpaticos eferentes que inervam a
glandula lacrimal, as células secretoras da glandula lacrimal e os ductos excretorios da glandula
lacrimal e entdo induzem a secrecdo do fluido da glandula lacrimal para a superficie ocular e
que posteriormente é drenada através do sistema de drenagem lacrimal (Figura 3) (DARTT,
2009; WILLCOX et al., 2017). A disfuncdo de qualquer componente da unidade funcional
lacrimal pode alterar a qualidade ou quantidade das lagrimas e resultar em condigdes clinicas
oftalmoldgicas (PUTZ, 2001; ROLANDO; ZIERHUT, 2001; PFLUGFELDER; STERN,
2020).

A composicdo do filme lacrimal é complexa e € constituida de trés camadas classificadas
como lipidica, aquosa e mucosa e que incluem como componentes agua, eletrdlitos, proteinas,
lipideos, mucinas (WILLCOX et al., 2017; PFLUGFELDER; STERN, 2020). O volume de
lagrimas em um olho normal € de aproximadamente 6 pL com a possibilidade de
armazenamento temporario no saco lacrimal de cerca de 30 uL (ALDRICH et al., 2013) O pH
médio é de 7,35 (faixa 7,3 - 7,7) e filme lacrimal possui uma fina espessura de aproximadamente
7,5 um (PUTZ, 2001; AULTON; TAYLOR, 2016; WILLCOX et al., 2017).
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Figura 3 - Representacdo dos componentes da unidade funcional da glandula lacrimal incluindo a regula¢do
neural.(1) Impulsos transmitidos da cérnea e da conjuntiva através de nervos aferentes sensoriais sdo recebidos
no sistema nervoso central para estimular (2) nervos simpaticos e parassimpaticos eferentes que inervam os
componentes celulares da glandula lacrimal (células epiteliais acinares e ductais), resultando em (3) secrecédo de
fluido lacrimal contendo proteinas, eletrélitos e dgua que é entregue a superficie ocular através do sistema de
dutos e posteriormente drenada pelo sistema de drenagem.
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Fonte: Adaptado de DARTT 2009 e MASLI; DARTT, 2020

O filme lacrimal possui varias fun¢Ges importantes para a manutencdo do metabolismo
ocular, dentre elas: a Optica que promove a regularidade da superficie corneana, protecao do
epitélio da superficie ocular contra agentes ambientais, como poluentes, microbios e condi¢des
ambientais adversas como baixa umidade; lubrificacdo da superficie da cornea e conjuntiva,
prevenindo danos nas células epiteliais; fornecer nutrientes a cornea e além disso, inibir o
desenvolvimento de micro-organismos na conjuntiva e na cornea pelo fluxo mecénico e pela
acao antimicrobiana do fluido lacrimal pelas enzimas, imunoglobulinas e leucdcitos. Portanto,
a manutencdo da estabilidade do filme lacrimal é essencial para a manutengdo do conforto,
salde e qualidade da visdo (PUTZ, 2001; PFLUGFELDER; STERN, 2020). A estabilidade
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lacrimal requer uma interacdo dindmica entre os principais constituintes da lagrima,
principalmente pela camada lipidica (monomolecular e secretada pelas glandulas Meibomius)
e pela camada mucosa composta pelas glicoproteinas (PUTZ, 2001; WILLCOX et al., 2017).
A instabilidade do filme lacrimal é a caracteristica principal da disfuncao/deficiéncia lacrimal
e, por isso, testes para medidas da instabilidade sdo clinicamente importantes tanto para o
diagndstico como na avaliacdo de tratamentos para os estados de olho seco (SWEENEY;
MILLAR; RAJU, 2013).

A doenca do olho seco € a mais frequente alteracdo da fisiologia do filme lacrimal e é o
foco desse trabalho. Essas alteragdes também estdo presentes em patologias congénitas
(exemplo: hipoplasia ou aplasia da glandula lacrimal) e adquiridas (exemplos: fibrose
pulmonar, alteracdes) que causam déficit de secrecdo ou aumento de evaporagdo. Além disso,
fatores ambientais como aumento da temperatura ambiente, exposicdo a aparelhos de ar
condicionado e diminuicdo da umidade promovem evaporacdo mais rapida. Acrescenta-se que
também podem existir estados hiper-secretdrios resultantes de estimulos mecénicos e
emocionais e que também ha a interferéncia dos agentes irritativos como fumaca e substancias
alergénicas (PUTZ, 2001).

2.2 Aspectos gerais e patofisiologia da doenca do olho seco

A doenca do olho seco (DED), também conhecida como ceratoconjuntivite seca,
sindrome do olho seco ou sindrome da lagrima disfuncional é uma doenca de grande
prevaléncia mundial e trata-se de um grande problema de satde publica (JAVADI; FEIZI, 2011;
LIN; YIU, 2014; YAMAGUCHI, 2018). De acordo com estudos epidemioldgicos realizados
globalmente, a prevaléncia da sindrome de olho seco varia de 5 a 50% (STAPLETON et al.,
2017). Estima-se que cerca de 344 milhGes de pessoas sdo direta ou indiretamente afetadas pela
DED (ZHMUD et al., 2023).

De acordo com a Sociedade de Superficie Ocular e Filme Lacrimal, e o Dry Eye
Workshop (Tear Film and Ocular Surface Society and Dry Eye Workshop - TFOS DEWS 1), a
nova definicdo da doenga do olho seco (DED) a caracteriza como uma doenca multifatorial da
superficie ocular, caracterizada pela perda da homeostase do filme lacrimal e acompanhada de
sintomas oculares, em que a instabilidade e hiperosmolaridade do filme lacrimal, inflamacéo e
danos da superficie ocular e anormalidades neurossensoriais desempenham papéis etioldgicos
(CRAIG etal., 2017; NELSON et al., 2017).
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A etiopatologia da doenca é variada e esta associada a fatores imunoldgicos, genéticos,
terapéuticos, hormonais e ambientais (SULLIVAN et al., 2017; CRAIG et al., 2017). A DED
é frequentemente maior em mulheres do que em homens, devido as questdes hormonais e as
diferencas se tornam mais significativas com a idade (STAPLETON et al., 2017). O uso de
lentes de contato e tempo excessivo de uso de telas (computadores/celulares) também sdo
fatores interferentes. Alguns estudos tem demonstrado a alta prevaléncia da DED durante a
pandemia de COVID-19 devido ao tempo prolongado de exposicdo as plataformas digitais e a
diminuicdo do ato de piscar os olhos (MCDONALD et al., 2016; EZINNE et al., 2023;
ABERAME et al., 2023).

Os sintomas tipicos da doenca incluem vermelhiddo, secura, desconforto, coceira,
gueimacado, irritacdo, dor, fotofobia e sensacao de corpo estranho acompanhados por uma visao
turva ou dupla (PAULSEN et al., 2014; STAPLETON et al., 2017). Esse quadro sintomatico
pode impactar significativamente na qualidade de vida relacionada a salde das pessoas,
incluindo o aumento do risco de surgimento de desordens mentais como a depresséo e a
ansiedade (PAULSEN et al., 2014; BARABINO et al., 2016; MORTHEN et al., 2021).

A DED ¢ dividida em duas categorias basicas: olho seco por deficiéncia aquosa e olho
seco evaporativo apesar de também ser possivel formas hibridas da doenca (CRAIG et al., 2017;
NELSON et al., 2017). A por deficiéncia aquosa é subdividida em sindrome do olho seco de
Sjogren (subdividia em priméaria e secundaria) e sindrome do olho seco ndo-Sjogren,
relacionada a deficiéncia da glandula lacrimal, a obstrucdo do ducto lacrimal, a hiposecrecéo
reflexa e ao uso de medicamentos sistémicos. O olho seco evaporativo é subdividido entre
desordens com mecanismos intrinsecos (como a disfuncdo das glandulas de Meibdmio,
desordens da abertura palpebral, ou reducdo do piscar) e desordens com mecanismos
extrinsecos (como deficiéncia de vitamina A ou uso de lentes de contato). Essas divisdes, em
conjunto com os fatores ambientais, devem ser utilizadas na identificacdo da causa do olho seco
em cada paciente (CRAIG et al., 2017).

De maneira geral, o “ciclo vicioso inflamatorio” atua como fator principal na DED
(BAUDOUIN et al., 2007; NELSON et al., 2017), independente da categoria (deficiéncia
aquosa e/ou olho seco evaporativo), e € composto resumidamente pela hiperosmolaridade
lacrimal que ¢ a alteragdo da composicdo da lagrima pelo aumento na concentracdo de solutos
e ocorre no olho seco, pela redugdo do volume da fracéo aquosa, o que resulta em lubrificacdo
inadequada na superficie ocular e danos a superficie ocular (MARQUES et al., 2015; NELSON
et al., 2017). O aumento da osmolaridade da lagrima resulta em diferenciagdo anormal, perda

acelerada das células epiteliais, inducdo de marcadores inflamatdrios, instabilidade do filme
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lacrimal, o que resulta em pontos secos na cornea e na conjuntiva. Essa sequéncia de eventos
resulta em um ciclo continuo que provoca o agravamento progressivo dos sintomas da doenca
do olho seco e torna o tratamento ainda mais desafiador (FONSECA et al., 2010; MARQUES
etal., 2015; NELSON et al., 2017; PFLUGFELDER; DE PAIVA, 2017) . Acrescenta-se que 0
ciclo pode ser iniciado e amplificado por fatores intrinsecos e extrinsecos (Figura 4). Nesse
sentido, € necessdrio a répida busca por atendimento oftalmoldgico adequado para
implementacdo de estratégias de tratamento adequadas para interromper esse ciclo (RHEE;
MAH, 2017).

Figura 4 - Ciclo vicioso inflamatdrio na doenca do olho seco. O ciclo vicioso inflamatério associado ao olho

seco € resultante da hiperosmolaridade e instabilidade lacrimal que ativam vias de sinalizacdo de estresse nas

células da superficie ocular, liberacdo de citocinas (inducdo de marcadores inflamatérios) que causam danos a

cdrnea, conjuntiva e glandula lacrimal. Fatores intrinsecos e extrinsecos provocam danos a superficie ocular o
que pode resultar em um agravamento progressivo dos sintomas da doenca do olho seco.
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Fonte: Adaptado de PFLUGFELDER; DE PAIVA, 2017 e YAMAGUCHI, 2018

2.2.1 Desafios no diagndstico da doenca do olho seco

O diagndstico da DED ainda é um desafio, visto que ndo ha um critério uniforme de

diagnostico e um teste padrdo ouro atualmente estabelecido. Acrescenta-se ainda que a
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sensibilidade e especificidade dos testes disponiveis podem variar significativamente de acordo
com as caracteristicas do paciente, gravidade da doenca e de que a avaliacdo clinica isolada dos
sintomas ndo é considerada adequada para o processo de confirmacédo da doenca visto que pode
haver variacdo dos sintomas entre o0s pacientes e que eles sdo similares aos encontrados em
outras condi¢des oftalmoldgicas (LIN; YU, 2014; WOLFFSOHN et al., 2017).

Dessa maneira, 0s sintomas e sinais clinicos sdo avaliados por combinagGes de testes
diagnosticos (TAVARES et al., 2010; LIN; YIU, 2014; WOLFFSOHN et al., 2017). A bateria
de testes recomendados Dry Eye Workshop (Tear Film and Ocular Surface Society and Dry
Eye Workshop - TFOS DEWS I1) incluem exames clinicos e testes de diagnosticos, como o teste
de ruptura lacrimal, teste de osmolaridade e testes para verificacdo de dano a superficie ocular
(WOLFFSOHN et al., 2017).

O uso de questionarios para identificar a frequéncia dos sintomas da doenca, avaliar
fatores ambientais e qualidade de vida relacionada a visdo € uma pratica bem estabelecida na
clinica médica pela facilidade da implementacéao e € o método utilizado para o screening inicial.
Entretanto, ainda ndo hd um questionario padronizado e harmonizado para o diagnostico da
DED (TAVARES et al., 2010; LIN; YIU, 2014; WOLFFSOHN et al., 2017). Dentre os mais
utilizados, pode ser mencionado o Indice Da Doenga Da Superficie Ocular (Ocular Surface
Disease Index - OSDI) e o Questionario de Olho Seco (Dry Eye Questionnaire - DEQ-5)
WOLFFSOHN et al., 2017). Resultados de DEQ-5 > 6 ou OSDI > 13 corroboram para a
realizacdo de outros testes ndo invasivos. Assim, na sequéncia e considerando a definicdo da
DED, a avaliacdo da estabilidade do filme lacrimal é altamente recomendada (LIN; YIU, 2014;
WOLFFSOHN et al., 2017). O teste de ruptura lacrimal (break-up test - TBUT) com o uso da
fluoresceina é considerado o método padrédo para essa analise (SWEENEY; MILLAR; RAJU,
2013; TSUBOTA et al., 2017). O valor de referéncia de TBUT para o diagndstico da DED é
um tempo de quebra menor que 10 segundos (WOLFFSOHN et al., 2017). A avaliacdo da
osmolaridade para verificacdo do equilibrio entre a producdo lacrimal, evaporacao, drenagem
e absor¢do também é realizada (MARQUES, et al., 2015). O teste € geralmente realizado com
0 auxilio de equipamentos que avaliam a impedancia elétrica do filme lacrimal como por
exemplos 0 osmémetro Tearlab Osmolarity System® e valores maiores que 308 mOsm/L sdo
relacionados a doenca (MARQUES, et al., 2015; WOLFFSOHN et al., 2017). Os danos a
superficie ocular sdo verificados pela coloracdo com corantes como a fluoresceina e lisamina
verde (WOLFFSOHN et al., 2017).

Outros testes atualmente disponiveis incluem, o teste de Schirmer para medida da

producdo lacrimal, topografia de coeréncia dptica do filme lacrimal, microscopia confocal,
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citologia de impressdo (BARROS et al., 2001; WOLFFSOHN et al., 2017). Também podem
ser encontrados no mercado dispositivos para avaliacdo de biomarcadores inflamatorios na
superficie ocular como o InflammaDry® para deteccdo das metaloproteinases da matriz (MMP-
9) e o TearScan™ | kit de diagndstico da lactoferrina (DESCHAMPS; BAUDOUIN, 2013;
WOLFFSOHN et al., 2017; SUAREZ-CORTES; MERINO-INDA; BENITEZ-DEL-
CASTILLO, 2022). E importante ressaltar que processos inflamatorios podem ocorrer em
outras doencas oculares ou sistémicas (WOLFFSOHN et al., 2017).

Além disso, na literatura podem ser encontrados relatos de exames promissores em
diversos estagios de desenvolvimento para o uso no diagnostico da doenca (WOLFFSOHN et
al., 2017; SUAREZ-CORTES; MERINO-INDA; BENITEZ-DEL-CASTILLO, 2022).

2.2.2 Desafios no tratamento da doenca do olho seco

O foco da farmacoterapia da DED consiste no tratamento da inflamacéo e na restauragao
da homeostase do filme lacrimal, envolvendo diretamente a quebra do circulo vicioso da doenca
(COLLIGRIS, et al. 2014; NELSON et al., 2017; JONES et al., 2017).

O subcomité de tratamento Dry Eye Workshop (Tear Film and Ocular Surface Society
and Dry Eye Workshop - TFOS DEWS 1), desenvolveu uma abordagem “passo a passo” com
recomendacdes para 0 gerenciamento e tratamento da DED, que varia desde o fornecimento de
informac@es educacionais ao paciente até o uso de medicaces topicas e sistémicas (JONES et
al., 2017). Entretanto, as orientacBes ndo sdo um algoritmo direto porque a DED € uma
condigdo complexa, com etiologia multifatorial, que varia tanto na gravidade quanto em suas
caracteristicas, de paciente para paciente (NELSON et al., 2017; JONES et al., 2017).

As opcdes terapéuticas tradicionais utilizadas nos casos de insuficiéncia lacrimal
incluem os substitutos lacrimais artificiais, como os lubrificantes oculares em diferentes
preparac0es e viscosidades, agentes osmaticos, 0s osmoprotetores e os antioxidantes. Ainda séo
utilizados os substitutos lacrimais biolégicos (soro autologo), os agentes mucoliticos e técnicas
cirdrgicas como a oclusdo dos pontos lacrimais. E os tratamentos para os casos de
anormalidades da palpebra, incluem os antibiéticos tdpicos, uso de lentes de contato e
tratamentos fisicos como a luz pulsada (JONES et al., 2017).

Os casos mais complexos da DED sao tratados com anti-inflamatérios (ndo hormonais,
corticosteroides), ciclosporina A e com antimicrobianos tdpicos, como a tetraciclina e seus
anélogos (JONES et al., 2017). Em relacdo a ciclosporina A, o seu topico, na forma de emulsdo

e na concentracdo de 0,05% (Restasis®) foi aprovado em 2003 para o tratamento dos casos
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moderados a severos da DED. Entretanto, devido a baixa biodisponibilidade ocular, vérias
estratégias tem sido investigadas para melhorar a efetividade do tratamento (WU et al., 2013;
LALLEMAND et al., 2017). Além disso, sdo relatados efeitos adversos como hiperemia
conjuntival, sensacdo de queimadura ocular, dor nos olhos e visdo embacada com o uso da
ciclosporina A, que provocam a descontinuagéo do tratamento pelos pacientes (O’NEIL et al.,
2019).

Também pode ser incluido, devido as evidéncias do papel da dieta no estado de
hidratacdo do paciente, a suplementacdo com acidos graxos essenciais, antioxidantes e
lactoferrina. Ainda vale ressaltar, que o uso de produtos naturais e a acupuntura também séo
alternativas suplementares utilizadas no tratamento da doenga (JONES et al., 2017).

Apesar da ampla variedade de opcdes terapéuticas, o tratamento da DED ainda é
desafiador e deve ser estabelecido de acordo com os perfis individuais de caracteristicas e
respostas de cada paciente (FONSECA et al., 2010; CRAIG et al., 2017; JONES et al., 2017).
Todos esses pontos estdo também associados a um alto encargo econdémico para 0s pacientes,
para o0 sistema de saude e para a sociedade como resultado de custos medicos diretos
relacionados as frequentes consultas médicas, as terapias farmacoldgicas e procedimentos
cirtrgicos e aos e custos indiretos devido a perda de dias de trabalho e reducdo produtividade
(MCDONALD et al., 2016). Assim, é imprescindivel a busca por novas opgOes terapéuticas
topicas eficazes e de baixo custo para contribuir no manejo do crescente nimero de portadores
DED (FONSECA et al., 2010; NELSON et al., 2017; LV et al., 2024).

2.3 Tacrolimus e o seu uso off label para o tratamento de doencas oftalmoldgicas

O tacrolimus, também conhecido como FK506, é uma lactona macrolidea hidrofobica
derivada da fermentacdo da bactéria do Streptomyces tsukubaensis (GARCIA et al., 2004;
JONES et al., 2017). Possui massa molecular de 804,02 g/mol e estrutura quimica CssHssNO12
(USP, 2014). A férmula estrutural da referida substancia esta representada na Figura 5.
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Figura 5 - Formula estrutural do tacrolimus.

Fonte: PubChem Tacrolimus

O tacrolimus é soltvel em solventes como metanol, acetona, etanol, propano-2-ol,
acetato de etila, acetonitrila, dietiléter, cloreto de metileno, cloroférmio, moderadamente
soltvel em hexano e éter de petrdleo e praticamente insolUvel em agua (aproximadamente 1-
2ug/mL) (TAMURA et al., 2001; HABIB; KALSHETTI, 2021; GARG; GARG, 2022). Em
relagdo a classificacdo biofarmacéutica, o tacrolimus é um farmaco classe 11, sendo, portanto,
de alta permeabilidade (log P 3.96 + 0.83) e baixa solubilidade (TAMURA et al., 2001;
GARCIA et al., 2004; ; GARG; GARG, 2022). O farmaco esta disponivel na forma de capsula
para uso oral, para prevenir a rejeicdo de varios 6rgaos transplantados e na forma de pomada
(uso tdpico), nas concentragdes de 0,03% ou 0,1%, com o nome comercial de Protopic®, para
o tratamento de dermatite atopica (GARCIA et al., 2004; ZHAI et al., 2011).

O mecanismo de acdo do tacrolimus é semelhante ao do imunossupressor ciclosporina
A, farmaco aprovado e atualmente utilizado para o tratamento dos casos moderados a severos
da DED. Os referidos farmacos sao classificados como inibidores da transcricdo do primeiro
sinal para ativacdo do linfécito T, de acordo com o sitio de acdo imunorregulatorio (GARCIA
etal., 2004). Apesar da semelhanca no mecanismo de agéo, dados na literatura demonstram que
a atividade imunossupressora do tacrolimus é 50 a 100 vezes maior que da ciclosporina in vitro
e 10-20 vezes maior in vivo (GOEBEL et al., 2011; ZHAI et al., 2011).

Diversos estudos clinicos tém sido realizados para avaliar a efetividade do tacrolimus
no tratamento de doencas oculares mediadas por reacbes imunologicas
(BERTELMANN, 2004; SHOUGHY, 2017; ZHAI et al., 2011). Além disso, devido a
semelhanca com a ciclosporina A, em relacdo a atividade imunosupressora, o tacrolimus topico,

na forma de pomada, tem sido utilizado “off label”, o seja, para uma indicacdo/finalidade



39

diferente da aprovada pelas agéncias reguladoras, no tratamento de blefaroconjuntivite,
ceratoconjuntivite, ceratoplastia lamelar profunda e na sindrome do olho seco (LEVINGER et
al., 2014; MOSCOVICI et al., 2015; PRADO et al., 2017). Moscovici e colaboradores (2015)
demonstraram que o0s escores de coloracdo da cornea com fluoresceina e rosa bengala
melhoraram estatisticamente ap6s a administracdo tépica do tacrolimus 0,03%, duas vezes ao
dia, em pacientes com a sindrome do olho seco de Sjogren, uma das divisdes da DED por
deficiéncia aquosa. Além disso, também € relatado na literatura, um estudo randomizado
simples cego em que 0 uso tdpico de uma nanoemulsdo de tacrolimus 0,03% demonstrou
resultados similares aos encontrados com o uso da emulséo de ciclosporina 0,05% durante seis
meses de tratamento em pacientes diagnosticados com o caso grave da doenga do olho seco
(MOAWAD et al., 2022). Acrescenta-se que também ha resultados que demonstram a
possibilidade de uso do tacrolimus como alternativa viavel para os pacientes com intolerancia
ou que n&o possuem resposta adequada ao uso topico de ciclosporina (LUACES-RODRIGUEZ
etal., 2018).

Entretanto, a administracdo topica do tacrolimus ¢ um desafio devido as caracteristicas
intrinsecas do farmaco (alta massa molecular e hidrofobicidade) e pelas barreiras anatémicas
do segmento anterior do olho, o que interfere no processo de biodisponibilidade. Nesse sentido,
justifica-se a busca por novos sistemas de entrega contendo o farmaco tacrolimus para o

tratamento de condicdes oculares.

2.4 Novas estratégias para formulacédo (veiculacdo) de farmacos de uso oftalmico no

segmento anterior do olho

2.4.1Fatores interferentes para a efetiva biodisponibilidade de farmacos apos a

administracéo topica no segmento anterior do olho

As doencas do segmento anterior incluem a catarata, a doenca do olho seco e diversas
outras doengas inflamatorias, infecciosas, hereditarias e degenerativas. De acordo com as areas
alvo da terapia, os objetivos da administracdo de farmacos ao segmento anterior possuem como
objetivos principais, melhorar a biodisponibilidade dos farmacos nos tecidos extraoculares para
aliviar os sinais e sintomas causados por doencas relacionadas a inflamacéao da superficie ocular
da cornea e da conjuntiva, como sindrome do olho seco e doencas alérgicas e aumentar a

biodisponibilidade dos farmacos nos tecidos intraoculares para tratar infeccdes e doencas
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complexas que ameacam a visdao, como glaucoma ou inflamagdo intraocular (uveite)
(JANAGAM; WU; LOWE, 2017; ONUGWU et al., 2023).

Os colirios, na forma de solucdes ou suspensdes, representam a principal forma
farmacéutica de administracdo ocular topica para o tratamento das referidas doencas oculares,
principalmente pela conveniéncia, motivos econémicos, facilidade para a utilizacdo e pela
seguranga. Entretanto, devido as propriedades intrinsecas do processo de absor¢do no olho, a
biodisponibilidade ocular dos farmacos administrados a partir de colirios € limitada (SILVA-
CUNHA, 2003; FULGENCIO et al., 2013; WU et al., 2013; WENG et al., 2017). Apenas
aproximadamente 5% dos farmacos administrados por essa via sao absorvidos no epitélio da
cdrnea. Neste sentido, para o efetivo tratamento das condigdes clinicas, é necessario que sejam
utilizadas solugdes concentradas e administracdes frequentes, o que resulta em efeitos
indesejaveis proporcionados pela absorcdo sistémica dos farmacos via ducto nasolacrimal e
epitélio da conjuntiva (WU et al., 2013; FULGENCIO et al., 2013; LALLEMAND et al., 2017;
JANAGAM; WU; LOWE, 2017).

Dentre os fatores de interferéncia na biodisponibilidade dos farmacos apds a
administracdo ocular topica, podem ser destacados a drenagem lacrimal, o filme lacrimal , o ato
de piscar e as barreiras anatbmicas oculares incluindo a cdrnea e as barreiras conjuntivais
(SWETLEDGE et al., 2021) (Figura 6).

Figura 6 - Representacdo esquematica dos principais interferentes na biodisponibilidade de fA&rmacos ap6s a
administracdo topica no segmento anterior do olho.
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O filme lacrimal é uma pelicula aquosa que se deposita sobre a superficie ocular e é
composta por trés camadas: lipidica, aquosa e mucosa, cada uma com caracteristicas e
propriedades especificas (PUTZ, 2021). Uma das funcbes do filme lacrimal € umedecer os
tecidos oculares superficiais para evitar o ressecamento e sua alta taxa de renovacao, entre 2 e
3 minutos, funciona como uma barreira dindmica a aderéncia e penetracao de corpos estranhos.
O farmaco instilado é lavado e removido em poucos segundos apds a sua aplicacdo pelo ducto
nasolacrimal (WENG et al., 2017). Outro fator de grande interferéncia sdo as camadas da
cornea e da conjuntiva. Estudos farmacocinéticos tem demonstrado que o epitélio e o endotélio
da cornea sdo barreiras para moléculas hidrofilicas e o estroma, uma camada composta
principalmente de 4gua e fibrilas de coldgeno, sdo uma barreira para moléculas lipofilicas. A
barreira conjuntival é menos eficiente que a barreira promovida pela cérnea e a difusdo das
moléculas é limitada principalmente pelo epitélio conjuntival, composto por células escamosas
ndo queratinizadas, e células caliciformes (PUTZ, 2001; TOMMASO et al., 2011; JANAGAM;
WU; LOWE, 2017 ; SWETLEDGE et al., 2021).

Além das limitacGes impostas pelos mecanismos de defesa do bulbo ocular, as
caracteristicas e propriedades fisico-quimicas da forma farmacéutica e do farmaco, como
solubilidade, estrutura molecular e grau de ionizacdo, também sdo fatores criticos no processo
de absorcdo das formulagdes oftadlmicas (ALMEIDA et al., 2021).

Diferentes estratégias tém sido desenvolvidas para melhorar o tempo de residéncia pré-
corneal e/ou a capacidade de penetracdo do farmaco. Dentre as formulages mais relevantes,
destacam-se a inclusao de agentes viscosificantes, polimeros com propriedades mucoadesivas,
utilizacdo de nanossistemas coloidais, como, nanoparticulas lipidicas, lipossomas,
dendrimeros, hidrogéis, ciclodextrinas, nanomateriais inorgénicos, nanocristais de farmaco e as
nanoemulsdes. Outras formas intensamente exploradas incluem os implantes e as
nanoparticulas poliméricas (TOMMASO et al., 2011; REIMONDEZ-TROITINO et al., 2015;
AULTON; TAYLOR, 2016; WENG et al., 2017; ALMEIDA et al., 2021; TANG et al., 2022;
ONUGWU et al., 2023).

2.4.2 Nanotecnologia como estratégia para veiculagdo de farmacos de uso oftalmico

A nanotecnologia exerce versatilidade em aplica¢cbes nos mais diversos campos. Em
grande parte, € aceito como um campo multidisciplinar, incluindo ciéncia dos materiais,
quimica, biotecnologia de engenharia, tecnologia da informacdo, biotecnologia e ciéncia
cognitiva (OREFICE; PEREIRA; MANUSUR, 2006; TANG et al., 2022). De acordo a norma
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internacional ISO/TR 18401:2017 - Nanotechhnologies, a nanotecnologia é definida como a
aplicacdo de conhecimento cientifico para manipular e controlar matéria predominantemente
em nanoescala para fazer uso de propriedades e fenémenos dependentes de tamanho e estrutura
distintos daqueles associados a &tomos ou moléculas individuais, ou extrapolacao de tamanhos
maiores do mesmo material (ISO/TR 18401:2017). Os nanomateriais fazem parte de um campo
altamente tecnoldgico e com alto potencial de crescimento econémico incluindo a criacdo de
novas oportunidades de trabalho. Estudos demonstram que o mercado para esses materiais
podem atingir aproximadamente 100 bilhdes de dolares até 2030 (RESEARCH AND
MARKETS, 2023).

Apesar de ser uma area de inovagdo de produtos, a nanotecnologia possui grandes
desafios no processo de regularizacdo das formulacGes nas agéncias e 6rgdos reguladores
(ALLAN et al., 2021). Ainda ndo ha, devido a alta complexidade de alguns nanomateriais, um
guia globalmente harmonizado e padronizado para avaliagéo das propriedades dos produtos, 0s
riscos para o paciente e para o ambiente, 0 que dificulta a liberacdo dos produtos para o
mercado. Além disso, a auséncia de algumas informacdes, podem levar a conclusdes indevidas
de classificacdo dos nanomateriais como ndo seguros pelo publico (ALLAN et al., 2021;
RATHORE; MAHESH, 2021). Até o momento, as principais instrucbes e definicdes
relacionadas a nanotecnologia podem ser verificadas em regulamentos da Unido Europeia e da
Agéncia Americana - Food And Drug Administration (FDA) (ALLAN et al., 2021).

A nanotecnologia farmacéutica se aplica ao desenvolvimento, a caracterizacdo e a
producdo de materiais farmacéuticos, estruturas e produtos com dimensdes entre 1 e 100nm.
Entretanto, essa classificacdo ndo é internacionalmente harmonizada principalmente em relacéo
ao tamanho e é usual, encontrar a abordagem de aceitacdo de 1.000 nm como o limite maximo
mais apropriado para a projecdo de materiais para serem tratados como nanotecnologia
(AULTON; TAYLOR, 2016; TANG et al., 2022; MARTIN et al., 2024). A nanotecnologia
entdo, envolve sistemas na escala nanométrica que geralmente apresenta um revestimento
externo que protege o nucleo interno, onde normalmente estd a molécula terapéutica ou
substancia para diagnéstico (SRINIVASARAQO; LOHIYA; KATTI, 2019).

Dentre os sistemas coloidais de entrega de farmacos, o desenvolvimento de
nanoparticulas de uso oftalmico, tem demonstrado como vantagens promissoras, 0 aumento da
concentracdo do farmaco no local-alvo e do tempo de residéncia pré-corneal, a redugédo do
efluxo do farmaco dos tecidos oculares, o controle da liberacdo do farmaco, a diminuigdo dos

efeitos colaterais, pela reducdo do nimero de instilagBes por dia, alinhado a facilidade de
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administracdo como colirio, o que melhora o conforto e a adeséo do paciente (TOMMASO et
al., 2011; SRINIVASARAOQO; LOHIYA; KATTI, 2019).

2.4.2.1 Fundamentos fisico-quimicos e propriedades gerais de nanossistemas para entrega

ocular

Dentro do campo oftalmoldgico, as propriedades das nanoparticulas, como
hidrofobicidade, tamanho, carga, mucoadesdo e ligantes de superficie, bem como a via de
administracdo e o meio de suspensdo, afetam a capacidade dessas formulacgdes de superar as
barreiras oculares e se distribuir no olho e por isso, devem ser cuidadosamente projetadas. E
importante acrescentar que as estratégias relacionadas ao “safe-by-design” também devem ser
consideradas durante o desenvolvimento para reduzir os riscos associados a introducdo de
novos nanomateriais e também incluem a avaliacdo da estabilidade da particula revestida,
genotoxicidade, imunotoxicidade e ecotoxicidade (SOETEMAN-HERNANDEZ, et al., 2020;
REIINDERS, 2020; ONUGWU et al., 2023).

O tamanho é um parametro essencial para determinar a capacidade de internalizacéo,
penetracdo, biodistribuicdo e eliminacdo dos nanomateriais (PHAN; HAES, 2019; TANG et
al., 2022). Estudos relatam que sistemas de entregas com tamanho inferior ao ideal, sdo mais
facilmente eliminados pelas barreiras oculares (SRINIVASARAO; LOHIYA; KATTI, 2019).

Outro fator de importante relevancia para a area de oftalmologia é a exploracdo das
propriedades eletrostaticas nas interacfes entre 0s nanobiomateriais com os tecidos oculares
(PHAN; HAES, 2019; TANG et al., 2022). Valores altos de potencial zeta (> + 30 mV) podem
promover a estabilizacdo das nanoformulagdes via repulsdo eletrostatica (ONUGWU et al.,
2023). Além disso, a carga superficial pode influenciar nos locais de entrega e distribuicdo do
farmaco pela interacdo com superficies intercelulares ou membranas e na biocompatibilidade
da nanoparticula (NAGARWA et al., 2009; PEREIRA et al., 2019; SCHEIVE; YAZDANI,
HAJRASOULIHA, 2021; TANG et al., 2022). Acrescenta-se ainda que, as propriedades
hidrofilicas, lipofilicas ou anfifilicas inerentes dos nanomateriais podem impactar
significativamente na permeabilidade e na difusdo das particulas nas diferentes estruturas
oculares (TANG et al., 2022).

As nanoparticulas sdo classificadas em varias categorias dependendo da morfologia,
tamanho e propriedades quimicas (TANG et al., 2022). As nanoparticulas poliméricas,
fabricadas por polimeros naturais ou sintéticos, sdo uma das categorias atualmente existentes.

Materiais poliméricos sdo macromoléculas formadas pela unido de unidades fundamentais
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“meros” repetidas ao longo da cadeia polimérica (OREFICE; PEREIRA; MANUSUR, 2006).
Diversos estudos tem demonstrado resultados promissores do uso de nanoparticulas
poliméricas no tratamento da doenca do olho seco e de outras doencas oftalmoldgicas
(NAGARWA et al., 2009; KAUR; KAKKAR, 2014; WENG et al., 2017).

As nanoparticulas poliméricas séo classificadas em dois grupos principais de acordo
com a morfologia e arquitetura (organizacgdo estrutural): sistemas vesiculares (nanocépsulas) e
0s matriciais (nanoesferas) (DIMER et al., 2013). Nas nanocapsulas, a molécula
biologicamente ativa € contida dentro de uma parede polimérica que circunda o nucleo oleoso,
onde o ativo € dissolvido. As nanoesferas, sdo formadas por uma matriz polimérica densa, e as
moléculas do ativo sdo aprisionadas ou adsorvidas na superficie dessa matriz (SCHAFFAZICK
et al., 2003). A representacdo esquematica dessas diferencas podem ser visualizadas na Figura

7.

Figura 7 - Representacdo esquematica das diferencgas entre as nanocapsulas e nanoesferas.
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Fonte: Adaptado de BALDIM et al., 2020.

De maneira geral, as nanoparticulas poliméricas podem ser fabricadas por duas
principais estratégias, dependendo do tipo do farmaco e da via de administracdo, que seria a
dispersdo dos polimeros ou a polimerizacdo dos monémeros. As técnicas mais utilizadas para
a preparacdo sdo a evaporacdo do solvente, difusdo/emulsificacdo do solvente e
nanoprecipitacdo, também conhecida como deslocamento de solvente e deposicao interfacial
(REIS et al., 2006; ZIELINSKA et al., 2020). Independente do método utilizado, os produtos
s&o geralmente obtidos como suspensdes coloidas aquosas (ZIELINSKA et al., 2020).
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A técnica de nanoprecipitacdo, foco nesse trabalho, foi desenvolvida e patenteada por
FESSI e colaboradores (1989) e consiste na deposic¢do interfacial de um polimero dissolvido
em um solvente organico sobre uma fase aquosa sob agitacdo (ZIELINSKA et al., 2020). O
solvente organico pela miscibilidade em agua é removido pelo processo de evaporacéo. O uso
de surfactantes, apesar de ndo requerido para a formacao das nanoparticulas é frequentemente
utilizado para contribuir na estabilidade da suspensdo coloidal prevenindo a formacdo dos
fendmenos de instabilizacio (agregados/coalescéncia) (CALZONI et al., 2019; ZIELINSKA et
al., 2020). Esse método pode ser utilizado para a preparacdo de nanoesferas e de nanocapsulas.
Para a obtencdo de nanoesferas, o farmaco é dissolvido ou disperso na solucdo polimérica, e
para as nanocapsulas, o farmaco é dissolvido em um dleo que é emulsionado na solugéo
polimérica organica antes da dispersdo na fase externa da emulséo (ZIELINSKA et al., 2020).
O objetivo no processo de manufatura é obter uma alta taxa de incorporacdo, em combinacéo
com uma quantidade razoavel de farmaco livre pra obter um nivel inicial adequado, assim como
uma liberacdo sustentada durante o tempo de permanéncia na area pré-corneana (OREFICE;
PEREIRA; MANUSUR, 2006).

Acrescenta-se ainda que estratégias tem sido desenvolvidas para a formacéo de sistemas
coloidais hibridos, com o revestimento/recobrimento (coating) das nanoparticulas pré-formadas
com polimeros mucoadesivos, como a quitosana, o &cido hialurénico, para também contribuir
no aumento da biodisponibilidade oftdlmica (LAJAVARDI et al., 2009; ZENG et al., 2016).
Essa abordagem tecnologica pode ser realizada por diferentes mecanismos, os quais envolvem
interacdes eletrostaticas ou hidrofobicas e ligacdes covalentes entre o polimero de revestimento
e as nanoestruturas (LEMARCHAND; GREF; COUVREUR, 2004; MAHALING; KATTI,
2016).

2.4.2.2 Utilizacéo de polimeros mucoadesivos nos sistemas de entrega de farmacos de uso

oftalmico

Mucoadesdo ¢ a propriedade dos materiais de atrair e aderir as membranas mucosas do
corpo humano e é uma alternativa para solucionar limitacdes relacionadas a administragdo
topica de farmacos em determinadas regides, como a ocular, pelo potencial de prolongar o
tempo de residéncia e melhorar a biodisponibilidade de farmacos nos sistemas de entrega
(BODDUPALLI etal., 2010; MAHALING; KATTI, 2016; DAVE et al., 2021). O processo de
mucoadesdo é geralmente dividido em duas etapas principais: a fase de contato, em que ocorre

a transferéncia de agua da camada de muco para o polimero, facilitando a interpenetracdo das
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cadeias poliméricas com as glicoproteicas do muco e a etapa da consolidacdo do fenédmeno
mucoadesivo, resultante das liga¢cGes quimicas entre o polimero e o muco. Entretanto, esse
mecanismo nao € totalmente claro e algumas teorias, dentre elas, a eletrdnica, a de adsorcéo, a
do umedecimento, a de difusdo e a de fratura tem sido apresentadas para fundamentar o
fendmeno de mucoadesdo. Além disso, € relatado na literatura a possibilidade da combinagéo
de mais de uma teoria para fundamentar o mecanismo (SMART, 2005; VARUM et al., 2008;
WENGSCHICK et al., 2022). Na teoria eletronica, importante para esse trabalho, a adeséo
ocorre pela transferéncia de elétrons entre a membrana da mucosa e 0 sistema mucoadesivo
pelas diferencas nas suas estruturas/cargas eletronicas e com a consequente formacao de uma
dupla camada de atracdo eletrostatica (SMART, 2005; BODDUPALLI et al., 2010;
DAVIDOVICH-PINHAS; BIANCO-PELED, 2010; DAVE et al., 2021 ; WENGSCHICK et
al., 2022).

No processo de administragdo ocular, os polimeros mucoadesivos se ligam e interagem
com a camada mucosa do filme lacrimal (BURHAN et al., 2021). Mucinas séo glicoproteinas
de alta massa molecular compostas por um nucleo de proteico ligado covalentemente as cadeias
laterais de carboidratos através de ligaces O-glicosidicas (ABLAMOWICZ; NICHOLS, 2016;
DAVE et al., 2021). Métodos diretos e/ou indiretos para medir e detectar a interacdo entre 0s
polimeros e a mucina tem sido explorados, dentre eles, a microscopia de forca atdmica, medida
do potencial zeta e testes reoldgicos (DAVIDOVICH-PINHAS; BIANCO-PELED, 2010;
WOERTZ et al., 2013; CASTRO et al., 2020).

Estudos tem demonstrado, que o uso de polimeros mucoadesivos, como o Eudragit®
RL100 e o &cido hialurénico, nas nanoparticulas oftdlmicas, além de promover o aumento da
capacidade de bioadesdo aos tecidos oculares, favorecem a penetracdo nos tecidos oculares,
aumentam a capacidade de encapsulacdo e protegem o farmaco veiculado a possiveis fatores
de degradacdo o que aumenta a estabilidade da formulacdo (ALMEIDA et al., 2021; ZHAI et
al., 2011; CASTRO et al., 2020).

Os polimeros Eudragit® sédo referidos como os copolimeros de metacrilato e aménia,
sintetizados a partir do acido acrilico e ésteres de acido metacrilico, contendo de 8,8 — 12 % de
grupos funcionais de aménio quaternario (responsaveis pela permeabilidade do polimero em
solucdo aquosa) e de massa molar de aproximadamente 32000 g/mol (KILICARSLAN,
BAYKARA, 2004; THAKRAL; THAKRAL; MAJUMDAR, 2013). A formula estrutural do
polimero pode ser verificada na Figura 8. Diversos estudos tem demonstrado o comportamento
favoravel de utilizacdo do Eudragit® RL100 para uso topico ocular, considerando a seguranca,

a carga positiva e o perfil de liberacdo de formulagdes oculares preparadas com esse polimero
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(PIGNATELLO; BUCOLO; PUGLIS, 2002; UBRICH et al. 2005; DAS; SURESH;
DESMUKH, 2010; KATARA; MAJUMDAR, 2013; CASTRO et al.,, 2020). Uma das
caracteristicas principais desse polimero € o seu comportamento pH — independente e por isso

¢ altamente explorado como estratégia para liberacdo sustentada/controlada de farmacos

(KAUR et al., 2018).

Figura 8 - Formula estrutural do polimero Eudragit® RL100 (A) e unidade monomérica (B).
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Fonte: THAKRAL; THAKRAL; MAJUMDAR, 2013 e CASTRO, 2016.

O é&cido hialurénico (HA) é um polissacarideo altamente hidrofilico, aniénico,
constituido por longas cadeias de unidades dissacaridicas repetidas de &cido glucurdnico e N-
acetil -D-glucosamina conectadas por liga¢des glicosidicas (WU et al., 2013; FALLACARA et
al., 2018). A formula estrutural da referida substancia, com a indicacao das regides hidrofilicas

e hifrofébicas da molécula, esta representada na Figura 9.
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Figura 9 - Formula estrutural do acido hialurénico.

Acido D - glucurdnico N - acetil - D - glucosamina

oH OH

0
0 HO
O
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Grupos hidrofilicos Ligagdes de hidrogénio

Fonte: Adaptado de FALLACRA et al., 2018 e BAYER ,2020

O acido hialurénico é um polimero natural, presente em humanos, em animais e em
algumas bactérias do género Streptococcus. No corpo humano, estd presente na matriz
extracelular dos tecidos conjuntivos, na pele, corddo umbilical e fluido sinovial. Além disso,
ele pode ser encontrado no humor vitreo, na glandula lacrimal e no epitélio da cornea (RAH,
2011; FALLACARA et al., 2018). O polimero e seu sal de sodio (hialuronato de sodio)
possuem varias aplicacdes em produtos médicos, farmacéuticos, estéticos e cosméticos. A rota
utilizada para a obtencéo do acido hialurénico ocorre via extracdo em tecidos animais (crista de
galo, fluido sinovial bovino), e via fermentacdo bacteriana. A grande utilizacdo do acido
hialurdnico se deve a sua propriedade anti-inflamatdria, imunossupressora e pelas suas
propriedades bioldgicas e fisico-quimicas, como a biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo
imunogenicidade, mucoaderéncia, higroscopicidade, viscoelasticidade e lubricidade
(FALLACARA et al., 2018; HINTZE; SCHNABELRAUCH; ROTHER, 2022; ALIPOOR et
al., 2022).

Na oftalmologia, o acido hialurénico e seu sal sddico sdo utilizados como liquido
viscoelastico para protecdo e lubrificacdo das estruturas oculares. Além disso, pela sua
capacidade de promover a hidratacéo, ele € utilizado na sindrome do olho seco e para melhorar
0 conforto das lentes de contato (RAJ, 2011; FALLACARA et al., 2018). Estudos tem


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bayer%20IS%5BAuthor%5D
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demonstrando a ligagéo do acido hialurénico a proteinas de membranas, como os receptores
CD44 (Cluster of Differentiation 44) das células epiteliais da cornea, promovendo a retencéo
de nanoformulacbes (KAUR; SMITHA, 2002; ABATANGELO et al; 2020; ONUGWU et al.,
2023). Adiciona-se que também é relatado o uso do HA no processo de revestimento de
nanocarreadores para prolongar o tempo de residéncia ocular e a absor¢do do farmaco nos
tecidos oculares (ZENG et al, 2016; TANG et al., 2022). Ibrahim e colaboradores (2010),
realizaram o revestimento de nanoparticulas de Eudragit® com A&cido hialurénico para
prolongar a entrega ocular de gatifloxacina e prednisolona. O revestimento foi realizado pela
adsorcdo do HA as nanoparticulas de Eudragit® pré-formadas e pelo método de emulsificacdo
espontdnea durante a sintese das nanoparticulas de Eudragit®. Foi demonstrado que as
nanoparticulas revestidas com HA forneceram concentracdes do farmaco gatifloxacina
significativamente aumentadas e prolongadas na cornea de olhos de coelhos em comparacéo
com os colirios comerciais avaliados no estudo. Entretanto, nenhuma comparacao entre as
nanoparticulas revestidas e as ndo revestidas foi relatada no artigo.

Assim, considerando as propriedades e caracteristicas, tanto do Eudragit® RL100 como
do &cido hialurénico, a exploracdo do uso desses polimeros em sistemas nanoestruturados de
entrega de fArmacos no segmento anterior do olho e a investigacdo da seguranca bioldgica e da
eficacia dos referidos sistemas com diferentes propriedades eletrostaticas, foco e inovacgéo
desse trabalho, podem trazer melhorias significativas no tratamento de condigdes clinicas

oculares, incluindo a doenca do olho seco.



3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento, caracterizacdo fisico-quimica, avaliacdo da toxicidade ocular e da eficacia
de sistemas nanoestruturados contendo o farmaco tacrolimus, com diferentes cargas
superficiais, em modelo experimental de inducdo da doenca do olho seco para administragéo

ocular topica no tratamento da doenca do olho seco.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver nanoformulagdes poliméricas a partir do polimero Eudragit® contendo o
farmaco tacrolimus (NTAC) pelo método de deposicao interfacial do polimero pré-formado

seguido pela evaporacdo do solvente;

Desenvolver nanoformulacGes poliméricas revestidas com acido hialurénico na forma de
hialuronato de sédio (NTAC-HA), a partir da nanoparticula pré-formada do polimero

Eudragit® contendo o farmaco tacrolimus pela técnica de adsorcao;

Realizar a caracterizagdo fisico-quimica das nanoformulacfes poliméricas desenvolvidas
(NTAC; NTAC-HA) pelas técnicas: espalhamento dinamico de luz para determinacdo do
tamanho (diametro hidrodindmico médio); espalhamento de luz eletroforético para analise do
potencial zeta; microscopia eletrénica de transmissdo para avaliagdo da morfologia e
cromatografia liquida de alta eficiéncia, (High performance liquid chromatography), para

avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo do farmaco e avaliacdo do pH;

Avaliar as propriedades bioadesivas (retencdo ocular) das nanoformulagdes desenvolvidas
(NTAC; NTAC-HA) pela medida da carga superficial das formula¢Ges desenvolvidas

adicionada a suspensdo de mucina;

Avaliar a estabilidade fisico-quimica das formulagdes poliméricas desenvolvidas (NTAC;
NTAC-HA) por meio das técnicas de espalhamento multiplo de luz, espalhamento dindmico

de luz e espalhamento eletroforético;
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e Avaliar o perfil de seguranca bioldgica (toxicidade ocular) in vitro das formulagdes
desenvolvidas (NTAC; NTAC-HA) em modelo de membrana corioalantoica (Hen'’s Egg Test-
Chorioallantoic Membrane HET- CAM) de embrido de galinha e in vivo pelo teste de Draize.

e Avaliar a eficacia das nanoformulacgdes poliméricas desenvolvidas (NTAC ; NTAC-HA) em

modelo experimental in vivo de inducdo da doenca do olho seco.



4 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE
SISTEMAS NANOESTRUTURADOS CONTENDO
TACROLIMUS (NTAC; NTAC-HA)
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4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Materiais

Tacrolimus (Biocon Limeted, China); Eudragit® RL100 (Evonik Nutrition & Care
GmbH, Alemanha); Triglicérides de acido céprico-caprilico (Polytechno Ind., Brasil); Triolato
de sorbitano (Span® 85 - Sigma Aldrich, EUA); Polissorbato 80 (TWEEN® 80, Synth®,
Brasil); Acetona (Vetec Quimica, Brasil); Agua ultrapura, obtida de um sistema de purificacio
de &gua (Millipore, EUA); Hialuronato de sodio (HA-EP3.0 - 2,45 MDa - Bloomage
Biotechnology Corp. LTDA, China); Mucina de estbmago suino - tipo Il (Sigma Aldrich,
EUA); Acido fosférico (Sigma Aldrich, EUA); Metanol (Merck, Alemanha); Acetonitrila
(Merck, Alemanha);Unidade filtrante para seringa de PVDF - Millipore Millex-HV - com
tamanho de poro de 0,45 um.

Todos os solventes utilizados foram grau analitico e 0 metanol e a acetonitrila foram

grau cromatografico.

4.1.2 Equipamentos

Sistema de purificacdo de agua (Millipore, EUA); Balanca analitica (Shimatzu,
Alemanha); Agitador magnetico (Solab, Brasil); Zetasizer nano ZS90 (Malvern Instruments,
Inglaterra); Turbidimetro (Turbiscan® - formulation smart scientific analysis, EUA); Lavadora
Ultrassbnica (Eco —Sonic, Brasil); Rotavapor (IKA, Brasil); Cromatdgrafo liquido de ultra
performance cromatografo liquido, modelo Elite LaChrom, da marca Hitachi®, com bomba
quaternaria L-2130, Column oven L-2300, auto injetor L-2200 e detector de arranjo de
fotodiodos (DAD) L-2455; Coluna C18 (250 mm de comprimento x 4mm de diametro) com
particulas de 5um (Thermoscientific®); Pipetas Gilson, volume ajustavel de 20 uL, 200 pL e
1000 uL; Vials de vidro Agilent de 2 mL com tampa e septos de teflon; Microscopio Eletronico
de Transmissdo Tecnai G2-12 - FEI SpiritBiotwin 120 kV (Termo Fischer Scientific, EUA);
Medidor de pH (NI PHM — Nova Instruments Tecnopon, Sdo Paulo, Brasil), Camara

conservadora (Elber Medical Line, Brasil).
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4.1.3 Métodos

4.1.3.1 Desenvolvimento e preparo dos sistemas poliméricos nanoestruturados contendo

tacrolimus

O processo de desenvolvimento dos novos sistemas de entrega para o farmaco
tacrolimus foi iniciado a partir de um padrdo de producdo de nanoparticulas poliméricas
previamente estabelecido no laboratorio de pesquisa (CASTRO et al., 2020). Foi utilizado o
método da deposicao interfacial do polimero pré-formado (FESSI et al., 1989). Assim, a fase
oleosa, constituida por tacrolimus (10 mg), pelo polimero Eudragit® RL100 (120 mg), pelos
triglicérides de acido caprico-caprilico - TCM (180 mg) , triolato de sorbitano (40 mg) e pela
acetona (40 mL) foram aquecidos a temperatura de 40 °C e agitados (450 rpm) por
aproximadamente 10 minutos. A fase aquosa, constituida pelo polissorbato 80 (75 mg) e pela
agua ultrapurificada (50 mL) foi preparada separadamente, aquecida e agitada na mesma
condicdo da fase oleosa.

Apds a completa solubilizacdo dos constituintes, a fase oleosa foi vertida sobre a fase
aquosa, utilizando-se um funil de colo longo. Esse processo foi realizado nas mesmas condicoes
de temperatura e agitacdo anteriormente descritos, durante o periodo de 10 minutos. As
nanoparticulas foram entdo efetivamente formadas. Foi realizada a evaporacao da acetona e a
reducao do volume final da formulacdo para 20 mL por meio de um rotavapor evaporativo a 50

°C. A composicdo final da formulacdo pode ser verificada no Quadro 2.

Quadro 2 - Composi¢do final em % m/v dos constituintes da formulagdo polimérica NTAC.

Componentes da nanoparticula polimérica Porcentagem massa/ volume dos
desenvolvida constituintes (% m/v)
Tacrolimus 0,05
Eudragit® RL100 0,6
Triglicérides de acido caprico-caprilico (TCM) 0,9
Triolato de sorbitano (Span® 85) 0,2
Polissorbato 80 (Tween® 80) 0,375
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4.1.3.1.1 Revestimento com acido hialurdnico das nanoformulagdes poliméricas

contendo tacrolimus

O revestimento da nanoparticula de tacrolimus — NTAC com o acido hialurénico na
forma de hialuronato de sodio (HA), foi realizado pela técnica de adsorcdo de superficie
(LEMARCHAND; GREF; COUVREUR, 2004). Foram preparadas inicialmente a disperséo do
hialuronato de sddio em agua ultrapurificada nas concentragdes 0,1%, 0,3% e 0,5% (m/v) sob
agitacdo magnética com rotacao de aproximadamente 350 rpm durante 30 minutos.

A suspensdo de nanoparticulas de Eudragit® RL100 (5 mL) foi entdo adicionada (em
uma Unica vez) em igual volume de solucdo aquosa (5 mL) contendo HA nas concentracGes
anteriormente descritas. Para otimizar o processo de revestimento com o HA, a dispersao/nano
foi mantida sob agitacdo magnética por um periodo de 1 hora — rotagcdo aproximadamente de
350 rpm. A definicdo da concentracdo ideal de revestimento foi determinada pelos resultados
de didmetro, distribui¢do de tamanho e potencial zeta.

4.1.3.2 Caracterizacao fisico-quimica dos sistemas poliméricos nanoestruturados

A caraterizacdo fisico-quimica das formulacdes coloidais (NTAC ; NTAC-HA) foi
realizada pelas analises de diametro de particula, potencial zeta e avaliacdo de fenémenos de
desestabilizacdo. Essas analises foram realizadas pelas técnicas de espalhamento dinamico de
luz, espalhamento eletroforético de luz e espalhamento multiplo de luz (FIEL, 2010;
JUNG-CHO et al., 2013; KHAN, et al.,2019; CASTRO et al., 2020; ZIELINSKA et al., 2020).
Além disso, foi utilizada a técnica de microscopia eletrénica de transmissdo para avaliagdo da
morfologia, cromatografia liquida de alta eficiéncia para obtencdo da eficiéncia de
encapsulamento e foram avaliados o pH e as propriedades de mucoadesdo das formulacGes

poliméricas.

41321 Didmetro e distribui¢cdo de tamanho

A medida do tamanho das particulas nas formulagdes poliméricas desenvolvidas
(NTAC ; NTAC-HA) e os respectivos indices de polidispersao (PDI - Poly Dispersity Index)
ou seja a avaliacdo da distribuicdo do tamanho, foram determinados pela técnica de

espalhamento dindmico de luz (Dynamic Light Scattering - DLS) utilizando o equipamento
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Zetasizer Nano ZS90 que possui como fonte de luz um laser vermelho de 4 mW, He-Ne, com
comprimento de onda de 632,8 nm e o detector a 90° do feixe incidente.

As leituras foram realizadas em triplicata, apés diluicdo das suspensdes na razao de 1:10
(v/v) em agua ultrapura. Para a realizacdo da andlise, foi inserido 1 mL das solucdes diluidas
em células de poliestireno de 1cm de largura e comprimento. Os dados foram coletados a 25,0
°C e os valores foram expressos como média + desvio padrdo (DP).

4.1.3.2.2 Avaliacdo da carga da superficie

A avaliacdo da carga de superficie das particulas nos sistemas poliméricos
nanoestruturados (NTAC ; NTAC-HA) ou seja, o potencial zeta, foi realizada pela técnica de
espalhamento eletroforético da luz (Electrophoretic Light Scattering), pelo equipamento
Zetasizer Nano ZS90. As leituras foram realizadas em triplicata, ap6s a dilui¢do das suspensdes
na razdo de 1:10 (v/v) em &gua ultrapura. Para a realizacdo da analise, foi inserido 1 mL das
solucdes diluidas em células capilares moldadas em policarbonato, com eletrodos chapeados a
ouro com uma base de cobre-berilio elastica. Os valores foram expressos como média + desvio
padréo (DP).

4.1.3.2.3 Medida de pH

As afericdes do potencial hidrogenidnico (pH) das formulagbes poliméricas recém-
preparadas (NTAC ; NTAC-HA) e ap6s 60 dias foram realizadas em potencidmetro
devidamente calibrado (NI PHM — Nova Instruments Tecnopon, S&o Paulo, Brasil). Para isso,
o eletrodo foi imerso em cada uma das preparacdes e a leitura, foi realizada em triplicata. As
amostras foram armazenadas sob refrigeracdo (2 - 8°C). Os valores foram expressos como

média + desvio padrao (DP).

41324 Morfologia

A morfologia da superficie das nanoparticulas desenvolvidas foi verificada por
microscopia eletronica de transmissdo (MET). As analises foram realizadas no Microscopio
Eletrdnico de Transmissdo Tecnai G2-12 - FEI SpiritBiotwin 120 kV (Thermo Fisher) no
Centro de Microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais. Aproximadamente 5 pL das

formulacGes NTAC; NTAC-HA foram adicionados em uma grade de cobre revestido com filme
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carbono. O excesso de fluido foi removido por um papel absorvente e foi realizada a
contrastagdo negativa com acetato de uranila 2%.

4.1.3.25 Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) do tacrolimus foi avaliada na formulagdo NTAC
e foi determinada por meio da quantificacao de farmaco total presente na formulacdo (CASTRO
et al., 2020). A avaliacao foi realizada ap6s a preparacao da formulagéo e apos 30 e 60 dias de
armazenamento em temperatura ambiente.

A quantificacdo do farmaco foi realizada por cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(CLAE) de acordo com o método validado por SOUZA (2012) apresentadas no Quadro 3.
Foram avaliados no referido método, o parametro linearidade para determinacdo da faixa de
trabalho mais adequada para o processo de quantificacdo e o parametro seletividade para
verificar se os componentes da formulacao interferem no desempenho da medicao.

A linearidade do método analitico foi avaliada pela construcdo de curvas analiticas com
6 concentrac6es do farmaco. A partir de uma solucdo estoque de tacrolimus foram preparadas
solucBes diluidas nas concentragBes de 5, 10, 20, 50, 150 e 300 pg/mL. As analises foram
realizadas em triplicada. A correlacdo linear entre os resultados de &rea em funcdo da
concentracdo obtida nos cromatogramas foi avaliada pelo Método dos Minimos Quadrados
Ordinarios (MMQO) (SOUZA, 2007; ANVISA, 2017). Para a utilizacdo dessa ferramenta
estatistica, foi inicialmente verificada a presenca de valores dispersos (outliers) pelo teste de
residuo padronizado de Jacknife. Foi permitida a exclusdo de até 22% dos dados da curva
original (SOUZA, 2007). Além disso, foi realizada a avaliagdo das premissas relativas aos
residuos da regressdo. A avaliacdo da normalidade dos residuos foi verificada pelo teste de
Ryan-Joine, a independéncia dos residuos foi avaliada pelo teste de Durbin-Watson e
homocedasticidade dos residuos foi avaliada pelo teste de Levene modificado por Brown e
Forsythe. Apos a avaliacéo das premissas, a significancia da regresséo e o desvio da linearidade
foram avaliados pela Anélise de variancia (ANOVA), com p < 0,01 (SOUZA, 2007; BRASIL,
2017). A curva analitica foi entdo construida apds o tratamento de outliers, em fungdo da
concentracdo. Foram avaliados o grafico de disperséo dos residuos e os parametros: coeficiente
angular (a), coeficiente linear (b) , coeficientes de correlacao (r) e de determinacéo (r?). O valor
obtido de “r” deve estar acima de 0,990 (BRASIL, 2017).

A verificacdo da seletividade foi avaliada a partir de injecGes separadas da solucdo

diluente (Acetonitrila: Metanol - 90:10), da fase movel (Metanol: Solucéo de &cido fosforico
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0,1% (v/v) pH 2,5 (80:20)), solucdo padréo de tacrolimus (100 pug/mL), placebo (nanoparticula
vazia) e da solucdo do placebo fortificado a 100% do farmaco.

As analises foram realizadas no cromatografo a liquido, modelo Elite LaChrom, da
marca Hitachi®, com bomba quaternaria L-2130, Column oven L-2300, auto injetor L-2200 e
detector de arranjo de fotodiodos (DAD) L-2455. A separacdo cromatografica se deu através
uma coluna analitica C18 (250 mm de comprimento x 4 mm de didmetro) com particulas de 5
um da marca Thermoscientific®, mantida a 25°C, utilizando um método de separacao
isocratica. O software utilizado para coletar, integrar e analisar os dados cromatograficos foi o
EzChrom Elite.

Todas as solucBes analisadas no cromatdgrafo, foram filtradas para os vials, utilizando

unidade filtrante de PVDF (do inglés-Polyvinylidene fluoride) porosidade de 0,45 pm acoplado

a seringa.
Quadro 3 - Método cromatogréafico para quantificacdo de tacrolimus
Parametro Especificacdo
] Metanol : Solugéo de acido fosforico 0,1%
Fase movel
(VIV) pH 2,5 (80:20)
Solucdo diluente Acetonitrila: Metanol (90:10)
Volume de injecédo 20 puL
Fluxo 1 mL/min
Temperatura da coluna 50°C
Deteccéo 210 nm
Tempo de corrida 15 minutos

Fonte: Adaptado de SOUZA, 2012.

O preparo das solugdes utilizadas para a avaliagdo da seletividade e da linearidade

validag&o foi realizado conforme descrito a seguir:

Solucdo estoque de tacrolimus: 50 mg de TAC foram pesados, transferidos para baldo

volumeétrico de 100 mL e completado o volume com solugéo diluente (Acetonitrila: Metanol -

90:10). Assim, foi obtida uma solucdo estoque com concentracdo de 500 pg/mL de tacrolimus.
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Solugdes diluidas: foram retiradas aliquotas da solugdo estoque e completados o volume com

solugdo diluente (Acetonitrila: Metanol - 90:10). As solugdes diluidas foram preparadas nas
concentragdes de: 5, 10, 20, 50, 150 e 300 pg/mL.

Placebo puro: foram preparadas nanoparticulas utilizando os mesmos componentes da
formulacéo original sem a adic¢éo do tacrolimus.

Solucgdo do placebo fortificado a 100% do farmaco: 2 mL da solucéo estoque de tacrolimus e

0,5 ml da nanoparticula vazia foram transferidos para um baldo volumétrico de 10mL e
completado o volume com solucéo diluente (Acetonitrila: Metanol - 90:10). Assim, foi obtida
uma solugdo com concentragdo final de 100 ug/mL do farmaco e 300 pug/mL de placebo
(nanoparticula vazia).

Para a realizacdo do teste de eficiéncia de encapsulamento, 2 mL de formulacdo foram
transferidos para baldo volumétrico de 10 mL, o volume foi completado com acetonitrila e a
solucéo foi homogeneizada. Os balGes foram deixados em banho de ultrassom sem aquecimento
durante 40 minutos para ocorrer a liberacdo do tacrolimus das nanoparticulas. As analises foram
realizadas em triplicata. A eficiéncia de encapsulamento (EE%) foi entdo calculada utilizando-

se a seguinte formula:

Concentracgao experimental
EEY% = * 100

Concentragao tedrica (1)
O valor da concentracdo experimental se refere a quantidade de farmaco encapsulado e
a concentragdo tedrica se relaciona com a quantidade de farmaco adicionado a formulagédo, com

0 ajuste pertinente de dilui¢do. Os valores foram expressos como média + desvio padrdo (DP).
4.1.3.2.6 Avaliacdo da propriedade de mucoadesao

A propriedade mucoadesiva dos sistemas poliméricos nanoestruturados desenvolvidos,
ou seja, a capacidade de adsor¢do da mucina as formulacdes, foi avaliada pela alteragdo das
medidas do potencial zeta de particulas de mucina (mucina de estbmago suino — tipo Il) antes
e ap6s a mistura com as formulagGes poliméricas contendo o farmaco tacrolimus (NTAC ;
NTAC-HA). Para isso, foi preparada uma suspensdo de mucina 1% (v/v) em agua ultrapura. A
suspensdo foi levemente agitada até a completa dissolucdo a temperatura ambiente e filtrada
filtros de 0,45 pm e 0,22 pm para remover agregados. A suspensdo de mucina 1% foi misturada

com diferentes propor¢des das nanoparticulas de tacrolimus (NTAC; NTAC-HA) (1:1; 1:2 e
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1:3) e foram realizadas as leituras do potencial zeta utilizando o equipamento Zetasizer Nano
ZS590, ap6s 10 e 60 minutos de incubagdo a temperatura ambiente. As medidas foram realizadas

em triplicata e os valores expressos em média * desvio padrao.

4.1.3.2.7 Estudos iniciais de estabilidade fisica dos sistemas poliméricos

nanoestruturados

A estabilidade fisica das formulaces nanoestruturadas desenvolvidas (NTAC; NTAC-
HA) foi avaliada em diferentes condicOes devido as propriedades de cada formulacdo. Os lotes
de nanoparticulas produzidos foram armazenados em frascos de vidro e protegidos da luz
durante o estudo.

A NTAC foi avaliada em trés diferentes temperaturas: temperatura ambiente - 20°C +
2°C (NTAC - Lote 1), alta temperatura - 40°C / 75% umidade relativa (UR) (NTAC - Lote 2)
e sob a condicéo de refrigeracdo 2 - 8°C (NTAC - Lote 3).

As condicdes do estudo de estabilidade acelerada, ou seja, a avaliacdo da estabilidade
da formulacdo armazenada na temperatura de 40°C e 75% UR, foi definida de acordo com as
diretrizes da equacdo de Arrehenius, que correlaciona a velocidade de uma reagdo quimica com
a temperatura (ASTM-F1980). Nesse sentido, foi realizado o calculo do fator de

envelhecimento acelerado de acordo com a seguinte maneira:

AAF = Q 10 [((TAp =~ TR7)10)]
(@)

Em que:

AAF: accelerated aging factor - fator de envelhecimento acelerado;

Taa: accelerated aging temperature - temperatura de envelhecimento acelerado (°C);
Trr: reference ambiente temperature - Temperatura ambiente de referéncia (°C);

Q10: Fator tedrico baseado na equacéo de Arrhenius que relaciona parametros cinéticos

de decomposicdo com a temperatura.

Foi utilizado o valor de Qo igual a 2 por ser uma abordagem convencionalmente

utilizada para correlacionar a temperatura com a velocidade das reacfes (HUKINS;
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MAHOMED; KUKUREKA, 2008; ASTM-F1980). A temperatura de referéncia foi de 20°C.
A duracéo do estudo foi entéo calculada pela divisdo do prazo de validade estimado (365 dias)
pelo fator de envelhecimento acelerado. Considerando esse calculo, o tempo total do estudo de
estabilidade foi de trés meses e equivale a 365 dias de armazenamento sob temperatura
ambiente.Os tempos definidos do estudo foram: TO (inicio do estudo); T1 (30 dias ap6s o inicio
do estudo); T2 (60 dias ap6s o inicio do estudo) e T3 (90 dias apos o inicio do estudo). Ressalta-

se que para o estudo de estabilidade acelerada, cada tempo corresponde a:

Quadro 4 - Correspondéncias do tempo acelerado e do tempo real (TAA =20 °C, TRT 40°C/ 75% UR).

Equivalente em meses

Tempo
T1- 30 dias apds o inicio do estudo 4
T2 — 60 dias apos o inicio do estudo 8
12

T3 - 90 dias ap0s o inicio do estudo

Para a NTAC-HA, devido a ndo esterilidade da nanoformulagdo e considerando as
propriedades intrinsecas do &cido hialurénico que poderiam resultar em degradagdo em
condi¢cdes ambientais (SNETKOV et al., 2020) e/ou crescimento de micro-organismos pela
ndo adicdo de um agente protetor microbiano a formulacdo, a estabilidade foi avaliada de
maneira conservadora na temperatura sob refrigeracdo e o estudo foi também realizado em
diferentes tempos: TO (inicio do estudo e imediatamente apds a producao das formulacgdes); T1
(30 dias apo6s o inicio do estudo); T2 (60 dias apds o inicio do estudo) e T3 (90 dias apo6s o
inicio do estudo).

Para as duas nanoformulagdes em cada um dos tempos, foram analisados os parametros
diametro e distribuicdo de tamanho (indice de polidispersividade) e potencial zeta obtidos pela
técnica de espalhamento dinamico/eletroforético de luz, conforme informado nos itens 4.1.3.2.1
e 4.1.3.2.2. As leituras foram realizadas em triplicata. Os valores foram expressos como média
+ desvio. Paraa NTAC — Lote 1 e Lote 3, também foi verificado ao final do periodo do estudo,
possiveis alteracfes na eficiéncia de encapsulamento, de acordo com a metodologia do item
4.1.3.2.5.

Para a comparagdo dos resultados obtidos entre os diferentes tempos de anélise, foi

utilizada a ferramenta estatistica de analise de variancia (ANOVA) com teste posterior de
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Dunnet, com valor de P<0,05 aceito para diferencas estatisticamente significativas. As
comparagOes foram realizadas com o tempo controle (T0). Os dados foram analisados pelo
programa GraphPad Prim® 8 (San Diego, California, EUA).

Além disso, também foi realizada a avaliacdo dos fendmenos de desestabilizacédo pela
técnica de espalhamento mdaltiplo de luz (Multiple Light Scattering - MLS) utilizando-se o
equipamento Turbiscan®. Para a realizacdo do ensaio 10 mL das formulacdes, ndo diluidas,
foram adicionados em uma célula de vidro borossilicato, cilindrica, de 25 mm de didmetro e 55
mm de altura. A célula foi preenchida até cerca de 22 mm de sua altura e foi submetida a
seguinte programacao: scans continuos por 10 scans, um scan a cada 1 minuto por 30 minutos
e varreduras por feixe de luz a cada 5 minutos durante 1 hora (TURBISCAN, 2015; CASTRO
et al., 2020). Os dados foram analisados por meio do software do equipamento para avaliagcdo

da estabilidade, migracdo e variacdo de tamanho das particulas presentes na formulacao.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Desenvolvimento e preparo dos sistemas poliméricos nanoestruturados contendo

o farmaco tacrolimus

As nanoparticulas poliméricas contendo o farmaco tacrolimus foram obtidas pelo
método de nanoprecipitacdo/deposicdo interfacial do polimero pré-formado (FESSI et
al.,1989), a partir do polimero Eudragit RL100® que consiste em um copolimero de etil
acrilato, metil metacrilato e baixo teor de éster de acido metacrilico com grupos de amoénio
quaternario. A referida técnica é rapida, simples, ndo requer uso de equipamentos complexos o
gue torna o processo econdmico e € facilmente reproduzida (FESSI et al., 1989;
SCHAFFAZICK et al., 2003; REIS et al., 2006; ZIELINSKA et al., 2020). Os constituintes
da fase organica foram dissolvidos e vertidos sob agitacdo, em uma fase aquosa contendo um
tensoativo hidrofilico. Nesse processo, a fase aquosa, imediatamente tornou-se leitosa e as
nanoparticulas foram instantaneamente formadas (FESSI et al., 1989; SCHAFFAZICK et al.,
2003) (Figura 9). O solvente organico foi removido pelo processo de evaporacdo e a eficacia
da remocdo foi previamente evidenciada a partir do processo padrdo de producdo de
nanoparticulas poliméricas estabelecido no laboratério de pesquisa (CASTRO et al., 2020).
Considerando a técnica de fabricacdo utilizada nesse trabalho, pode ser inferido que houve a
formacao de nanocapsulas (REIS et al., 2006; CRUCHO; BARROS, 2017; ZIELINSKA et al.,
2020).
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Figura 9 - Preparo de nanocapsulas pelo método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado.

Eudragit RL®100 + triglicérides
de acido caprico-caprilico +
triolato de sorbitano +acetona

Polissorbato 80 +
agua

Nanoparticulas
Precipitaciao do polimero poliméricas

(nanocapsulas)

Fonte: Adaptado de SCHAFFAZICK et al., 2003; FRIEDRICH, 2013.

A formulagdo obtida apresentou, pela analise macroscépica (visual), conforme pode ser
verificado na Figura 10, aspecto opalescente (reflexo azulado), branco, homogéneo, fluido e
livre de precipitados, que sdo caracteristicos de suspensdes coloidais poliméricas (CASTRO,
2016).

Figura 10 - Formulag&o desenvolvida de nanoparticulas contendo tacrolimus - NTAC.

e

-

Fonte: Préprio autor

O revestimento da nanoparticula de tacrolimus — NTAC com o acido hialurénico na

forma de hialuronato de sodio (HA), foi realizado pela técnica de adsorcdo de superficie
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(LEMARCHAND; GREF; COUVREUR, 2004). Diferentes concentragdes do &cido
hialurénico foram adicionadas diretamente a formulacdo previamente fabricada a partir do
polimero Eudragit ® RL 100.

Logo apds a preparacao da NTAC-HA nédo houve na avaliacdo macroscopica, alteracdes
nos aspectos apresentados pela formulacdo n&o revestida (Figura 11). A definicdo da
concentracéo ideal de revestimento foi determinada pelos resultados de didmetro distribuigéo

de tamanho e potencial zeta (itens 4.2.2.1 € 4.2.2.2).

Figura 11 - Formulac&o revestida com o acido hialurénico — NTAC-HA desenvolvida a partir da NTAC.

A

Fonte: Préprio autor

4.2.2 Caracterizacao fisico-quimica dos sistemas poliméricos nanoestruturados

A utilizacdo de técnicas para caraterizacdo de novos sistemas de entrega é de
fundamental importancia para otimizar o processo de desenvolvimento (JUNG-CHO et al.,
2013; KHAN et al., 2019). Segundo a Materials Advisory Board of National Research Council
— USA, a caracterizacdo descreve o0s aspectos de composicao e estrutura (incluindo defeitos)
dos materiais, dentro de um contexto de relevancia para um processo, produto ou propriedade
em particular. A realizacdo de testes preliminares permite o planejamento estratégico de
corregéo nas falhas da formulagéo, visando a qualidade do produto, englobando a seguranca de
seu uso, a estabilidade da formulagéo e a sua eficacia (OREFICE; PEREIRA; MANUSUR, 2006;
JUNG-CHO et al., 2013; KHAN et al., 2019).
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4.2.2.1 Diametro e distribuicéo de tamanho

O principio da técnica de espalhamento dindmico de luz consiste na analise das
flutuacGes de intensidade da luz espalhada em um determinado angulo. Essa andlise fornece
informacgdes sobre o movimento da particula, que é o responsavel pelas flutuacdes da
intensidade da luz espalhada (PIRES; EL SEOUD, 2003; JUNG-CHO et al., 2013;
DIALETACHI, 2017; MALVERN, 2021a). Para amostras com particulas ndo-interagentes, em
movimento Browniano, ou seja, randémico, quanto maior o tamanho das particulas, mais lento
sera 0 movimento e consequentemente, menor sera a flutuacdo da luz dispersa. A velocidade
de movimento Browniano é definida pelo coeficiente de difusao translacional (D) que pode ser
convertido em tamanho da particula utilizando a equacdo de Stokes-Einstein (PIRES; EL
SEOUD, 2003; ASTM E2490 -09; SUBRINHO, 2019; MALVERN, 2021b).

A formulacdo polimérica nanoestruturada contendo o farmaco tacrolimus - NTAC,
apresentou pela técnica de espalhamento dinamico de luz, o didmetro médio de 166,7 + 0,29
nm. Além disso, o indice de polidispersdo médio encontrado foi de 0,06 + 0,01. A distribuicdo
de tamanho das particulas esta representada na Figura 12 na qual se observa o perfil de
distribuicdo de tamanho em relagdo a intensidade, de uma mesma amostra, medida em 3

replicatas, para avaliar a reprodutibilidade.

Figura 12 - Distribui¢do de tamanho por intensidade da formulagdo polimérica nanoestruturada de tacrolimus
(NTAC) apés o preparo.
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Record 130: Nano 2 Tacrolimus - size 26-07-21 1
Record 131: Nano 2 Tacrolimus - size 26-07-21 2
Record 132: Nano 2 Tacrolimus - size 26-07-21 3
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Os valores encontrados de didmetro e de indice de polidispersdo das formulagdes
nanoestruturadas revestidas com diferentes concentracdes do acido hialurdnico na forma de
hialuronato de sodio (NTAC-HA) estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Diametro e distribuicdo de tamanho das formulagdes poliméricas nanoestruturadas de tacrolimus
revestidas com acido hialurénico na forma de hialuronato de sédio (NTAC-HA), em diferentes proporcdes.

Concentragéo de HA Diametro (nm) Distribui¢do do tamanho (1P)
[% (m/iv) ] (média £ DP) (média £ DP)
N1-0,1% HA 189,6 +0,80 0,33 +£0,01
N2 - 0,3% HA 227,2 + 1,30 0,44 0,01
N3 - 0,5% HA 304,9 £ 0,97 0,55+ 0,01

Os resultados demonstraram que houve ap6s o revestimento com HA, em todas as
concentragfes de revestimento aumento significativo (P>0,05) no didmetro da particula
comparado ao valor da NTAC, o que pode ser um indicativo do processo de adsor¢do do
polimero & superficie das nanoparticulas (YANG et al., 2013; MELO et al., 2020; RIBEIRO et
al., 2021). Apesar do aumento, a concentracdo de 0,1%, foi dentre as demais, a que obteve
resultado menos relevante e por isso foi excluida no processo de selecdo. Na andlise dos
resultados de indice de polidispersao, excluindo a concentragdo de 0,1%, a concentracdo de
0,3% de HA demonstrou resultado mais favoravel, ou seja, mais proximo de zero, que a
concentracdo de 0,5%, Assim, a concentracdo de 0,3% de HA, foi a selecionada para o
prosseguimento dos experimentos (Figura 13).
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Figura 13 - Distribui¢do de tamanho por intensidade da formulag&o polimérica nanoestruturada de tacrolimus
revestida com 0.3% de &cido hialurénico na forma de hialuronato de sédio (NTAC-HA) apés o preparo.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
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— Record 358: Nano 1 - 0.3 - HA - Tamanho 1 Record 359: Nano 1 - 0,3 - HA - Tamanho 2
—— Record 360: Nano 1 - 0,3 - HA - Tamanho 3

O tamanho da particula € uma informacdo muito importante e determinante para a
biodistribuicdo e retencdo das nanoparticulas no tecido alvo (JUNG-CHO et al., 2013). A
composicdo quali-quantitativa e o meétodo de preparacdo das nanoparticulas sdo fatores
determinantes do didmetro médio e da polidispersdo das particulas. As nanoparticulas
poliméricas com tamanho tipicamente < 400 nm s3o adequadas para uso oftadlmico
(AMRUTKAR; PATIL, 2023; ONUGWU et al., 2023). Neste sentido, foi possivel verificar
que as nanoparticulas de tacrolimus — NTAC e NTAC-HA (0,3% m/v) estdo dentro da faixa
desejavel para a aplicacdo ocular tdpica.

A homogeneidade da distribuicdo do tamanho, expresso pelo indice de polidispersao
(IP) é a medida da largura da distribuicdo de tamanhos, sendo que quanto mais préxima de zero
mais estreita a largura, indicando um sistema unimodal ou monodisperso, e da mesma forma,
se mais préximo de 1, indica menor homogeneidade da distribuicdo de tamanho (ASTM E2490
—09; JUNG CHO et al., 2013). Apesar de melhores valores encontrados de IP paraa NTAC, a
NTAC-HA (0,3%) também mostrou resultados satisfatorios, com a faixa de distribuicéo estreita

0 que indica que os sistemas nanoestruturados sdo unimodais e homogéneos.

4.2.2.2 Avaliacdo da carga de superficie

O potencial Zeta () reflete a carga da superficie das nanoparticulas e € um importante

pardmetro fisico-quimico que influencia a estabilidade das formulages e o reconhecimento
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bioldgico dos nanossistemas. O principio da técnica de obtencdo do potencial zeta,
espalhamento eletroforético de luz, se baseia na determinacéo da mobilidade eletroforética e na
aplicacdo da equacdo de Henry (ASTM E2865; MALVERN, 2021c). Valores de potenciais
Zeta inferiores a —30 mV ou superiores a +30 mV indicam uma formulacéo estavel. Nessas
condicOes, a fragdo de cargas superficiais é alta e h4 o predominio do efeito de repulsdo
eletrostatica, ou seja, das forcas repulsivas e consequentemente ha o impedimento do processo
de aglomeracéo das particulas (SCHAFFAZICK, et al., 2003; ZIELINSKA et al., 2020).

A formulacgéo polimérica nanoestruturada NTAC apresentou valor de potencial zeta de
+63,73 = 9,58 mV, o que indica uma adequada estabilidade eletrostatica das particulas. O
grafico com o perfil de distribuicdo do potencial zeta estd disposto na Figura 14, o qual

demonstra o resultado de 3 medidas realizadas em uma mesma amostra.

Figura 14 - Distribui¢cdo do potencial zeta da formulagdo polimérica nanoestruturada de tacrolimus (NTAC)
apos o preparo.
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Estudos anteriores também demonstram que o potencial zeta de formulagoes
poliméricas com o Eudragit® RL100 foi positivo (PIGNATELLO; BUCOLO; PUGLIS, 2002;
CASTRO et al., 2020) pela presenca de grupos de amonio quaternario na cadeia polimérica do
Eudragit® RL100 (DAS; SURESH; DESMUKH, 2010; CASTRO et al., 2020). Essa é uma
caracteristica interessante para sistemas de entrega de farmacos para uso topico ocular. A carga
positiva pode facilitar uma efetiva adesdo a superficie da cornea e promover uma forte interacéo

com a mucosa carregada negativamente da conjuntiva e com a mucina anionica presente no
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filme lacrimal, o que prolonga o tempo de residéncia da formulacdo (DAS; SURESH,;
DESMUKH, 2010; DAS; SURESH, 2011).

A formulacgéo polimérica nanoestruturada revestida com acido hialurénico, NTAC-HA
(0,3%) apresentou valor de potencial zeta de -30,03 £ 0,55 mV, o que também indica uma
adequada estabilidade eletrostatica das particulas. O valor negativo justifica-se porque o acido
hialurénico é uma macromolécula de carboidrato com muitas cargas negativas pela presenca
do &cido glucurdnico presentes em sua estrutura (AGUILERA-GARRIDO et al., 2019). A
diferenca do potencial zeta entre as nanoparticulas revestidas e nao revestidas é um indicador
da presenca do polimero de revestimento, no caso o &cido hialurbnico, na superficie das
nanoparticulas e consequentemente da eficacia da interacdo eletrostatica entre o polimero e o
sistema nanoestruturado NTAC (YANG et al., 2013; MELO et al., 2020; RIBEIRO et al.,
2021). Ressalta-se que o potencial zeta do revestimento na concentracdo de 0,1% foi de +21,27
+ 0,42 o que indica um processo ndo eficaz de cobertura com o &cido hialurénico. A
concentracdo de 0,5% obteve um valor de -44,53 + 1,10, favoravel na perspectiva do
revestimento. Entretanto, na avaliacdo em conjunto com os resultados apresentados na se¢ao
anterior (4.2.2.2), a concentracdo de 0,3% foi a mais favoravel para prosseguimento dos testes
experimentais. O gréfico, com o perfil de distribuicdo do potencial zeta, esta disposto na Figura

15, o qual demonstra o resultado de 3 medidas realizadas em uma mesma amostra.

Figura 15 - Distribui¢do do potencial zeta da formulagdo polimérica nanoestruturada de tacrolimus revestida
com 0.3% de &cido hialurénico na forma de hialuronato de sédio (NTAC-HA) apds o preparo.
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4.2.2.3 Medida de pH

A medida de pH das formulagdes poliméricas nanoestruturadas desenvolvidas foi
realizada logo ap0Os o processo de fabricacdo e depois de 60 dias de armazenamento sob
refrigeracdo (2 - 8°C) . O pH da NTAC foi de 4,68 + 0,09 (inicial) e 4,86 + 0,02 (60 dias) e 0
da NTAC-HA 6,17 £ 0,01(inicial) e 6,1 + 0,09 (60 dias). Ndo houve diferenca significativa
(P<0,05) entre os valores de pH do tempo inicial e em 60 dias de cada formulagéo. Entretanto,
houve diferenca significativa (P>0,05) na comparacdo dos valores de pH da NTAC e da NTAC-
HA.

O pH de formulagdes oftdlmicas é um parametro critico que pode influenciar no
conforto, seguranca, na estabilidade do produto e idealmente deve ser igual ao pH do fluido
lacrimal, aproximadamente 7,4 (ALLEN et al., 2005; ALDRICH et al., 2013; AULTON;
TAYLOR, 2016). Entretanto, o pH de uma preparacdo oftdlmica desse ser avaliado
estrategicamente para garantir a solubilidade e estabilidade do farmaco (ALLEN et al., 2005).

O olho é um 6rgao muito sensivel e a introducdo de uma formulacdo com o pH fora da
faixa tolerada, além de causar desconforto para o paciente, pode influenciar significativamente
na adesdo ao tratamento e na eficicia terapéutica visto que uma férmula mal tolerada
geralmente produz irritacdo, 0 que causa o aumento do pestanejamento, producdo adicional de
lagrimas como um mecanismo de defesa para restaurar as condi¢des fisiol6gicas normais e a
consequente eliminacdo prematura do farmaco (AULTON; TAYLOR, 2016).

Analisando os valores de pH obtidos para as formulacdes desenvolvidas, o pH da
formulacdo revestida com acido hialurdnico na forma de hialuronato de sédio, NTAC-HA,
atende aos critérios de conforto para aplicacdo ocular tépica. O valor de pH encontrado para a
NTAC também néo foi considerado inadequado para o uso proposto e foi similar ao encontrado
por Castro e colaboradores (2020) em nanocépsulas de Eudragit® RL100. E importante
acrescentar que apesar do pH dessa formulacdo estar mais distante ao da lagrima fisioldgica,
comparado ao pH da NTAC-HA, é mencionado na literatura que o olho consegue tolerar
preparacOes oftalmicas topicas com um pH entre 3,5 e 9,0 e que danos oculares sé séo
observados em valores de pH menores que 3,0 e acima de 10,8 (AULTON; TAYLOR, 2016;
DEWEY-MATTIA; CRAWFORD; MASS, 2019). Alem disso, é relatado que o polimero
Eudragit® RL100 possui perfil de liberacdo pH-independente e que o farmaco tacrolimus
possui suscetibilidade de degradacio em pH maior que 7 (KAUR et al., 2018; SAVIC et al.,
2019; KOVACEVICA; MULLERA; KECKC, 2020). Portanto, as duas formulacdes sdo

adequadas para o0 uso ocular topico.
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4.2.2.4 Morfologia

A microscopia eletronica de transmissao foi utilizada para verificacdo da morfologia das
formulacGes poliméricas nanoestruturadas desenvolvidas. As micrografias obtidas podem ser

verificadas na Figura 16.

Figura 16 - Fotomicrografias de microscopia eletrénica de transmissdo dos sistemas poliméricos
nanoestruturados demonstrando o formato esférico bem definido e a evidéncia de formacédo de nanocapsulas.
(A) - Formulagdo NTAC; (B) Formulacdo NTAC-HA. Barra da escala A.1; B.1: 200 nm (x43,000) e A.2; B.2:
100 nm (x87,000).

A partir das micrografias obtidas foi possivel verificar, tanto naNTAC, como ha NTAC-
HA, particulas com formato esférico, estrutura bem definida e superficie uniforme, sem
irregularidades evidentes. E importante acrescentar que ha um indicativo de que nanoparticulas
com formato esférico apresentam caracteristicas mais favoraveis para melhorar a performance
dos farmacos (JINDAL 2017; ONUGWU et al., 2023). De acordo com esses resultados

encontrados, com a composic¢do da nanoparticula (ntcleo oleoso) e pelo método de preparagédo
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utilizado para fabricagdo, as formula¢bes podem ser classificadas como nanocéapsulas
(SCHAFFAZICK et al., 2003; ZIELINSKA et al., 2020). Ressalta-se que esses dados s&o
consistentes com os da literatura em que nanocapsulas foram preparadas a partir do polimero
Eudragit® RL100 e pelo método de precipitacdo (KATARA; MAJUMDAR, 2013; CASTRO
etal., 2020). Emrelacdo a NTAC-HA, verificou-se que o revestimento com o &cido hialurdnico
pode ter deixado a superficie da nanoparticula mais lisa, 0 que é vantajoso, visto que particulas
isométricas com angulos e bordas obtusos causam menos irritagdo do que particulas com
angulos e bordas afiadas (MALHOTRA; MAJUMDAR, 2001; KATARA; MAJUMDAR,
2013). Ainda sobre a NTAC-HA, também foi evidenciado que o tamanho da particula foi maior
que a da formulacéo ndo revestida. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados via

técnica de espalhamento dinamico de luz.

4.2.2.5 Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) do tacrolimus na formulacdo polimérica
nanoestruturada desenvolvida foi determinada por meio da quantificacdo de farmaco total
presente na formulacdo (CASTRO et al., 2020).

A quantificacdo do farmaco foi realizada por cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(CLAE) de acordo com o método validado por SOUZA (2012) apresentadas no Quadro 3.
Foram avaliados no referido método, o parametro linearidade para determinacdo da faixa de
trabalho mais adequada para o processo de quantificacdo e o parametro seletividade para
verificar se os componentes da formulacdo interferem no desempenho da medicao.

A seletividade foi verificada pela comparacdo do cromatograma da solucdo diluente
(Acetonitrila:Metanol — (90:10)), da fase mével (Metanol:Soluc¢éo de acido fosforico 0,1% (v/v)
pH 2,5 (80:20)), do placebo (nanoparticula vazia) e da solugdo do placebo fortificado a 100%
do farmaco com a solugdo padrédo de tacrolimus (100 pug/mL). Foi possivel verificar em todas
as comparagOes, a auséncia de picos interferentes no tempo de retengdo do tacrolimus e
demonstrar a seletividade do método para distinguir o analito de interesse dos demais
componentes da matriz. Nesse sentido, o metodo é capaz de identificar e quantificar o
tacrolimus na formulacdo polimérica desenvolvida. Os cromatogramas podem ser visualizados

na Figura 17.
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Figura 17 - Cromatogramas obtidos para a avaliagdo da seletividade do método analitico para quantificacéo de
tacrolimus na formulacao polimérica. (A) - solucao padrao de tacrolimus (100 pg/mL); (B) - solugdo diluente
(Acetonitrila:Metanol — (90:10)); (C) — fase mdvel (Metanol:Solucdo de acido fosférico 0,1% (v/v) pH 2,5
(80:20)); (D) - Placebo (nanoparticula vazia); (E) - Placebo fortificado a 100% do farmaco.
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A linearidade do método de quantifica¢do do tacrolimus foi avaliada no intervalo de 5

a 300 pg/mL. A curva analitica foi obtida pela correlacdo dos resultados de &rea em funcdo da

concentracao.

Foi aplicado o teste de residuo padronizado de Jacknife. Foram detectados 2 (dois)

outliers, mantendo-se 16 (dezesseis) pontos, dentro do limite permitido de exclusdo de 22%.

Na avalia¢do das premissas da regressao foi verificado pelo teste de Ryan-Joine que os residuos

seguem a distribui¢do normal (Req > R critico). O valor obtido de Req foi igual a 0,9824 ¢ o

valor de R critico para o = 0,01 ¢ de 0,9153 para a = 0,01. No teste de Durbin-Watson foi

verificado que ndo ha correlacdo entre os residuos e no teste de residuos e no teste de Levene

modificado foi verificado que ha homocesdatiscidade. Os resultados detalhados da avaliacéo

das premissas dos residuos da regressdo podem ser verificados na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados da avaliagéo das premissas dos residuos da regressdo.

Premissas dos residuos Critério de aceitacéo Resultados Conclusoes
da regressao
Normalidade pelo Req > Reritico Req = 0,9824 Os residuos seguem

teste de Ryan-Joiner

para o = 0,01

Rcritico = 0,9153

a distribuicdo normal

Independéncia pelo teste | du < dcalculado < 4-du Du =1,0875 N&o h& correlagédo
de Durbin-Watson ]
para 0=0,01 Dcal = 1,588 entre os residuos
4-du=2,9124
Homocedasticidade pelo | tL < tcritico tL = 2,520 Os residuos sdo

teste de Brown-
Forsythe ou Levene

Modificado

para 0=0,01

teritico = 2,977

homocedasticos

Fonte: Adaptado de RIVELLI, 2021.

Apos a confirmacdo de que os residuos seguiram as referidas premissas, foi entdo

verificado pela Analise de variancia (ANOVA) que a regressdo linear é estatisticamente

significativa (oo = 0,01) e que n&o é desvio de linearidade na curva obtida. Os valores dos
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coeficientes de determinacdo e de correlacdo para a quantificacdo do farmaco foram superiores
a 0,99 e a equacdo da reta obtida foi y = 56733x + 933949 (Figura 18).

Figura 18 - Curva analitica obtida na avaliacdo da linearidade.
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Pela analise visual dos graficos de residuos da regressdo nas Figura 19, € possivel

perceber que ha uma distribuicdo aleatdria ao longo do eixo 0, ndo apresentando tendéncias na

dispersao.
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Assim, foi possivel observar a linearidade do método para quantificacdo de tacrolimus
desenvolvido por SOUZA, 2012 na faixa de 5 a 300 pg/mL e entdo, o método pode ser utilizado
para quantificacdo do referido farmaco na formulacéo polimérica desenvolvida.

A eficiéncia média de encapsulamento do tacrolimus na formulacdo desenvolvida -
NTAC, considerando triplicata das andlises, foi de 91,02%z 0,71, logo apds o processo de
fabricacdo, o que indica que o método utilizado para o preparo das formulacBes e que a
composicao dos constituintes da formulacédo foi adequadamente selecionada para a obtencédo de
um sistema com o farmaco eficientemente encapsulado (CAMARGO, 2020; CASTRO et al.,
2020; ZIELINSKA et al., 2020).

4.2.2.6 Avaliacao da propriedade de mucoadesdo

A interacdo dos polimeros utilizados para a preparagdo dos sistemas nanoestruturados e
a mucina foi verificada pela variacdo da medida do potencial zeta (ZHU et al., 2012; WOERTZ
et al., 2013; DI PRIMA et al., 2019; CASTRO et al., 2020). Dentre as vantagens de utilizacdo
desse método, pode ser destacado o uso de pequena quantidade de amostra e a facilidade da
técnica (DAVE et al., 2021).0 potencial zeta da formulacao polimérica nanoestruturada NTAC,
conforme demonstrado no item 4.2.2.2, foi positivo, devido a presenca de grupos de amonio
quaternario na cadeia polimérica do Eudragit® RL100 (DAS; SURESH; DESMUKH, 2010;
CASTRO et al., 2020). O potencial zeta da suspensdo de mucina 1%, foi negativo, -4,36 * 0,27,
pela presenca dos grupos anidnicos de acido sialico em sua estrutura (DAVE et al., 2021). Os
valores de potencial zeta das misturas entre a NTAC e a suspensdo de mucina, em todas as
proporcdes, apdés 10 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, foi positivo e
significativamente diferentes (P<0,05), demonstrando a interacdo eletrostatica entre a
suspensdo de mucina carregada negativamente e a NTAC carregada positivamente (Figura 20).
Além disso, nas misturas com maior proporcao de NTAC, maiores foram as alteracdes nos
valores de potencial zeta encontrados, sugerindo um comportamento dependente da
concentracdo (CASTRO et al., 2020) Na segunda leitura, ap6s 60 minutos de incubagdo, ndo
houve diferenca estatistica com os resultados encontrados na primeira leitura, sugerindo que o

processo de mucoadesdo ndo é afetado pelo tempo (CASTRO et al., 2020).
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Figura 20 - Resultados das medidas de potencial zeta da NTAC, da suspensdo de mucina 1% e das misturas
entre a suspensdo de mucina 1% e NTAC (1:1; 1:2; 1:3). (T1) — leitura ap6s 10 minutos de incubagdo a
temperatura ambiente e (T=60 min) - leitura ap6s 60 minutos de incubacdo a temperatura ambiente. * Diferenca
estatistica (P<0,05) entre NTAC e as outras amostras; ** diferenca estatistica (P<0,05) entre a suspensdo de
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O potencial zeta da NTAC-HA, também conforme demonstrado no item 4.2.2.2, foi

negativo pela presenca do acido glucurénico em sua estrutura (AGUILERA-GARRIDO et al.,

2019). A adicdo da suspensdo de mucina 1% em todas as propor¢des de NTAC-HA resultou no

aumento, em mdédulo, do potencial zeta (Figura 21) e foi também observado 0 comportamento

dependente da concentracéo, nos resultados de potencial zeta das misturas com maior proporc¢ado

de NTAC-HA. Na segunda leitura, apés 60 minutos de incubacgdo, também ndo houve diferenca

estatistica com os resultados encontrados na primeira leitura. Apesar da carga da mucina ser

predominantemente negativa, estudos relatam que podem existir em sua estrutura regides de

carga positiva (GRACA et al., 2018). Além disso, resultados semelhantes foram encontrados

em experimentos utilizando polimeros de carga negativa e que apresentam propriedades

mucoadesivas, como os alginatos e pectinas (DAVE et al., 2021).
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Figura 21 - Resultados das medidas de potencial zeta da NTAC-HA, da suspensdo de mucina 1% e das misturas
entre a suspensdo de mucina 1% e NTAC-HA (1:1; 1:2; 1:3). (T1) — leitura apds 10 minutos de incubagéo a
temperatura ambiente e (T = 60 min) — leitura ap6s 60 minutos de incubacgdo a temperatura ambiente. *diferenca
estatistica (P<0,05) entre NTAC-HA e as outras amostras; **diferenca estatistica (P<0,05) entre a suspensao de
mucina 1% e as outras amostras; ns diferenca néo significativa.
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O é&cido hialurénico é um polimero com propriedades mucodesivas bastante exploradas
na literatura (GRACA et al., 2018; AGUILERA-GARRIDO et al., 2019; DAVE et al., 2021,
WENGSCHICK et al., 2022) e também sdo encontrados na literatura relatos de que a forca
responsavel pelas propriedades mucoadesivas do HA é a formacdo de pontes de hidrogénio
entre os grupos carboxila e hidroxila hidrofilicos e os componentes do muco (grupos amino)
(GRACA tal., 2018; AGUILERA-GARRIDO et al., 2019; DAVE et al., 2021). Essas analises
reforcam a possibilidade da combinacdo de interacdes no processo mucoadesivo (SMART,
2005; VARUM et al., 2008; GRACA et al., 2018; WENGSCHICK et al., 2022).

Nesse sentido, os resultados indicam uma estavel interacdo entre a mucina e as
nanoformulacdes poliméricas desenvolvidas e consequentemente o potencial aumento do

tempo de retencdo do fa&rmaco tacrolimus na superficie ocular.

4.2.2.7 Estudos iniciais de estabilidade fisica dos sistemas poliméricos nanoestruturados

A estabilidade fisica das formulagdes desenvolvidas (NTAC e NTAC-HA) foi avaliada
em diferentes condigdes devido as propriedades de cada formulacdo. Os lotes de nanoparticulas
produzidos foram armazenados em frascos de vidro e protegidos da luz durante o estudo. O

estudo de estabilidade é um pardmetro importante para avaliar a seguranca, qualidade e eficacia
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do produto. O objetivo dos estudos de estabilidade € verificar se as propriedades do produto
permanecem dentro dos limites especificados por um periodo suficientemente longo sob a
influéncia de diversas condi¢cdes ambientais. Na pratica industrial e regulatéria, os estudos de
estabilidade devem ser realizados através de estudos em tempo real e acelerados. O estudo de
estabilidade acelerada possuiu o proposito de acelerar a degradacdo quimica ou fisica de um
produto por condigdes forcadas de armazenamento (ou seja, temperatura e umidade). Esta
condicdo de estresse € utilizada para analisar parametros de degradacéo cinética e determinar
sua data de validade (ASTM 1980; USP, 2017). Dentre os principais parametros determinantes
da estabilidade de uma nanoparticula podem ser mencionados tamanho, distribuicdo de
tamanho, potencial zeta da superficie e verificacdo de fendmenos de agregacdo, como a

coalescéncia, floculacdo, sedimentacdo e cremacdo (PHAN; HAES, 2019).

42271 Estudos de estabilidade da formulacdo NTAC

A estabilidade fisica da formulacdo de tacrolimus — NTAC, foi avaliada apds 90 dias
sob diferentes condi¢des de temperaturas: temperatura ambiente — 20°C £ 2°C (Nanoparticula
Lote 1), alta temperatura — 40°C / 75% umidade relativa (UR) (Nanoparticula Lote 2) e
refrigeracdo 2 - 8°C (Nanoparticula 3). Os resultados dos testes de diametro, distribuicdo de
tamanho (indice de polidispersividade), potencial zeta obtidos pelas técnicas de espalhamento

dindmico/eletroforético de luz podem ser verificados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Resultados dos parametros fisico-quimicos utilizados para a avaliacdo da estabilidade da formulacéo
NTAC em diferentes condigBes de armazenamento. Cada resultado representa a média de trés leituras realizadas
pelo equipamento e esta expresso como médiatdesvio padrdo (DP) . Para os resultados do estudo de estabilidade

acelerada T1 = 4 meses; T2 = 8 meses e T3 = 12 meses de estabilidade real. * P<0,005

Parametros analisados para avaliacdo da estabilidade fisica - NTAC

Condicao de Periodo Diametro P valor IP P valor | Potencial Zeta | P valor
armazenamento (nm) (média = (mV)
(média + DP) DP) (média + DP)
Tempo O 162,2 £ 0,95 0,077 £ 0,02 + 58,563 £4,13
Temperatura 0,1538 0,4753
ambiente - 22 °C T1-30dias | 161,93 +0,40 0,070 £ 0,01 +56,30 £ 1,04 0,7855
Nanoparticula 65 dias | 159,90 = 1,86 0,060 £ 0,01 ¥57,63%587
Lote 1
T3 - 90dias | 160,66 + 0,25 0,081+ 0,01 +56,43+£2,10
Tempo 0 141,80 1,34 0,091 £0,01 + 58,66 = 13,89
T =40°C/75% UR _ 0,0012* 0,3414 0,2366
T1-30dias | 142,33+1,35 0,070 £ 0,01 + 58,56 £ 2,13
- Nanoparticula
Lote 2 T2- 60dias | 141,30£0,79 0,078 + 0,02 +55,66 + 4,72
T3 - 90dias | 133,00 +0,45* 0,087 £ 0,01 +42,9+1,05
Tempo O 142,76 + 0,35 0,088 £ 0,01 +49,73+£1,25 0,0063*
T=2-8C- _ 0,1367
T1-30dias | 141,20+0,72 0,075+0,01 | 05879 | +56,13+1,70
Nanoparticula
Lote 3 T2- 60 dias | 143,33 +0,75 0,082 + 0,01 +58,3 +0,34*
T3 - 90dias | 143,83 +1,20 0,076 £ 0,01 + 58,56 £ 2,41*

Os resultados do parametro tamanho obtidos logo apds o processo de fabricagdo (Tempo

0) foram ligeiramente maiores no lote 1 do que nos lotes 2 e 3. Apesar dessa variabilidade,

especificamente para o lote 1, j& que os lotes 2 e 3 apresentaram resultados semelhantes

(P>0,05) e demonstram a melhoria no processo de fabricacdo, a referida diferenca ndo tem

impacto para o estudo de estabilidade. Ademais, ndo houve diferenca estatistica entre os valores

de potencial zeta (P>0,05) dos 3 lotes produzidos.

Os resultados da avaliacdo da estabilidade demonstram que n&o houve variagcdo na

avaliacdo do diametro, indice de polidisperséo e no potencial zeta (P>0,05) das nanoparticulas

armazenadas a temperatura ambiente — NTAC — Lote 1, nos tempos do estudo comparado com

o tempo inicial (T = 0).



82

Em relagdo ao estudo estabilidade acelerada, realizada na NTAC - Lote 2, foi
demonstrado que também ndo houve variacdo significativa nos resultados de indice de
polidispersdo e de potencial zeta (P>0,05) entre os tempos de avaliacdo. Em relagcdo ao
diametro, ndo houve diferenca estatistica na comparagdo dos resultados do tempo 0 com 0s
resultados do tempo 1 (correspondente a quatro meses) e do tempo 2 (correspondente a oito
meses do estudo em tempo real). Entretanto, houve diferenca estatica ao comparar os resultados
do tempo 0 com os resultados do tempo 3 (correspondente a doze meses do estudo em tempo
real). Houve diminuico no tamanho da particula. E preciso ressaltar que nesse estudo, foram
utilizadas condicOes extremas de temperatura e umidade o que pode ter influenciado nos
resultados obtidos.

Para a NTAC - Lote 3, armazenada sobre condicdo de refrigeracdo, a variacao
encontrada foi apenas em relacdo ao resultado de potencial zeta, com um aumento no valor da
carga de superficie na comparacdo do tempo 0 com os tempos 2 e 3. Entretanto, o valor se
manteve positivo, conforme desejavel para essa formulacdo e dentro do limite de estabilidade
eletroforética (SCHAFFAZICK et al., 2003; ZIELINSKA et al., 2020).

Os valores de eficiéncia de encapsulamento para a NTAC — Lote 1 e a NTAC —Lote 3,
ao final do estudo foram 70,83% £ 7,07 e 95,05% + 3,38 respectivamente. Comparando com
os dados apresentados na secdo 4.2.2.5, foi possivel verificar que a nanoparticula armazenada
sob refrigeracdo, demonstrou resultados mais favoraveis na manutencao do farmaco tacrolimus
encapsulado dentro da matriz polimérica. Um estudo com a avaliacdo do referido parametro a
cada més do estudo de estabilidade € interessante para evidenciar com mais detalhes esses
resultados.

Na avaliacdo visual (macroscopica), ndo foi verificado em todos os tempos do estudo e
para todas as condi¢BGes de armazenamento, alteraces na coloracao e no aspecto da NTAC.

Acrescenta-se que também foi verificado em cada um dos tempos, pela técnica de
espalhamento mudltiplo de luz, a presenca de fendmenos de desestabilizacdo reversiveis
(cremagem e sedimentacao) e irreversiveis (coalescéncia e segregacdo) (MENGUAL et al.,
1999a; MENGUAL et al.,1999b; CELIA et al., 2009). A técnica foi realizada utilizando
equipamento Turbiscan Lab®, o qual analisa a estabilidade de amostras opacas e concentradas.
Esse equipamento fornece os perfis de transmissdo (transmission) e de retroespalhamento de
luz (backscattering) das dispersdes por meio de varreduras da base ao topo da cubeta Optica.
Ambos os perfis dependem da concentracdo e do tamanho das particulas (MENGUAL et al. ,
1999a; MENGUAL et al.,1999b; CELIA et al., 2009). As varia¢des na base e no topo da célula

estdo relacionadas aos fendmenos de migracdo e as variagdes que incluem a parte central da
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célula estdo relacionadas a variacdo no tamanho da particula (MENGUAL e col., 1999z;
MENGUAL e col., 1999b).

Os perfis de transmissao das nanoparticulas, devido a sua natureza opaca, foram nulos,
ou seja, ndo houve variagdo maior que + 2% durante toda a leitura (Figuras 22, 23 e 24). Nesse
sentido, a andlise em relacdo aos fendmenos de instabilidade foi realizada pelo perfil de
retroespalhamento (TURBISCAN, 2015). Ressalta-se que foi inserido o volume de 10 mL da
formulacdo o que representa aproximadamente 22 mm, logo, os primeiros (2 mm) e os ultimos
milimetros varridos pelo feixe de luz indicam a transmissdo/retroespalhamento na célula de

vidro, sem, no entanto, varrer a formulagéo.
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Figura 22 - Perfil de transmissdo da formulagdo NTAC — Lote 1, armazenada em temperatura ambiente - 22 °C . (A) Tempo 0 - logo ap6s o preparo da formulacéo; (B)
Tempo 1 - ap6s 30 dias; (C) Tempo 2 — ap6s 60 dias; (D) ap6s 90 dias. Os perfis de transmissdo foram nulos, ou seja, ndo houve variagdo maior que £2% durante toda a
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Figura 23 - Perfil de transmissdo da formulacdo NTAC — Lote 2, armazenada sob a condigdo de 40°C e 75% umidade relativa (A) Tempo 0 - logo apds o preparo da
formulacao; (B) Tempo - apds 30 dias; (C) Tempo 2 — ap6s 60 dias; (D) ap6s 90 dias. Os perfis de transmissao foram nulos, ou seja, ndo houve variagdo maior que +2%
durante toda a leitura. A linha vertical pontilhada representa o0 menisco da amostra.
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Figura 24 - Perfil de transmissao da formulagdo NTAC — Lote 3, armazenada sob a condigdo de refrigeracdo — 2-8°C. (A) Tempo 0 - logo apés o preparo da formulagao; (B)
Tempo - ap6s 30 dias; (C) Tempo 2 — ap6s 60 dias; (D) ap6s 90 dias. Os perfis de transmissdo foram nulos, ou seja, ndo houve variagdo maior que 2% durante toda a leitura.
A linha vertical pontilhada representa 0 menisco da amostra.
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As modificagdes no sinal de transmisséo podem ocorrer como funcdo do tempo e da
migracdo de particulas e é graficamente visualizado na forma de picos positivos (aumento do
retroespalhamento) ou negativos (diminuigdo do retroespalhamento). Variacdes acima de 10%
sdo representativas de instabilidade na formulacdo (CELIA et al., 2009). Os perfis de variagdo
de retroespalhamento (ABS) podem ser verificados nas Figuras 25, 26 e 27.

De acordo com os graficos das referidas figuras, foi possivel verificar que houve, em
todas as condicdes de armazenamento, predominantemente, na parte central da célula, uma leve
diminuicdo do retroespalhamento e pode estar associado a ocorréncia de floculacdo que é um
fendmeno reversivel de agregacdo de particulas (TURBISCAN, 2015). Entretanto, essa
variacdo foi em todos os tempos e em todas as condi¢Ges de armazenamento menor que 1% .
Além disso, como demonstrando na Tabela 3, ndo foi verificado aumento no tamanho da
particula, que € caracteristico desse fenémeno de instabilizacdo (TURBISCAN, 2015). Assim,
pode-se inferir que a formulacdo NTAC ndo apresentou evidéncias de instabilidade cinética

irreversivel durante o periodo do estudo de estabilidade.
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Figura 25 - Perfil de variagio de retroespalhamento (ABS) da formulagdo NTAC — Lote 1, armazenada em temperatura ambiente - 22 °C. (A) Tempo 0 - logo apds o preparo
da formulagdo; (B) Tempo 1 - ap6s 30 dias; (C) Tempo 2 — ap6s 60 dias; (D) apds 90 dias. O ABS foi < 10%.
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Figura 26 - Perfil de variagdo de retroespalhamento (ABS) da formulagdo NTAC — Lote 2, sob a condigdo de 40°C e 75% umidade relativa . (A) Tempo 0 - logo ap6s o

preparo da formulagdo; (B) Tempo - ap6s 30 dias; (C) Tempo 2 — ap6ds 60 dias; (D) apos 90 dias. O AB foi < 10%.
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Figura 27 - Perfil de variagio de retroespalhamento (ABS) de tacrolimus sob a condi¢do de refrigeragdo — 2-8°C (Nanoparticula Lote 3). (A) Tempo O - logo apés o preparo
da formulagdo; (B) Tempo - ap6s 30 dias; (C) Tempo 2 — ap6s 60 dias; (D) apos 90 dias. O AB foi < 10%.
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Assim, na analise critica dos resultados dos testes de diametro, distribui¢do de tamanho
e potencial zeta, pode-se inferir que a formulacdo desenvolvida se mostrou estavel durante 90
dias nas condicdes de armazenamento em temperatura ambiente (20 + 2°C) e na condicédo de
armazenamento sob refrigeracdo (2 - 8°C). Na condi¢do de armazenamento 40°C e 75% UR,
foi verificada a estabilidade integral até o segundo tempo de anélise, que corresponde a 8 meses
de armazenamento em estabilidade real. Além disso, considerando os resultados iniciais de
eficiéncia de encapsulamento obtidos ao final do estudo, € sugerido que a NTAC seja
preferencialmente armazenada sob refrigeracéo (2 - 8°C).
42272 Estudos de estabilidade da formulacdo NTAC-HA

A estabilidade fisica da nanoparticula de tacrolimus — NTAC-HA, foi avaliada em
diferentes tempos: TO (inicio do estudo); T1 (30 dias ap6s o inicio do estudo); T2 (60 dias ap6s
0 inicio do estudo) e T3 (90 dias ap06s o inicio do estudo) sob refrigeragdo (2 - 8°C). A condicao
de temperatura utilizada no estudo foi definida pela maior possibilidade de degradacdo do HA
em temperatura ambiente (SNETKOV et al., 2020). Os resultados dos testes de diametro,
distribuicdo de tamanho (indice de polidispersividade), potencial zeta obtidos pelas técnicas de
espalhamento dindmico/eletroforético de luz podem ser verificados nas Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados dos pardmetros fisico-quimicos utilizados para a avaliacdo da estabilidade da formulacdo
NTAC-HA sob refrigeracéo (2 - 8°C). Cada resultado representa a média de trés leituras realizadas pelo
equipamento e esta expresso como médiatdesvio padrdo (DP) * P<0,005.

Parametros analisados para avaliagdo da estabilidade fisica - NTAC -HA
Condicao de Periodo | Diametro (nm) | P valor IP P valor Potencial P valor
armazenamento (média + DP) (média + DP) Zeta (mV)

(média + DP)
Tempo 0 293,30 + 15,52 0,555 + 0,08 -32,69 + 5,69

T=2-8°C T1-30dias | 256,20 + 10,65* | <0,0001* 0,478 + 0,07 0,0017* -27,23+0,42 | 0,0874*
NTAC-HA T2- 60 dias | 237,60 +9,77* 0,411 + 0,05* -21,34 £1,62*
T3 - 90dias | 245,70 +9,53* 0,379 + 0,06* -31,02 £ 3,24
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Os resultados da avaliagcdo da estabilidade da NTAC-HA demonstram que houve
variacao significativa (P<0.05) dos resultados de tamanho em todos os tempos de avaliagcdo
comparado com o tempo inicial do estudo. De maneira geral, houve o decréscimo desses
valores, o que pode estar relacionado a um aumento da dissolucdo do Eudragit RL100® da
cadeia polimérica ao adicionar a solugdo aquosa contendo HA. Os grupos de amoénio
quaternario presentes na estrutura do Eudragit RL100® proporcionam alta permeabilidade do
polimero a agua, o que favorece o intumescimento e aumento da porosidade da matriz e acelera
a liberagdo do farmaco (KILICARSLAN, BAYKARA, 2004; MANDAL; ALEXANDER;
RIGA, 2010; SOLTANI et al., 2016). Além disso, a referida variacdo também pode ter ocorrido
pela propria degradacdo do HA adicionado a nanoformulacdo (SIMULESCU et al., 2015;
SNETKOQV et al., 2020; HINTZE; SCHNABELRAUCH; ROTHER, 2022). No estudo
realizado por Simulescu e colaboradores (2015) para determinacdo da cinética de degradacdo
do HA em solucéo aquosa, foi observado a diminui¢do da massa molecular e a manutencéo dos
valores de indice de polidispersdo, o que indica que a degradacdo ndo ocorreu pela cisdo
aleatdria das cadeias de hialuronato em fragmentos de varios comprimentos, que geralmente é
0 mecanismo de degradagdo quimica e ndo enzimatica (STERN et al., 2007). A hipotese
levantada foi que a degradag&o ocorreu pelos residuais microbianos liberados e contidos no
meio aquoso, ou como residuo de producdo na amostra solida, antes da adi¢cdo do protetor (azida
de s6dio) (SIMULESCU et al., 2015). E importante ressaltar que n&o foi adicionado 8 NTAC-
HA nenhum agente protetor (microbiano) e que a condicdo de esterilidade ndo foi um parametro
utilizado nesse trabalho o que pode entdo ter influenciado em um possivel processo de
degradacéo.

Na avaliacdo do potencial zeta, os valores foram similares e também atenderam os
requisitos relacionados a estabilidade eletroforética coloidal (SCHAFFAZICK et al., 2003;
ZIELINSKA et al., 2020). O valor se manteve negativo 0 que sugere que 0 processo de
revestimento com o acido hialurdnico ndo foi transitorio e que a interacdo eletrostatica foi
mantida de maneira eficaz.

Na avaliacéo visual (macroscépica), ndo foi verificado em todos os tempos do estudo,
alteracbes na coloracdo e no aspecto da formulacdo, mas foi verificado durante o
armazenamento a presenca de sedimentos, que foram facilmente redispersados sob agitagéo
manual. Os perfis de transmissao das nanoparticulas — NTAC-HA, também foi nula (< + 2%
durante toda a leitura) (Figura 28) e por isso, analise em relagéo aos fenémenos de instabilidade
também foi realizada pelo perfil de retroespalhamento (TURBISCAN, 2015). Na avaliacdo da

variagdo do retroespalhamento (Figura 29) ndo foram verificados fendmenos de
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desestabilizacdo com variagdes maiores do que 10% durante o periodo do estudo, apesar de que
apos 90 dias de armazenamento foi verificado de forma mais acentuada a presenca de cremagem

(clarificacao), com a reducéo do sinal de restroespalhamento.
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Figura 28 - Perfil de transmissao da formulagdo NTAC - HA, armazenada sob a condicéo de refrigeracao (2 - 8°C). (A) Tempo 0 - logo ap6s o preparo da formulacéo; (B)
Tempo - ap6s 30 dias; (C) Tempo 2 — ap6s 60 dias; (D) apds 90 dias. Os perfis de transmissdo foram nulos, ou seja, ndo houve variagdo maior que 2% durante toda a leitura.
A linha vertical pontilhada representa 0 menisco da amostra.
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Figura 29 - Perfil de variagdo de retroespalhamento (ABS) da formulagdo NTAC - HA, armazenada sob a condicao de refrigeragdo (2 - 8°C). (A) Tempo 0 - logo apés o
preparo da formulacéo; (B) Tempo - ap6s 30 dias; (C) Tempo 2 — apds 60 dias; (D) apds 90 dias.
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43 CONCLUSOES

O sistema nanoestrututurado contendo tacrolimus e formulado a partir do polimero
Eudragit® RL 100 (NTAC) foi obtido com sucesso e de maneira eficaz pelo método de
nanoprecipitacdo evidenciado pelo aspecto caracteristico de suspensdes coloidais poliméricas:
opalescente, branco, homogéneo, fluido e ausente de precipitado visivel. A eficiéncia de
encapsulacao do sistema foi favoravel e uma quantidade significativa e adequada de farmaco
foi encapsulado na nanoformulacéo.

Adicionalmente, o revestimento da nanoparticula pré-formada com o acido hialurénico
na forma de hialuronato de sddio pela técnica de adsor¢cdo também foi empregada de maneira
satisfatoria. O efeito do revestimento da NTAC foi evidenciado pela interacdo eletrostatica que
resultou em inversdo da carga do potencial zeta de positivo para negativo e aumento do
didmetro da particula.

As técnicas utilizadas para caraterizacdo foram ferramentas importantes para otimizar
0 processo de desenvolvimento e incluem basicamente a de espalhamento dindmico de luz,
espalhamento eletroforético de luz, espalhamento mdltiplo de luz, microscopia eletrénica de
transmissdo e medicdo de pH. Nesse sentido, foi evidenciado que a NTAC e a NTAC-HA,
possuem tamanho dentro da escala nanométrica, com indice de polidispersdo adequado, 0 que
indica que as formulagBes sdo unimodais e homogéneas. A carga eletrostatica superficial de
ambos 0s sistemas € apropriada para evitar a agregacao das particulas e os valores sdo contrarios
(opostos) e de acordo com o esperado. Para a NTAC, o valor positivo é resultante dos grupos
de am6nio quaternario presentes na cadeia polimérica do Eudragit® RL100. Paraa NTAC-HA,
a carga negativa é proveniente do acido glucurénico presentes na estrutura do &cido hialurénico.
Além disso, os valores de pH das formulacdes sdo compativeis para a administracdo ocular
topica, sendo que o da NTAC-HA é mais proximo ao pH fisiolégico, 0 que € uma vantagem
desse sistema.

As fotomicrografias demonstraram o formato esférico, bem definido e com auséncia de
irregularidades aparentes para os dois sistemas e que podem ser classificados como
nanocépsulas. Na avaliagdo das propriedades mucoadesivas, foi possivel verificar que houve
interacdo dos polimeros utilizados para preparacdo da NTAC e NTAC-HA com a mucina pela
variagdo da medida do potencial zeta. Essa evidéncia pode indicar o potencial aumento do
tempo de retencdo do farmaco tacrolimus, veiculado nos referidos sistemas nanoestruturados,

na superficie ocular.
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Nos resultados preliminares de estabilidade foi possivel verificar que a formulagéo
NTAC mostrou resultados mais favordveis do que a NTAC-HA, com o perfil estavel para os
parametros diametro e distribuicdo de tamanho (indice de polidispersividade) e potencial zeta,
para a condicao de temperatura ambiente (20 + 2°C) e refrigeracédo (2 -8 °C) durante o periodo
de 90 dias. Na condicdo de armazenamento extrema, 40°C e 75% UR foi verificada a
estabilidade integral até o terceiro tempo de andlise, que corresponde a oito meses de
armazenamento em estabilidade real. Na avaliacdo dos dados da eficiéncia de encapsulamento,
os dados sugerem maior estabilidade sob a condicdo de refrigeracdo. Entretanto, uma avaliacdo
mais detalhada do referido parametro, em cada més do estudo de estabilidade deve ser realizada
para confirmagcdo dos resultados. Para a NTAC-HA, os resultados demonstraram
principalmente a diminui¢do do tamanho da particula com variacdo estatistica significativa
durante o periodo do estudo, realizado sob refrigeracdo considerando as propriedades
intrinsecas do &cido hialurdnico. Apesar do decréscimo, que pode estar relacionado com a
dissolugdo da parede polimérica do polimero Eudragit RL® 100 e/ou a prépria degradacdo do
acido hialurénico, a avaliacdo dos fendmenos de instabilizacdo pela técnica de espalhamento
multiplo de luz, demonstrou a presenca de floculacdo e cremagem em valores abaixo do
estabelecido para formulages instaveis.

Assim, considerando os resultados predominantemente satisfatérios encontrados no
processo de fabricacdo e de caracterizacdo dos sistemas nanoestruturados desenvolvidos,
NTAC e NTAC-HA, justifica-se o prosseguimento dos experimentos com a avaliacao do perfil

de seguranca bioldgica para as duas formulaces.
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51  MATERIAIS E METODOS

5.1.1 Materiais

Ovos embrionados espécie Gallus domesticus e linhagem Ross, da empresa Rivelli,
Mateus Leme, MG, Brasil; tampéo fosfato (PBS 1X); hidréxido de s6dio (NaOH — 0,1 M);
solucdo de Davidson; cloridrato de cetamina (Ketalex®, Venco, Brasil); cloridrato de xilazina
(Xilazin®, Syntec Brasil); tiopental sodico (Thiopentax, Cristalia, Brasil); formulactes

poliméricas nanoestruturadas previamente fabricadas (NTAC e NTAC-HA).

5.1.2 Equipamentos

Sistema de purificacdo de agua (Millipore, EUA); incubadora de ovos Premium
Ecoldgica LTDA (Brasil) ; oftalmoscopio binocular indireto (Welch Allin, Brasil), lampada de
fenda (Apramed HS5, Brasil), Spectralis HRA+OCT (Heidleberg Engineering, Alemanha);

Microscopio optico - Modelo Axio Imager M2 (Zeiss®, Alemanha).

5.1.3 Animais

Para avaliacdo da citotoxicidade pelo teste ocular in vivo, foram utilizados oito (8)
coelhos, fémeas da raca Nova Zelandia, pesando entre 1,8 — 2,0 Kg. Os animais foram mantidos
em gaiolas individuais, em sala de manutencdo de coelhos de responsabilidade no Biotério de
Experimenta¢do da Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED), a qual é climatizada (16 a 22°C), com
trocas completas de ar sem filtracdo absoluta, com fotoperiodo de 12h claro:12h escuro. Ragédo
e 4gua foram fornecidos sem restricdo e com monitoramento diario. O experimento foi iniciado
ap6s o periodo de 2 semanas de adaptacdo e de analise clinico-veterinaria. Ao final do
experimento, foi realizada em cada um dos animais, medicacdo pré-anestésica utilizando 3
mg/kg de xilazina com 40 mg/kg de cetamina, por via intramuscular. Em seguida, por via
intravenosa, foi administrada, na veia marginal da orelha dos animais, uma sobredose letal de
anestésico geral (Tiopental, 90 mg/kg).

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as politicas institucionais de
experimentacdo em animal e o estudo foi aprovado pela comissdo de ética no uso de animais

da Fundagéo Ezequiel Dias, protocolo n° 030/2021 (Anexo ).
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5.1.4 Métodos

5.1.4.1 Avaliacao do perfil de toxicidade dos sistemas poliméricos nanoestruturados

O screening/ triagem inicial do potencial de irritagdo ocular dos sistemas poliméricos
nanoestruturados contendo o farmaco tacrolimus (NTAC ; NTAC-HA) foi realizado pelo teste
in vitro, em membrana cdrion-alantoide de ovo embrionado.  Além disso, para
complementar/confirmar os resultados obtidos pelo teste in vitro foi realizada a avaliacdo in

vivo pelo teste de Draize .

5.1.4.1.1Avaliacdo da toxicidade pelo teste em membrana corion-alantoide de ovo

embrionado (método in vitro)

O potencial de toxicidade das formulagdes poliméricas nanoestruturadas de tacrolimus
(NTAC e NTAC-HA) foi avaliado in vitro pelo teste em membrana coérion-alantoide de ovo
embrionado (Hen's Egg Test/ Hihner-Embryonen Test - HET-CAM). O teste foi realizado de
acordo com o protocolo recomendado pelo Comité Organizador Interagéncias para Validagédo
de Métodos Alternativos - ICCVAM (Interagency Coordinating Committee on the Validation
of Alternative Methods). O referido grupo promove a validacédo, a regulamentacao e aceitacao
de métodos alternativos que melhor predizem os efeitos ecoldgicos e para a saide humana, em
comparacdo aos métodos usuais (CAZARIN, CORREA, ZAMBRONE, 2004; ICCVAM,
2010).

O fundamento do método é baseado na aplicacéo da substancia teste na membrana corio-
lantéide (CAM) de ovos fertilizados e os resultados sdo avaliados pelo tipo de irritacdo (lise,
hemorragia ou coagulacdo) (LUEPKE, 1985; CAZARIN; CORREA; ZAMBRONE, 2004).
Segundo Eichenbaum e colaboradores (2013), a verificacdo dos referidos efeitos vasculares
pode ser evidenciada por:

. Hemorragia: sangramento dos vasos da membrana corion-alantoide (CAM), que
podem ser localizados (varios pontos de sangramento) ou difuso (sangramento em toda a
CAM);

. Lise: dano da estrutura do vaso endotelial, ou seja, 0s vasos desaparecem da
CAM (desintegracédo da parede do vaso) e / ou eles se tornam completamente brancos de forma

que nenhuma circulagdo sanguinea possa ser observada.



101

. Coagulacéo: o fluxo sanguineo dentro dos vasos diminui ou é interrompido como
resultado da trombose. Consequentemente, "galhos de arvore" sdo formados e o didmetro do
vaso é aumentado.

A demonstracdo dos efeitos vasculares pode ser verificada na Figura 30.

Figura 30 - Definicdo de efeitos vasculares.

Hemorragia Lise Coagulacao

Fonte: Adaptado de MARQUARDT et al., 2010; RUPENTHAL; GREEN; ALANY, 2011.

Para o ensaio, ovos embrionados da espécie Gallus domesticus e da linhagem Ross
foram incubados a temperatura de 37°C e 60% de umidade relativa, na posi¢do horizontal,
utilizando uma incubadora automatica digital (ICCVAM, 2010). No décimo dia de
desenvolvimento, foi realizada a abertura dos ovos, na regido da camara de ar e cuidadosamente
removida a membrana interna, apds umidificagdo com tampdo fosfato (PBS 1X), para
exposi¢do da membrana corio-alantoide. Paralelamente, os ovos foram divididos em 4 grupos,

compostos por 6 ovos, de acordo com o tipo de amostra aplicada conforme descrito abaixo:

Grupo 1 - Controle positivo: administracdo de 300 pL de hidréxido de sédio 0,1 M;

Grupo 2 - Controle negativo : administracdo de 300 uL de tampéo fosfato (PBS 1X)

Grupo 3 - NTAC : administracdo de 300 pL da formulacdo polimérica nanoestruturada
de tacrolimus (NTAC)

Grupo 4 - NTAC-HA : administracdo de 300 uL da formulacéo polimérica de tacrolimus

nanoestruturada revestida com &cido hialurdnico (NTAC-HA)

Apos aplicacdo das amostras e dos controles, foi realizado o monitoramento pelo
periodo de 300 segundos do aparecimento dos efeitos vasculares anteriormente relatados.
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Foram retiradas fotografias dos ovos antes (Tempo 0) e apds a aplicacdo das solucdes
(controles e amostra), nos tempos 30 segundos, 2 e 5 minutos.

Cada imagem obtida, foi individualmente avaliada e, em seguida, combinados com a
avaliacdo geral do grupo, para obter uma pontuacdo (score), utilizada para classificar o nivel
de irritagdo da substancia em estudo. O valor maximo dessa escala é 21. O controle negativo

deve apresentar score de 0 e o positivo entre 10 e 19.

Assim, o indice de severidade (score) da irritagdo foi calculado utilizando a seguinte

formula:
301 — t(h) 301 — t(1) 301 — t(c)
IS= [ 300 ]*5+[ 300 ]*7+[ 300 ]*9
(3)
Fonte: MARQUARDT et al., 2010 : SILVA et al., 2019.
Em que:

e |IS: Indice de severidade

e Tempo de hemorragia: tempo em segundos do primeiro surgimento de hemorragia;

e Tempo de lise: Tempo em segundos do primeiro surgimento de lise do vaso na CAM;
e Tempo de coagulacdo: Tempo em segundos do surgimento de coagulacdo proteica na

CAM.

A classificacdo do grau de irritacdo das substancias testes foram entdo realizadas de

acordo correlacdo com o escore encontrado (Tabela 5).

Tabela 5 - Relacgéo dos escores das rea¢fes observadas no teste HET-CAM com a classificacdo da irritacéo.

Escores das reacoes Classificacdo da irritacdo
0-09 N&o irritante ou praticamente nao irritante
1-49 Irritacdo leve ou fraca
5-890u5-99 Irritacdo moderada
9-21oul0-21 Irritacdo severa ou forte

Fonte: LUEPKE, 1985; ICCVAN, 2010.
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51.4.1.2 Avaliacdo da toxicidade pelo teste ocular de Draize (método in vivo)

A avaliacdo do potencial de irritacdo ocular das formulagdes poliméricas
nanoestruturadas de tacrolimus também foi realizada in vivo pelo teste de Draize
(WHILHELMUS, 2001). Os oito (8) animais da raca Nova Zelandia foram divididos

aleatoriamente e igualmente em dois grupos experimentais conforme descri¢do abaixo:

Grupo 1: Instilacdo de 0, 1 mL (100 pL) da formulacdo polimérica de tacrolimus (NTAC) no
saco conjuntival do olho direito (controle positivo) e nenhuma aplicacdo no olho esquerdo
(controle negativo).

Grupo 2: Instilagdo de 0, 1 mL (100 pL) da formulag&o polimérica de tacrolimus revestida com
acido hialurénico (NTAC-HA) no saco conjuntival do olho direito (controle positivo) e

nenhuma aplicacédo no olho esquerdo (controle negativo).

Os olhos dos animais em cada grupo foram inicialmente avaliados clinicamente por um
oftalmologista, com o uso de ldampada de fenda e oftalmoscdpio direto . Apos essa verificacdo
preliminar, foi realizada a instilagdo em dose Unica, no saco conjuntival do olho direito de cada
um dos animais, de 0, 1 mL (100 pL) das respectivas formulac@es poliméricas de tacrolimus.O
olho esquerdo de cada animal foi utilizado como controle e ndo recebeu nenhum tratamento.As
analises clinicas foram novamente realizadas ap6s 1, 24, 48 e 72 horas , utilizando 0os mesmos
equipamentos usados no tempo inicial. A cOrnea, iris e conjuntiva dos olhos direito e esquerdo
de cada animal foram analisadas quanto a existéncia de qualquer sinal de irritacdo, os quais
foram pontuados de acordo com os parametros e escores do teste de Draize para avaliacdo da

severidade das lesGes oculares (Tabela 6).
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Tabela 6 - Parametros e escores do teste de Draize para avaliacdo da severidade das les6es oculares.

Avaliagdo
Estrutura ocular | Parametro/tipo de Caracteristica Escores
lesdo
Area difusa ou espalhada; detalhes da iris claramente 1
) visiveis.
Opacidade — grau
de densidade Areas translucidas facilmente discerniveis; detalhes da 2
(realizar a leitura | iris ligeiramente turvos.
na area mais _ _ _
densa) Areas opalescentes; detalhes da iris ndo visiveis; 3
tamanho da pupila um pouco perceptivel.
Cornea opaca; iris invisivel. 4
CORNEA Um quarto ou mais (diferente de zero). 1
Maior que um quarto e menor que metade 2
Area da c_érnea Maior que metade e menor que trés quartos. 3
envolvida
Maior que trés quartos até a area total. 4
Pregas acima do normal; congestdo, inchago, e/ou 1
injecdo circocOrneana, injecdo circocOrneana; iris
continua reagindo a luz (ainda que lentamente);
IRIS Caracteristicas | Sem reag&o a luz, hemorragia e destruicao grosseira. 2
gerais
Vasos definitivamente infundidos acima do normal. 1
Vermelhiddo da | Mais difusa, em vermelho mais escuro e vasos 2
palpebra individuais ndo facilmente discerniveis.
conjuntival i _
Difusa e vermelha robusta com aparéncia de musculo. 3
Qualquer inchaco acima do normal (incluindo a 1
membrana nictitante).
Quemose
Inchago 6bvio com inversdo parcial da palpebra. 2
CONJUNTIVA Inchaco com a palpebra fechada pela metade. 3
Inchaco com a palpebra fechada mais da metade 4
préxima de completamente fechada
Secregado Qualquer quantidade acima do normal; 1
Secregdo com umedecimento da pélpebra e cilios 2
préximos a palpebra;
Secregdo com umedecimento da pélpebra e &reas 3

consideraveis ao redor do olho.

Fonte: Adaptado de WHILHELMUS, 2001
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Cada resultado clinico obtido, foi individualmente pontuado de acordo com as
pontuacgdes anteriormente descritas e, em seguida, foi realizada a média do somatorio de todos
0s escores para obter a avaliacdo geral/pontuacdo final do grupo. Escores zero (0) foram
inseridos para a auséncia de surgimento de manifestacdes clinicas na cornea, iris e conjuntiva.
A pontuacdo média maxima (Maximum Average Score - MAS) de cada grupo foi obtida com
os resultados dos 4 animais (n=4). A classificagdo do nivel de irritacdo da formulagéo foi
realizada de acordo com os critérios estabelecidos na Tabela 7 (YU et al., 2015; MODI et al.,
2022)

Tabela 7 - Relagdo da pontuacgdo total média das alteragdes observadas no teste de irritacdo ocular aguda (teste
de Draize) com a classificacdo da irritacao.

Escores das reagdes Classificacéo da irritagdo
0-3 Né&o irritante
4-8 Irritacéo leve
9-12 Irritacdo moderada
13-16 Irritacdo severa ou forte

Fonte: YU et al., 2015; MODI et al., 2022

5.1.4.1.3 Testes complementares para verificacao de alteracGes na estrutura da cérnea

Apbs a finalizacdo do teste de Draize, foi realizada a verificacdo de alteracbes dos
parametros morfoldgicos no segmento anterior do olho, principalmente na estrutura das cérneas

dos animais pelo exame de Tomografia de Coeréncia Optica (OCT) e por Histologia.

5.1.4.1.3.1  Técnica de Tomografia de Coeréncia Optica (OCT)

Antes da instilacdo das nanoformulagdes poliméricas/inicio do teste e apos o término do
teste de Draize (ap0s 72 horas da instilagdo), os animais foram anestesiados (3mg/kg de xilazina
com 40mg/kg de cetamina por via intramuscular), realizada a aplica¢cdo de uma gota de filme

lacrimal nos olhos dos animais e obtidas imagens topogréaficas transversais das corneas, em alta
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resolucéo, pela técnica de Tomografia de Coeréncia Optica (OCT) utilizando o equipamento
Spectralis HRA+OCT.

Além da verificacdo visual da integridade da estrutura das corneas, foi realizado o
calculo da medida da espessura total do tecido utilizando o software ImagJ® (versdo 1.50i -
National Institutes of Health, EUA). A avaliagdo estatistica dos dados obtidos foi realizada por
meio da analise de variancia (ANOVA) one way com teste posterior de Tukey. As diferencas
significativas foram aceitas ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05). Os resultados foram

expressos como meédia + desvio padréo.

514.1.3.2 Histologia

Apdbs o término do teste de Draize, os animais foram eutanasiados, com sobredose de
anestésico (Tiopental (90 mg/Kg). e foi realizada a remoc¢do do bulbo ocular. Os olhos
enucleados foram inseridos em um frasco de 50 mL contendo soluc¢éo de Davidson (Tabela 8)
e foram fixados por 24 horas. Apos esse periodo, os olhos foram mantidos em alcool etilico
70%, realizada a clivagem/corte do material de forma sagital e o acondicionamento em cassetes
histoldgicos. Na etapa de processamento, foi realizada a desidratacdo do tecido com éalcool
etilico em diferentes graduacgdes alcodlicas e a clarificacdo/diafanizacdo, para aumento da
afinidade com a parafina, com xilol. Apés a infiltragdo da parafina liquida no material
biolégico (impregnacdo), foram realizados cortes finos no tecido (4 um) e a colora¢do com
hematoxilina/eosina. A andlise das laminas preparadas foi realizada em microscopio 6tico

Modelo Axio Imager M2 (Zeiss®, Alemanha).

Tabela 8 - Constituigdo da solucdo de Davidson utilizada para fixacao histoldgica

Componente Concentragéo (v/v)
Alcool etilico 95% 33,0%
Acido Acético Glacial 11,5%
Formalina Tamponada 10% 22,0%
Agua purificada g.s.p 100 mL
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5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Avaliacdo da toxicidade pelo teste em membrana corion-alantoide de ovo

embrionado (método in vitro)

O teste em membrana cdrio-alantoide de ovo embrionado foi 0 método alternativo, in
vitro, utilizado para a realizacdo do screening/triagem inicial potencial de irritacdo ocular das
formulacGes poliméricas nanoestruturadas contendo o farmaco tacrolimus (NTAC; NTAC-
HA). O desenvolvimento das referidas formulagbes foi estrategicamente realizado
considerando os conceitos do “safe-by-design” (ONUGWU et al., 2023). Inicialmente, foi
realizado o teste de HET-CAM de todos os componentes individualmente das formulacGes,
incluindo a solucdo de 0,3% HA (dados ndo integralmente mostrados) e foi evidenciado que,
o polissorbato 80 e o Triolato de sorbitano (Span® 85) foram classificados com irritagdo forte
(IS=17,09 + 1,28) e fraca (IS = 1,05 + 2,11) respectivamente. Entretanto, como a quantidade
utilizada desses componentes é muito baixa e, além disso, o teste de HET-CAM é realizado
com amostras ndo diluidas, as referidas substancias ndo foram excluidas das formulacbes. O
restante dos componentes foram classificados como néo irritantes. De maneira complementar e
também nessa referida classificacdo, se encontram a NTAC e da NTAC-HA vazias (sem o
farmaco) 1IS=0,85+ 1,88 ¢ 0,84 + 1,88 respectivamente.

No teste, foi verificada a conformidade dos resultados do controle positivo (NaOH 0,1
mol/L), com a classificacdo de irritacdo forte (indice de severidade igual a 18,97 + 0,0) e do
controle negativo (PBS 1X) (indice de severidade igual a 0 = 0,0) com a classificacdo de néo
irritante.  Os indices de severidade da formulacdo polimérica de tacrolimus (NTAC) e da
formulacdo polimérica de tacrolimus revestida com acido hialurénico (NTAC-HA) foram
similares e apresentaram o valor de 0,70 + 1,72. N&o houve em nenhum desses dois grupos, o
surgimento de hemorragia, e coagulacéo durante o periodo de realizacdo do teste de HET-CAM
(300 segundos). Foi verificado apenas reduzidas manchas de lise em alguns dos ovos nos vasos
de pequeno calibre apds a aplicacdo das referidas nanoformulagdes. Assim, as formulacGes
poliméricas nanoestruturadas desenvolvidas foram classificadas como ndo irritantes. Os
resultados do teste podem ser verificados na Tabela 9. O indice de severidade foi expresso como

a media * desvio padréo.
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Tabela 9 - Resultados do teste em membrana cérion-alantoide de ovo embrionado (HET-CAM) das formulagdes poliméricas nanoestruturadas de tacrolimus (NTAC e NTAC-HA).
IS Categoria

Tempo 2 min

Item Tempo 0 Tempo 30s
Controle 0+£0,0 Nao irritante
negativo -

PBS 1X

Controle 18,97 £ 0,0 Irritacdo

positivo - forte ou

NaOH 0,1 severa

mol/L
NTAC- 0,70 £ 1,72 | Na&o irritante
Eudragit®
RL100
0,70 £1,72 | Nao irritante

NTAC- HA
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5.2.2  Avaliacao da toxicidade pelo teste ocular de Draize (método in vivo)

A avaliacdo in vivo do potencial de irritacdo ocular das formulacbes poliméricas
nanoestruturadas contendo o farmaco tacrolimus (NTAC) e (NTAC-HA), foi realizada para
complementar/confirmar os resultados obtidos pelo teste in vitro. O teste de Draize possui
reconhecido valor técnico-cientifico-regulatorio e é considerado o método padrdo-ouro para
verificar a toxicidade aguda das substancias (DRAIZE; WOODARD; CALVERY,1944;
WILHELMUS, 2001; TEIXEIRA et al., 2018).

Todos os parametros do teste foram realizados de acordo com as melhores praticas
recomendadas (WILHELMUS, 2001). O coelho foi o modelo animal utilizado pela
possibilidade de maior acessibilidade aos tecidos da superficie ocular comparado aos demais
modelos tradicionais de estudo. Além disso, € um modelo que possui sistema ocular com
fisiologia e anatomia bem descrita (TEIXEIRA et al., 2018).

Os olhos dos animais (n=16) foram clinicamente avaliados antes do inicio do teste e foi
detectado no olho direito de um dos animais a presenca prévia de catarata incipiente e uveite
(Figura 31). Entdo, para esse animal, a formulacdo foi administrada no olho esquerdo.

Ap6s a instilacdo em dose Unica das formulagGes poliméricas de tacrolimus, foi
realizada novamente apds 1, 24, 48 e 72 horas a avaliacdo clinica nos olhos dos animais. No
grupo 1, em que houve a instilagdo da NTAC nao foram verificadas alteracdes nos parametros
da cornea, da iris e da conjuntiva em trés (3) animais. Em um (1) animal foi verificado apos 1
hora da aplicacdo, leve congestdo (leve vermelhidao) dos vasos da iris, entretanto, esse sinal
nédo foi observado nos outros tempos de avaliacdo, o que o classifica como um caso isolado.
Nos olhos tratados com a formulacéo polimérica de tacrolimus revestida com acido hialurénico
(NTAC-HA) ndo foram observados nenhum sinal clinico de irritacdo ocular.

A pontuacdo média maxima (Maximum Average Score - MAS) dos olhos tratados com
a formulacédo polimérica de tacrolimus - NTAC foi 0,25 e a dos olhos tratados com a formulagéo
polimérica de tacrolimus revestida com acido hialurdnico foi zero (0). Assim, as duas
formulagGes foram classificadas como ndo irritantes, o que corrobora com os resultados
encontrados no teste HET- CAM.
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Figura 31 - Catarata incipiente e uveite detectada na avaliaco clinica realizada antes do inicio do teste de
Draize no olho direito de um dos animais do estudo. Para esse animal, a formulagdo nanoestruturada foi
administrada no olho esquerdo.

Fonte: préprio autor

5.2.3 Testes complementares para verificacdo de alteracGes na estrutura da cérnea

5.2.3.1 Técnica de Tomografia de Coeréncia Optica (OCT)

A Tomografia de Coeréncia Optica € uma técnica de aquisicdo de sinais de alta
resolucdo, ndo invasiva, que faz 0 mapeamento de imagens baseada reflectometria de um feixe
luminoso de baixa coeréncia, na regido do infravermelho, ao atravessar as diferentes estruturas
do globo ocular. O sistema do OCT realiza maltiplas varreduras longitudinais e uma ferramenta
valiosa para avaliar a morfologia do segmento anterior e posterior do olho e para o diagndstico
e tratamento de diversas condi¢bes clinicas oculares (SRIDHAR; MARTIN, 2018;
VENKATESWARAN et al., 2018; FUGIMOTO et al., 2020).

A partir das imagens obtidas por OCT néo foi verificada, em todos olhos, alteragdo na
estrutura das coérneas. Foi possivel verificar a integridade das camadas da cornea, incluindo o
estroma, o endotélio e o epitélio, dos olhos utilizados como controle e dos olhos em que houve
a administracdo em dose unica das formulagcdes poliméricas nanoestruturadas desenvolvidas -
NTAC e NTAC-HA (Figura 32).
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Figura 32 - Imagens obtidas por Tomografia de Coeréncia Optica (OCT) antes e ap6s 72 horas da instilacdo das formulagdes poliméricas de tacrolimus. Grupo Controle —
sem administracao das formulagoes poliméricas; Grupo NTAC - instilagdo de dose tnica (0,1 mL) da formulagdo polimérica nanoestruturada NTAC; Grupo NTAC-HA —
instilacdo de dose tnica (0,1 mL) da formulagdo polimérica nanoestruturada revestida NTAC-HA.

Grupos

Tempo O - antes do inicio do teste

Tempo 1 — ap6s 72 horas de teste

Controle

NTAC

NTAC-HA
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A média da medida da espessura da cdrnea para o grupo controle, antes do inicio do
teste foi 0,362 pum + 0,01 e apds 72 horas do teste, foi 0,357 um £ 0,02. Para o grupo NTAC,
os resultados foram 0,377 um + 0,01 e 0,361 pum = 0,01, respectivamente. Os resultados do
grupo que recebeu a instilacdo da formulacdo nanoestruturada revestida - NTAC-HA, foram de
0,358 um £ 0,02 e 0,354 um + 0,02, respectivamente. Os resultados demonstram que néo houve
diferenca estatistica (P <0,05) entre as medidas de espessura da cornea antes e apos a aplicacdo

das formulacGes poliméricas de tacrolimus - NTAC e NTAC-HA (Figura 33).

Figura 33 - Resultados das medidas da espessura total da cdrnea antes (T=0) e apds 72 horas da instilagdo das
formulagdes poliméricas nanoestruturadas de tacrolimus (T=2) . Grupo Controle — sem administragdo das
formulag@es poliméricas; Grupo NTAC - instilagdo de dose Unica (0,1 mL) da formulagdo polimérica
nanoestruturada NTAC; Grupo NTAC-HA — instilacdo de dose Unica (0,1 mL) da formulagéo polimérica
nanoestruturada revestida NTAC-HA.
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5.2.3.2 Histologia

Na avaliacdo histolégica, também ndo foi observado, no olho controle e nos olhos que
receberam a instalacdo em dose Unica das formulagdes polimeéricas nanoestruturadas (NTAC;
NTAC-HA, nenhuma alteracdo na morfologia do epitélio, endotélio e nas células estromais das
coérneas. Foi verificada a manutencdo da histoarquitetura das cdrneas, composta por uma
camada epitelial estratificada, escamosa/pavimentosa e ndo queratinizada; a membrana de
Bowman, localizada abaixo do epitélio e acima do estroma, constituida por fibrilas colagenas
dispostas ao acaso; a camada estromal com organizacao regular do coldgeno, membrana basal

de Descemet, que reveste a porcdo posterior do estroma e 0 separa do endotélio, e a
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monocamada de células endoteliais. Nao foi verificada nenhuma infiltragdo inflamatoria,

hemorragia e necrose. Os cortes histologicos podem ser verificados na Figu

Figura 34 - Cortes histoldgicos das corneas extraidas apds 72 horas do inicio do teste. (A)
administracdo das formulagdes poliméricas; (B) Grupo NTAC — instilagdo de dose U

ra 34.

Grupo Controle —sem
nica (0,1 mL) da

formulacgdo polimérica nanoestruturada NTAC; (C) Grupo NTAC-HA — instilagéo de dose Unica (0,1 mL) da

formulacgdo polimérica nanoestruturada revestida NTAC-HA.

A)

-

Grupo controle — sem instilacao das formula¢des nanoestruturadas

Epitélio

Membrana de Bowman

Estroma

Membrana de Descement
ndotélio
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O) Grupo NTAC - HA
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Assim, os resultados obtidos dos testes realizados para avaliagdo do perfil de irritagéo,
indicam a biocompatibilidade das duas formulagdes poliméricas de tacrolimus desenvolvidas e

a seguranca para o uso ocular tépico.

53 CONCLUSOES

A triagem inicial do potencial de irritagdo ocular foi realizada para verificar os requisitos
minimos do safe-by-design relacionados a seguranga dos sistemas poliméricos
nanoestruturados desenvolvidos para a entrega do farmaco tacrolimus (NTAC ; NTAC-HA).
De maneira geral, as duas formulagdes, por meio do ensaio in vitro (HET-CAM ) e pelo método
de avaliacéo in vivo (teste de Draize), foram classificadas como néo irritantes e a formulagéo
revestida com acido hialurdnico, NTAC-HA, apresentou resultados melhores (ndo
significativo) que a NTAC, no estudo in vivo, evidenciado pelo menor valor da Pontuagéo
Média Maxima (MAS). Os resultados obtidos pelo teste de Tomografia de Coeréncia Optica e
pela avaliagéo dos cortes histoldgicos corroboraram para os resultados encontrados, indicando
que néo foi verificada para nenhuma das formulagGes avaliadas a ocorréncia de alteracfes na

estrutura celular das cérneas dos animais que receberam as instilagdes.
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Assim, os resultados obtidos dos testes realizados para avaliagéo do perfil de irritacéo,
indicam que, tanto a NTAC quanto a NTAC-HA, sdo seguras e adequadas para uso ocular
topico. Portanto, justifica-se a realizacdo de estudos adicionais para avaliar a eficacia do

tacrolimus veiculado nas duas referidas formulacGes em modelo experimental de inducéo da

doencga do olho seco.
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6 AVALIACAO DA EFICACIA DOS SISTEMAS
NANOESTRUTURADOS CONTENDO TACROLIMUS
(NTAC; NTAC-HA) EM MODELO EXPERIMENTAL
ANIMAL DE INDUCAO DA DOENCA DO OLHO SECO
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6.1 MATERIAIS E METODOS

6.1.1 Materiais

Solucdo de Davidson; cloridrato de cetamina (Ketalex, Venco, Brasil); cloridrato de
xilazina (Xilazin®, Syntec Brasil); tiopental sodico (Thiopentax®, Cristalia, Brasil);
formulagdes poliméricas nanoestruturadas de tacrolimus previamente fabricadas ((NTAC e
NTAC-HA); Sulfato de atropina 1% (Allergan, Brasil) ; Fluoresceina Sodica 1% (Ophtalmos,

Brasil); Teste de Schirmer (Madhu Instruments, India).

6.1.2 Equipamentos

Sistema de purificacdo de agua (Millipore, EUA); Balanca analitica (Shimatzu |,
Alemanha); Pipetas Gilson, volume ajustavel de 100 uL; Spectralis HRA+OCT (Heidleberg
Engineering, Alemanha); Microscopio optico - Modelo Axio Imager M2 (Zeiss®, Alemanha),

Lampada de fenda (Aymed Equipamentos Oftalmoldgicos, Brasil).

6.1.3 Animais

Para avaliacdo da eficacia dos sistemas nanoestruturados desenvolvidos em modelo
experimental da doenca do olho seco, foram utilizados dezesseis (16) coelhos, fémeas da raca
Nova Zelandia, pesando entre 1,8 — 2,0 Kg. Os animais foram mantidos em gaiolas, em sala
de manutencdo de coelhos de responsabilidade no Biotério de Experimentacdo da Fundacédo
Ezequiel Dias (FUNED), a qual é climatizada (16 a 22°C), com trocas completas de ar sem
filtracdo absoluta, com fotoperiodo de 12h claro e 12h escuro. Racdo e agua foram fornecidos
sem restricdo e com monitoramento diario. O experimento foi iniciado apds o periodo de 2
semanas de adaptacdo e de analise clinico-veterinaria. Ao final do experimento, foi realizada
em cada um dos animais, medicacdo pré-anestésica utilizando 3mg/kg de xilazina com 40mg/kg
de cetamina, por via intramuscular. Em seguida, por via intravenosa, foi administrada, na veia
marginal da orelha dos animais, uma sobredose letal de anestésico geral (Tiopental, 90 mg/kg).

Todo os procedimentos foram realizados de acordo com as politicas institucionais de
experimentacdo em animal e o estudo foi aprovado pela comissdo de ética no uso de animais

da Fundagéo Ezequiel Dias, protocolo n° 023/2022 (Anexo II).
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6.1.4 Meétodos

6.1.4.1 Avaliacdo da eficacia do tacrolimus nos sistemas poliméricos nanoestruturados

Para a avaliagdo da eficacia do farmaco tacrolimus nas formulagfes desenvolvidas
(NTAC; NTAC-HA) foi estabelecido um modelo de inducdo da doenca do olho seco e

realizadas as avaliacGes aplicaveis apds o periodo de tratamento.

6.1.4.1.1 Desenvolvimento experimental do modelo da doenga do olho seco em coelhos

Foi realizada a instilacdo de 50 pL de sulfato de atropina 1% no saco conjuntival dos
olhos de doze animais (24 olhos), trés vezes ao dia durante o periodo de quatorze (14) dias. No
sétimo dia de inducdo, os animais, foram divididos em trés grupos experimentais, composto por
quatro animais e com o total de oito olhos em cada grupo (n=8). No grupo 1, controle positivo,
foi realizada apenas a instilacdo de sulfato de atropina (modelo da doenca sem tratamento)
durante todo o periodo de experimentacdo. Nos grupos 2 e 3 foi realizada a administracdo, uma
vez por dia, meia hora depois da ultima instilacdo de sulfato de atropina 1%, de 0,1 mL (100
pL) das formulagGes poliméricas desenvolvidas, NTAC e NTAC-HA, respectivamente, durante
sete dias. Ressalta-se que controle negativo (n = 8) foi composto por animais ndo induzidos

com a doenca do olho seco e ndo tratados.

6.1.4.1.2 Confirmacdo do diagnostico do modelo induzido da doenc¢a do olho seco em

coelhos e avaliacdo da eficacia do tacrolimus nos sistemas nanoestruturados

A confirmacdo da inducdo experimental da doenca do olho seco nos coelhos foi
realizada pela analise da medida da producao de lagrimas (teste de Schirmer I) e pela verificacao
da estabilidade do filme lacrimal com o uso do teste de ruptura lacrimal (break-up time - TBUT),
Além disso, foi realizada a avaliacdo de alteragdes na estrutura da cornea e na integridade dos
tecidos oculares utilizando a técnica de tomografia de coeréncia dptica e por meio de analises
histologicas em todos os grupos de experimentacdo. Os mesmos testes foram utilizados para
verificagdo da eficacia do tratamento com o uso dos sistemas nanoestruturados desenvolvidos.
Os testes foram realizados no inicio do experimento (T0), no sétimo dia de indugdo (T7) e no

tempo final do experimento (14 dias).
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6.14.1.2.1 Avaliacdo/medida da producdo de lagrimas (Teste de Schirmer)

A avaliacdo da quantidade de lagrima produzida pelos olhos dos animais foi realizada
pelo teste de Schirmer nos dias 0, 7 e 14, pelo uso de tiras estéreis de papel de filtro Whatman
n°41 cortadas em tiras de 5 mm x 60 mm (Ophtalmos). O teste de Schirmer foi realizado sem
0 uso de colirio anestésico (Schirmer 1) . A fita de Schirmer foi introduzida no fornix
conjuntival inferior por um periodo de 5 minutos, a qual, posteriormente, foi retirada e em
seguida realizada a leitura do comprimento da area Umida da tira de papel (mm). Os valores

obtidos foram expressos como média + desvio.

6.1.4.1.2.2  Teste de ruptura lacrimal (break-up time)

O teste de ruptura lacrimal, do inglés “break-up time” (TBUT) é também considerado
um “quantitativo” para medir a estabilidade do filme lacrimal na superficie do olho. Foi
realizada nos dias 0, 7 e 14, a instilacdo de uma gota de fluoresceina 1% em ambos os olhos.
Os olhos dos animais foram piscados manualmente para que o corante fosse distribuido
uniformemente sobre a superficie ocular. Em seguida, foi observado, através de uma lampada
de fenda com filtro azul cobalto (Aymed Equipamentos Oftalmoldgicos), o tempo para o
primeiro rompimento do filme lacrimal (aparecimento de manchas/falhas). Os valores obtidos

foram expressos como meédia + desvio.

6.1.4.1.3 Testes complementares para avaliagdo de danos a superficie ocular e da

eficacia do tacrolimus nos sistemas nanoestruturados

6.1.4.1.3.1 Técnica de Tomografia de Coeréncia Optica (OCT)

Antes da indugdo da doenca do olho seco (tempo inicial), no sétimo dia de indugéo (T7)
e no tempo final do experimento (14 dias), um animal de cada grupo (n=2) foi anestesiado (3
mg/kg de xilazina com 40 mg/kg de cetamina por via intramuscular) e foram obtidas imagens
topograficas transversais das cérneas, em alta resolucdo, pela técnica de Tomografia de
Coeréncia Optica (OCT) utilizando o equipamento Spectralis HRA+OCT. Nessa técnica foi

realizada a analise visual da integridade da estrutura das corneas .
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6.1.4.1.3.2 Histologia

Apols 14 dias de experimento, os animais foram eutanasiados, com sobredose de
anestésico (Tiopental (90 mg/Kg) e foi realizada a remo¢do do bulbo ocular. Os olhos
enucleados foram inseridos em um frasco de 50 mL contendo solucdo de Davidson (Tabela 8 —
item 5.1.4.1.3.2) e foram fixados por 24 horas. Apés esse periodo, os olhos foram mantidos
em alcool etilico 70%, realizada a clivagem/corte do material de forma sagital e o
acondicionamento em cassetes histologicos. Na etapa de processamento, foi realizada a
desidratacdo do tecido com &lcool etilico em diferentes graduacfes alcodlicas e a
clarificagdo/diafanizagdo, para aumento da afinidade com a parafina, com xilol. Apés a
infiltracdo da parafina liquida no material bioldgico (impregnacdo), foram realizados cortes
finos no tecido (4 um) e a coloracdo com hematoxilina/eosina. A analise das laminas preparadas
foi realizada em microscopio optico (Microscépio Optico - Modelo Axio Imager M2, Zeiss®,
Alemanha).

6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2.1Desenvolvimento experimental do modelo da doencga do olho seco em coelhos

O modelo experimental da doenca de olho seco foi realizado in vivo, em coelhos,
empregando o método de indu¢do quimica de acordo com protocolos previamente relatados na
literatura cientifica (RAHMAN et al., 2021; SINGH; SHARMA; BASU, 2021).

O sulfato de atropina, farmaco utilizado para inducdo da DED, é um antagonista dos
receptores muscarinicos (ATRI; CHANG; STRICHARTZ, 2014). Na clinica oftalmoldgica,
pelo bloqueio das respostas do musculo esfincter da pupila e do masculo ciliar do cristalino ao
estimulo colinérgico, a atropina é indicada para obtencdo de midriase (dilatacdo da pupila) e
cicloplegia (paralisacdo da acomodacéo), para a realizacdo dos exames de fundo de olho e
exames de refracdo (ATRI; CHANG; STRICHARTZ, 2014). Na pesquisa, diversos estudos
tem demonstrado resultados satisfatérios de inducdo do modelo da doencga do olho seco em
coelhos da raga Nova Zelandia com a utilizagdo da atropina (KARN et al., 2014; RAHMAN et
al., 2021; SINGH; SHARMA, BASU, 2021; MODI et al., 2022; SANCHEZ-RIOS et al., 2022;
MOHAMMAD et al., 2022). A producéo de lagrimas é controlada pela estimulagdo simpatica
e parassimpatica das glandulas lacrimais, que por sua vez é controlada por um arco reflexo
neural originado na superficie ocular (DARTT 2009; MASLI; DARTT, 2020). A atropina
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provoca o bloqueio da inervacdo simpatica da glandula lacrimal o que provoca a diminuigdo da
producdo de lagrimas e alteracdo da funcionalidade da lagrima (CRANDALL; LEOPOLD,
1979; BURGALASSI et al., 1999; RAHMAN et al., 2021; MOHAMMAD et al., 2022). Essa
condicdo, gera um stress que aciona o sistema imune a produzir mediadores inflamatorios que
provocam inflamacao e danos a superficie ocular (MOHAMMAD et al., 2022). Nesse sentido,
0s sinais e sintomas caracteristicos da doenca do olho seco sdo satisfatoriamente obtidos
(CRAIG et al., 2017; SINGH; SHARMA, BASU, 2021).

Nas secdes a seguir, sdo apresentados os resultados dos testes utilizados para a

confirmacgédo do modelo experimental da doenca.

6.2.2 Confirmacdo do diagnostico do modelo de inducdo da doenca do olho seco em

coelhos e avaliacédo da eficacia do tacrolimus nos sistemas nanoestruturados

6.2.2.1 Avaliacdo/medida da producéo de lagrimas (Teste de Schirmer)

O valor médio encontrado do teste de Schirmer para o grupo controle foi de 17,38 +
2,50, similar ao encontrado no tempo inicial dos outros grupos de experimentacéo e dos valores
encontrados na literatura para olhos saudaveis de coelhos (KARN et al., 2014; SINGH;
SHARMA, BASU, 2021; MOHAMMAD et al., 2022; SANCHEZ-RIOS et al., 2022). Os

resultados dos outros tempos podem ser visualizados na Tabela 10.

Tabela 10 - Resultados do teste de Schimer (1) em milimetros (mm) para o grupo modelo de olho seco ndo
tratado e para os grupos tratados com a formulacdo NTAC e NTAC-HA nos tempos TO (inicio do experimento),
T7 (sétimo dia de indugdo) e T14 (tempo final do experimento). Dados representam a médiatdesvio de quatro
coelhos com o total de oito olhos.

Teste de Schirmer (mm) (média + DP)
Grupos
Tempo 0 Tempo 7 Tempo 14
Modelo olho seco ndo
tratado 19,25+ 2,81 15,25 £ 5,77 15,38 £ 5,99
NTAC 16,00 + 2,67 12,88 £ 5,57 19,63 + 3,70
NTAC-HA 16,13 £ 4,22 13,00 + 4,86 16,88 + 2,58

De acordo com os resultados encontrados, foi observado em todos os grupos, um
decréscimo, nos valores do teste, apos sete dias de aplicacdo de sulfato de atropina (3 vezes ao
dia) comparado com o tempo inicial (T=0). Apesar de néo sido estatisticamente significativo,

0 decréscimo pode indicar a acdo do farmaco no processo de inducdo e, além disso, esses
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resultados estéo de acordo com os encontrados em outros trabalhos que utilizaram a atropina
para o estabelecimento do modelo da doenca (BURGALASSI et al., 1999; KARN et al., 2014;
SANCHEZ-RIOS et al., 2022).

Na comparacdo do tempo intermediario (T=7) com o tempo final (T=14), no grupo
experimental do modelo de olho seco néo tratado, ndo houve alteragdo substancial do valor
médio do comprimento da &rea Umida da fita de Schirmer, o0 que pode estar relacionado a uma
resposta compensatoria ao quadro de irritacdo/dano provocado pela atropina. Nos grupos
NTAC e NTAC-HA houve um aumento nos valores médios do teste na comparacdo do valor
do tempo intermediario (T=7) com o tempo pos tratamento (T=14). Paralelamente, a a¢do da
atropina também foi notada pela dilatagdo nos olhos dos animais durante a sua administrag&o.
Esse processo foi mantido no grupo experimental da doenca do olho seco e revertido nos grupos

tratados com as formulages mesmo com a instilagdo continua do farmaco (Tabela 11).

Tabela 11 - Anélise visual das altera¢des oculares durante o periodo de experimentagao.

Grupos

Tempo 7 Tempo 14

Modelo olho
Seco nao
tratado

NTAC

NTAC-HA

Adicionalmente, foi possivel verificar que o processo de inducdo ocorreu de forma
similar em todos 0s grupos de experimentacédo e que o grupo tratado com a formulacdo NTAC
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obteve resultados ligeiramente melhores que o grupo tratado com a NTAC-HA no

reestabelecimento da secrecéo lacrimal (Figura 35).

Figura 35 - Representacédo grafica do teste de Schimer (I) em milimetros (mm) para o grupo modelo de olho
seco ndo tratado e para os grupos tratados com a formulacdo NTAC e NTAC-HA nos tempos TO (inicio do
experimento), T7 (sétimo dia de inducdo) e T14 (tempo final do experimento). Dados representam a média +
desvio de quatro coelhos com o total de oito olhos. Houve reducéo dos valores ap6s sete dias de indugdo com
sulfato de atropina. O grupo tratado com a NTAC demostrou resultados ligeiramente melhores que a NTAC-HA
no aumento da secrecéo lacrimal.
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O teste de Schirmer é um método tradicional de auxilio no diagnostico da doenca do
olho seco para avaliacdo do volume da lagrima (WOLFFSOHN et al., 2017). Dentre as
vantagens de uso desse teste, destacam-se a facilidade de execucdo, baixo custo e néo
necessidade do uso de equipamentos. Porém, entre as desvantagens pode ser mencionado a
baixa repetibilidade, baixa sensibilidade, especificidade, desconforto e a variabilidade dos
resultados encontrados de acordo a metodologia utilizada para a realizagdo do teste (SAVINI
et al., 2008; LI; DENG; HE 2012; WOLFFSOHN et al., 2017; WU et al., 2022). Serruya e
colaboradores (2009) identificaram que as medidas do teste de Schirmer com olhos fechados

foram estatisticamente diferentes do realizado com olhos abertos e ressaltaram a possivel
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interferéncia de outros fatores como posicionamento da cabeca, posi¢do da fita, condicdo da
cdrnea e iluminacéo.

Diversos valores de confirmacdo de diagnostico do teste de Schirmer tem sido
propostos, dentre eles 5 mm/5 min e 10 mm/5 min (WOLFFSOHN et al., 2017; SINGH,;
SHARMA, BASU, 2021). Entretanto, é importante ressaltar que os estados de olho seco muitas
vezes geram hiper-secrecdo reflexa, o que pode mascarar o quadro da doencga (PUTZ, 2001).
Além disso, na literatura também é reportado situacGes de diagnostico positivo para a doenca
do olho seco, mas com valores anormais no teste de Schirmer (UCHINO et al., 2013).

Assim, mesmo com um resultado indicativo do processo de inducéo da doenca do olho
seco e da acdo efetiva das formulagdes desenvolvidas no reestabelecimento da condigdo clinica
saudavel dos olhos dos animais, pelo aumento do volume lacrimal, é necessaria a avaliagdo em
conjunto com os resultados dos outros testes realizados para uma analise mais robusta da
eficdcia da NTAC e NTAC-HA.

6.2.2.2 Teste de ruptura lacrimal (break-up time)

O valor médio encontrado do teste de ruptura lacrimal para o grupo controle foi de
15,13 + 10,95, também similar ao encontrado no tempo inicial dos grupos NTAC e NTAC-HA.
O grupo utilizado como modelo de olho seco ndo tratado apresentou no tempo inicial,
especificamente em um olho de um animal, um valor de TBUT mais alto que os demais
representantes do grupo, o que proporcionou um desvio elevado. Entretanto, o resultado apesar
de distante dos demais, nao foi considerado um outlier e pode ser justificado pela variabilidade
de comportamento e resposta experimental entre animais. Acrescenta-se que o valor médio de
todos 0s grupos experimentais estd de acordo com os valores encontrados na literatura para
olhos saudaveis de coelhos (WEI et al, 2013; MODI et al., 2022; MOHAMMAD et al., 2022).

Os resultados dos outros tempos podem ser visualizados na Tabela 12.
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Tabela 12 - Resultados do teste de ruptura lacrimal em segundos (s) para o grupo modelo de olho seco ndo
tratado e para os grupos tratados com a formulagdo NTAC e NTAC-HA nos tempos TO (inicio do experimento),
T7 (sétimo dia de inducdo) e T14 (tempo final do experimento. Dados representam a média * desvio de quatro
coelhos com o total de oito olhos.

Grupos Teste de Ruptura Lacrimal (segundos) (média + DP)
Tempo 0 Tempo 7 Tempo 14
Modelo olho seco néo
tratado 27,75+ 18,44 8,00 + 8,43 4,12 + 1,64
Grupo NTAC 14,25 + 5,47 7,50 + 4,37 14,88 + 6,89
Grupo NTAC-HA 14,63 + 4,98 5,50 + 4,44 22,25+ 9,88

Foi observado em todos 0s grupos experimentais, um decréscimo nos valores do teste
apos sete dias (T7) de aplicacdo de sulfato de atropina (3 vezes ao dia) comparado com 0s
valores do tempo inicial (T0). Um TBUT menor do que 10 segundos é considerado anormal e
indica a existéncia de instabilidade lacrimal (WOLFFSOHN et al., 2017). Assim, € possivel
verificar que houve a perda da estabilidade do filme lacrimal e consequentemente a eficécia do
processo de inducdo da doenca do olho seco. Na comparacdo do tempo intermediario (T7) com
o tempo final (T14), no grupo experimental do modelo de olho seco ndo tratado, houve
decréscimo do tempo de ruptura lacrimal encontrado entre os referidos tempos, 0 que demonstra
que a aplicacdo continua do sulfato de atropina agravou o quadro de instabilidade lacrimal. A
diferenca entre os valores de TO e o T14 no referido grupo foi estatisticamente significativa
(P<0,05). Importante ressaltar que a diminuicdo do TBUT ndo interfere no volume da lagrima
e, sim, na qualidade do filme lacrimal (PUTZ, 2001). Nos grupos experimentais tratados com
as formulagdes NTAC e NTAC-HA houve um aumento significativo (P < 0,05) nos valores
médios do teste, na comparacao do (T7) com o (T14), o que corrobora para 0 uso promissor das
formulacBes no tratamento da doenca do olho seco. Também foi possivel observar alteracdes
do padrdo do teste de ruptura lacrimal nos diversos tempos de experimentacdo. Em todos os
grupos, com a inducédo da doenca (T7), os pontos escuros foram mais proeminentes, indicando
0 ressecamento da superficie ocular e inclusive, foi verificado no (T14) do grupo experimental
do modelo de olho seco néo tratado, os padrbes de quebra classificados como line break e/ou
area break que estdo relacionados aos casos moderados/graves da doenca do olho seco (YOKOI
et al.,, 2017; YOKOI; GEORGIEV, 2018; YOKOI; GEORGIEV, 2019). Ao contrario dos

grupos tratados com as nanoformulag6es, em que houve a reversdo desse quadro, com o padrédo
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de TBUT similar e até mesmo mais suave/menos agressivo do que encontrado no tempo inicial

(TO), mesmo com a instilagdo continua da atropina (Tabela 13).
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Tabela 13 - Padrbes do TBUT/ aparéncia do filme lacrimal com o uso de 1dmpada de fenda para o grupo modelo de olho seco néo tratado e para os grupos tratados
com a formulagdo NTAC e NTAC-HA nos tempos TO (inicio do experimento), T7 (sétimo dia de inducdo) e T14 tempo final do experimento). Seta indica alguns pontos/area
de quebra.

Grupos Tempo O Tempo 7 Tempo 14

Modelo olho
seco ndo tratado

NTAC

NTAC-HA
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Além disso, foi possivel verificar com os resultados encontrados, que 0 processo de
inducdo também ocorreu de forma similar e eficaz em todos os grupos de experimentagéo e que
0 grupo tratado com a formulacdo NTAC-HA obteve resultados ligeiramente melhores que o

grupo tratado com a NTAC (Figura 36).

Figura 36 - Representacédo gréafica do teste de ruptura lacrimal em segundos para o grupo modelo de olho seco
ndo tratado e para os grupos tratados com as formulacées NTAC e NTAC - HA nos tempos TO (inicio do
experimento), T7 (sétimo dia de inducdo) e T14 (tempo final do experimento). Dados representam a média +
desvio de quatro coelhos com o total de oito olhos. *Diferenca estatistica (P<0,05) entre o TBUT do grupo nédo
tratado e o tratado com a NTAC; **diferenca estatistica (P<0,05) entre 0 TBUT do grupo ndo tratado e o tratado
coma NTAC -HA,; ns diferenca ndo significativa.
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O filme lacrimal contribui de maneira expressiva para a manutencdo de uma superficie
ocular adequada, incluindo a qualidade da viséo e o processo de defesa ocular (ROLANDO;
ZIERHUT, 2001; PFLUGFELDERA; STERNA, 2020). Alteracdes na estabilidade do filme
lacrimal contribuem significativamente no ciclo vicioso inflamatdrio e consequentemente para
0s sinais e sintomas da doenca do olho seco (ROLANDO;ZIERHUT, 2001; WEI et al, 2013;
NELSON et al., 2017). Na pratica clinica, o teste de ruptura lacrimal é um dos testes mais

utilizados para a avaliacdo da estabilidade lacrimal que é mantida pela interacdo do filme
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lacrimal com o epitélio da cornea e as palpebras (NORN 1969; SWEENEY; MILLAR; RAJU
2013; WOLFFSOHN et al., 2017; CRAIG; DOWNIE, 2019; WU et al., 2022). O ato de piscar,
provoca o espalhamento do filme lacrimal sobre a cornea e a conjuntiva. Além disso, nesse
processo, as areas secas sdo umedecidas. Na auséncia do processo de piscar, ha a ruptura do
filme lacrimal que é identificada com a adigdo da fluoresceina e através da lampada de fenda
com filtro azul cobalto como manchas pretas ou estrias na cérnea (NORN, 1969;
WOLFFSOHN et al., 2017; CRAIG; DOWNIE, 2019; WU et al., 2022). O filme lacrimal
instavel e irregular é rompido rapidamente sobre a superficie ocular irregular no olho seco e
estd associado a ma qualidade de visdo (SWEENEY; MILLAR; RAJU 2013; UCHINO;
TSUBOTA, 2010).

A fluoresceina é um dos corantes de diagnostico mais utilizados devido a facilidade de
acesso, auséncia de toxicidade epitelial intrinseca, rapida velocidade de difuséo e duracdo curta
do efeito (ICHIHASHI et al., 2015). Dentre os fatores de interferéncia do teste podem ser
mencionados, o volume e pH do corante utilizado, nivel de iluminacdo da lampada de fenda e
experiéncia clinica (SAVINI et al 2008; SWEENEY; MILLAR; RAJU 2013; CRAIG;
DOWNIE, 2019).

Apesar das limitagOes descritas anteriormente do teste, os dados obtidos nesse
experimento, indicam que o modelo de inducéo utilizado foi capaz de alterar a estabilidade do
filme lacrimal, um dos principais fatores no mecanismo fisiopatolégico da doenca e que

formulacGes desenvolvidas atuaram no reestabelecimento da condicédo estavel.

6.2.3 Testes complementares para avaliacdo de danos a superficie ocular e da eficacia

do tacrolimus nos sistemas nanoestruturados

6.2.3.1 Técnica de Tomografia de Coeréncia Optica (OCT)

A Técnica de Tomografia de Coeréncia Optica foi utilizada para a obtencéo de imagens
em diversas regides dos olhos dos animais, da estrutura das corneas durante o periodo de
experimentacdo. Diversos estudos tem demonstrado a aplicabilidade do OCT como técnica
complementar para avaliacdo e gerenciamento de doencas do segmento anterior, dentre elas a
doencga do olho seco (VENKATESWARAN et al., 2018).

De acordo com as imagens obtidas, em todos 0s grupos experimentais, no inicio do
experimento (TO) foi possivel verificar a integridade das camadas das corneas, incluindo o

estroma, o endotélio e o epitélio. No entanto, alteragdes drasticas na estrutura das corneas foram
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verificadas ap0s sete dias (T7) de aplicacdo de sulfato de atropina, 3 vezes ao dia. Assim, foi
observada a desestruturacdo da integridade da camada epitelial, com éareas frequentes de
abrasdes e defeitos que podem indicar a perda de células epiteliais. Do mesmo modo, houve a
manutencdo e até mesmo o agravamento das referidas irregularidades no grupo modelo de olho
seco ndo tratado em T14. Destaca-se que na doenca do olho seco, a instabilidade do filme
lacrimal provoca danos ao epitélio corneano, o que corrobora com a conformidade dos
resultados encontrados (BARANAUSKAS; GALGAUSKAS, 2023).

Nos grupos tratados NTAC e NTAC-HA, foi verificado, de maneira similar, o
reestabelecimento da integridade da camada epitelial apds sete dias de administracdo tdpica,
uma vez ao dia, o que indica a eficicia do tacrolimus nos sistemas nanoestruturados
desenvolvidos no modelo experimental da doenga. As imagens podem ser verificadas na Figura
37.

Figura 37 - Imagens obtidas por Tomografia de Coeréncia Optica (OCT) o grupo modelo de olho seco néo
tratado (A) e para os grupos tratados com a formulacdo NTAC (B) e NTAC-HA (C) nos tempos TO (inicio do
experimento) , T7 (sétimo dia de inducdo) e T14 (tempo final do experimento). Dados representam a média +

desvio de quatro coelhos com o total de oito olhos. Setas indicam a a¢éo do sulfato de atropina na
desestruturagdo da integridade da camada epitelial.
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6.2.3.2 Histologia

Nos cortes histologicos realizados (Figura 38), foi observado no grupo experimental
induzido com a doenca do olho seco, a ndo manutencdo da integridade da cdrnea, com
alteracbes na camada epiteliais e com aparente perda celular, resultantes dos danos oculares
provenientes da aplicagdo continua do sulfato de atropina (1%). Entretanto, a histoarquitetura
das corneas dos olhos tratados com as nanoformulac¢@es poliméricas nanoestruturadas (NTAC
e NTAC-HA) foi semelhante a dos olhos do grupo controle. A marcante consisténcia estrutural
do epitélio corneano ao longo da superficie ocular foi nitidamente observada nos grupos
tratados. Esses resultados corroboram com os anteriormente apresentados nesse trabalho,
também sugerindo a eficacia dos sistemas nanoestruturados para a entrega do farmaco

tacrolimus no tratamento da doenca do olho seco.
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Figura 38 - Cortes histologicos das cérneas extraidas apds 14 dias de teste. (A) Grupo Controle — sem administracdo das formulagdes poliméricas; (B) Modelo de olho seco
ndo tratado (C) Grupo NTAC; (D) Grupo NTAC-HA. Barra da escala A.1; B.1; C1; D1: 60 um (x10) e A.2; B.2; C2; D2: 30 um (x20). As setas indicam altera¢cdes na camada
epitelial e perda celular devido & indugdo do olho seco.

A) Controle —sem inducio do modelo experimental da doenca do olho seco
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B) Modelo olho seco nao tratado
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C) NTAC - inducio do modelo experimental da doenca do olho seco e tratado com a NTAC

60 um
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D) NTAC - HA - inducio do modelo experimental da doenc¢a do olho seco e tratado com a NTAC - HA

60 pm
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6.3 CONCLUSOES

A inducdo do modelo experimental da doenca de olho seco em coelhos pelo método de
inducdo quimica, com o uso de sulfato de atropina, trés vezes ao dia, foi alcancada de maneira
eficaz no sétimo dia do protocolo experimental, que foi evidenciada pela diminuicéo do escore
do teste de Schirmer (I) e pela redugéo do tempo de ruptura lacrimal (TBUT<10 segundos)
comparado com os valores encontrados no inicio do teste. Adicionalmente, as imagens obtidas
por tomografia de coeréncia Optica e histologia também demonstraram irregularidades
principalmente no epitélio da cornea em algumas regides da superficie ocular.

As formulagdes NTAC e NTAC-HA mostraram resultados promissores no tratamento
da doenca, visto que em ambos 0s grupos, foi verificado o aumento da producéo de lagrimas, o
retorno da estabilidade do filme lacrimal e o reestabelecimento da integridade da camada do
epitélio apds sete dias de administracdo, uma vez por dia, do farmaco tacrolimus veiculado nos
referidos sistemas de entrega, mesmo com a instilacdo continua de sulfato de atropina.
Acrescenta-se ainda que, apesar de ndo ter sido observado diferenca significativamente
estatistica entre os resultados obtidos entre as duas formulagdes, notou-se que a NTAC
apresentou melhor perfil no aumento da producdo de lagrimas e que a NTAC-HA foi mais

efetiva no retorno da estabilidade do filme lacrimal.
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7 CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS
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O sistema polimérico nanoestruturado de tacrolimus a partir do polimero Eudragit RL
100, obtido pelo método de método de nanoprecipitacdo e o sistema coloidal hibrido, formado
pelo revestimento da nanoformulacdo pré-formada com o acido hialurdnico na forma de
hialuronato de sédio (NTAC-HA), foram satisfatoriamente obtidos e apresentam interessantes
caracteristicas como alternativa no tratamento topico da doenca do olho seco e também para
exploracdo de producdo em escala industrial.

Os metodos de caracterizacdo utilizados para a avaliacdo dos parametros fisico-
quimicos demonstraram resultados coerentes e adequados para os sistemas desenvolvidos e
foram ferramentas importantes na otimizagao do processo de desenvolvimento. As diferencas
na carga superficial das particulas obtidas, parametro de grande relevancia para esse trabalho,
foram claramente evidenciadas na avaliacdo do potencial zeta e nas intera¢cbes com a mucina,
qgue podem indicar um aumento do tempo de residéncia da formulacdo na mucosa ocular e
consequentemente aumento da biodisponibilidade do farmaco.

Na avaliacdo da estabilidade a longo prazo, a nanoparticula ndo revestida, foi capaz de
manter, de maneira eficaz, os resultados dentro dos critérios avaliados, durante os 90 dias de
estudo (médio prazo). Apesar do comportamento variavel em relacdo ao tamanho da particula,
no periodo de avaliacdo da estabilidade, a NTAC-HA ndo apresentou fendmenos significativos
de instabilidade cinética e alteragdes nos valores de potencial zeta. Além disso, as outras
evidéncias obtidas na fase de caracterizagdo, a classificaram como um sistema com potencial
exploratério para as demais etapas do projeto.

A triagem inicial do potencial de irritacdo ocular das formulacdes realizado pelo ensaio
HET-CAM pelo teste de Draize ( método de avaliagdo in vivo), demonstraram a seguranca dos
sistemas nanoestruturados desenvolvidos para a entrega do farmaco tacrolimus visto que, tanto
a NTAC como a NTAC-HA foram classificadas como n&o irritantes.

O modelo experimental de inducdo da doenca do olho seco foi satisfatoriamente
desenvolvido pela técnica de indugdo quimica com o uso de sulfato de atropina. O diagnostico
foi confirmado pela reducéo na producéo de lagrimas, perda da estabilidade do filme lacrimal,
acompanhada de danos a superficie ocular, principalmente na camada epitelial das cdrneas. A
administracdo tépica uma vez por dia das nanoformulacdes, apds a confirmacao da indugéo da
doenga, durante sete dias, demonstrou a potencial eficacia dos sistemas nanoestruturados
desenvolvidos para o tratamento da doenca do olho seco. Apesar da ndo diferenca
significativamente estatistica, a NTAC, carregada positivamente, proporcionou melhor perfil

no reestabelecimento do volume lacrimal aos valores considerados normais para olhos
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saudaveis e a NTAC-HA, carregada negativamente, foi mais interessante para o retorno da
estabilidade do filme lacrimal.

Como perspectivas futuras e considerando a condi¢do inflamatdria induzida pela doenca
do olho seco, que resulta na producdo de mediadores inflamatorios, incluindo citocinas (TNF-
a, IL-1, IL-6) na superficie ocular, sera interessante explorar e investigar a acdo dos sistemas
nanoestruturados desenvolvidos contendo o farmaco tacrolimus, em modelo induzido da DED,
na interrup¢do do ciclo na inflamacdo, que poderia ser evidenciado pela diminuicdo dos
niveis/expressdo dos referidos mediadores. Esse estudo podera trazer informacoes relevantes
que contribuirdo ainda mais para a comparacéao da eficacia das nanoformulagdes no tratamento
da DED.
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ANEXO | — Oficio de aprovacéo do projeto do projeto pela comissao de ética no uso de
animais da Fundacédo Ezequiel Dias para a realizagéo do teste in vivo de avaliagdo da
seguranca bioldgica das formulag6es desenvolvidas.

z FUNED

Fundacao
7|7| Ezequiel Dias

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos gque o projeto intitulado “Desenvolvimento e caracterizacio de
nanoparticulas poliméricas contendo tacrolimo para o tratamento da doenca
do olho seco)”, registrado com o n® 030/2021, sob a responsabilidade de Silvia
Ligorio Fialho- que envolve a utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.889, de 15 de julho de 2009 & com as
Resolugdes Mormativas publicadas pelo Conselho Macional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA). Portanto, o projeto foi aprovado pela
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Fundagio Ezequiel
Dias, erm 04/02/2022.

Finalidade Pesquisa
\igéncia da autorizago  [14/02/2022 a 02/01/2025
Espécie/linhagem/raga Coelhos Nova Zelandia

MN® de animais 12

Pesofldade -

Sexo Fémeas

Origem Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa

Informacio aos pesquisadores:

Reiteramos a importdncia deste parecer e lembramos gque ofa) pesquisador{a)
responsavel dewverda encaminhar & CEUA-FUNED o Relatdrio Final baseado na
conclusdo do estudo e nas publicagies decorentes deste, de acordo com o disposto na
Lei n. 11.794 de 08/10/2008 & Resolugdo Mormativa n®. 01, de 09/07/2010 do Conselho
Macional de Confrole de Experimentacio Animal-CONCEA. O prazo para entrega do
relatorio é de até 30 dias apds o encerramento da pesquisa, ou seja, até 02/02/2025.

Belo Horizonte, 09 de fevereiro de 2022,

@&fﬁf@

ra Guerra Duarte
ora da CEUA/FUNED

Coo

Rua Conde Pereira Cameiro, 80, Gameleira, Belo Horizonla, MG.
CEP 30510-010 Telefons: (31) 33144645

Recabido am: ! | AsS:
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ANEXO I — Oficio de aprovacdo do projeto pela comissdo de ética no uso de animais da
Fundacdo Ezequiel Dias para a realizagdo do teste in vivo de avaliagdo da eficacia das
formulacGes desenvolvidas.

z FUl":lED
Fundacao
717' E?eq.JFP.I Dias

COMISSAOC DE ETICA NO USC DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto intitulado “Desenvolvimento e caracterizagdao de
nanoparticulas poliméricas contendo tacrolimo para o tratamento da doenca
do olho seco”, registrado com o n® 023/2022, sob a responsabilidade de Silvia
Ligério Fialho- que envolve a utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as
Resolugdes Normativas publicadas pelo Conselho Macional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA). Portanto, o projeto foi aprovade pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Fundacdo Ezequiel
Dias, em 23/02/2023.

Finalidade Pesquisa
Vigéncia da autorizacio  |23/02/2023 a 23/02/2025
Espécieflinhagemiraga Coelhos Nova Zelandia

N® de animais 16

Pesofldade 2Kag/ 3 meses

Sexo Machos e fémeas

Origem Fazenda Experimental Professor Helio Barbosa

Informagao aos pesquisadores:

Reiteramos a importdncia deste parecer e lembramos que o(a) pesquisador{a)
responsavel devera encaminhar 3 CEUA-FUNED o Relatdrio Final baseado na
conclusdo do estudo e nas publicacdes decorrentes deste, de acordo com o disposto na
Lein®. 11.794 de 08/10/2008 e Resolugdo Normativa n®. 01, de 09/07/2010 do Conselho
Macional de Controle de Experimentacdo Animal-CONCEA. O prazo para entrega do
relatdrio & de até 30 dias apos o enceramento da pesquisa, ou seja, até 23/03/2025.

Belo Horizonte, 03 de marco de 2023.

Drscuimiante assinado digitamenta

“b FerT A FLAYLA LALIRENTI
g Dot OB/ 003 202 -

Varsfiguesm hitpe: | fveificsdorn i

Rita Flavia Laurenti Ribeiro
Coordenadora da CEUA/FUNED

Rua Conde Pereira Camneirg, 80, Gameleira, Belo Horizonte, MG.
CEP 30510-010 Telefone: (31) 3314-4645



