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RESUMO

Este trabalho visa desenvolver hidrogéis termosensiveis de xiloglucana, que
apresentem propriedades mucoadesivas, € que contenham nanoemulsdes para a
liberacdo oftdlmica de triancinolona acetonida através da via topica ocular. Para
tanto, nanoemulsées foram desenvolvidas pela técnica de emulsificacdo
espontanea, e diferentes parametros de formulagdo foram variados, visando a
otimizagdo do preparo do sistema coloidal. Devido a baixa viscosidade das NEs,
promotores de viscosidade foram empregados para aumentar o tempo de residéncia
da forma farmacéutica na superficie ocular, elevando a biodisponibilidade do
farmaco. A xiloglucana é um polissacarideo que apresenta propriedade
termosensivel ap6s remocao parcial dos residuos de galactose. Neste trabalho, foi
estabelecida a cinética de degalactosilacao da xiloglucana, e avaliado o impacto da
enzima [-galactosidase sobre os diferentes oligossacarideos que compde a
xiloglucana. Hidrogéis preparados com xiloglucana de diferentes graus de
degalactosilacao (GRR) foram avaliados, verificando que a temperatura de transicao
é inversamente proporcional ao GRR, e um polimero com GRR de 50 % (Deg®°-XQG)
foi selecionado devido menor temperatura de transicao solugdo-gel. Hidrogéis foram
preparados com diferentes concentragdes de Deg®0-XG, e verificou-se que com o
aumento de sua concentragao ocorre uma reducao da temperatura de gelificacao e
do tempo necessario para gelificacdo a 35 °C. Posteriormente, diferentes volumes
de NEs foram adicionadas a uma solugédo de 3,0% (m/V) de Deg®°%-XG em &gua, e
observou-se que em uma proporcdo de 1:1 (v/v) o hidrogel conserva suas
propriedades termosensiveis, apresentando gelificacdo a 35 °C em tempo habil,
mantendo o comportamento mucoadesivo da forma farmacéutica. Quando avaliada
a permeacgdo transcorneal da TA, observou-se que a presenga de Deg®°-XG foi
capaz de elevar o fluxo do farmaco através da cornea, e que os hidrogéis
termosensiveis contendo NEs apresentaram maior kp, TL e retencéo no interior da
cérnea, indicando que o sistema possui potencial para o tratamento tanto de uveite
anterior quanto de uveite posterior.

Palavras-chave: Nanoemulsdes. Hidrogéis termosensiveis de xiloglucana.

Triancinolona acetonida.






ABSTRACT

This study aims to develop thermosensitive xyloglucan hydrogels, with mucoadhesive
properties, loading nanoemulsions to triamcinolone acetonide ophthalmic delivery
through topical pathway. Therefore, nanoemulsions were developed by spontaneous
emulsification method, and different formulation parameters were evaluates to
optimize the colloidal system development. As NEs are low-density system,
employing viscosity enhancers must be used to increase the residence time of drug
delivery systems on eye surface, increasing drug bioavailability. Xyloglucan is a
polysaccharide which displays a thermosensitive properties after partial galactose
removal rate (GRR). In this study it was established a xyloglucan degalactosylation
kinetic, as well as the impact of the [-galactosidase enzyme on the different
oligosaccharides components of xyloglucan. Xyloglucan hydrogels with different GRR
were evaluated, and verified that there is an inverse proportion between GRR and
transition sol-to-gel temperature. Then, a 50 % GRR xyloglucan (Deg®°-XG) was
chosen as it displayed a lower transition temperature. Further, hydrogels at different
pre-gel concentrations were prepared, and it shown that increasing Deg®-XG
concentration decreases the sol-to-gel transition temperature, as well as the time
required to gelation at 35 °C. Posteriorly, different volume ratio of NEs were added
on an 3.0% (w/v) Deg®-XG water solution, and it was observed that an 1:1 volume
ratio preserves the thermosensitive behavior, maintaining the mucoadhesive
properties from Deg®-XG solution without NEs. TA transcorneal permeation assay
evidenced that Deg®-XG was able to increase drug permeation flux across the
cornea, and NE-loading thermosensitive Deg®°-XG hydrogel samples performed the
highest kp, TL and drug entrapment into the cornea, indicating the potential use of
this system for treatment of both anterior and posterior uveitis.

Keywords: Nanoemulsions. Thermosensitive xyloglucan hydrogels. Triamcinolone
acetonide.
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XLLG — Nonassacarideo da xiloglucana

XLXG — Octassacarideo da xiloglucana

XXLG - Octassacarideo da xiloglucana

XXXG — Heptassacarideo da xiloglucana

¢ potential — Potencial zeta
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1 INTRODUGCAO

Uveite é um termo geral que descreve uma ampla variedade de condi¢coes
inflamatérias da via ocular. E uma doenca prevalente em todo o mundo que pode
comprometer consideravelmente a capacidade visual, sendo responsavel por 10 %
dos casos de perda total de visdo nos paises industrializados. Seu tratamento
consiste, basicamente, na terapia com corticosteroides, os quais exibem poderosos
efeitos anti-inflamatérios e imunossupressores (ABAD et al., 2009).

A triancinolona acetonida € um anti-inflamatério corticosteroide, geralmente
administrada por via topica oftalmica ou via oral. A administra¢do tépica ocular deste
farmaco tem sido proposta por proporcionar maiores concentracées de farmaco nos
tecidos oculares, e paralelamente reduzir a incidéncia dos efeitos adversos, quando
comparada com a administracdo oral da triancinolona acetonida (CUNNINGHAM
JUNIOR; WENDER, 2010; GAUDANA et al., 2010). Dentre as preparagdes de uso
oftalmico, as formas farmacéuticas liquidas sao de facil administracdo, porém
apresentam desvantagens devido a sua diluicdo no filme lacrimal, a drenagem para
a cavidade pré-cérneal e a drenagem lacrimonasal, que restringem o tempo de
contato do medicamento com o olho. Estes fatores pré-corneais somados agem
como barreira, levando a eliminacdo de mais de 90 % da dose administrada, antes
que ocorra a absorcao do farmaco (VENKATA; MADHAVI; RAJESH, 2011).

Diferentes estratégias tém sido adotadas para a melhoria da
biodisponibilidade ocular de farmacos, destacando-se o uso de promotores de
viscosidade, polimeros mucoadesivos e sistemas de liberagdo coloidais. Estas
estratégias visam o aumento do tempo de retencéao da forma farmacéutica no olho e,
consequentemente, a elevacdo da permeacdo transcorneal e biodisponibilidade
ocular do farmaco (RUPONEN; URTTI, 2015).

Nas ultimas décadas, tém sido demonstrado o interesse da utilizacao de
nanoemulsées como veiculos para a liberacdo ocular de farmacos. Nanoemulsdes
sdo dispersdes coloidais cineticamente estaveis, constituidas de 6leo e agua, em
que a fase dispersa apresenta tamanho entre 50 e 200 nm. Estes sistemas possuem
capacidade de veicular farmacos hidrofébicos, atuando como reservatérios, além
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controlar a liberagédo, promover a permeacao e inibir efluxo dos mesmos (GAUDANA
et al.,, 2010; DIVSALAR et al., 2012).

Os hidrogéis também figuram como sistemas de liberacao promissores para
administragdo ocular de farmacos. Estes permitem um prolongamento do tempo de
residéncia da forma farmacéutica na superficie do olho, devido a redugcédo da
drenagem lacrimal (ANDREWS; LAVERLY; JONES, 2009). Os hidrogéis séo redes
tridimensionais de polimeros hidrofilicos capazes de imobilizar grandes quantidade
de agua ou de fluidos bioldgicos, e podem ser formados por meio de estimulos
especificos, como a alteragdo da temperatura, transitando de solugéo viscosa para
estado gel em funcdo da mesma. Quando um polimero € dissolvido em agua, trés
tipos de interacbes estdo presentes: entre as moléculas do polimero, entre o
polimero e a agua e entre as moléculas de agua. Nos polimeros termosensiveis, a
alteracdo da temperatura resulta em uma energia livre de Gibbs negativa, o que
torna desfavoravel a associacdo entre polimero e agua, facilitando as interacdes
polimero-polimero através de ligacdes de hidrogénio, interacoes hidrofdbicas, entre
outras (KLOUDA; MIKOS, 2008; RUEL-GARIEPY; LEROUX, 2004).

Existem dois tipos principais de polimeros termosensiveis; o primeiro
apresenta uma temperatura critica inferior de solubilizagdo (LCST, do inglés lower
critical solution temperature), enquanto o segundo possui uma temperatura critica
superior de solubilizagdo (UCST, upper critical solution temperature). LCST e UCST
sdo, respectivamente, pontos criticos de temperaturas abaixo ou acima das
temperaturas nas quais os polimeros sdo completamente misciveis em um dado
solvente (WARD; GEORGIOU, 2011). Abaixo da LCST o polimero se encontra no
estado soluvel, caracterizado por uma solugao transliucida e homogénea, e a medida
que a temperatura € elevada (acima da LCST), o polimero se torna insollvel,
levando a formacao do hidrogel. Este fendmeno também é conhecido como efeito
hidrofébico, em que a entropia aumenta devido a associacdo agua-agua. Na
temperatura critica, as ligacdes de hidrogénio entre o polimero e 4gua comegam a
ser desfavoraveis, comparado as interagdes polimero-polimero e agua-agua, e uma
transicdo abrupta ocorre quando a macromolécula solvatada rapidamente desidrata
e se torna mais hidrofébica (KLOUDA; MIKOS, 2008; RUEL-GARIEPY; LEROUX,
2004).
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Muitos polimeros tém sido utilizados no preparo de géis termosensiveis, e
uma atencao especial tem sido dedicada aos polissacarideos (NISBET et al., 2006).
A xiloglucana é um polissacarideo neutro, ndo toxico e biodegradavel, derivado da
semente da tamarindo. E composto de uma cadeia principal B-(1,4)-D-glicosidica
substituida lateralmente por ligagcdes a-(1,6)-D-xilose, estes residuos de xilose, por
sua vez sao parcialmente substituidos por residuos de [-(1,2)-D-galactose. O
polissacarideo xiloglucana é composto por uma mistura de quatro oligdmeros
diferentes denominados heptasacarideos, octosacarideos e nonasacarideos, 0S
quais diferem no numero de cadeias laterais de galactose.

A xiloglucana apresenta propriedade termosensivel somente quando
parcialmente degalactosilada (SHIRAKAWA; YAMATOYA; NISHINARI, 1998), sendo
a temperatura de transicdo do estado sol-gel inversamente proporcional a
concentragdo do polimero e a taxa de remocao da galactose (BRUN-GRAEPPI et
al., 2010; RUEL-GARIEPY; LEROUX, 2004). Adicionalmente, a xiloglucana
apresenta propriedade mucoadesiva, ou seja, interage com a camada de muco que
reveste as mucosas, o que permite reter a formulacéo na superficie ocular. O muco
lubrifica e protege os tecidos epiteliais de danos mecénicos e quimicos. O principal
componente do muco é a proteina glicosilada chamada mucina, uma molécula de
nucleo proteico com cadeias de carboidratos ligados covalentemente ao longo de
seu comprimento. Estas glicoproteinas sao responsaveis pelas propriedades tipo gel
do muco (SERRA; DOMENECH; PEPPAS, 2006).

A via de administragcédo topica é uma alternativa interessante e mais segura
para o tratamento de doencas oftdlmicas, no entanto, baixas concentracbes de
farmaco sao permeadas através dos tecidos oculares, em fungdo dos mecanismos
de protecéo do olho e do efeito barreira promovido pela estrutura do epitélio corneal
(GAUDANA et al.,, 2010; GUNDA et al, 2008) Assim, a necessidade do
aprimoramento da terapia tépica é de extrema importancia para aumento da eficacia
terapéutica e seguranga no tratamento. Tendo em vista as vantagens apresentadas
com o uso das nanoemulsdes e dos hidrogéis mucoadesivos, este trabalho tem

como objetivo desenvolver hidrogéis de xiloglucana contendo nanoemulsdes, para o
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aumento do tempo de residéncia da formulagao na superficie ocular e da permeacao
transcorneal da triancinolona acetonida, com vistas ao tratamento da uveite.

Este trabalho esta subdividido em trés capitulos, escritos na forma de artigos
cientificos. O Capitulo | aborda os estudos de pré-formulacdo, desenvolvimento e
caracterizagdo de nanoemulsdées contendo triancinolona acetonida, enquanto o
Capitulo Il apresenta de degalactosilacdo da xiloglucana, bem como a selecéo de
parametros adequados para o preparo dos hidrogéis termosensiveis de xiloglucana.
O Capitulo Ill, por sua vez, apresenta o desenvolvimento e caracterizacdo de
hidrogéis termosensiveis de xiloglucana contendo nanoemulsdes para a liberagéo
oftalmica de triancinolona acetonida, e avalia as propriedades de permeacao
transcorneal do farmaco a partir dos sistemas desenvolvidos. Posteriormente sera

apresentada uma sessao de discussdes gerais e consideragdes finais.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver hidrogéis de xiloglucana contendo nanoemulsdes, para o
aumento do tempo de residéncia da formulacao na superficie ocular e da permeagéo

transcorneal da triancinolona acetonida, com vistas ao tratamento da uveite.

1.1.2 Objetivos Especificos

Desenvolver nanoemulsées contendo triancinolona acetonida.

Avaliar os efeitos dos parametros de formulacdo sobre as propriedades
fisico-quimicas das nanoemulsdes e sobre a eficiéncia de encapsulacao da
triancinolona acetonida.

Avaliar a estabilidade fisica das nanoemulsdes frente ao armazenamento a 4
°Ce25°C.

Avaliar o perfil de liberacdo da triancinolona acetonida a partir das
nanoemulsoes.

Obter hidrogéis termosensiveis através da degalactosilacdo enzimatica da

xiloglucana.
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Avaliar as propriedades reologicas dos hidrogéis de xiloglucana com
diferentes concentrag¢des do polimero.

Avaliar a capacidade dos hidrogéis em incorporar as nanoemulsdes e avaliar
o efeito da incorporacdo das mesmas nas propriedades reoldgicas.

Avaliar as propriedades mucoadesivas dos hidrogéis de xiloglucana
contendo as nanoemulsdes.

Avaliar o perfil de permeacao transcorneal da triancinolona acetonida a partir
do hidrogel de xiloglucana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secao serdo apresentados os embasamentos tedricos para

construgao da problematica e das hipoteses desta tese.

2.1 UVEITE

A uveite é definida como um processo inflamatério do trato uveal, ou Uvea,
que compreende a iris, 0s corpos ciliares, e a coroide. No entanto, o uso deste termo
se refere, ainda, a inflamacao de tecidos adjacentes, incluindo a cornea, esclera,
retina, e até mesmo o nervo 6tico (DUNN, 2015). De acordo com The
Standardization of Uveitis Nomenclature (SUN) (2005), a uveite pode ser
classificada, em fungdo da localizagdo anatébmica do processo inflamatério, em:
uveite anterior, que compreende a por¢ao anterior do globo ocular; intermediaria,
que acomete a regido vitrea; posterior, compreendendo a retina ou a coroide; e a
panuveite, que inclui a porgdo anterior, a regido vitrea, e a retina ou a coroide
(Figura 1). Esta ainda pode ocorrer de forma unilateral, quando somente um dos
olhos é afetado, ou bilateral, quando os dois olhos sdo acometidos simultaneamente.
De acordo com a evolugao clinica, a uveite pode ser classificada como: aguda,
duracdo de até 3 meses; crbnica, duracdo superior a 3 meses; ou recorrente,
quando ha reincidéncia da doenca apds remissdo completa. Quanto a
anatomopatologia, pode ser subdividida em: granulomatosa, caracterizada pela
tendéncia a formacdo de nodulos de iris e precipitados ceraticos; e néao
granulomatosa, com pequena ou nenhuma tendéncia a formacao tanto de nédulos
quanto de precipitados ceraticos (DESCHENES et al., 2008; DIAMANTAS;
LOWDER; MUCCIOLI, 2003).

A uveite é uma doenca heterogénea com influéncias poligénicas e
ambientais. Sua etiologia pode ser de carater infeccioso, decorrente de doengas
como sifilis, tuberculose, toxoplasmose, entre outras; ou nao-infeccioso, mediada
pelo sistema imune ou induzida por medicamentos (ABAD, et al., 2009; MOORTHY;
VALLURI; JAMPOL, 1998; WILLERMAIN et al., 2012). Os casos de uveite nao-
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infecciosa modulados pelo sistema imune sdo mais prevalentes e sdo caracterizados
pela infiltragdo de leucocitos no tecido intraocular. No entanto, o mecanismo
envolvido na uveite ainda ndo é completamente esclarecido, mas vem sendo
estudado em modelos animais (COMMODARQO et al., 2011). Os sintomas da uveite
variam de acordo com a localizagdo anatémica, tipo e duragdo da uveite, mas de
modo geral incluem desordens visuais, dor, fotofobia, fotopsia, pontos cegos, e
halos, sendo que catarata, edema macular, membrana epirretiniana, e glaucoma sao
algumas das complicagées mais comuns da uveite, causando perda visual (DUNN,
2015).

Figura 1 - Representacao esquematica da estrutura anatémica do globo ocular
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Estudos epidemiolégicos sobre a prevaléncia da uveite tém sido realizados,
porem sempre considerando uma parcela muito restrita da populacdo. De forma
geral, a incidéncia em paises desenvolvidos € de aproximadamente 17 a 52 casos a
cada 100.000 habitantes, tendo ocorrido cerca de 38 a 714 casos por 100.000
habitantes no ano de 2000 (CHANG; WAKEFIELD, 2002; GRITZ; WONG, 2004;
SAARI et al.,, 1995; de SMET et al., 2011). Estima-se que mais de 2 milhdes de
pessoas no mundo sejam afetadas pela uveite, porém com avancos significativos no
tratamento desta doenca, a prevaléncia de cegueira secundaria a uveite foi reduzida

significativamete nos ultimos 30 anos. No entanto, em um estudo realizado nos
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Estados Unidos, a incidéncia da uveite mostrou ser aproximadamente trés vezes
maior aquela estimada e pareceu aumentar em decorréncia do envelhecimento da
populacdo (GRITZ; WONG, 2004), sendo que a uveite anterior apresentou maior
prevaléncia, seguido da panuveite, da uveite posterior e da uveite intermediaria
(FOSTER et al., 2015). Adicionalmente, Chang e Wakefield (2002) relatam que ha
influéncia de variaveis geograficas, ambientais, e genéticas sobre a prevaléncia da
uveite no mundo.

No Brasil, estudos regionais vém sendo realizados de forma isolada. Camilo,
Moura e Arantes (2014) avaliaram 480 pacientes entre os meses de maio e julho de
2012, dos quais 117 foram diagnosticados com uveite. Dentre os pacientes com
uveite, foi observado que 70,1 % apresentavam uveite anterior, 26,5 % uveite
posterior, € 3,4% panuveite (afetando a regido anterior e posterior). Os pacientes
com uveite posterior possuiam idade média inferior aqueles com uveite anterior e
panuveite. Gouveia e colaboradores (2004), ao avaliar pacientes no Servigo de
Uveites do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina na Universidade de Sao
Paulo no periodo de fevereiro a agosto de 2002, observaram que as principais
causas de uveite no Brasil estdo relacionadas a doenca de Behget, sindrome de
Vogt-Koyanagi-Harada, toxoplasmose e a artrite reumatoide juvenil. Teixeira e
colaboradores (2016) observaram uma incidéncia de 3,2 pacientes diagnosticados
com uveite em cada 1000 pacientes, no Hospital de Olhos Francisco Vilar em
Teresina, Piaui. Fernandez e colaboradores (2016) observaram que 29,25 % dos
pacientes diagnosticados com uveite apresentavam uveite anterior, 7,22 % uveite
intermediaria, 40,08 % uveite posterior, 15,97 % com panuveite, e 7,50 % esclerite,
sendo que destes pacientes, 40,74 % apresentavam uveite crbénica. Os autores
ainda apontam que 10,9 % dos pacientes com uveite apresentavam como
comorbidade a sindrome da imunodeficiéncia adquirida e 24 % a toxoplasmose,
tuberculose ou sifilis.

Dunn (2015) relata que a uveite € a quarta doenga, dentre aquelas que
possuem prevencao, que mais causa cegueira em populacdo de meia-idade em
paises desenvolvidos, e é responsavel por cerca de 10 a 15 % dos casos de
cegueira no mundo, incluindo 30000 novos casos ao ano nos EUA. Além disso, as
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comorbidades associadas a uveite causam um forte impacto sobre os adultos em
idade economicamente ativa, uma vez que 70 a 90 % dos pacientes que apresentam
uveite se encontram na faixa etaria de 20 a 60 anos.

N&o existe um regime padréo de tratamento para a uveite, e a terapia €
baseada na eficacia, lateralidade, localizacdo anatébmica, resposta a tratamentos
anteriores, tolerancia ao tratamento, e existéncia de comorbidades. O tratamento
mais comum € o emprego de corticoesterbides, progredindo para agentes
imunossupressores caso ndo haja resposta ao tratamento inicial (DUNN, 2015).

2.2 CORTICOSTEROIDES

Os corticoesteroides podem ser utilizados de forma local (tépica, periocular,
ou intravitrea) ou sistémica (oral ou intravenosa), e seu efeito anti-inflamatério e
imunossupressor nao possui um mecanismo completamente elucidado. Sabe-se que
esta classe de farmacos possui a capacidade de inibir as manifestacées iniciais e
tardias da inflamacgédo, além de afetar as reacgdes inflamatorias causadas por
patdbgenos invasores, por estimulos quimicos ou fisicos, ou por respostas
autoimunes (RANG et al., 2004).

Apos penetrarem nas células, os corticoesteroides se ligam a receptores
especificos (GRa e GRB) no citoplasma. Os complexos receptor-corticoesteroide
formam dimeros, que a seguir migram para o nucleo e interagem com o ADN (ou
DNA), induzindo ou inibindo a expressdo de genes especificos. Estes agentes
inibem a acao de fatores de transcricdo como NF-kB e AP-1, responsaveis pela
inducéo da transcricao dos genes da ciclooxigenase-2 (COX-2), de varias citocinas,
e de fatores de adesédo, bem como da isoforma induzivel da 6xido nitrico sintase
(CUNNINGHAM JUNIOR; WENDER, 2010; RANG et al., 2004).

Os corticoesteroides podem induzir a sintese de anexina-1 (ou lipocortina-1)
que inibe a atividade da fosfolipase A2, impedindo que o acido aracdénico seja
liberado da membrana fosfolipidica (JERMAK et al., 2007). A atividade anti-
inflamatéria ainda pode ser exercida pela reducao do recrutamento de neutréfilos e
pela reducdo da atividade dos neutréfilos e dos macréfagos, devido a transcricdao
diminuida dos genes dos fatores de adesao celular e das citocinas IL-1, IL-2, IL-4, IL-

5, IL-6, IL-8, TNF-y; diminuicao da acao das células T auxiliares e proliferacao clonal
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reduzida de células T, principalmente através da transcricdo diminuida dos genes da
IL-2 e seu receptor; reducdo na concentracdo plasmatica dos componentes do
complemento; reducao na producao de éxido nitrico induzido; redugao da liberacao
de histamina dos basdéfilos; e redugcao da producdo de IgG, sdo outros mecanismos
envolvidos na acdo anti-inflamatdria dos corticosteroides (RANG et al., 2004).

2.2.1 Triancinolona acetonida

A triancinolona acetonida (TA) (Figura 2) € um anti-inflamatério
corticosteroide sintético, amplamente utilizado, que apresenta carater lipofilico, com
solubilidade aquosa a 37 °C inferior a 21 ug.mL' com reducdo da solubilidade em
funcéo da adicao de sais (BEHL; BLOCK; BORKE, 1976), log P e pKa estimados de
2,31 e 13,4, respectivamente (DRUGBANK, 2016).

Possui absorcdo oral, metabolismo e excregcdo relativamente rapidos e
extensos, atingindo niveis plasmaticos maximos em torno de 1,5 a 2,0 horas apés
administracdo de uma Unica dose oral de 800 mg, onde cerca de 68 % do farmaco
se liga as proteinas plasméaticas, e nenhum composto relacionado ou metabdlito é
detectado no plasma 24 horas apds administracdo oral. Os metabdlitos da
triancinolona apresentam reduzida atividade anti-inflamatéria devido a alteragbes
estruturais. Sendo assim, altas concentracbes de farmaco com grande frequéncia de
doses sao requeridas (ARGENTI et al., 2000; JONAS, 2004; JERMAK et al., 2007).
Assim, como os demais corticoesterdides, a exposi¢do sistémica prolongada a TA
pode levar ao desenvolvimento de efeitos indesejaveis, tais como insuficiéncia
suprarrenal, supressao da resposta a infeccdes, supressao da sintese de
corticoesteroides enddgenos, sindrome de Cushing, osteoporose, tendéncia a
hiperglicemia, glaucoma, elevacado da pressao intracraniana, hipercoagulabilidade,
incidéncia maior de catarata, entre outros (RANG et al., 2004). Logo, rotas de
administracdo alternativas a via oral sdo recomendadas.
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Figura 2 — Estrutura quimica da triancinolona acetonida.

Fonte: Produzido pelo autor.

Para o tratamento da uveite, a triancinolona é utilizada na forma de injecao
intravitrea quando se requer tratamento em longo prazo (SHEN et al., 2010). No
entanto, varios estudos relatam desenvolvimento de efeitos adversos como catarata,
hipertensdo ocular, glaucoma, deslocamento da retina, hemorragia vitrea, e
endoftalmites (CUNNINGHAM JUNIOR; WENDER, 2010; JERMAK et al., 2007; de
SMET, 2005). Chang e Wu (2008) descreveram um aumento da incidéncia de
hipertensdo ocular em 36,5 % dos pacientes, ocorrendo aproximadamente 4
semanas ap0s a injecao. Jonas e colaboradores (2005) observaram que, ap6s uma
injecdo de 20 mg de TA, 40 % dos pacientes apresentavam aumento significativo da
pressao ocular. Estes dados corroboram com Yamamoto e colaboradores (2008)
que observaram um aumento na pressao intraocular em 34,1 % dos pacientes, apés
injecdo intravitrea de 4 mg de TA. Considerando 0s riscos inerentes a injecao
intravitrea da TA, ha um grande interesse no desenvolvimento de medicamentos que
utilizem estratégias que permitam a administracéo topica deste farmaco no olho de
modo seguro e eficaz.

2.3 ADMINISTRACAO OCULAR POR VIA TOPICA

A administracdo tépica de corticosteroides é usualmente utilizada para o
tratamento da uveite anterior. Esta estratégia permite o alcance de concentragdes
terapéuticas nas diferentes camadas da cérnea, conjuntiva, esclera, e em outros
tecidos do segmento anterior, como a iris € 0s corpos ciliares (uvea anterior) (Figura
1), com menor incidéncia de efeitos colaterais sistémicos causados pela

administragao oral ou intravenosa desses compostos (CUNNINGHAM JUNIOR,;
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WENDER, 2010; GAUDANA et al.,, 2010). Estes compostos sédo geralmente
apresentados na forma de solugdes, suspensbes e pomadas oftalmicas. Em
especial, as formas farmacéuticas liquidas séo de facil administragdo, porém sofrem
com as desvantagens inerentes a via oftalmica, sobretudo, devido fatores que
podem ser divididos em efeitos pré-corneais e de barreira a permeacédo de
compostos (GAUDANA et al.,, 2010; GUNDA et al., 2008). Quando instiladas, a
forma farmacéutica sofre primeiramente os efeitos pré-corneais, fazendo com que o
tempo de contato com a superficie ocular seja de apenas alguns minutos. O farmaco
€ imediatamente diluido no filme lacrimal, e rapidamente drenado para a cavidade
pré-corneal pelo fluxo lacrimal constante, processo que ocorre com maior
intensidade em tecidos inflamados, além de poder ser drenado através da cavidade
lacrimonasal (Figura 3). Desta forma, a absor¢do do farmaco deve ocorrer durante
0s primeiros 2 — 3 minutos apds a instilacdo (RUPONEN; URTTI, 2015; VENKATA,;
MADHAVI; RAJESH, 2011).

Figura 3 — Representacao esquematica das estruturas anatbmicas envolvidas na drenagem
lacrimonasal de formas farmacéuticas liquidas oftalmicas.
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Fonte: Adaptado de Imaios (2015).

Adicionalmente, a cornea e a conjuntiva sao revestidas com uma camada de
muco que atua protegendo estes tecidos. O muco é composto de moléculas de
mucina, a qual corresponde a uma familia de ao menos 20 proteinas anidnicas
altamente O-glicosiladas. A mucina pode ser subdividida em dois grupos: mucina

secretada, que se localiza no fluido lacrimal, e mucina da superficie celular, que se
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encontra imobilizada na superficie do epitélio formando o glicocalice (Figura 4), uma
camada altamente hidrofilica que pode se estender da superficie do epitélio até uma
distancia de 500 nm. Esta estrutura é capaz de reter a forma farmacéutica, elevando
a eficiéncia da remocao do farmaco da superficie ocular pelos demais efeitos pré-
corneais descritos anteriormente (RUPONEN; URTTI, 2015).

Figura 4 — Representacao esquematica do glicocdlice.
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Fonte: Adaptado de Gipson e Arglieso (2003).

Além dos efeitos pré-corneais, farmacos instilados no olho também estao
sujeitos a efeitos de barreira, decorrentes das caracteristicas anatbmicas e
histolégicas dos tecidos que compdem a camara anterior, e que limitam a
penetracdo dos mesmos. A primeira barreira mecanica e quimica encontrada pelo
farmaco é a cérnea, um tecido fino, transparente, avascular e altamente inervado,
composto de seis camadas celulares: epitélio, camada de Bowman, estroma,
camada de Dua, membrana de Descemet e endotélio (Figura 5). A permeacao dos
farmacos € controlada por dois principais fatores: o tempo de contato do farmaco
com a superficie ocular e a permeabilidade do farmaco através da cérnea, cujo
mecanismo pode ser governado por difusdo passiva, difusdo facilitada ou transporte
ativo. O epitélio da cornea € uma camada lipofilica, formado de cinco a seis
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camadas de células epiteliais estratificadas e escamosas ndo-queratinizadas, que
limita a permeacédo de farmacos hidrofilicos. Adicionalmente, a presenca de juncdes
oclusivas tende a promover resisténcia a permeacdo de moléculas pela rota
paracelular. Na sequéncia, o estroma é a camada mais espessa, € € composto de
matriz extracelular e de lamelas de fibras de colageno, intercaladas com
queratindcitos. Esta estrutura altamente hidratada possui significante efeito barreira
a permeacao de farmacos altamente hidrofébicos. O endotélio, por sua vez, é
constituido por uma monocamada de células hexagonais (4 a 6 ym de espessura)
que separa o estroma do humor aquoso, e permite a passagem de macromoléculas
do humor aquoso para o estroma, ndo apresentando um efeito barreira tdo severo
quanto as estruturas anteriormente citadas. Nesta camada ainda se encontram
transportadores de membrana, onde o transporte mediado por carreadores e/ou
receptores pode limitar a permeacdo de farmacos para o humor aquoso. Em
contrapartida, a presengca de jungdes oclusivas fracas tende a proporcionar a
permeacdo de moléculas hidrofilicas, onde o transporte parece ser mediado por
gradiente osmético através das membranas basolaterais e apicais das células, ou
por forcas eletro-osméticas, devido ao transporte de bicarbonato e das bombas de
Na* nas juncdes oclusivas. Sendo assim, o epitélio da cornea controla a permeacgao
de farmacos, em particular de compostos hidrofilicos, enquanto o estroma e o
endotélio possuem menor capacidade de retencdo destes farmacos (BARAR,;
JAVADZADEH; OMIDI, 2008; CHOLKAR et al., 2013; GAUDANA et al., 2010;
MANNERMAA; VELLONEN; URTTI, 2006).
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Figura 5 — Representacao esquematica da estrutura histolégica da coérnea.
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Fonte: Adaptado de Imaios (2015).

A via preferencial de permeacéo de farmacos ap6s administragédo ocular € a
cérnea, porém alguns farmacos ainda podem permear através da conjuntiva e
esclera. As vias conjuntival e escleral sdo competitivas e paralelas e, mesmo que
menos eficiente, quando comparada a permeacdo através da cdrnea, podem
contribuir significativamente para a permeagdo ocular de alguns farmacos. A
conjuntiva € uma membrana mucosa fina e transparente que recobre a superficie
anterior da esclera, se estendendo até a extremidade da cérnea (o limbo corneano).
Esta membrana é constituida de trés principais camadas: (1) o epitélio, camada
externa que proporciona o efeito barreira e que possui jungdes oclusivas fortes; (2)
substancia propria, formada por tecido conjuntivo laxo, contendo inervagdes e vasos
sanguineos e linfaticos; e (3) submucosa, que proporciona uma adesdao mais frouxa
a esclera adjacente (capsula de Tenon). Devido a sua natureza vascularizada, uma
significante perda de farmaco para a circulagao sistémica € observada nesta via de
permeacao, reduzindo a biodisponibilidade ocular. Além disso, as jungdes oclusivas
do epitélio conjuntival podem atuar retardando a permeacao de farmacos hidrofilicos.
Varios transportadores sdo expressos no epitélio da conjuntiva, entre estes, os
transportadores de aminodcidos catidnicos e neutros (ATB©+), de nucleosideos
(CNT2) e de peptideos (PepT1), além de bombas de efluxo, incluindo a glicoproteina
P e proteinas relacionadas a resisténcia a multiplos farmacos (MRP1) (AHMED et
al., 1987; BARAR; JAVADZADEH; OMIDI, 2008; GAUDANA et al., 2010).

A porcao de farmaco que permear a conjuntiva e ndo alcancar a circulagao
sistémica atinge a esclera, tecido composto principalmente de fibras de colageno e
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proteoglicanos embebidos em matriz extracelular. Este tecido pouco vascularizado é
significantemente mais permeavel que a cérnea, porém menos permeavel que a
conjuntiva (BARAR; JAVADZADEH; OMIDI, 2008; GAUDANA et al., 2010).

Tendo em vista a limitada permeagédo de farmacos hidrofilicos através da
cérnea e conjuntiva, estas rotas parecem ser mais promissoras para farmacos que
apresentem determinado grau de hidrofobicidade. Schoenwald e Ward (1978)
avaliaram a permeabilidade de esteroides através da cérnea em fungédo do
coeficiente de particao (log P). Estes autores verificaram que a medida que o log P
aumentava, um aumento proporcional da permeabilidade dos esteroides através da
cérnea ocorria, sendo a permeabilidade méaxima observada com substancias
apresentando valores de log P entre 2,5 e 3,0. Para valores superiores de log P, a
elevada hidrofobicidade reduzia demasiadamente a solubilidade do esteroide no
fluido lacrimal e, consequentemente, impedia a permeacdo, sendo a particula
suspensa do farmaco provavelmente removida pelo fluxo lacrimal.

Ahmed e colaboradores (1987) avaliaram a permeabilidade de -
bloqueadores com diferentes coeficientes de particdo e observaram que, para todos
os farmacos avaliados, a permeabilidade na esclera era maior que a respectiva
permeabilidade transcorneal. Adicionalmente, a massa molar do soluto apresentou
um efeito mais pronunciado sobre a permeacao através da esclera do que da
cérnea. Ao comparar a permeacao da sacarose e inulina nestes tecidos, os autores
observaram que o aumento da massa molar (inulina possui maior massa molar)
reduzia em 16 vezes a permeacdo através da esclera e 8 em vezes através da
cérnea. Os autores ainda relatam que a conjuntiva apresentou pouca
permeabilidade aos farmacos testados, sendo que somente o timolol e a inulina
permearam através deste tecido de forma mais eficaz que através da coérnea. A
esclera é composta, principalmente, por coldgeno e mucopolissacarideos, permitindo
que farmacos difundam por trés possiveis vias: (1) através dos espacos
perivasculares, (2) através do meio gelatinoso de mucopolissacarideos ou (3)
através dos componentes da matriz de colageno. Sendo assim, a esclera tende a
oferecer menor resisténcia a permeacgéo de farmacos, quando comparado a cérnea
(AHMED et al., 1987).
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Adicionalmente, as células que compde o tecido corneal expressam
proteinas transmembranares transportadoras, conhecidas como bomba de efluxo,
que apresentam como substratos diferentes farmacos, como a triancinolona
acetonida. Dentre estas proteinas se destacam a glicoproteina-P (Pg-P), proteinas
associadas a resisténcia multifarmacos (MRP) e proteina de resisténcia de cancer
de mama (BCRP), presentes no epitélio corneal proporcionando o efluxo de
farmacos para o fluxo lacrimal (DI PIETRO et al., 1999; GAUDANA et al., 2010;
KARLA et al., 2007; KARLA et al., 2009).

Assim, a biodisponibilidade de farmacos administrados pela via ocular tende
a ser baixa, variando entre 0,1 e 5 %, principalmente devido aos efeitos relacionados
ao fluxo lacrimal, a barreira imposta pelas diferentes camadas de células, e a
presenca de mucina no filme lacrimal, que forma uma camada hidrofilica eficaz na
protecdo do tecido ocular. Sendo assim, mais de 90 % da dose administrada é
eliminada antes da absorcdo do farmaco (RUPONEN; URTTI, 2015; VENKATA,;
MADHAVI; RAJESH, 2011).

A fim de contornar parte das limitagbes desta via e aumentar a
biodisponibilidade ocular, trés principais estratégias vém sendo adotadas, incluindo a
modulacao das propriedades fisico-quimicas dos farmacos, utilizando-os como pré-
farmacos, o aumento do tempo de contato da forma farmacéutica com a superficie
do olho, por meio do uso de implantes oculares e/ou sistemas mucoadesivos, e a
utilizacdo de sistemas de liberagdo que visam vetorizar farmacos a alvos
terapéuticos especificos (GAUDANA et al., 2010; KIM et al.,, 2014; RUPONEN;
URTTI, 2015).

2.4 NANOEMULSOES

Nas ultimas décadas, o uso de carreadores coloidais vem sendo abordado
como uma estratégia promissora para aplicacao tdpica oftalmica. Esses sistemas
possuem capacidade de atuar como reservatdrios, promover a permeacao e/ou inibir
o efluxo de farmacos (GAUDANA et al., 2010). Varios sistemas coloidais, tais como
os lipossomas, as nanoparticulas e as nanoemulsdes, podem ser empregados na
liberagé@o topica ocular de farmacos, aumentando a sua biodisponibilidade (SASAKI
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et al.,, 2013). Dentre os sistemas coloidais, as nanoemulsdées destacam-se como
potenciais candidatas para administracao de farmacos pela via ocular (Figura 6).

As nanoemulsbes sado dispersdes coloidais cineticamente estaveis,
constituidas de dois liquidos imisciveis entre si, cuja fase interna, geralmente oleosa,
apresenta didmetro de goticula que varia entre 20 a 300 nm (ANTON; VANDAMME,
2009; FORGIARINI et al., 2001; SADURNI et al., 2005; TADROS et al., 2003). As
nanoemulsées possuem vantagens como: (1) maior estabilidade frente aos
fenbmenos de cremagem, floculacdo, coalescéncia e sedimentacdo, em relagdo as
emulsbes grosseiras; (2) possibilidade de vetorizagdo em sitios especificos; (3)
protecdo do farmaco frente a degradacao fisica ou quimica; (4) e pequeno tamanho
de gota, elevando a area superficial de contato, em relacdo ao volume da goticula
(DIVSALAR et al., 2012; GAUDANA et al., 2010).

Figura 6 — Representacao esquematica de uma goticula pertencente a nanoemulsao.
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Fonte: Preparado pelo autor.

2.4.1 Preparo das nanoemulsoes

As nanoemulsées podem ser preparadas por métodos de baixa ou de alta
energia (ANTON; VANDAMME, 2009). Métodos de alta energia empregam
equipamentos especificos para reducdo do tamanho das goticulas, como
homogeneizadores de alto cisalhamento, homogeneizadores de alta pressdo e
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homogeneizadores ultrassénicos. Em contraste, métodos de baixa energia sao
capazes de formar espontaneamente particulas de tamanho reduzido mediante o
controle das condicdes de preparo, devido as propriedades fisico-quimicas
intrinsecas dos surfactantes, co-surfactantes e excipientes utilizados na formulagéo.
Este método apresenta facil transposicdo para escala industrial e emprega
processos menos agressivos para farmacos quimicamente instaveis (sensiveis a
temperatura, variacdo de pH, e oxidacao) (ANTON; VANDAMME, 2009; SABERI;
FANG; MCCLEMENTS, 2013; WALKER; DECKER; MCCLEMENTS, 2015).

O meétodo da emulsificagdo espontédnea consiste na formagcdo de uma
emulsdo submicrénica como resultado da mistura de uma fase oleosa constituida de
6leo, surfactante lipofilico e solvente organico miscivel em agua, em uma fase
aquosa contendo ou ndo um tensoativo hidrofilico. O mecanismo que governa o
processo de emulsificacdo espontanea € o deslocamento do solvente organico da
fase oleosa, induzindo a turbuléncia na interface 6leo/agua. A rapida transferéncia
do solvente da fase oleosa para a fase aquosa resulta em um aumento drastico da
area interfacial, proporcionando a formacdo de uma emulsdo (Figura 7) (ANTON;
VANDAMME, 2009; SABERI; FANG; MCCLEMENTS, 2013). Alguns fatores, como
tipo e concentracdo de 6leo, tipo e concentracdo de tensoativo, temperatura,
velocidade de agitacdo e volume das fases oleosa e aquosa, tém mostrado afetar
consideravelmente o tamanho das goticulas da nanoemulsdo (SABERI, FANG e
MCCLEMENTS, 2013). Assim, o efeito destes fatores pode ser estudado com o
intuito de obter sistemas coloidais com caracteristicas fisico-quimicas desejaveis

para uma dada aplicacao.

Figura 7 — Mecanismo de formacao das goticulas das nanoemulsdes.
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2.4.2 Estabilidade das nanoemulsoes

As nanoemulsdes sao sistemas termodinamicamente instaveis devido a
energia livre de Gibbs positiva associada a criagdo da interface o6leo/agua,
possuindo, entdo, a tendéncia a separacao das fases em funcao do tempo, devido a
varios mecanismos fisico-quimicos, incluindo separacdo gravitacional, floculacéo,
coalescéncia, e/ou maturacdo de Ostwald (Figura 8) (MCCLEMENTS, 2011;
MCCLEMENTS; RAO, 2011). Comparadas as emulsées convencionais, as
nanoemulsées tendem a apresentar melhor estabilidade frente a separagéo
gravitacional e a agregacdo dos glébulos, mas pior em relacdo a maturagédo de
Ostwald (MCCLEMENTS, 2011).

Figura 8 — Representacao esquematica dos mais comuns mecanismos de instabilidade de
nanoemulsodes.
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Fonte: Adaptado de McClements (2011).

A separacdo gravitacional € uma das formas mais comuns de instabilidade
das emulsbes convencionais, € podem ocorrer como cremagem ou sedimentacao,

dependendo da densidade relativa das fases oleosa e aquosa. Cremagem € o termo
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que relaciona o movimento das goticulas para a porcao superior da formulacao,
quando estas possuem uma densidade inferior aquela do meio que a circunda,
enquanto sedimentacgdo, trata do movimento das goticulas para a porcéo inferior,
uma vez que a fase oleosa apresenta densidade superior a fase aquosa
(MCCLEMENTS, 2011; MCCLEMENTS; RAO, 2011). Os 6leos empregados na
obtencdo das emulsdes apresentam densidades mais baixas do que a agua,
portanto, a cremagem ocorre de modo mais frequente nas emulsdes 6leo em agua.
A velocidade com que uma gota movimenta-se ao topo da emulsdo, devido a
separacao gravitacional é dada pela lei de Stokes:

. EHT: (py — pP2) (1)
Verokas — 91’,?

onde v é a velocidade cremagem, r é o raio do glébulo, g é a aceleracdo da
gravidade, [ é a densidade de cada uma das fases e [ é a viscosidade.

Por outro lado, as goticulas de uma nanoemulsdo também apresentam
movimento browniano, associado a energia térmica do sistema. O deslocamento

quadratico médio de uma particula devido ao movimento Browniano (A) é dada por

A= 2Dt (2)

onde D é o coeficiente de difusdo da goticula e t o tempo.

Considerando que o tamanho da gota é diretamente proporcional a
velocidade de cremagem e inversamente proporcional ao coeficiente de difuséo (D),
emulsdes apresentando tamanhos de gota maiores estao mais sujeitas a separacao
pela acdo da gravidade, enquanto o movimento Browniano é mais acentuado nas
nanoemulsées (MCCLEMENTS, 2011).

Nanoemulsdes tendem a apresentar maior estabilidade frente a agregacéao
das goticulas (floculacao e coalescéncia) que as emulsdes convencionais, devido ao
efeito do tamanho reduzido da goticula sobre as interagdes coloidais. A interacéao
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entre duas goticulas em uma nanoemulsdo pode ser descrita pela soma das
interagbes de van der Waals, eletrostatica, estérica e hidrofobica, sendo estas
dependentes das propriedades fisico-quimicas dos componentes da formulacao. As
interacdes hidrofébicas e de van der Waals favorecem a atracdo entre as goticulas,
enquanto as interagbes estéricas e eletrostaticas conduzem a repulsdo das mesmas.
De forma geral, a magnitude das interacdes atrativas e repulsivas tende a aumentar
com o aumento do tamanho de goticula. Por outro lado, 0 emprego de tensoativos
anibénicos ou catidnicos tende a elevar a repulsdo eletrostatica entre as goticulas,
aumentando assim a estabilidade fisica do sistema frente a agregacéo
(MCCLEMENTS; RAO, 2011).

A maturacédo de Ostwald corresponde ao processo onde o didmetro médio
das goticulas aumenta em funcao do tempo, devido a difusao de moléculas de éleo
de uma goticula menor para uma goticula maior. A solubilidade aquosa de um 6éleo
contido em uma goticula esférica aumenta com a reducdo do diametro da mesma,
fazendo com que uma maior concentragdo de moléculas de éleo circunde uma
goticula de menor tamanho, em relacdo as goticulas maiores. Devido ao gradiente
de concentracdo, estas moléculas tendem a se mover da goticula menor para uma
goticula maior, resultando em um aumento do didametro em funcao do tempo. Assim,
o principal fator que determina a estabilidade de uma nanoemulsdo frente a
maturacdo de Ostwald é a solubilidade aquosa da fase oleosa. (MCCLEMENTS;
RAOQO, 2011; TAYLOR, 1998).

Nos casos em que os constituintes do éleo sdo quimicamente instaveis, a
reducdo do didmetro das goticulas da fase oleosa tende a acelerar a sua
degradacao na fase aquosa. A reducao do tamanho de goticula implica no aumento
da area de contato da fase oleosa com a fase aquosa, levando a maior exposicao do
6leo ao meio onde ele ndo é estavel. Neste caso, as condi¢cbes de preparo e
armazenamento devem ser adequadas de modo a manter a estabilidade das
nanoemulsées (MCCLEMENTS; RAO, 2011).

A estabilidade das nanoemulsdes pode ser melhorada por meio da selecao
dos componentes da formulagdo. As propriedades fisico-quimicas emulsdes
dependem do tipo e da concentracdo dos componentes utilizados na sua
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preparacdo. Adicionalmente, a composicdo da fase oleosa é particularmente
importante para a encapsulagédo de moléculas hidrofdbicas, soluveis nesta fase. Os
farmacos hidrofébicos sao solubilizados na fase oleosa, e desta forma, permanecem
em contato com o éleo durante o processo de formagao das goticulas. No entanto,
sua localizagdo na dispersédo coloidal final depende de suas propriedades fisico-
quimicas, como hidrofobicidade, tensoatividade, coeficiente de particao, solubilidade
tanto na fase oleosa quanto na fase aquosa, e ponto de fusdo. Quando o farmaco é
quimicamente instavel, a sua cinética de degradacédo pode ser afetada pela sua
localizacdo na emulsdao (MCCLEMENTS, 2011).

Os surfactantes, moléculas anfifilicas que apresentam alta solubilidade em
ao menos uma das fases liquidas da emulsdo, desempenham uma importante
fungcé@o no preparo das nanoemulsdes, sendo responsaveis pela redugcédo da tenséo
interfacial ao se adsorver na interface éleo/dgua, promovendo a sua estabilizacao.
Quando as interfaces 6leo-agua de duas goticulas estabilizadas com surfactante se
aproximam, forma-se um filme fino de agua entre as interfaces formadas. De acordo
com a natureza da porcédo polar da molécula de surfactante, as duas interfaces
podem se repelir devido efeito eletrostatico (tensoativos anibnicos, catidnicos, ou
anfotéricos), ou o contato entre as interfaces é impedido por efeito estérico das
moléculas de tensoativo (ndo-ibnicos). A manutencao do filme fino de agua entre as
interfaces estabiliza as goticulas da nanoemulsdo, prevenindo a coalescéncia
(HELGESON, 2016; MASON et al., 2006).

2.4.3 Emprego das nanoemulsé6es para liberacao ocular de farmacos

Muitos estudos tém sido realizados visado aumentar a biodisponibilidade
ocular de farmacos pelo uso de nanocarreadores. Nanocarreadores lipidicos e
poliméricos vém sendo amplamente avaliados como carreadores para liberagao,
principalmente, de farmacos lipofilicos. Dentre os sistemas nanocarreadores, as
nanoparticulas  poliméricas sdao frequentemente empregadas devido a
biodegradabilidade, baixa toxicidade, biocompatibilidade, mucoadeséo, e relativo
baixo custo dos biomateriais empregados em seu preparo (ALMEIDA et al., 2014).
Zhang e colaboradores (2016) prepararam nanoparticulas de quitosana contendo

naringenina incorporada em sulfabutiléster B-ciclodextrina, e demonstraram que o
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sistema nanoparticulado elevou consideravelmente a biodisponibilidade e o tempo
de residéncia do polifenol na superficie ocular de coelhos. Enquanto Canadas e
colaboradores (2016) demonstraram que nanoparticulas preparadas a partir do
polimero sintético PLGA (poli-acido latico-co-acido glicolico) foram capazes de
aumentar a eficacia terapéutica do pranoprofeno, quando comparada com as
formulacbes comerciais.

No entanto, grandes atencées vém sendo destinadas ao uso de sistemas
lipidicos de liberacdo de farmacos, sobretudo em funcao da matriz ser, normalmente,
composta de lipidicos fisiologicamente compativeis, minimizando o risco de
toxicidade aguda ou crénica (BAIG et al., 2016). Araujo e colaboradores (2012)
desenvolveram carreadores lipidicos nanoestruturados contendo triancinolona
acetonida e observaram que houve uma reducao significativa do fluxo de permeacao
do farmaco na esclera em modelo in vitro de permeacdo, ao passo aumenta a
retencdo da triancinolona acetonida no tecido ocular. Hou e colaboradores (2016)
prepararam nanoparticulas lipidicas contendo cloridrato de betaxolol e evidenciaram
que o nanocarreador lipidico foi capaz de elevar a permeacdo do farmaco em
modelo de permeacao in vitro, quando comparado com a solugdo de cloridrato de
betaxolol. Além destes sistemas, as nanoemulsées vém atraindo bastante atengéo
como potenciais sistemas capazes de incorporar farmacos lipofilicos, liberando-os
de forma menos retardada que as nanoparticulas lipidicas sélidas e dos carreadores
lipidicos nanoestruturados (GONULLU et al., 2015; JAISWAL; DUDHE; SHARMA,
2015).

Usando um modelo ex vivo de permeacdo em coérnea de coelhos, Calvo,
Vila-Jato, e Alonso (1996) observaram um aumento de 3,65 vezes na
permeabilidade da indometacina, quando esta foi administrada na forma de
nanoemulsdo. Yamaguchi e colaboradores (2005) verificaram um aumento de 5-7
vezes na concentracdo do glicocorticoide difluprednato no humor aquoso de
coelhos, apoés instilagdo de nanoemulsdes contendo o farmaco, em comparagdo com
a administracdo de suspensées. Ying, Tahara, e Takeuchi (2013) avaliaram o efeito
da carga superficial de nanoemulsbes na permeagéo transcorneal da 6-cumarina, e

verificaram que nanoemulsées com cargas superficiais positivas foram mais
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eficientes em promover a permeacao transcorneal deste composto, do que aquelas
carregadas negativamente. Estes autores sugeriram que a carga positiva das
nanoemulsdes interagia com a superficie negativamente carregadas das células do
epitélio da cérnea, favorecendo a permeacado. Os autores ainda avaliaram o efeito
da modificagcdo da superficie das nanoemulsdes carregadas negativamente com a
adicao de quitosana ou Poloxamer 407, e observaram que ambos aumentavam
consideravelmente a permeacado da 6-cumarina através da cornea, ndao havendo
diferenca na permeagdo com o emprego da quitosana (polimero catiénico) ou do
Poloxamer 407 (polimero n&o-ibnico). Os autores sugeriram que, enquanto a
quitosana interagia com as células da cornea por meios de interagdes eletrostaticas,
o Poloxamer 407 provocava um aumento na fluidez da membrana celular,
igualmente promovendo a permeacao desta substancia.

O uso de sistemas nanoemulsionados também tem mostrado aumentar o
tempo de permanéncia do farmaco na superficie do olho. Em estudo de Beilin, Bar-
llan, e Amselem (1995), citado por Tamilvanan e Benita (2004), foi avaliado o tempo
de retencdo de um marcador fluorescente na superficie ocular. Os autores
observaram que 1 minuto apds a instilagdo de uma nanoemulsdo contendo o
marcador fluorescente, 39,9 % da dose administrada foi encontrada na superficie
ocular, enquanto que quando o marcador foi instilado na forma de uma solucao,
apenas 6,8 % da dose foi encontrada apds o primeiro minuto. No entanto, assim
como as solugbes oftalmicas, as nanoemulsdes sao sistemas de baixa viscosidade
suscetiveis aos efeitos pré-corneais descritos anteriormente. Assim, outras
estratégias para aumentar o tempo de contato da forma farmacéutica com a
superficie do olho devem ser adotadas, a fim de produzir um incremento na
biodisponibilidade de farmacos por esta via de administracdo (ALMEIDA et al.,
2014).

2.5 HIDROGEIS

Os hidrogéis também figuram como sistemas de liberacao promissores para
administragdo ocular de farmacos, permitindo um prolongamento do tempo de
residéncia da forma farmacéutica na porcdo pré-cérneal, devido a reducdo da
drenagem lacrimal (GAUDANA et al.,, 2010). Estes s&o constituidos de redes



57

tridimensionais de polimeros hidrofilicos capazes de imobilizar grande quantidade de
agua ou de fluidos biologicos (Figura 9), e podem ser subdivididos em hidrogéis pré-
formados ou preparados in situ. Hidrogéis pré-formados sédo géis viscosos que se
apresentam como gel sem sofrer modificacdo apdés administragdo, enquanto os
hidrogéis preparados in situ apresentam-se na forma de solugbes de baixa ou
moderada viscosidade que sofrem transicdo de fase para formar um gel apdés um
estimulo especifico, como alteracdo de temperatura, pH, composicdo idbnica ou
presengca de agentes redutores/oxidantes. Os hidrogéis preparados in situ
despertam grande interesse devido a possibilidade de veicular a forma farmacéutica
como uma solugédo oftalmica, facilitando a administracdo do farmaco e aplicando
uma dosagem precisa e reprodutivel (ANUMOLU et al.,, 2009; KIM et al., 2014;
PEPPAS et al.,, 2000). Hidrogéis preparados in situ possuem a habilidade de
responder as alteracbes do ambiente externo, exibindo mudancgas drasticas no seu
perfil de intumescimento, estrutura de rede, permeabilidade e/ou resisténcia
mecanica, em funcdo destas alteracoes (PEPPAS et al., 2000).

Figura 9 — Representacao esquematica da estrutura de um hidrogel.
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Fonte: Adaptado de Gawlitza e colaboradores (2013).

Dentre os hidrogéis preparados in situ destinados para administracéo ocular,
destacam-se o hidrogéis termosensiveis, que transitam de fase em fungcdo da
variagao de temperatura no meio. Estes podem ser classificados em dois grupos: (1)
sistema termosensivel positivo, 0os quais sdo constituidos de polimeros que
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apresentam uma temperatura de solugao critica superior (UCST, do inglés upper
critical solution temperature), onde o polimero se contrai durante resfriamento abaixo
da UCST, formando o hidrogel durante o resfriamento; e (2) sistema termosensivel
negativo, onde o polimero apresenta uma temperatura de solugcéo critica inferior
(LCST, do inglés lower critical solution temperature), se contraindo em temperaturas
superiores a LCST, formando o hidrogel durante o aquecimento.

Quando um polimero € dissolvido em agua, trés tipos de interacdes estao
existentes: entre as moléculas do polimero, entre o polimero e agua e entre as
moléculas de agua. No caso de polimeros apresentando temperaturas de solugéo
critica inferiores (LCST), o aumento da temperatura resulta em uma energia livre de
Gibbs positiva do sistema, o que torna desfavoravel a associacao entre polimero e
agua, favorecendo os outros dois tipos de interagdes. Este fenbmeno também é
conhecido como efeito hidrofébico, onde a entropia aumenta devido a associacao
agua-agua. Na temperatura critica, a formacado de pontes de hidrogénio entre o
polimero e a 4gua é desfavorecida, comparado as interacdes polimero-polimero e
agua-agua, e uma transicdo abrupta ocorre quando a macromolécula solvatada
rapidamente desidrata e se torna mais hidrofébica (KLOUDA; MIKOS, 2008;
PEPPAS et al., 2000; RUEL-GARIEPY. LEROUX, 2004).

Os polimeros termosensiveis sao estruturas que refletem um balango
delicado entre grupos hidrofilicos e hidrofébicos e, devido a este equilibrio ténue,
pequenas alteracdes na temperatura podem induzir uma nova ordem de interagdes
hidrofébicas e hidrofilicas no bloco do polimero, assim como com as moléculas de
adgua (BAJPAI et al., 2008; MATANOVIC; KRISTL; GRABNAR, 2014). Diferentes
mecanismos sao propostos para descrever a transicdo de fase induzida pela
alteracdo de temperatura, entre elas destacam-se: transicdo de conformacao
enovelada para hélice, interagbes hidrofobicas, empacotamento em forma de
micelas, entrelagamento das cadeias poliméricas e crescimento micelar combinado
com interacdes hidrofébicas (KLOUDA; MIKOS, 2008).

Muitos polimeros tém sido utilizados no preparo de géis termosensiveis, e
uma atencado especial tem sido dedicada ao uso de polissacarideos como o0s
derivados da celulose, quitosana, dextrana, xiloglucana, entre outros, sobretudo
devido a tendéncia destes compostos em reduzir a tenséo interfacial e aumentar a

viscosidade de solucdes oftalmicas. A reducdo da tensdo interfacial promove a
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miscibilidade com o filme lacrimal pré-corneal, enquanto o aumento da viscosidade
atua prolongando o tempo de contato do farmaco com a superficie do olho,
proporcionando uma melhoria da biodisponibilidade do mesmo (NISBET et al., 2006;
SCHOENWALD; WARD, 1978).

2.5.1 Xiloglucana

A xiloglucana é um polissacarideo neutro, da familia das hemiceluloses, que
compbe a parede celular primaria em tecidos vegetais, a qual encontra-se
entrelacada com microfibrilas de celulose, estabilizando-a e conferindo estrutura ao
dicotilédone das sementes. Possui funcado de armazenamento e no controle da
expansdo de sementes (BUCKERIDGE; dos SANTOS; TINE, 2000). A composicdo
da xiloglucana varia consideravelmente entre as espécies vegetais, bem como entre
células de uma mesma espécie, podendo variar quanto a massa molar, padrdo de
repeticdo dos oligossacarideos, e razao entre os monossacarideos que compode este
polissacarideo. Varios estudos vém sendo realizados com xiloglucanas de diferentes
fontes vegetais, se destacando a xiloglucana da semente de Hymenaea courbaril
(jatobd), da semente de Copaifera langsdorffii (copaiba), e da semente de
Tamarindus indica (tamarindo) (de FREITAS et al., 2015; LUCYSZYN et al., 2009;
STUPP et al., 2008; TUOMIVAARA et al., 2015).

A xiloglucana da semente de tamarindo € composta por uma cadeia central
B-1,4-p-glicose, substituidas na posigdo O-6 por cadeias laterais a-p-xilose, que por
sua vez sao parcialmente substituidas, de forma variavel, por residuos (-1,2-p-
galactose (Figura 10A). Para padronizar a nomenclatura dos oligossacarideos de
xiloglucana, um sistema em codigo foi proposto por Fry e colaboradores (1992), em
que “G” corresponde a glicose nao substituida na cadeia principal, “X” denota o
residuo de glicose substituido lateralmente com a-p-xilose, “L” denota um residuo de
B-p-galactose ligado a a-p-xilose-B-b-glicose, e “F” quando a a-L-fucose encontra-se
ligada a B-p-galactose-a-p-xilose-B-p-glicose  (Figura  10B).  Assim, o0s
oligossacarideos da xiloglucana extraida a partir do Tamarindus indica, que compde
0 polissacarideo, sdo compostos por XXXG (heptassacarideo, ou DP7), XLXG, e
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XXLG (octassacarideo, ou DP8), além do XLLG (nonassacarideo, ou DP9), os quais

diferem no nimero de unidades de galactose.

Figura 10 — Representagdo esquematica da (A) estrutura quimica da xiloglucana extraida a
partir do Tamarindus indica; e (B) composicao dos oligossacarideos.
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Fonte: Preparado pelo autor.

Sims e colaboradores (1998) estudaram a viscosidade de solucdes de
xiloglucanas originarias de diferentes espécies vegetais, incluindo tamarindo, maca,

e nicotiana, e observaram que as diferencas estruturais entre estas xiloglucanas
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afetam consideravelmente a viscosidade das solugbes de polissacarideo. A
xiloglucana extraida a partir da nicotiana apresenta residuos de arabinose na cadeia
lateral, enquanto a xiloglucana oriunda da macéa apresenta residuos de fucose, e a
xiloglucana do tamarindo ndo contém estes residuos na cadeia lateral. Porém os
autores salientaram que, apesar da diferengca na composi¢cdo de monossacarideos
entre as xiloglucanas, a massa molar e o raio de giracao parecem influenciar de
forma mais impactante nas propriedades reolégicas do polimero. As amostras
oriundas da nicotiana (raio de giracdo de 34 nm e massa molar de 129 kDa)
apresentaram viscosidade inferior as das amostras de xiloglucana de maca (raio de
giracdo de 70 nm e massa molar de 219 kDa), enquanto as amostras de xiloglucana
extraida a partir do tamarindo (raio de giracdo de 136 nm e massa molar de 833
kDa) exibiram maior viscosidade. Khounvilay e Sittikilyothin (2012) realizaram
estudos viscosimétricos de solugdes aquosas de xiloglucana nas regides diluidas e
semi-diluidas e observaram que o polimero apresenta comportamento
correspondente a polimeros aleatoriamente enovelados, exibindo valor de
concentragéo critica (C[n]) semelhante aos obtidos para hidrocoloides enovelados.
A cadeia principal glicosidica da xiloglucana promove interacoes
intermoleculares, porém a presenca dos residuos de xilose e galactose previne a
cristalizagcdo, como ocorre com a celulose. Adicionalmente, a molécula de
xiloglucana apresenta um equilibrio entre carater hidrofilico e hidrofébico, onde as
moléculas ndo sdo completamente hidratadas, podendo ocorrer a formacédo de
agregados supramoleculares planos e fibrilares, mesmo em solugdes muito diluidas
(NISHINARI et al., 2009). De Freitas e colaboradores (2015) relatam que o tempo de
relaxacao imposto pela taxa de deformacao de solugdes de xiloglucana extraida a
partir do jatoba é fortemente dependente da temperatura, sinalizando a ocorréncia
de interacbes especificas, provavelmente por ligacoes de hidrogénio, entre
diferentes porcdes das cadeias poliméricas em solucao. Segundo os autores, a
xiloglucana apresenta caracteristica semelhante a outros polissacarideos, como a
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e a goma guar. Wientjes e colaboradores (2000)
propuseram dois tipos de ligagcdes que ocorrem em solugcdo, em que 0 primeiro
ocorre de forma relativamente rapida e é responsavel pela formacao de uma rede
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polimérica transiente, e 0 segundo refere-se as liga¢cdes cruzadas de longa duracao,
formadas por uma rede fraca quase permanente. Conforme os estudos realizados
por de Freitas e colaboradores (2015), a densidade das ligagbes cruzadas tende a
aumentar em fungdo do aumento da temperatura da solugéo, sugerindo a formagao
de ligagbes de hidrogénio. A modificacdo enzimatica das moléculas de xiloglucana
permitiu mostrar que a dependéncia da temperatura esta relacionada a rigidez da

cadeia central da xiloglucana (3-1,4-p-glicose).

2.5.1.1 Hidrogéis termosensiveis de xiloglucana

Conforme descrito acima, a xiloglucana € um polimero soluvel em agua que
forma solugdes viscosas em baixas concentragdes, mas ndo possui a capacidade de
formar hidrogéis, atuando somente como um promotor de viscosidade. No entanto,
uma vez que os residuos de galactose ligados a cadeia lateral da xiloglucana
parecem impedir as interagdes intermoleculares para a formacado do hidrogel,
estudos tém sido realizados visando a remoc¢ao parcial das unidades de galactose,
usando enzimas especificas para a hidrélise deste monossacarideo. Shirakawa,
Yamatoya, e Nishinari (1998) demonstraram que a xiloglucana passa a apresentar
propriedade termosensivel na formagao de hidrogéis quando aproximadamente 35
% dos residuos de galactose sdo removidos pela agdo da enzima [-galactosilase.
Os autores descrevem a existéncia de duas temperaturas de transicdo para a
xiloglucana degalactosilada; uma temperatura inferior, relacionada com a transicao
sol-gel; e uma temperatura superior, relativa a transicao gel-sol. A diferenca entre as
temperaturas de transicdo inferiores e superiores é aumentada em fungdo do
aumento do grau de degalactosilacdo do polissacarideo, e que a transicao sol-gel é
reversivel mediante resfriamento do gel, apresentando, assim, carater reversivel.
Nisbet e colaboradores (2006) observaram que a medida que a concentracdo da
solucao de xiloglucana degalactosilada é aumentada, a temperatura de transigéo de
estado sol-gel € reduzida. Por outro lado, Brun-Graeppi e colaboradores (2010)
observaram uma reducdo da temperatura de transicdo, em funcdo do aumento do
grau de degalactosilacdo. Os autores verificaram que a transicao sol-gel decresce de
40 para 5 °C quando a taxa de galactose removida é aumentada de 35 para 58 %.
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Yamanaka e colaboradores (1999) demonstraram que o0 processo de
gelificacdo pode ser descrito nos termos da teoria de policondensagéo de estruturas
ramificadas de Flory-Stockmayer, formando uma estrutura plana de cadeias
alinhadas de xiloglucana. E Yuguchi e colaboradores (2005) demonstraram que a
adicao de uma solugao de iodo a dispersao de xiloglucana degalactosilada induzia a
formacao de um gel e que o aquecimento levava a sua descoloracdo e reducéo da
viscosidade. Utilizando métodos espectroscépicos e de espalhamento de raios-X a
baixos angulos (SAXS), os autores sugeriram que o mecanismo de gelificacdo da
dispersdao do polissacarideo envolvia a interacdo de duas cadeias de xiloglucana
lado a lado e incorporagdo de iodo e/ou ions iodeto. E posteriormente, Nisbet e
colaboradores (2006) demonstraram, através de analises por microscopia eletrénica
da varredura, que o hidrogel é constituido por camadas planas interconectadas,
confirmando os achados anteriores. Os autores ainda sugerem que o processo de
gelificacdo pode ser dividido em duas etapas, a primeira consistindo na formacao de
estruturas semelhantes a grandes membranas, e a subsequente correspondendo ao
estabelecimento de ligacdes entre as estruturas planares.

Brun-Graeppi e colaboradores (2010) descrevem uma alteracdo de
conformacédo das cadeias do polimero para uma estrutura mais compacta, devido a
reducado da razao entre o raio de giracéo e o raio hidrodindmico, com concomitante
mudanca no coeficiente virial, relacionado ao aumento da hidrofobicidade do
polimero, a qual favoreceria as associagdes inter e intramoleculares. Em contraste,
Freitas e colaboradores (2011), utilizando a mesma estratégia do grupo anterior,
excluiram qualquer influéncia da transicdo conformacional das cadeias poliméricas
em solucao e sugeriram que a agregagao das moléculas do polimero é responsavel
pelo processo de gelificacao.

Mais recentemente, Todaro e colaboradores (2015), utilizando espalhamento
de luz dindmico, estatico e de raios-x de baixos angulos (SAXS) verificaram uma
redugdo do raio de giracdo e aumento do grau de ramificagdo em alguns
nanémetros de uma solugao diluida de xiloglucana com grau de degalactosilacdo de
44 %. quando o polimero é incubado a 37 °C. Este fendbmeno ocorreu, segundo 0s
autores, devido a associacdo lateral prevalente de segmentos hidrofébicos de
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diferentes cadeias poliméricas, formando regides de jungbes insoluveis contendo
segmentos hidrofilicos ricos em galactose que permanecem em contato com o
solvente. Estes clusters poliméricos se apresentam como “micelas com franjas”,
formadas por um ndcleo rigido, altamente ordenado, de porgdes lineares das
cadeias. Os autores ainda indicaram que, em solugdes concentradas, os segmentos
de cadeias poliméricas podem condensar por meio de ligacbes intra- e
intermoleculares, formando uma estrutura ainda mais ramificada e compacta, como

exemplificado na Figura 11.

Figura 11 — Representacdo esquematica da organizacdo molecular em uma solucéo diluida
de xiloglucana degalactosilada antes e apds aquecimento a 37 °C.

~ 100 am

Fonte: Todaro e colaboradores (2015).

Diferentes estudos vém sendo realizados empregando hidrogéis de
xiloglucana para a veiculacdo de farmacos, por diferentes vias de administracao,
utilizando xiloglucana com 44 % de grau de degalactosilacdo. Estes estudos
evidenciaram a viabilidade do emprego do hidrogel como veiculo para administragéo
oral da indometacina (KAWASAKI et al., 1999), cimetidina (MIYAZAKI et al., 2001),
paracetamol (MIYAZAKI et al., 2003) e teofilina (MIYAZAKI et al., 2010), além da
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administracdo retal da indometacina (MIYAZAKI et al., 1998), administracao
intraperitoneal da mitomicina C (SUISHA et al., 1998), administracdo ocular do
cloridrato de pilocarpina (MIYAZAKI et al., 1999), e administragdo percutanea do
cetoprofeno (TAKAHASHI et al., 2002).

Usando condigbes que simulavam a via ocular, Myiazaki e colaboradores
(2001) avaliaram o perfil de liberacao in vitro do cloridrato de pilocarpina a partir de
hidrogéis de xiloglucana em diferentes concentracdes, e compararam os perfis de
liberacdo com aqueles obtidos a partir de uma suspensao do farmaco e de hidrogéis
de Pluronic F127 25 % (m/m). Os autores relataram que o cloridrato de pilocarpina é
liberado por um mecanismo de difusdo, seguindo cinética dependente da raiz
quadrada do tempo, de acordo com o modelo de Higuchi, com coeficientes de
difusdo (D) de 7,96, 8,49 e 6,13x10-6 cm2.s-1, para os hidrogéis preparados com a
concentragao de xiloglucana de 1,0, 1,5 e 2,0 % (m/m), respectivamente. Os autores
também relataram a liberacdo do cloridrato de pilocarpina a partir de hidrogéis de
Pluronic F127 com coeficiente de difusao igual a 2,18x10-6 cm2.s-1, indicando que a
xiloglucana representam uma menor barreira a difusdo. Neste mesmo estudo, as
formulacbes foram avaliadas in vivo quanto a resposta midtica em coelhos, néo
sendo observada diferenca na atividade midtica quando a solucdo, o hidrogel de
Pluronic 25 % e o hidrogel de xiliglucana 1,0 % foram instilados nos olhos do
coelhos. No entanto, a resposta miédtica foi significativamente diferente, quando os
hidrogeis de xiloglucana 1,5% e 2,0 % foram aplicados, quando comparado a
solugdo do farmaco. Uma reducdo no tempo para obtencdo do pico da resposta
midtica com concomitante aumento da duracao de acao e da biodisponibilidade do
farmaco foram observados para os hidrogéis de xiloglucana a 2 %, indicando que o
prolongamento da liberagéo ocorreu devido a maior resisténcia difusional provocada
pela maior concentracao do polimero. Assim, a capacidade em controlar a liberagéo
do farmaco e a possibilidade de obter hidrogéis termoreversiveis em concentracoes
muito mais baixas que aqueles obtidos com Pluronic F127, tornam a xiloglucana um
polimero promissor para obtengdo de formas farmacéuticas para administragdo

oftalmica.
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2.6 SISTEMAS MUCOADESIVOS

Mucoadesao ¢é definida como a interagdo entre o material de interesse com a
superficie de membranas recobertas com uma camada de muco (SMART, 2005).
Dentre as diferentes estratégias descritas para otimizar o efeito terapéutico das
formas farmacéuticas oftalmicas, o emprego de sistemas mucoadesivos se destaca
pela capacidade de aumentar o tempo de residéncia da forma farmacéutica na
superficie ocular. Este fenbmeno tende a reduzir a influéncia dos fatores pre-
corneais e, consequentemente, elevar a biodisponibilidade ocular de farmacos
contidos nestas formas mucoadesivas (LUDWIG, 2005; SMART, 2005).

O muco, que recobre e protege a superficie dos olhos, é composto de
moléculas de mucina, uma familia de ao menos 20 diferentes proteinas o-
glicosiladas altamente idnicas, cuja massa molar varia de acordo com o0 gene que a
expressa, e podem ser classificadas em duas categorias: (1) mucinas formadoras de
gel, que conferem viscosidade ao fluido lacrimal; e (2) mucinas associadas a
membrana, que constitui o glicocalice. As mucinas formadoras de gel de alta massa
molar (MUC5AC) sédo secretadas pelas células de Globet, enquanto que as
glandulas lacrimais do epitélio secretam a mucina de menor massa molar e maior
solubilidade (MUC7). As células apicais do epitélio estratificado da cérnea e do
epitélio da conjuntiva expressam ao menos trés mucinas associadas a membrana
(MUC1, MUC4, e MUC16), que se extendem da superficie apical para formar o
glicocdlice na interface epitélio—filme lacrimal (GIPSON; ARGUESO, 2003;
RUPONEN; URTTI, 2015). Estas mucinas sao definidas como glicoproteinas de alta
massa molar ricas em prolina, serina e treonina dominio central, sendo os dois
ultimos aminoacidos substituidos lateralmente por carboidratos (CHAO; BUTALA;
HERP, 1988; GIPSON; ARGUESO, 2003). Os carboidratos representam
aproximadamente 55 % da massa das mucinas presentes no olho humano, sendo
majoritariamente  representados por galactose, N-acetilgalactosamina, N-
acetilglicosamina, e acido sialico, e em menor propor¢ao, fucose, manose e glicose
(CHAO; BUTALA; HERP, 1988).

A mucoadesao é um processo complexo, e diferentes teorias vém sendo
propostas para descrever o mecanismo envolvido na adesdo de polimeros na

camada de muco. Estas teorias incluem o entrelacamento mecanico entre as
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cadeias do polimero e da mucina, a formacao de interagdes eletrostaticas entre o
polimero e 0 muco, a difusdo-interpenetracdo do polimero na camada de muco, e
fenbmenos de adsorcdo. Dentre os mecanismos descritos atualmente, aqueles que
apresentam maior aceitabilidade sao fundamentados na termodinamica da energia
superficial e no processo de difusdo/interpenetracdo das cadeias. As diferentes
teorias devem ser consideradas como processos suplementares envolvidos nos
diferentes estagios da interacdo com o muco ou diretamente com a mucina, sendo
assim, o mais provavel € que a mucoadesado seja governada por mais de um
mecanismo que ocorrem simultaneamente ou sequencialmente (ANDREWS;
LAVERLY; JONES, 2009; MADSEN; EBERTH; SMART, 1998).

A teoria da molhabilidade é principalmente aplicada as formas farmacéuticas
liquidas ou pouco viscosas, € se baseia na espalhabilidade do liquido no tecido
recoberto com muco. De acordo com esta teoria, a forma farmacéutica penetra
através das irregularidades da superficie. Assim, sistemas poliméricos que possuam
estrutura e grupamentos funcionais similares ao muco apresentarao melhor
espalhabilidade e maior contato com a superficie do tecido (ANDREWS; LAVERLY;
JONES, 2009; SMART, 2005). A teoria eletrostatica descreve a adesao devido a
transferéncia de elétrons entre 0 muco e o sistema mucoadesivo, resultando na
formacao de uma dupla camada de cargas elétricas na interface muco-polimero.
Esta interacdo é mediada pelas forcas de atracdo nesta dupla camada eletrénica
(ANDREWS; LAVERLY; JONES, 2009; LEE; PARK; ROBINSON, 2000). A teoria da
adsorgéo, por sua vez, € definida como sendo o resultado de varias interagbes
superficiais entre o polimero adesivo e 0 muco. Primeiramente, a adsorcao ocorre
devido a interacdo ibnica ou ligacao covalente, e secundariamente, ocorrem as
interacdes devido a forcas de van der Waals, interagdes hidrofébicas, e ligacdes de
hidrogénio. Este mecanismo de interacdo requer menos energia para ser revertido,
sendo a forma mais predominante de interacbes superficiais em processos
mucoadesivos, pois possui a vantagem de desenvolver “liga¢gdes semi-permanentes”
(ANDREWS; LAVERLY; JONES, 2009; SMART, 2005). Finalmente, a teoria da
difusdo-entrelagamento é governada pela difusdo tempo-dependente das cadeias do
polimero na rede glicoproteica formada pela mucina. Este processo ocorre em
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fungcdo dos coeficientes de difusdo do polimero e da mucina, os quais s&o
dependentes da massa molar, densidade de ligacbes cruzadas, mobilidade e
flexibilidade da cadeia polimérica, e da capacidade de expansdo de ambos o0s
polimeros (LEE; PARK; ROBINSON, 2000).

Uma vez que a interagdo entre polimeros mucoadesivos e 0 muco ocorre
principalmente devido a interpenetracdo das cadeias poliméricas, seguido da
formacao de ligacbes secundarias nao-covalentes entre o polimero e a mucina, o
potencial mucoadesivo de materiais poliméricos € dependente da presenca de
grupamentos hidrofilicos capazes de formarem ligagcdes de hidrogénio, como
carboxila, hidroxila, amida, sulfeto, entre outros (ANDREWS; LAVERLY; JONES,
2009; HUANG et al., 2000; LEUNG, 1990). Consequentemente, polimeros que
apresentam uma maior densidade de hidrogénios disponiveis para ligagdo sdo mais
suscetiveis a interagir de forma mais forte com a mucina (MADSEN; EBERTH,;
SMART, 1998). Estima-se que o principal mecanismo mucoadesivo da xiloglucana
consiste na adsorcdo e entrelacamento das cadeias poliméricas, devido as
interacdes quimicas secundarias, como forcas de Van der Waals, ligagdes de
hidrogénio ou interagdes hidrofébicas, mas igualmente em fungcdo da similaridade
estrutural entre a xiloglucana e a mucina, decorrente da presenca de residuos de
xilose e galactose (AVACHAT; GUJAR; WAGH, 2013; DILBAGHI et al., 2013).

Polimeros mucoadesivos interagem com o muco por outros mecanismos,
além da difusdo-entrelagamento das cadeias poliméricas. As interacdes secundarias,
como as ligacées de hidrogénio, contribuem para a formacdo e fortalecimento da
rede polimérica. Os principais sitios para interagdes mucoadesivas parecem ser 0s
residuos de carboidrato, via interagdes eletrostaticas ou hidrofébicas nas porcoes
fucosiladas, devido a presenca de grupos metila (HARDING, 2006).

Os polimeros mucoadesivos podem ser classificados em duas categorias,
polimeros de primeira e de segunda geracao. Os polimeros de primeira geragao sao
aqueles inespecificos, podendo ser classificados em anidnicos, catibnicos e nao-
ibnicos. Os polimeros anidnicos apresentam grupamentos carregados
negativamente, dependendo do pKa do polimero. Entre os exemplos mais comuns
estdo o 4cido poliacrilico e a carboximetilcelulose sddica, e se destacam por formar
ligacbes de hidrogénio fortes com a mucina Os polimeros catibnicos, que

apresentam grupamentos carregados positivamente, tém sido os mais
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extensivamente estudados, como a quitosana. Além da formagéo de ligagbes de
hidrogénio, os polimeros catidnicos também interagem com o muco via interacoes
eletrstaticas entre os grupamentos carregados positivamente, como os grupamentos
amina da quitosana, e os residuos de acido sidlico e acido sulfénico da mucina. Os
polimeros nao-ibnicos, que nao apresentam grupos ionizaveis, interagem com a
mucina principalmente pelo estabelecimento de ligacdes de hidrogénio ou interacoes
hidrofébicas (ANDREWS; LAVERLY; JONES, 2009; SERRA; DOMENECH:;
PEPPAS, 2009).

Os polimeros de segunda geracao sao derivados dos polimeros de primeira
geracao, e obtidos através de modificagbes quimicas pontuais, que potencializam o
potencial mucoadesivo. Entre estes destacam-se os polimeros tiolados, ou tibmeros,
que sao polimeros contendo um grupamento tiol que proporciona a este, a
capacidade de formar ligagées covalentes (dissulfito) com os subdominios ricos em
cisteina presentes na mucina. Os grupamentos tidlicos ainda proporcionam um efeito
promotor da permeabilidade na cérnea, devido a capacidade de desestruturar
reversivelmente as jungdes oclusivas entre as células do epitélio, e devido a inibicao
das bombas de efluxo. Sendo assim, estes polimeros tendem a prolongar o tempo
de residéncia da forma farmacéutica na superficie ocular, aléem de promover a
permeacdo do farmaco através das camadas celulares, elevando a
biodisponibilidade do farmaco (ANDREWS; LAVERLY; JONES, 2009; BERNKOP-
SCHNURCH, 2005; HORVAT et al., 2015). Neste sentido, a alteracdo da estrutura
de polimeros para aumento das propriedades mucoadesivas tem sido estudada,
sobretudo quanto a tiolacdo de polissacarideos. Mahajan e colaboradores (2013)
modificaram a estrutura da xiloglucana esterificando-a com &cido tioglicélico, e
demonstraram que a adicdo do grupamento tiol no polissacarideo foi capaz de
elevar em 1,5 vezes a mucoadesao e aproximadamente em 11 vezes a coeséo do
hidrogel. Horvat e colaboradores (2015) realizaram a tiolagdo do acido poliaspartico
com cloreto de cisteamina e observaram o prolongamento do tempo de retencédo dos
hidrogéis preparados com o polimero modificado, e da maior resisténcia a remogao
da superficie da conjuntiva suina excisada utilizando o método de lavagem da

conjuntiva com fluido lacrimal simulado.
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Neste trabalho, a obtencdo de hidrogéis termosensiveis de xiloglucana
contendo nanoemulsdes € descrita. As propriedades reolégicas € mucoadesivas
dos hidrogéis, assim como a permeacao transcorneal da triancinolona acetonida sao
avaliadas, visando a obtencdo de uma forma farmacéutica oftalmica de facil
aplicacdo e com potencial para o aumento biodisponibilidade ocular do farmaco, no

tratamento de uveite.



CAPITULO I: DESENVOLVIMENTO DE NANOEMULSOES PARA LIBERACAO
OCULAR DE TRIANCINOLONA ACETONIDA
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Estudos recentes vém demonstrando interesse na aplicagdo de sistemas de
liberacdo nanoestruturados para liberagao de farmacos pela via ocular (ARAUJO et
al., 2012; CANADAS et al., 2016; CHOLKAR et al., 2013). No entanto, apesar da
crescente dedicagdo no desenvolvimento de sistemas nanoparticulados, pouca
atengdo vem sendo destinada ao estudo das nanoemulsées como potenciais
carreadores de farmacos destinados a via oftalmica. Este sistema apresenta a
capacidade de controle de liberacao de farmacos, promocao da permeacao ocular, €
potencial de inibir o efluxo de moléculas bioativas (ANTON; VANDAMME, 2009;
TADROS et al., 2004).

Este estudo visa o0 desenvolvimento de nanoemulsGes contendo
triancinolona acetonida, um potente anti-inflamatério utilizado clinicamente como
solugcdo oftalmica. Para tanto, foram avaliados os efeitos de paréametros de
formulagdo com: massa de 6leo, proporgcao volumétrica entre a fase oleosa e a fase
aquosa, e concentragdo dos tensoativos hidrofilicos e hidrofébicos, sobre as
propriedades fisico-quimicas, teor e eficiéncia de encapsulacdo das nanoemulsodes.
Adicionalmente, foram avaliados a estabilidade fisica do sistema nanoemulsionado
frente ao armazenamento a 4 e 25 °C e o perfil de liberagdo do farmaco a partir do
sistema coloidal.

Este artigo foi aceito para publicagéo pelo periédico Latin American Journal

of Pharmacy.






75

DEVELOPMENT OF TRIAMCINOLONE ACETONIDE-LOADED NANOEMULSION
FOR OPHTHALMIC DRUG DELIVERY
Luis F. C. SILVA’, Elenara LEMOS-SENNA
aPharmaceutical Sciences Department, Federal University of Santa Catarina,
Campus Trindade, Florianépolis, SC, 88040-970, Brazil.

"e-mail contact: luis_rsl@yahoo.com.br

Summary

This study aims to develop nanoemulsions loading triamcinolone acetonide (TA)
intended to topical ophthalmic administration. The physicochemical and drug loading
properties were optimized by changing the organic to aqueous phase volume ratio,
medium chain triglyceride oil (MCT) amount, soybean lecithin and Poloxamer 188
concentrations. Nanoemulsions displaying a spherical shape were obtained, with the
drug loading and physicochemical properties being affected by the formulation
parameters studied. All formulations were stable during 5 months of storage at 4 °C.
In contrast, when they were stored at 25 °C, changes in the droplet size,
polydispersion index (PDI), zeta potential, and entrapment efficiency (EE%) values
were observed, culminating in the nanoemulsion creaming after the 90" storage day.
As expected, nanoemulsions released TA in a fast rate. The results indicated that
TA-loaded nanoemulsions properties can be optimized by varying some formulations
parameters, and due its reservoir structure, these drug delivery systems may provide

an adequate TA release rate on the eye surface.

Key words: nanoemulsion, topical ophthalmic drug delivery, triamcinolone
acetonide.

INTRODUCTION
Uveitis is a term used to describe a wide variety of inflammatory conditions
affecting the uveal tract, which comprises the choroid, the ciliary body, and the iris,
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although in common usage uveitis also includes inflammation of the adjacent tissues,
as the cornea, sclera, retina and even the optic nerve'. The Standardization of
Uveitis Nomenclature (SUN) Working Group? defined uveitis according the
anatomical location of inflammatory process in anterior uveitis, which affects the
anterior chamber of the eye; intermediate uveitis, that reach the vitreous humor;
posterior uveitis, affecting retina, choroid, and optic nerve; and panuveitis, which
commits the anterior chamber, vitreous humor, retina, choroid, and optic nerve. The
treatment of uveitis is based on the use of corticosteroids, mainly triamcinolone
acetonide (TA), which is often administrated as sub-tenon, subconjunctival, or
intravitreal injection®. However, these invasive treatments are frequently associated
to serious side effects such as cataract, ocular hypertension or increment on ocular
pressure, retinal detachment, vitreous hemorrhage, and endophthalmitis*=°.

Topical ophthalmic administration is commonly used for the management of the
anterior uveitis, since it provides therapeutic drug levels in the anterior chamber with
low incidence of side effects®>'0. Besides, eye drop formulations allow the patient self-
administration, avoiding hospital care, and decreasing the treatment cost. However,
bioavailability of topically administered drugs is strongly affected by ocular
physiological and anatomical barriers. Physiological barriers in the precorneal area
include solution drainage, blinking tear film, tear turnover, increased lacrimation, and
entrapment on mucin hydrophilic layer that recover the eye surface. These
physiological barriers reduce the contact time of the drug with absorptive membranes
and are considered to be the primary reason of the low reach of the applied dose into
the intraocular tissues'%-'2, In addition, various layers of the cornea, conjunctiva, and
sclera play an important role in the drug permeation. The cornea is the anterior most
layer of the eye that limits the entry of exogenous substances into the eye, due to its
particular structure consisted by different polarity layers, which are the epithelium,
stroma, and endothelium. Compared to the cornea, conjuntival drug absorption is
considered to be nonproductive due to the presence of conjuntival blood capillaries
and lymphatics, which causes significant drug loss into the systemic circulation after
drug instillation. Finally, the sclera is composed of collagen fiber and proteoglycans
embedded in an extracellular matrix and displays a drug permeability comparable to
that of the corneal stroma'®:1314,
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A number of recent studies have proven that nanoformulations can significantly
enhance the therapeutic efficacy and bioavailability of ocular drugs. In particular,
nanoemulsions have been investigated as vehicles for ophthalmic administration of
lipophilic drugs, i.e. indomethacin, cyclosporine, and diclofenac'®. This drug delivery
system offers several advantages over the conventional ophthalmic drug delivery
systems, including the sustained drug delivery, the promotion of the drug permeation,
and the ability to overcome the efflux-related issues associated with the parent
drug'6-18.

Nanoemulsions are fine dispersions of two immiscible liquids, in which the
dispersed phase displays droplets in the submicron range. They are considered
thermodynamically unstable systems that breakdown over time, depending on the
power of the energetic barrier between nanoemulsion and separate states, and this
energy defines the kinetic stability of the system. The power of the energy is
determined, mostly, by physicochemical phenomena that avoid droplets from being in
contact with each other, like repulsive hydrodynamic and colloidal interactions, i.e.,
steric and electrostatic hindrance. Nanoemulsions exhibiting relatively long kinetic
stabilities may be prepared by proper selection of particle size distributions, oil type,
and emulsifiers’®.

Considering the above mentioned, this study aims to develop triamcinolone
acetonide-loaded nanoemulsions intended for ocular treatment of the anterior uveitis.
In this study, we evaluate the effect of some formulation variables on the particle
size, zeta potential, drug loading, storage stability, and drug release profile, when the
spontaneous emulsification method is used. This approach allows the preparation of
nanoemulsions at room temperature, without the use of complex equipments, only by
adjusting a few formulation parameters to optimize their physicochemical properties.
Besides, the easy scaling-up to produce larger quantities and the feasibility of
sterilization increases the interest of these systems as vehicles for ocular drug
delivery?°.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

Medium chain triglyceride oil (MCT, Ritamollient CCT) was acquired from
Brasquim (Brazil). Hydrogenated soybean lecithin (LIPOID S100, 97.5 %
phosphatidylcholine) was purchased from Lipid Ingredients & Technology (Brazil).
Triamcinolone acetonide was acquired from Pharma Nostra (Brazil). Poloxamer 188
(Lutrol F68), peanut oil, olive oil, and cotton seed oil were purchased from Sigma-
Aldrich (USA). Except for HPLC-grade acetonitrile, all other solvents and reagents

were analytical grade and were used as received.

Triamcinolone Acetonide Solubility Studies

The solubility of TA in different oils was previously evaluated by adding an
excess amount of drug in 1.0 g of peanut oil, olive oil, cotton seed oil, or MCT oil. The
mixtures were stirred for 72 h at room temperature in dark conditions. The samples
were centrifuged at 3000 rpm for 30 minutes and an aliquot of each supernatant was
withdrawn and analyzed by HPLC in a Perkin Elmer Series 200 chromatograph
(PerkinElmer, USA). The analyses were carried out in reversed phase mode using a
Luna C18 5 um (150 mm x 4.6 mm) column, eluted with acetonitrile:water (6:4, v/v) at
flow rate of 1.0 mL.min'. The injection volume was 10 [IL and detection was
performed by UV at 240 nm. The analyses were performed in triplicate.

Triamcinolone Acetonide-Loaded Nanoemulsion Preparation

Nanoemulsions were prepared by the spontaneous emulsification method?!. An
organic phase, composed by the selected oil, soybean lecithin, and TA, previously
dissolved in ethanol, was poured into 50 mL of an aqueous phase containing
Poloxamer 188, under magnetic stirring at room temperature. After, the organic
solvent was removed by evaporation under reduced pressure and the final volume
was adjusted to 20 mL. Then, the colloidal dispersions were filtered through an 8 pm
pore size quantitative paper. All formulations were prepared in triplicate and stored at
4 °C. The influence of the oil, soybean lecithin, and poloxamer concentration, as well
as of the organic to aqueous phase volume ratio on droplet size, size distribution,
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and drug loading was evaluated. The nanoemulsion formulations tested in this study

are demonstrated in the Table 1.

Droplet size and zeta potential

The mean particle diameter and zeta potential were determined by dynamic
light scattering and laser-Doppler anemometry, respectively, using a Zetasizer Nano
Series (Malvern Instruments, UK). The measurements were performed at 25 °C after
appropriate dilution of the samples in ultrapure water (MilliQ, Millipore, USA). Size
analyses were performed at a fixed scattering angle of 173°. The nanoemulsion
droplet size was determined using the Stokes-Einstein equation. For measurements
of zeta potential (CJCpotential), samples were placed in an electrophoretic cell, where
a potential of £150 mV was established. The [ potential values were calculated from
mean electrophoretic mobility values using Smoluchowski’'s equation. All analyses

were carried out in triplicate.

Morphology evaluation

Nanoemulsion morphology was examined by transmission electron microscopy
in a JEOL-1011 microscope (JEOL Ltd, Japan), with an operating voltage of 100 kV.
Samples were diluted in ultrapure water, deposited on 200 mesh carbon-coated

copper grids and negatively stained with 1 % (w/v) phosphotungstic acid.

Determination of Drug Loading and Entrapment Efficiency

Drug loading (DL) was estimated after HPLC analysis of TA in the solutions obtained
after dilution of the samples in acetonitrile, using the chromatographic conditions
described previously. The entrapment efficiency (EE%) was determined as being the
difference between the total TA concentration found in the colloidal dispersions, after
their complete dissolution in acetonitrile, and the drug concentration found in the
supernatant obtained after ultrafiltration/centrifugation procedure, using YM-100
Ultracel devices (10,000 Da NMWL, Millipore Corp., USA). All formulations were

analyzed in triplicate.
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Table 1 — Nanoemulsion formulations.

Constituents Formulation code

| Il 1] v
Oil (mg) X X X X
Soybean Lecithin (mQ) 10 20 10 20
TA (mg) 5 5 5 5
OP to AP volume ratio (v/v) y y y y
Poloxamer 188 concentration (%) 0.10 0.10 0.25 0.25
Aqueous phase (mL) 50 50 50 50

x is amount of the selected oil: 50, 10 0, 200 or 300 mg.
y is the organic phase to aqueous phase volume ratio: 1:10, 1:5, 1:3.3, or 1:2.5.

Storage stability study

The storage stability of TA-loaded nanoemulsions was investigated after storing the
formulations at 25 £ 1 °C and 4 £ 2 °C for 5 months. At predetermined time intervals,
aliquots of the nanoemulsion formulations were withdrawn and were evaluated
according their macroscopic appearance, droplet size and size distribution, zeta
potential, and drug loading and entrapment efficiency, as described above. All
analyses were performed in triplicate.

In vitro TA release studies

An aliquot of 5 mL of each formulation was placed into a dialysis bag (Spectra/Por®
CE MWCO 10000, USA), which were placed into a USP dissolution apparatus Il
Model 299 (Nova Etica, Brazil) containing 300 mL of sodium laurylsulphate solution
0.5 % (w/v) in Simulated Lachrymal Fluid pH 7.422. The release medium was
maintained at 37° C under mechanical stirring at 50 rpm. Aliquots of the release
medium were withdrawn at predetermined intervals, and the volume was replaced
with fresh dissolution medium to maintain the sink condition. TA was determined by
HPLC, using the chromatographic conditions described in 3.1. The cumulative
amounts of TA released (%) were plotted against time (h). The release profiles were
compared after calculating the dissolution efficiency (DE%) as described in equation
1. The area under curve of the release profiles was determined by the trapezoidal
method.

‘{lucsumpie (1)

04 =
DE% T » 100
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being AUCsample the area under curve of release profile, Q1oo is total dissolution (100
%), and t is time (h).

Statistical analysis

Data were expressed as mean * standard deviation (s.d.) and the statistical
significance was assessed by the analysis of variance (ANOVA) followed by t-test ([
={,08].

RESULTS AND DISCUSSION

Triamcinolone Acetonide Solubility Study

Different oils were evaluated in order to select that which is able to solubilize the
highest amount of TA. As shown in Figure 1, MCT was demonstrated to be able to
solubilize a significantly higher amount of drug (p < 0.05), and it was selected to
prepare the nanoemulsions. While the other vegetable oils are constituted mainly by
long chains fatty acid as palmitic (C16:0), oleic (C18:1), and linoleic (C18:2) acids,
MCT are triglycerides whose fatty acids have an aliphatic chain of 6—12 carbon
atoms. However, not only the composition, but also the lower viscosity displayed by
the MCT oil should have favored the higher solubilization of the drug.

Figure 1 — Triamcinolone acetonide oil solubility profile.
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Triamcinolone Acetonide-Loaded Nanoemulsion Preparation

Once MCT was chosen as oil matrix, some formulation parameters were varied to
optimize the nanoemulsion formulation (Table 1). To evaluate the effect of MCT
amount (x) and organic to aqueous phase volume ratio (y) on physicochemical
properties and TA-loading of the nanoemulsion, these parameters were ranged
individually using four groups of formulations prepared using two different
concentrations of soybean lecithin and Poloxamer 188.

Effect of organic to aqueous phase volume ratio

To evaluate the effect of the organic to aqueous phase volume ratio on the
nanoemulsion characteristics, formulations were prepared by the spontaneous
emulsification method, using a fixed amount of MCT (100 mg) and organic phase
volumes of 5.0; 10.0; 15.0; and 20.0 mL, which corresponded to an aqueous phase
volume ratio of 1:10, 1:5, 1:3.3 or 1:2.5 (v/v), respectively. As can be observed in
Figure 2A-B, the increase of the organic phase volume induced a slight decrease in
the droplet size and polydispersion index, with smaller droplet sizes obtained when a
1:3.3 organic to phase volume ratio was tested. The further increase in the organic
volume (1:2.5 ratio) carried not only an increase in the droplet size and
polydispersion index (PDI), but also conducted to the reduction of the colloidal
dispersion stability, leading to the coalescence of the oil droplets after a few hours at
4 °C. It may be related to the slower ethanol displacement/diffusion through aqueous
phase and a lower interfacial area, which implies in higher droplet diameter, favoring
the Ostwald ripening process, or be related to the increment on oil phase diffusion
through aqueous phase, which after ethanol evaporation did not emulsify
appropriately’®2°, Due its physical instability, no measurements of drug loading or
entrapment efficiency were performed for samples prepared using 1:2.5 organic to
aqueous phase volume.

An increase in the drug loading and entrapment efficiency was obtained by
increasing the organic phase volume from 5 to 15 mL. Also, the formulations
prepared using the highest amount of soybean lecithin displayed a higher
triamcinolone acetonide loading, probably due to the greater solubility of the drug in
the phospholipid-medium chain triglyceride mixture®2# (Fig. 2D-E; formulation groups
Il and 1V). Since smaller droplet sizes and higher drug loadings were obtained, further
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formulations studies were conducted using an organic to aqueous phase volume
ratio fixed at 1:3.3 (v/v).

Effect of oil amount

No statistical difference was found in the droplet size and polydispersion index, when
MCT amount of the nanoemulsion formulations was varied from 50 to 200 mg (Fig.
3A-B). However, a significant increase of the drug loading and entrapment efficiency
were observed (p < 0.05) (Figure 3E), indicating that a higher association of the
lipophilic drug to the dispersed phase of the colloidal dispersion occurred. When the
MCT oil amount was increased to 300 mg, both droplet size and PDI were also
increased, indicating that 200 mg of MCT oil is the highest amount that can be used
to prepare nanoemulsions displaying high drug loadings, without significant changes
in the droplet size?>.

Figure 2 — Droplet size (A); polydispersion index (PDI) (B); zeta potential (C); drug
loading (D); and entrapment efficiency (E) values obtained for nanoemulsions

prepared with different organic to aqueous phase volume ratios.
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For both experiments evaluating the effect of the organic to aqueous phase
volume ratio and amount of MCT oil on the nanoemulsion properties, no statistical
differences were observed in the zeta potential values, which were ranged from -24.7
t+ 8.4 to -44.9 + 41 mV (Fig. 3C). Also, the soybean lecithin and Poloxamer 188
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concentrations appeared to display a minimal influence on the nanoemulsion
physicochemical properties. Nevertheless, a tendency in to decrease the
nanoemulsion zeta potential values was observed by increasing the soybean lecithin
concentration, probably due to the electronic interaction between the negatively
charged free fatty acids present in the MCT oil and the positively charged tertiary
amine groups of the phosphatidylcholine®* (Fig. 3C, Il and IV). On the other hand,
there was a tendency in to increase the drug loading and the entrapment efficiency
with the soybean lecithin concentration increment (Fig. 3D-E, Il and IV) probably
because it enhances the drug solubility into the MCT oil phase and/or the association
of the drug at the lecithin layer located at the surface of the droplets.

The physicochemical and drug loading properties of nanoemulsions prepared
using 200 mg of MCT oil and an organic to aqueous phase volume ratio of 1:3:3 are
demonstrated in the Table 2. Nanoemulsions displaying smaller and more
homogeneous droplet size distributions were obtained when soybean lecithin and
poloxamer 188 concentrations were increased?*2%27 probably due to the better
droplet stabilization and lower interfacial tension.

The TEM micrographs obtained from nanoemulsions were demonstrated in
Fig. 4. Morphologically, these samples displayed a spherical or oval shape with a
slight rough surface or less defined droplet-water boundary, probably due amphiphilic
properties of lecithin, which can interact with oil matrix by the apolar chain, while the
polar side of the phospholipid should be in the droplet edge, faced to aqueous
phase?®. Deformation of the oil droplets may have taken place after drying the
samples dropped on the carbon-coated cupper grids. As nanoemulsions are
consisted of liquid droplets of oil in a continuous aqueous phase?®, and MCT is low
viscous oil with a high flowability, it is expected that nanoemulsion droplets present a
highly soft and deformable property, changing from spherical to oval or drop-shape,
depending on external forces during water removing in the grid preparation step.

All samples seemed to be monodisperses, with a homogeneous droplet size
distribution, being this result in agreement with DLS analysis. However, when droplet
mean diameters are measured by TEM, they showed to be smaller than 100 nm. This
divergence could be related to the coalescence of larger droplets during water
removing step of the grid preparation, remaining only a few smaller droplets, and

giving a misleading droplet size measurement.
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Figure 3 — Droplet size (A); polydispersion index (PDI) (B); zeta potential (C); drug loading (D); and entrapment efficiency (E) values obtained
for nanoemulsions prepared using different MCT oil amounts.
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Table 2 — Physicochemical and drug loading properties of TA-loaded nanoemulsions (n =3).

Formulation Droplet PDI Zeta Drug Entrapment
size (nm) potential loading Efficiency
mvV)  (pg.mL?) (%)
NE Iz001:33  309.5+63.9 0.201 £0.051 -449+4.1 41.38+0.81 54.53+£2.55
NE I200n1:33  276.0£40.7 0.132+0.034 -34.6+3.2 4452+1.98 57.43+341
NE Il2001:33 277.8£27.7 0.123 £0.012 -42.1+53 39.05+1.41 51.45+1.29
NE IVa00n1:33  277.7+49.3 0.158 £0.017 -38.1+£2.0 46.30+0.23 58.83 +£1.93
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Nanoemulsions intended for ocular drug delivery have been developed with a
droplet size ranging from a few nanometers to some hundred nanometers'®2°. In our
study, nanoemulsions displaying mean droplet sizes of about 300 nm were obtained,
which it may be considered a relatively high size. The droplet size and, therefore, the
stability of the colloidal dispersions are dependent on the combination of excipients,
in particular on the surfactants used in the formulations. However, the concentration
of surfactants should be a compromise between stability and safety. Even though the
soy bean lecithin and Poloxamer 188 are well tolerated and biocompatible
surfactants for instillation onto the eye, the use of surfactant concentrations higher
than those used in this study could cause ocular damage®. On the other hand,
particles larger than 10 ym tend to be trapped into the protective mucin layer,
resulting in a foreign body sensation, being removed from the eye surface due
lacrimation and blinking, causing irritation and blur3'.32, In this study, the optimized
nanoemulsions display droplet sizes that are smaller than micronized drug
suspensions (few micrometers)3® and microparticle carriers®234, which have also
been proposed for ophthalmic drug delivery. Based on the discussed above,
nanoemulsions prepared using 200 mg of MCT and an oil phase to aqueous phase
ratio of 1:3.3 (v/v) are thought to possess appropriate physicochemical characteristics
for ophthalmic delivery.

Figure 4 - TEM micrographs obtained from (A) NE |200/1;3_3; (B) NE l200/1:3.3; (C) NE |||200/1;3_3;
and (D) NE V2001133 at 400x magnification.

A) * _ (B) g
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Storage stability studies

When stored at 4 °C, nanoemulsions did not shown statistically significant changes in
the droplet sizes or in the PDI values over the experiment’s time (p > 0.05) (Fig. 5A-
B). The nanoemulsion stability at this temperature may be related to the ability in to
preserve the negative charged surface, resulting in an electrostatic repulsion
between droplets (zeta potential ranged from -40 to -30 mV) (Fig. 5C). Additionally,
TA loading and entrapment efficiency also did not change, indicating no drug
degradation or droplet collapse occurred, which could result in TA releasing from the
MCT oil.

Figure 5 — (A) Droplet size, (B) polydispersion index (PDI), (C) zeta potential, (D) drug
loading, and (E) entrapment efficiency values obtained after storing the nanoemulsions at 4 +
2°C during 150 days. (.) NE(|123(30/11;§;3; (O) NE ||200/1 3.3, (l) N(ECIIIZQ‘ON 3.3, and (D) NE |V200/1;3_3.
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On the other hand, when stored at 25 °C, nanoemulsions prepared with a
higher amount of lecithin showed an increase on droplet size on the 60" day storage
(Fig. 6A), while those prepared with a smaller amount of phospholipid displayed a
slight increment on the droplet size. In addition, all formulations exhibited an
increment in the PDI and a decrease in the zeta potential values (Fig. 6B-C). These
results may be related to the formation of a more heterogeneous system, with a
reduced surface charge, which may have led to the increase of the colloidal attractive

forces. The increment on droplet size could lead to coalescence phenomenon,
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causing phase separation. All formulations were susceptible to creaming (phase
separation due to the gravitational force) after 90 days, and the experiments were
discontinued. The drug entrapment efficiency appeared to be slightly decreased
during storage at 25 °C (Fig. 6E), and this phenomenon was more evident for
formulations prepared with a higher amounts of soybean lecithin; NE l200/1:3.3 showed
no variation in the entrapment efficiency during storage. On the other hand, no
change was observed in drug loading (Fig. 6D) during storage of nanoemulsions at
25 °C, meaning that, triamcinolone acetonide remains chemically stable during 90
days, but the physical instability of the samples tends to expel TA from the oil droplet
to the surrounding aqueous medium, leading to a decrease on the entrapment
efficiency.

Figure 6 — (A) Droplet size, (B) polydispersion index (PDI), (C) zeta potential, (D) drug
loading, and (E) entrapment efficiency values obtained after storing the nanoemulsions at 25
+ 1 °C during 90 days. (@) NE l200/1:3.3; (©) NE ll200/1:3.3; (m) NE ll200/1:3.3; @and (o) NE [V2o0/1:3.3.
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The spontaneous emulsification method using in this study was able to
prepare physically stable nanoemulsions, when storage at 4 °C for 5 months,
however, when stored at 25 °C, changes in physicochemical properties were
observed, culminating in a creaming phase separation after the 90" day storage.
Despite the physical instability at room temperature, these drug delivery systems
remain as an interesting approach to carry TA for ophthalmic administration.

The rate at which a nanoemulsion reverts back to the separated phases is
determined by the frequency that the oil droplets come into contact with each other,

which depends on the primary mechanism responsible for particle—particle contacts,
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like Brownian motion, applied shear, or gravitational forces'®. It may explain the
difference between storage stability at 4 and 25 °C. At higher temperature, droplets
will have higher Brownian motion than at lower temperatures, due to decrease in the
nanoemulsion viscosity and to increment of energy. Increasing Brownian motion
enhances droplet-droplet collision probability, provoking coalescence into larger
droplets until phase separation.

TA release profile

Nanoemulsions are drug-reservoir systems, which can improve the release
properties of hydrophobic drugs, specially enhancing their dispersibility in aqueous
medium, but with limited controlled release profile, mainly due their small size, high
contact with the fluid, and the liquid state of the nanocarrier?’. The release of
triamcinolone acetonide from nanoemulsion formulations in lachrymal simulated fluid
pH 7.4 was very fast, with almost all drug being released after 2 hours (Fig. 7). This
result is probably related to the small droplet size and short diffusion length for the
drug to reach the release medium. Besides, the presence of a fraction of the drug
adsorbed onto the droplet surface may be contributed for this fast drug release rate.
The fast drug release rate displayed by TA loaded in the nanoemulsions can be
verified by the dissolution efficiency values exhibited in Table 2. The TA dissolution
efficiency values obtained for all nanoemulsions were significantly higher than that
obtained for free drug (p < 0.05).

Figure 7 — TA release profiles in lachrymal simulated fluid pH 7.4 containing 0.5 % (w/v)
sodium lauryl sulphate.
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The oil phase did not constitute a barrier to drug release, allowing 80 % of
drug release after 90 minutes, for samples prepared with a higher concentration of
Poloxamer 188, and 120 minutes, for those prepared with a lower concentration this
triblock copolymer. Since Poloxamer 188 has a surfactant effect, it could promote the
drug diffusion from the droplet to the dissolution medium, enhancing the drug release
rate. Additionally, samples prepared with a higher amount of lecithin tend to display a
higher dissolution efficiency value (Table 3), probably due to the higher drug
association in the phospholipid layer. On the other hand, no statistical difference was
observed between the samples (p > 0.05), except when the NE l200/1:33 and NE
IV200/1:3.3 were compared (p < 0.05). A fast release rate may be desired for
ophthalmic drug delivery devices, mainly due low residence time on eye surface. As
eye drop formulations performances are strongly affected by precorneal effect’?-12,
TA should be delivered in a high rate, otherwise it will be removed from the eye
surface inside nanoemulsion droplets, causing a loss of drug dosage.

A few nanoparticulate systems were proposed for TA ophthalmic delivery,
concerning mainly on lipid®>3 and polymeric nanoparticles®. Our system stands out,
when compared with TA-loaded PLGA nanoparticles®, by performing higher
entrapment efficiency and faster TA release rate. While nanostructured lipid
carriers3>36 displayed slower TA release rate, probably due use of high crystalline
solid lipids and the 18 times higher lipid:TA weight ratio. Our group was able to
prepare a highly physical stable nanoemulsion system, using a smaller weight of
lipid, which can delivery TA in a high release rate, avoiding drug depuration inside

nanostructured carrier.

Table 3 — Dissolution efficiency values obtained for TA-loaded nanoemulsions and free drug.

Sample Mean DE  SD (%)

Free TA 74.82 +4.112
NE l200/1 :3.3 82.91 +2.33P
NE ll200/1 :3.3 88.89 + 3.26
NE Ill200/1 :3.3 84.82 +2.67°
NE V20011 :3.3 89.53 + 1.31°¢

a.b.cSamples statistically different (p < 0.05).
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CONCLUSION

Nanoemulsions were successfully prepared by spontaneous emulsification method,
and the physicochemical and drug loading properties could be optimized by changing
the organic to aqueous phase volume ratio, MCT oil amount, and soybean lecithin
and Poloxamer 188 concentrations. In general, nanoemulsions displaying better drug
loading and physicochemical properties were obtained using 200 mg of MCT oil and
an organic to aqueous phase volume ratio of 1:3.3.The formulations were stable
during 150 days storage at 4 °C. However, when stored at 25 °C, the nanoemulsions
exhibited changes in their size, PDI and zeta potential values, undergoing creaming,
depending on the formulation composition. Nanoemulsions are able to increase the
TA release rate, reaching a total drug release after 2 hours. Despite the physical
instability at room temperature, these drug delivery systems remain as an interesting
approach to carry TA for ophthalmic administration.
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CAPITULO II: DESENVOLVIMENTO DE HIDROGEIS TERMOSENSIVEIS DE
XILOGLUCANA PARA LIBERACAO OCULAR DE TRIANCINOLONA ACETONIDA
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Polimeros sensiveis a estimulos vém atraindo bastante interesse em
diferentes campos de aplicacdo. No ambito farmacéutico estes biomateriais vém
sendo empregados em diversas fungdes, desde engenharia de tecidos até sistemas
de liberacdo de farmacos (BAJPAI et al., 2008; BAWA et al., 2009; HAN et al., 2013;
MATANOVIC; KRISTL; GRABNAR, 2014). Dentre estes, uma atengdo especial vém
sendo dedicada ao emprego de polimeros para formacdo de hidrogéis
termosensiveis para liberacdo de farmacos, particularmente a via de administracéo
tépica ocular (ANUMOLU et al., 2009; KOPECEK, 2007; MIYAZAKI et al., 2001).
Polimeros que apresentem LCST inferior a temperatura fisiolégica sdo de extremo
interesse, especialmente por possibilitar a administracao da forma farmacéutica no
estado de solugédo, com formacao do hidrogel devido influéncia da temperatura da
superficie ocular. A administragdo de formas farmacéuticas liquidas tende a elevar a
adesdo ao tratamento devido a facilidade de auto-administracdo, e permite a
aplicacao de doses mais precisas, quando comparados aos géis pré-formados
(ANUMOLU et al., 2009; KIM et al., 2014; PEPPAS et al., 2000).

Para o desenvolvimento deste trabalho foi selecionado o polimero
xiloglucana, uma hemicelulose de origem vegetal que adquire carater termosensivel
quando ao menos 35 % dos residuos de galactose de sua cadeia lateral sao
removidos (NISBET et al.,, 2006; SHIRAKAWA; YAMATOYA; NISHINARI, 1998).
Sendo assim, foi avaliada a cinética de degalactosilacdo da xiloglucana por acéo da
enzima B-galactosilase e seu impacto sobre a proporcao dos oligossacarideos que
compde a xiloglucana. Foi verificada a influéncia do grau de degalactosilacdo e da
concentracao do polimero em solucao sobre a temperatura de transicao sol-gel e o
tempo necessario para que a formacao do hidrogel ocorra na temperatura de 35 °C.
Adicionalmente, foi avaliado o perfil e 0 mecanismo de liberacdo da triancinolona
acetonida a partir dos hidrogéis preparados nas concentragdes de 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0
% (m/V) do polissacarideo termosensivel.

Este trabalho foi desenvolvido durante estagio sanduiche no Centre de
Recherches sur les Macromolécules Végétales vinculado ao Centre National de la
Recherche Scientifique (CERMAV-CNRS), na Université Grenoble-Alpes na cidade
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de Grenoble, Franca, sob orientagdo do Dr. Redouane Borsali e Dr. Sami Halila.
Este artigo foi submetido ao Journal of Controlled Release.
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Abstract

Xylogluan is a polysaccharide widely distributed in the primary cell wall of dicotyledon
plants. After partial galactose removal, xyloglucan aqueous dispersions are able to
undergo a sol-to-gel transition by increasing the temperature, which may be an
interesting property to deliver drugs into the eye. Thermosensitve degalactosylated-
xyloglucan (Deg-XG) hydrogels could be administered as a liquid dosage form with
an accurate and reproducible dose, and after gelling at eye temperature, it would
allow enhancing the contact time of the drug with the ocular surface, increasing the
ocular drug bioavailability. In this paper, we describe the degalactosylation kinetics of
xyloglucan and evaluate the effect of the degalactosylation degree and the
xyloglucan concentration on the phase-transition temperature and rheological
properties of the gels. Hydrogels prepared from 50 % degalactosylated xyloglucan
(Deg®%-XG) and concentration of 3 % (w/v) demonstrated to possess the best
rheological properties and a suitable sol-to-gel transition temperature, being able to
rapidly transit into a gel-like structure at eye temperature. Thermoresponsive Deg®’-
XG hydrogels were able to release triamcinolone acetonida with a controlled or
sustained release rate with strong dependence of polymer chain relaxation on drug
Case-ll transport mechanism. The overall results evidenced the interest of Deg°°-XG
as a promising biomaterial for ocular drug delivery.
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1. Introduction

Corticosteroids, similar to triamcinolone acetonide, are widely used in clinics as eye
drop forms for treating different ocular inflammatory processes of the anterior
segment of the eye [1]. Topical versus oral administration of corticosteroids is highly
advantageous since it allows to reach therapeutic concentrations of the drug in the
different eye tissues with smaller incidence of side effects [1,2]. However, the ocular
bioavailability of topically administered drugs is strongly affected by precorneal
factors and anatomical barriers [2,3]. Precorneal factors are those that lead to the
removal of drugs from the precorneal area, affecting the drug permeation, including
solution drainage, blinking, tear film, tear turnover and induced lacrimation [2,4]. In
addition, the remaining drug on the ocular surface will face various cellular layers of
the cornea, which limits the entry of exogenous substances into the eye to reach the
anterior chamber [2.5.6].

Different strategies have been proposed to overcome the drawbacks of topical
ophthalmic drug administration, including the increment of the contact time of the
dosage form onto the eye’s surface by employing highly viscous solutions, gels or
ointments [2,4,7]. Hydrogels are three-dimensional cross-linked networks of water-
soluble polymers, known to enhance precorneal residence time of drugs and to
decrease the lachrymal drainage effect [2]. Interestingly, hydrogel formation can be
mediated by physiological external stimuli, such as changes in pH, temperature, ionic
strength, presence of chelating species, and others [8,9]. Among them, the use of
thermally sensitive in situ forming hydrogels [10] is of great interest due to the
possibility of delivering the drug formulation as a liquid form that undergoes a sol-to-
gel transition with the temperature change. This approach facilitates administration of
the drug formulation with a more accurate and reproducible dose than those provided
by administration of preformed hydrogels [7,11,12].

Several natural polymers have been shown to exhibit gelation upon temperature
change. Xyloglucan from tamarind seeds (XG), when partially degalactosylated, is
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undoubtedly a fascinating gelling biosourced material since sol—gel transition
temperature can be finely tuned with the degree of galactose removal [13]. The
structure of XG is characterized by the repetition of different building blocks of
heptasaccharide (XXXG), octasaccharide (XXLG/XLXG) and nonasaccharide (XLLG)
oligomers, which differ in number of galactose side chains [14] (Scheme 1). It is a
neutral hemicellulosic polysaccharide (around 700 kDa) that is abundant,
biocompatible,  biodegradable @ and  exhibits = mucoadhesive  properties.
Thermoresponsive xyloglucan hydrogels have been described as drug vehicles for
different pharmaceutical applications, such as for the oral delivery of indomethacin
[15] and acetaminophen [16], percutaneous delivery of ketoprofen [17], and ocular
delivery of pilocarpine chloride [18].

This study relates the use of thermoresponsive xyloglucan hydrogel as ocular
triamcinolone acetonide delivery matrix. In addition to that main goal, we describe a
detailed and comprehensive study on the enzymatic preparation of Deg-XG and the
rheological behavior as a function of the degree of degalactosylation, temperature,
and polymer concentration. Moreover, we evaluate the in vitro triamcinolone

acetonide release profile depending on Deg-XG hydrogel concentrations.

2. Materials and Methods

2.1 Materials

Triamcinolone acetonide was purchased from Pharma Nostra (Brazil), B-
galactosidase from A. oryzae, and cellulase enzyme from A. niger were purchased
from Sigma Aldrich (France), and tamarind kernel powder (TKP) was kindly offered
by Megazyme (Ireland). All grade reagents were purchased from Sigma Aldrich.

2.2 Purification and characterization of xyloglucan

A 1.0 % (w/v) TKP water solution was heated at 80 °C for 1 hour under magnetic
stirring. After cooling, the polymer solution was centrifuged at 8,000 xg for 20 min
and the supernatant was filtered, and XG precipitated by adding ethanol. The
gelatinous precipitate was collected after centrifugation at 8,000 xg for 20 min and
dried in a vacuum oven at 60 °C.
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Scheme 1 — Schematic representation of: (A) xyloglucan structure; and (B) different
oligosaccharide building blocks.
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2.3 Determination of monosaccharide and oligosaccharide composition

Monosaccharide composition of purified XG was quantified by gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) using the alditol acetate method [19], after total
polysaccharide hydrolysis with 1 N trifluoroacetic acid for 4 hours at 110 °C. Samples
were analyzed in a 6850 Network GC System equipped with a 5975C VL MSD mass
spectrometry triple-axis detector (Agilent Technology, USA). 1 pL of each sample
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was injected into a SP2380 capillary column (Supelco, USA) (30 m x 0.25 mm d.i. x
0.2 um) and carried by helium gas at a flow rate of 1.1 mL.min"'. The initial column
temperature was maintained at 150 °C for 2 min, ramped up to 240 °C at 3.0 °C.min"
1. and then held for 5 min. All the analysis was performed in triplicate, and the result
was expressed in molar ratio of each monosaccharide.

To determine the oligosaccharide composition, XG was incubated at 37 °C in 50 mM
ammonium acetate buffer, pH 5.0 with B-(1,4)-glucanase (cellulase enzyme from
Trichoderma reesei) for 24 hours. After enzyme thermal inactivation, the resulting
solutions were filtered through filter paper and thereafter through 0.45 um cellulose
acetate syringe filters [20]. The samples were freeze-dried and analyzed using a
high-performance anion-exchange chromatography method (HPAE) in a Dionex
DX300 Carbohydrate Analysis System with CarboPac PA-1 analytical (4x250 mm?)
and semi-preparative (9x250 mm?2) columns [21]. Peaks were detected with a pulsed
amperometric detector (PAD) equipped with a gold working electrode with pulse
potentials (E+—Es) and durations (t+—f3) of Es = 0.05 V (t1=360 ms); E> = 0.80 V
(t2=120 ms); and E3 = — 0.60 V (t3=420 ms). Samples were eluted at 1 mL.min" at
1500 — 1700 psi with 100 mM NaOH+50 mM NaOAc (0 — 5 min) followed by a
gradient to 100 mM NaOH+100 mM NaOAc (5 — 20 min gradient). After each
injection, the column was re-equilibrated in 100 mM NaOH+50 mM NaOAc [22].

2.4 Enzymatic degalactosylation of xyloglucan

The partial hydrolysis of galactose side-chain from XG was performed by an
enzymatic process and adapted from the literature [8,13] Thus, a 2.0 % (w/v) XG
solution in 50 mM acetate buffer pH 4.5 was incubated with 7.4 U.mL"' of B-
galactosidase enzyme from Aspergillus oryzae at 50 °C. At the end, all samples were
heated up to 90 °C for 20 minutes to inactivate the enzyme, filtered after cooling, and
precipitated by adding ethanol. The gelatinous degalactosylated xyloglucan (Deg-
X@) precipitates were dried in a vacuum oven, overnight, at 60 °C. The enzymatic
degalactosylation kinetic was evaluated using the alditol acetate method by GC-MS,
as previously mentioned, in order to determine the effect of the reaction time on the
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galactose removal ratio (GRR%). GRR% was then calculated in function of the

remained galactose amount after enzymatic degalactosylation, following Eq. (1).

{GﬂIxG _GaIEEQ—XG:I % 100 (1)
Galy.

GRR% =

where Galpeg-xa and Galxa are the galactose amount on degalactosylated and native

xyloglucan, respectively.

The changes in the oligosaccharides constitution during the degalactosylation
enzymatic reaction of XG was also followed by withdrawing an aliquot of the reaction,
and then cellulase-mediated depolymerization to provide oligosaccharides, as
previously described. Oligosaccharides were quantified by HPLC-HPAE and plotted
as percentage content of XXXG, XXLG/XLXG and XLLG over degalactosylation

reaction time.

2.5 Rheological evaluation of thermoresponsive xyloglucan hydrogels

The rheological behavior of the aqueous solution of degalactosylated xyloglucan at
concentrations of 3.0, 2.5, 2.0 and 1.5 % (w/v) were investigated in order to assess
the influence of polysaccharide concentration on the cloud point and the sol-to-gel
transition time at 35 °C. The temperature and a time sweep rheological analysis were
carried out in a TA AR2000 rheometer (TA Instruments Ltd, UK) with a cone-plate
configuration using a 40 mm/4 ° stainless steel cone, and a solvent trap covering the
geometry to prevent evaporation. For the temperature sweep analysis, the samples
were heated from 10 to 50 °C at a heating rate of 0.5 °C.min"!, and immediately
cooled until 10 °C at a 0.5 °C.min"" cooling rate. All analyzes were carried out in a
linear viscoelastic regime (LVR) with 1.0 Hz of frequency and 1.0 % of strain.
Changes in storage and viscous moduli were assessed, and the cloud point was
determined as the temperature on the crossing over point of G' and G" curves [8,10].

The time sweep measurement determined the time required to the sol-to-gel
transition at a constant temperature (isothermal) regime. In this assay, all
measurements were carried out at 35 °C (mean temperature on the ocular surface),

and the time of transition was settled at the crossing over point of the dynamic moduli
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logarithmic curves. All samples were analyzed on the same LVR as described above
[10].

2.6 In vitro triamcinolone acetonide release profile

TA-loaded thermoresponsive hydrogels were prepared by adding the drug at
concentration of 1 mg.mL" in aqueous dispersions of Deg-XG at concentrations of
3.0, 2.5, 2.0 and 1.5 % (w/v). An aliquot of 3.0 mL of each formulation was placed
into a sample holder, which was covered with a 0.22 um cellulose ester membrane.
In vitro release studies were carried out in a USP dissolution apparatus IV flow-
through-cell (Erweka, Germany) at a flow rate of 8 mL.min"' using Simulated
Lachrymal Fluid at pH 7.4 with sodium laurylsulphate 0.5 % (w/v) as release medium.
The release medium was maintained at 35 °C in a closed system setting. Aliquots of
the release medium were withdrawn at predetermined time intervals, and the volume
was replaced with fresh dissolution medium to keep sink conditions. The released
drug was determined by a HPLC-RP method using a PerkinElmer Series 200
(PerkinElmer, USA) chromatograph with a Luna C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 um;
Phenomenex®, USA) column. Mobile phase consisted of acetonitrile and water
(60:40, v/v), and was isocratically eluted to a flow rate of 1.0 mL.min"'. The injection
volume was 20 pyL and detection was achieved at 240 nm. All experiments were
carried out in six replicates (n = 6), and the mean amounts of TA release (%) were
plotted over time (h).

The HPLC-RP method was validates according to the ICH Q2(R1) guideline [23], by
means of linearity, accuracy, precision parameters, and determination of the limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ). The method was linear over the rage of
0.10 to 1.00 pyg.mL" (r = 0.9996), with a regression equation of mean calibration
graph (n = 3) equal to y = 103722x — 3620. Linearity was confirmed by the variance
analysis (ANOVA) as Fcaiculated > Feritica (@ = 0.05), while homoscedasticity was
confirmed by Cochran’s C test (Cealcuiated < Ceriticai; @ = 0.05). LOD and LOQ were 0.02
and 0.07 ug.mL, respectively, indicating enough sensitivity to use the method to
determine TA content in the dissolution medium. The recovery values ranged from
99.5 to 100.6 % satisfying the acceptance criteria for accuracy parameter. The intra-



106

and inter-day relative standard deviation values were lower than 4 %, indicating an
acceptable variability of the TA content determination (a = 0.05).

The release profiles were compared after calculating the dissolution efficiency (DE%)
as described in Eq. (2). The area under curve (AUC) of the release profile was

determined by the minimum square method using the following equation:

AuC @
DE% = y
100

x 100

where the AUC of the release profile and A correspond to the rectangle area
calculated considering 100 % of the drug release over the same time period.

The mechanism of TA release from thermoresponsive Deg®%-XG hydrogel was
evaluated by fitting the release experimental data to zero-order equation, first-order
equation, Higuchi model, Korsmeyer-Peppas equation, and Fickian controlled
diffusion model, using Eq. (3-7), respectively [24,25]:

f. = K,t (3)
_ (, L (4)

]I'Dg Qt = IDE QD + 23‘]3
f: =Ky "v"E i
M, (6)
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M 2 —lDt (7)
t 1_ ( ] .

where f; is the fraction of the drug released at time t; M; is the amount of the drug
released at time f; M- is the absolute cumulative amount of the drug released at
infinite time; Ko, K1 and Ky are the zero-order, first-order and Higuchi release
constants, respectively, and Kkr is the release constant incorporating structural and
geometric characteristics of the drug dosage form. Release exponent n characterizes
the different mechanisms for dosage forms in a cylindrical shape where: n = 0.45
corresponds to Fickian diffusion release; 0.45 < n < 0.89 to an anomalous transport;
and n = 0.89 to a Super Case Il transport or polymer swelling model. D is the
diffusion coefficient of the drug within the polymer matrix, and h is the thickness of
the device [24.26].

2.7 Statistical analysis
The differences in the data averages were compared by analysis of variance
(ANOVA), and independent or paired sample t-test. The significance of the difference

was determined at 95 % confidence limit (a = 0.05).

3. Results and discussion

According to the literature, thermoreversible XG with sol-to-gel transitions may be
obtained after enzymatic hydrolysis of the galactose-constituting side-chains from 35
% of degalactosylation rate [10,13]. In order to fine-tune the temperature of the sol-to-
gel transition, which is closely dependent on the environmental conditions as polymer
concentration, presence of electrolytes and organic compounds, pH, and others, it is
of first importance to control the degree of degalactosylation and to evaluate the
impact on the sol-to-gel transition temperature.

3.1 Enzyme kinetics of degalactosylation



108

First, monosaccharide composition of XG was performed by GC-MS, revealing the
presence of glucose, xylose, and galactose at a 4.09:3.00:1.56 molar ratio. The
absence of other monosaccharides, such as fucose or arabinose, is in perfect
agreement with literature data [14,27].

The kinetic follow-up of degalactosylation of 2.0 % (w/v) XG dissolved into acetate
buffer (50 mM, pH 4.5) was performed by incubating Aspergillus oryzae
galactosidase (7.4 U.mL"). As can be seen in Fig. 1A, the removal of galactose
residue is relatively rapid during the first 12 hours, reaching around 42 % of galactose
removal ratio (GRR) (Fig. 1B). Then, a slower GRR rate is observed until 32 h where

up to 50 % of galactose were cut out.

Figure 1 — Kinetics of degalactosylation of XG expressed as (A) galactose removal ratio and
(B) oligosaccharide composition of xyloglucan polysaccharide over time.
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As already mentioned, the oligosaccharide composition of the xyloglucan
polysaccharide can be classified in function of the number of monosaccharides in
repeating building blocks as XLLG, XXLG, XLXG, and XXXG [28]. It appears that B-
galactosidase acts on galactose sites of XLLG yielding to XXLG/XLXG, which is
simultaneously converted into XXXG (Fig. 1B). After the twelfth hour, the reaction
was slowed down, showing slight changes in the oligosaccharide composition.
According to previous reports demonstrating that XLLG regions exhibit a flat spin
conformation, while XXLG/XLXG and XXXG regions are rather slightly twisted [29],
we reckon that galactose accessibility is more favorable for XLLG domains than for
XXLG/XLXG. Moreover, considering the increase of hydrophobic pockets with the
loss of galactose side chains, the aggregation phenomenon prevents the progress of
enzymatic degalactosylation [8,30,31].
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3.2 Rheological evaluation of thermoresponsive xyloglucan hydrogels

To evaluate the influence of GRR% on the sol-to-gel temperature transition, 3.0 %
(w/v) water solutions of XG and Deg-XG samples with 47, 48 and 50 % GRR (Fig. 2)
were prepared. As expected, XG showed a rheological profile relative to a viscous
solution without changing the physical state in the whole range of the tested
temperatures (Fig. 2A) [31,32], with complete overlapping of heating and cooling
curves. On the other hand, galactose removal from xyloglucan induces a
thermoreversible property in the solution (Fig. 2B-D) [13]. It can be evidenced by the
slight changes in the viscous modulus or loss modulus (G"), while elastic modulus or
storage modulus (G') showed an initial small decrease with a sudden increase,
crossing over the viscous modulus curve at the sol-to-gel transition temperature and
reaching a plateau close to 45 °C.

When G’ equals G"” (tan & = 1), the sample undergoes a phase transition, changing
from a viscous to an elastic property. Thus, the point where the dynamic moduli
curves cross over is related to gelation temperature of the sample [8,10]. In this
study, it was observed that the temperature transition is inversely proportional to
GRR, being 28.8 £ 0.3, 25.9 £ 0.4, and 24.7 £ 0.1 °C for Deg-XG with GRR of 47, 48
and 50 %, respectively. As reported elsewhere [8,10,31], enhancing GRR%
decreases the galactose hindrance effect on xyloglucan polysaccharide, exposing
the hydrophobic moieties and consequently leading to a decrease of sol-to-gel
temperature transitions. It is worthy of note that even with a slight difference of
GRR%, the temperature of transition was significantly shifted, and highlighted the
importance to control the enzymatic degalactosylation rate. For extensive studies, a
50 % GRR Deg-XG (Deg®0-XG) was chosen due to the lower transition temperature
and higher storage moduli, being able to transit faster into a gel-like structure at body
temperature, increasing the residence time of the dosage form on the ocular surface,
and consequently enhancing the drug bioavailability.

Degalactosylated xyloglucan showed a concentration-dependence on rheological
profile. Fig. 3 displays a temperature sweep analysis of Deg®-XG at different
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concentrations, and evidenced that a 1.5% (w/v) aqueous solution of Deg®0-XG
underwent the sol-to-gel phase at 36.4 + 0.7 °C, while for 2.0, 2.5 and 3.0 % (w/v)
Deg®%-XG aqueous solutions, the observed transitions were at 26.4 + 0.5, 26.8 + 0.2,
and 24.7 + 0.1 °C, respectively. Enhancing Deg®°-XG concentration in solution may
provoke an increment in the probability of interchain interactions inducing to an early
phase separation [10,34]. This phenomenon influenced the dynamic moduli of
viscoelastic Deg®0-XG solutions since an increase of the final and initial storage
behavior (G') was observed. Elastic systems were obtained faster with higher

concentration of Deg®%-XG, while loss moduli (G") values were increased.

Figure 2 — Temperature sweep rheological analysis of a 3.0 % (w/v) aqueous solution of: (A)
XG; (B) 47 % GRR Deg-XG; (C) 48 % GRR Deg-XG; and (D) 50 % GRR Deg-XG, where (—)

G' on heating step; (—) G" on heating step; () G’ on cooling step; and (—) G" on cooling
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Figure 3 — Temperature sweep rheological analysis of: (A) 1.5% (w/v) Deg®’-XG; (B) 2.0%
(w/v) Deg®-XG; (C) 2.5% (w/v) Deg®®-XG; and (D) 3.0% (w/v) Deg>°-XG, where (—) G' on
heating step; (—) G" on heating step; () G’ on cooling step; and (—) G" on cooling step.
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The thermal hysteresis observed in Fig. 2 and 3 is often related to aggregation of
rigid polymer chains and the existence of some associated aggregates or weak
connections. These differences between heating and cooling dynamic moduli curves
may occurs due to the kinetics of association and dissociation of Deg®°-XG chains
[8,35,36]. Hysteresis could be interesting because it can enhance the ability of the
thermoresponsive hydrogel to maintain its integrity, after reaching the gel-like
structure, even at temperatures below the LCST, preserving the capability to increase
the drug residence time on the ocular surface. No thermal hysteresis could be
observed in XG (Fig. 2A), evidencing the lack of aggregate interactions, indicating
that the galactose moieties removal from XG may reduce polysaccharide
hydrophilicity, promoting the aggregation of polymer chains [8,29,37]. Following the
Fig. 3, rising the Deg®%-XG concentration should leads to a narrower hysteresis,
promoted by greater number of interchain aggregates interactions. However, this
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hysteresis was not evidenced in Fig. 3 because lower Deg®-XG concentrations
induces to smaller elastic moduli, leading to a misunderstanding of this phenomenon.
Once instilled on the eye, the drug residence time in ophtalmic drop solutions is
estimated around 1-2 minutes in the tear film [38]. It means that the gelation time
should be as short as possible in order minimize the loss of drug by precorneal
effects and to enhance the bioavailability. In this study, Deg®-XG water solutions
were heated to 35 °C, which corresponds to the ocular surface temperature, and the
dynamic moduli were evaluated over time. Aqueous solutions prepared at 2.0 and
2.5 % (w/v) of Deg®-XG and incubated at 35 °C crossed the G' curve over the G"
curve at 98 seconds, while with 3.0 % (w/v) Deg®-XG solution, the gelation time was
reduced to 68 s. The increase of polysaccharide concentration to 3.0 % (w/v) tends to
decrease the required time for the sol-to-gel transition, making the system more
suitable for ocular drug delivery application.

According to our studies, it seems that 3.0 % (w/v) Deg®-XG water solution
combines the best gelation properties, as phase transition at suitable temperature
and a short time of gelation. These conditions could be used to evaluate the Deg®’-
Xg as a drug delivery system, like triamcinolone acetonide, on the topical ophthalmic

pathway.

3.3 In vitro triamcinolone acetonide (TA) release profile

In order to evaluate the influence of Deg®°-XG concentration on the TA release rate,
thermoresponsive hydrogels containing 1.0 mg.mL"" TA were prepared at Deg®°-XG
concentrations of 1.5 %, 2.0 %, 2.5 % and 3.0 % (w/v). Aliquots were withdrawn
periodically and the amount of TA released was quantified to plot the cumulative drug
release over time. The TA release profiles are demonstrated in Fig. 5, and the
dissolution efficiency values estimated as described in 2.6, Eq. (2), the release rate
constants and its respective correlation coefficients (R?) obtained after fitting these
kinetic models, Eq. (3-7) are listed in Table 1. Dissolution efficiency was calculated,
as described in Eq. (2), to compare the ability of each thermoresponsive hydrogel to
release TA from polymeric matrix [39]. As can be seen, TA was completely released
after 6 h of experiment from all Deg®°-XG hydrogels; however, DE values were
dependent on the polysaccharide concentration.



Figure 4 — Time sweep rheological analysis at 35 °C of: (A) 2.0 % (w/v) Deg®-XG; (B) 2.5 % (w/v) Deg®’-XG; and (C) 3.0 % (w/v) Deg®-XG,

where (—) G’ on heating step; (—) G" on heating step.

1000 1000
100 4 100
il e =
104 —nea— s 10
" @
a e
. o
o 11 — 1 3
0.1 1 98 5 l-UJ
nn' T T T T T T LE T T T n'n1
25 S0 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
C Time (s)
1000 . 1000
100 e ep A 8=RT {0
.! _’.,..-—"‘-‘l""-.r._. f
10 L10
5 4 2 Q
& - —'-.
o 1 ~ S
! 68 s <
0.1 1 rﬂ.“
0‘01 L] L] ¥ L L] L] v v L] ¥ D'E1
25 50 75 100 425 150 175 200 225 250 275 30D

Time (s)

G' (Pa)

1000 T T T T 7 T - 1000
100 4 100
=]
1D-! P10
1 1 L “‘. r—1
98 s
0.1 1 0.1
0.01 T T T T T T T T T T 0.01
25 50 75 100 125 150 176 200 225 250 275 300

Time (s)

(ed) .0

113



114

The hydrogel prepared with the lower Deg®°-XG concentration led to a faster release
rate of TA (p < 0.05), and the increase in the polysaccharide concentration caused
the release rate slow. However, no statistical difference was found when hydrogels
prepared at Deg®0-XG concentrations of 2.0 and 2.5 % (w/v) were tested.

There are few studies available concerning the release of drugs from
thermoresponsive hydrogels for ophthalmic delivery. Miyazaki and co-workers [18]
investigated the release of the pilocarpine hydrochloride at 34 °C using Deg**-XG
thermoresponsive hydrogels, and observed that there was no difference in the drug
release rate when hydrogels prepared at polysaccharide concentration of a 1.0, 1.5
and 2.0 % (w/v) were compared. In contrast, our study revealed that there is
influence of Deg®-XG concentration on the TA release. However, the effect of the
degalactosylation of the xyloglucan on the hydrogel properties and consequently on

the drug release cannot be excluded.

Figure 5. Triamcinolone acetonide release profile obtained from (—o—) 1.5 %, (-o—-) 2.0 %, (-
e—) 2.5 %, and (—m—) 3.0 % (w/v) Deg®°-XG thermoresponsive hydrogel.

NN,

TA Released (%)

Hydrogel-based devices can be submitted to the swelling-controlled or to the non-
swelling controlled drug delivery. In the first case, a polymer network comes in
contact with an aqueous solution, and the thermodynamic compatibility of the
polymer chains and water causes the polymer to swell, allowing water to penetrate

inside the hydrogel structure [25]. The drug trapped into the hydrogel dissolves in
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water and diffuses out of the network, characterizing a Fickian diffusion mechanism.
On the other hand, the driving force of non-swelling controlled systems is the very
slow relaxation rate of the polymer in comparison to the water transport inside the
hydrogel, where a Case Il transport mechanism can be observed [30]. However, in
many swelling-controlled delivery systems, an anomalous transport mechanism has
been observed, characterized by an intermediate Fickian diffusion and Case Il
transport [25,40]. According to correlation coefficient values of the TA release rate
from Deg®%-XG hydrogels at different polymer concentrations, it can be evidenced
that 1.5 % (w/v) Deg®-XG hydrogels releases TA in a combination of Fickian
diffusion and Case Il transport, probably due to slow relaxation of polymer chains.
The most diluted thermoresponsive hydrogel fitted the Higuchi’'s and Fickian
controlled diffusion models (R? > 0.99) while fitted, properly, the Zero-order and
Korsmeyer-Peppas model (R? > 0.99) with an exponent coefficient (n) of 0.9498,
characteristic of a Super Case-ll transport. Since the elastic moduli, and
consequently the hydrogel strength, of 1.5 % (w/v) Deg®°%-XG hydrogel are weaker,
there is less resistance to water penetration into the hydrogel structure, promoting TA
diffusion through the polymer chains. By increasing the Deg®%-XG concentration to
2.0 % (w/v), a decrease can be observed on release constants (Ko, Kn, and Kkp) with
a Zero-order and Korsmeyer-Peppas models with R? > 0.99, and n indicative of
anomalous transport [40]. The same phenomenon can be observed on 2.5 % (w/v)
concentration, and both dosage forms show a shift from a Fickian diffusion
mechanism, due to a decrease on R? of Higuchi’'s model, to a concentration-
dependence on the TA release rate by an increase on the First-order model
correlation coefficient [25]. Enhancing elastic dynamic moduli by increasing polymer
concentration seems to decrease water penetration into the hydrogel matrix,
minimizing the diffusional kinetics on TA delivery. The 3.0 % (w/v) Deg®°-XG hydrogel
tends to release TA in a Super Case-ll transport rate by fitting in the Korsmeyer-
Peppas kinetic model (R? > 0.98) with an n value of 0.9933. The decrease of Kkr
value while the polymer concentration increases indicates that the slow relaxation of
polysaccharide chains tends to enhance the controlled release rate of Deg®-XG
hydrogel [26].
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This result is linked with the increase on the G” value, which indicated that more
cohesive hydrogels are formed due to an increment in the interactions of the Deg®°-
XG aggregates, inducing phase separation. In this case, the strength of the hydrogel
network is enhanced, modifying the drug release rate by a decrease in the diffusion
capability of TA through the interchain aggregates of the polysaccharide, as
observed in the diffusional coefficient (D) calculated by fitting the Fickian controlled
diffusion, and a decrease in the Ky and correlation coefficient from Higuchi’'s model
[41,42]. Herewith, the reduced drug diffusion may be related to increasing
hydrophobic drug interactions with hydrophobic polymer aggregates. Once the
Deg®%-XG increased, higher amounts of hydrophobic zones are able to interact with

triamcinolone acetonide, reducing the drug diffusion through polymer matrix.



Table 1. Dissolution efficiency values (DE %) and kinetic parameters obtained from TA release profile from Deg’*-XG hydrogel.

Korsmeyer—Peppas

Fickian controlled

Deg5°-XG Zero-order First-order Higuchi cop
concentration Mean ™ Ki () Ko Kip(h) diffusion
DE % = SD n D (h.mm™)
(%) o1 (R?) (R?) (R?) (R?) s
04290 1.0545 0.7296 04258 3.630
1.5 7974 £1.35% (9971 (0.8763) (0.9946) 0.9904) 09498 (0.9959)
s 02043 0.9045 0.3855 0.2428 1.465
2.0 65.40 + 0.61 (0.9906) (0.9670) (0.9571) 09986y 07733 (0.9660)
s 0.1902 0.9296 03576 0.2145 2.156
2.5 63.29 £1.42 (0.9748) (0.9808) (0.9301) 09705 0783 (0.9313)
0.1680 1.0885 03139 0.1658 1.072
3.0 53.31£1.64° (o404 0.9511) (0.8882) 09809) 09933 (0.9655)

"SD stands for standard deviation
abe means statistical difference by (a = 0.05).
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4. Conclusion

In the present study, thermosensitive degalactosylated xyloglucan hydrogels were
prepared regarding the ocular delivery of triamcinolone acetonide. Firstly, the
degalactosylation kinetics was evaluated and it was observed that the (-
galactosidade enzyme preferentially remove galactose units from nonasaccharide
moieties of xyloglucan, leading to a sudden increase of heptasaccharide moieties in
the polysaccharide molecule. Also, the sol-to-gel transition temperature was
dependent on both degree of galactose removal and concentration of xyloglucan to
form the hydrogel.  Hydrogels prepared from xyloglucan with degalactosylation
degree of 50 % and concentration of 3 % (w/v) demonstrated to possess the highest
dynamic modulus, lowest sol-to-gel transition temperature. The TA release rate was
slowed down with the increase of the degalactosylated xyloglucan concentration,
probably due to the enhancement in the interchain aggregation of polysaccharide. In
light of the above, we have demonstrated that degalactosylated xyloglucan
constitutes a promising biomaterial to obtain thermoresponsive hydrogels, which, in
turn, would allow increasing the residence time of the dosage form onto the ocular
surface, and therefore the ocular drug bioavailability. Further studies are ongoing in
order to evaluate the potential of in situ gelling thermoresponsive degalactosylated

xyloglucans as sustained ophthalmic drug delivery systems.
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CAPITULO lll: DESENVOLVIMENTO DE HIDROGEIS TERMOSENSIVEIS DE
XILOGLUCANA CONTENDO NANOEMULSAO PARA LIBERAGAO OCULAR DE
TRIANCINOLONA ACETONIDA
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A administragdo tépica ocular de farmacos é altamente desejavel para o
tratamento de doencas oftadlmicas, sobretudo por permitir o alcance de alta
concentracao de farmaco diretamente no sitio de acdo. No entanto, os fatores pré-
corneais e o efeito barreira tendem a reduzir consideravelmente a biodisponibilidade
de moléculas bioativas na via ocular (GAUDANA et al., 2010; GUNDA et al., 2008;
VENKATA; MADHAVI; RAJESH, 2011). Dentre as diferentes estratégias utilizadas
para superar o efeito pré-corneal destacam-se o uso de sistemas de liberacdo de
farmacos, agentes promotores de viscosidade e os sistemas mucoadesivos, que
tendem a elevar o tempo de residéncia da forma farmacéutica na superficie ocular,
elevando assim, a biodisponibilidade dos farmacos (ANDREWS; LAVERLY; JONES,
2009; DIVSALAR et al., 2012; RUPONEN; URTTI, 2015).

Para tanto, nanoemulsdes foram desenvolvidas para conter triancinolona
acetonida, um anti-inflamatério hidrofébico amplamente empregado no tratamento de
doencgas oculares. Devido a baixa viscosidade das nanoemulsbes, optou-se por
combinar esta estratégia ao uso de hidrogéis termosensiveis, que permitem a
aplicacdo do sistema no estado liquido, com posterior transicdo para o estado gel
em funcdo da variacdo de temperatura (BRUN-GRAEPPI et al., 2010; KOPECEK,
2007). Para o preparo do hidrogel termosensivel foi selecionado o polimero
xiloglucana, uma hemicelulose de origem vegetal que apresenta biodegradabilidade
e biocompatibilidade com a via ocular, e possui a propriedade de interagir com as
moléculas de mucina que compde a camada de muco que reveste a superficie
ocular (DI COLO et al., 2009; DILBAGHI et al., 2013; MIYAZAK:i et al., 1999).

Sendo assim, neste trabalho foi desenvolvido um sistema que compila trés
diferentes estratégias para o aumento da biodisponibilidade ocular de farmacos. Foi
avaliada a capacidade do hidrogel termosensivel de xiloglucana em incorporar
nanoemulsdes, o efeito das nanoemulsdes sobre as propriedades reoldgicas e
mucoadesivas do polissacarideo, além da avaliagao do efeito da xiloglucana sobre a
permeabilidade transcorneal da triancinolona acetonida.
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Abstract

Ophthalmic topical drug delivery is a desirable pathway to treat local
diseases, mostly due its easier self-administration and capacity to provide higher
local drug concentration. Nevertheless, there is a need for new strategies to
overcome the precorneal and barrier effect drawbacks from topical ophthalmic
delivery. In this study, a thermoresponsive xyloglucan hydrogel containing a
triamcinolone acetonide-loaded nanoemulsion (DEG%°-XG-NETa) was proposed as a
new drug delivery system for ocular administration. By rheological measurements it
was possible to verify that the increase of the nanoemulsion (NE1a) volume added to
a constant volume of xyloglucan solution (DEG%°-XG) provoked a decrease on the
elastic and viscous moduli, increasing both the sol-to-gel transition temperature, and
the required time for gelling at 35 °C. The 3% (w/v) DEG®°-XG solution shown a
better mucoadhesive profile at 10 °C than at 35 °C, evidencing that xyloglucana
aggregates formed during gelation display a lower capacity to interact with mucin. On
the other hand, an optimized ocular drug delivery system, in which the
thermosensitive properties could be combined with a desirable mucoadhesiveness
behavior, was obtained when a DEG®%-XG to NE volume ratio of 1:1 was employed.
Ex vivo corneal permeation and retention studies of TA from DEG®0-XG-NEta were
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carried out the results were compared with those obtained after assaying a
xyloglucan hydrogel containing the free drug (DEG®%-XG-TA) and the TA-loaded
nanoemulsion alone (NEta). The statistical analysis of the parameters of flux (Js) and
permeability coefficient (kp) indicated the TA permeation through the cornea
increases in the following order: Deg®0-XG-NEta > Deg®0-XG-TA > NEra. Also, the
higher corneal drug retention was obtained by the use of the Deg50-XG-NEta. The
results evidenced that the polysaccharide enhances the drug permeability through
the corneal tissue, besides to lead a formation of a TA reservoir into the cornea,
which could lead to a sustained release of the drug. These characteristics make the
xyloglucan hydrogel containing TA-loaded nanoemulsion an interesting strategy to
treat inflammatory diseases of the anterior and posterior chambers of the eye.

Keywords: Thermoresponsive hydrogel; Xyloglucan; Nanoemulsion;
Mucoadhesion.

1. Introduction

Triamcinolone acetonide (TA) is a hydrophobic drug widely used as eye drops in the
treatment of different ophthalmic inflammation processes, in which the
pharmacological activity encloses the inhibition of the NF-kB and AP-1 transcription
factors and the expression of several interleukins'. Topical medication is highly
desirable for the treatment of ocular inflammatory diseases, since it allows the drug to
reach therapeutic concentrations in the different layers of the cornea, conjunctiva,
sclera, and even the iris and ciliary body, with smaller incidence of side effects, and
easier patient self-administration 2. However, the drug bioavailability is deeply
affected by the precorneal factors and anatomical barriers 23. Precornal factors
interfere on drug bioavailability by different mechanisms that include nasolacrimal
drainage, blinking tear film, tear turn over, and induced lacrimation 24. The remaining
drug that bypass the pre-corneal barriers will still encounter various cellular layers in
the cornea, conjunctiva, and sclera tissues, before reaching the anterior chamber
2,5,6_

In the last decade, oil-in-water nanoemulsions (NE) have been proposed as
vehicles for ophthalmic administration of lipophilic drugs in order to increase the
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ocular drug permeation and even to inhibit the drug efflux caused by the main
transporters identified on ocular tissues, including the P-glycoprotein, multidrug
resistance protein (MRP), and BCRP 2. The inherent biocompatibility, nanometric
droplet size range, easy sterilization, high ability to solubilize poorly water-soluble
drugs are others advantages that make NEs promising ocular drug delivery systems
7-9. On the other hand, the low viscosity of these colloidal carrier systems are similar
to those of the eye drop solutions, requiring addition of viscosity enhancers to
increase the thickness of tear film, and reduce the tear drainage, allowing the drug to
stay on corneal surface for a longer period 241°,

Hydrogels are three-dimensional, cross-linked networks of water-soluble
polymers that appear under the spotlight as vehycles to enhance the precorneal
residence time of ocular medications 2. In particular, there is a growing interest in the
use of thermally sensitive in situ forming hydrogels for ocular drug delivery, due to the
possibility to deliver the drug as a liquid dosage form, but that undergoes a rapid
transition into a gel phase at the eye temperature. This approach have allowed the
ocular administration of the dose in an easier, more accurate, and reproducible

manner 10-12,

Several polymers exhibit gelation upon temperature change at a specific
range. Xyloglucan is a neutral and non-toxic polysaccharide found in the primary cell
walls of higher plants, composed of a (1—4)-p-b—glucan backbone with a (1—6)-a—
branched xylose, which is partially substituted by (1—2)-f— p—galactose. Tmarind
seed xyloglucan is composed of different units of heptasaccharide (XXXG),
octasaccharide (XXLG or XLXG), and nonasaccharide (XLLG) oligomers, which differ
in number of galactose side chains '3. However, xyloglucan is able to form
thermoresponsive hidrogels only after partial degalactosylation, which it may be
undertake by using a fungal B-galactosidase enzyme 4. In a previous study, we have
demonstrated that a 50 % degalactosylated xyloglucan is able to rapidly transit into a
gel-like structure at eye temperature, forming hydrogels with suitable rheological
properties for ocular administration. This thermoresponsive hydrogel was able to the
release TA in a controlled rate by a mechanism enclosing the polymer chain
relaxation 3. In this study, we investigate the effect of the incorporation of the TA into
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NEs on the rheological properties of the xyloglucan hydrogels and on the in vitro
transcorneal permeation of the drug. Since xyloglucan can interact with the mucin,
the major component of the mucus layer that recover the eye surface '®'7 the
mucoadhesion properties of the xyloglucan hydrogels containing the TA-loaded NEs

is also evaluate.

2. Materials and methods

2.1 Materials

Medium chain triglycerides (MCT) was purchased from Brasquim (Brazil).
Hydrogenated soybean lecithin (LIPOID S100, 97.5 % phosphatidylcholine) was
purchased from Lipid Ingredients & Technology (Brazil). Triamcinolone acetonide
(TA) was acquired by Pharma Nostra (Brazil). Tamarind kernel powder (TKP) was
gently gifted by Megazyme (lreland). A 50 % degalalactosylated xyloglucan (Deg®°-
XG) was obtained from TKP, according described in our previous studies . Mucin
type Il from porcine stomach was purchased from Sigma-Aldrich. Except for HPLC-
grade acetonitrile, all other solvents and reagents were analytical grade and were
used as received.

2.2 Triamcinolone Acetonide-Loaded Nanoemulsion Preparation

TA-loaded nanoemulsion (NEta) were prepared by the spontaneous emulsification
method as previously described 8. Fitstly, 200 mg of MCT oil, 20 mg of soy bean
lecithin, and 5 mg of TA were solubilized in 15 mL of ethanol. This organic phase was
poured into 50 mL of an aqueous phase containing 0.1 % of Poloxamer 188. After,
the organic solvent was evaporated under reduced pressure and the final volume
adjusted to 20 mL. Then, the NEta was filtered through an 8 pm pore size
quantitative paper and stored at 4 °C. The NEta formulation was prepared in
triplicate.
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2.3 Physicochemical and morphological characterization of the nanoemulsion

2.3.1 Particle size determination

Hydrodynamic radius (Rn) was evaluated by Dynamic Light Scattering (DLS) using an
ALV/CG6-8F (ALV-Langen, Germany) goniometer equipped with a 35 mW red
helium-neon linearly polarized laser (A = 632.8 nm) and an ALV/LSE-5004 (ALV-
Langen, Germany) multiple tau digital correlator with a 120 ns initial sampling time.
The scattered photons were detected by a very sensitive avalanche diode and data
were acquired with the ALV correlator control software. After appropriate dilution with
ultrapure water, each sample was placed into cylindrical cells and immersed in a
toluene bath maintained at temperature of 25 + 0.5 °C. The measurements were
carried out with a counting time of 300 s at scattering angles ranging from 30 to 150°
with a 5° stepwise increment. The relaxation time distribution (1) was obtained using
the CONTIN analysis of the autocorrelation function (g® — 1). The apparent diffusion
coefficient (D) was obtained by plotting the relaxation frequency (1 -') against the
square of scattering vector modulus (g?). Then, the hydrodynamic radius (Rn) was
obtained by employing the Stokes-Einstein equation (Equation 1).

P _(k.si") (1)
# 7 \emmD

where ks is the Boltzmann constant, T is the absolute temperature, n is the medium

viscosity, and D is the diffusion coefficient.

2.3.2 Zeta potential measurement

Zeta potential was evaluated by laser-Doppler anemometry using a Zetasizer Nano
Series (Malvern Instruments, UK). After appropriated dilution in ultra-pure water,
each sample was placed into an electrophoretic cell, where a potential of + 150 mV
was applied. Zeta potential values were calculated from the mean electrophoretic
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mobility values using Smoluchowski’s equation. All measurements were carried out in

triplicate.

2.3.3 Morphological analysis of nanoemulsions

NETa morphology was examined by transmission electron microscopy (TEM) using a
JEOL-1011 microscope (JEOL Ltd, Japan), with an operating voltage of 100 kV.
Samples were diluted in ultrapure water and deposited on 400 mesh carbon-coated

copper grids and negatively stained with 1 % (w/v) phosphotungstic acid.

2.4 Determination the Entrapment Efficiency (EE%) and drug loading (DL)

Drug loading was estimated by an RP-HPLC method previously described . The
analyses were carried out using a Luna C18 5 um (150 mm x 4.6 mm) column. The
samples were isocratically eluted with acetonitrile:water (6:4, v/v) at flow rate of 1.0
mL.min='. The injection volume was 10 OL and detection was performed by UV at
240 nm. The TA loading was expressed as microgram per milliliter of NE (Jg.mL™").
The EE% was determined as being the difference between the whole drug
concentration and the drug concentration in the supernatant obtained after
ultrafiltration/centrifugation procedure using YM-100 Ultracel devices (10,000 Da

NMWL, Millipore Corp., USA). All samples were analyzed in triplicate.

25 Preparation of the Deg°®-XG hydrogels containing TA-loaded
nanoemulsions

The hydrogels containing the TA-loaded NEs were prepared by adding the NE
formulation into a 3 % (m/V) Deg®-XG water solution at volume ratios of 1:0.5;
1:0.75; 1:1; 1:1.25; and 1:1.5 (v/v). All hydrogel formulations were stored at 4 = 1 °C.
The NE-loaded capacity of Deg®%-XG hydrogels was evaluated as the volume ratio of
NE added on Deg°-XG pre-gel solution that does not compromise the

thermosensitive and mucoadhesive hydrogel.
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2.5.1 Evaluation of the rheological properties of Deg®°-XG hydrogels containing
the TA-loaded NEs

Samples were placed in a TA AR2000 rheometer (TA Instruments Ltd, UK) with a
cone-plate configuration using a 40 mm/4 ° stainless steel cone, and a solvent trap
covering the geometry to prevent evaporation. To evaluate the influence of
nanoemsulsion volume in thermosensitive hydrogel sol-to-gel transition, and the sol-
to-gel transition time at 35 °C, a temperature and time sweep rheological analysis
were carried out. In temperature sweep analysis, the samples were heated from 10 to
40 °C at a heating rate of 0.5 °C.min"!, and immediately cooled until 10 °C at a 0.5
°C.min"" cooling rate. All analyzes were conducted in a linear viscoelastic regime
(LVR), with 1.0 Hz of frequency, and 1.0 of strain. Changes in storage and viscous
moduli were assessed, and the cloud point was determined as the temperature on

the crossing over point of G' and G" curves 920,

The time sweep measurement set up the time required to sol-to-gel transition
at a constant temperature (isothermal) regime. In this assay, all measurements were
carried out at 35 °C (mean temperature on the eye surface), and the time of transition
was settled on the crossing over point of the dynamic moduli logarithmic curves. All
samples were placed on the plate at 10 °C to prevent early gelation process, and the
temperature sudden increased to 35 °C to start the analysis. All samples were

analyzed on the same LVR as described above 2.

2.5.2 Evaluation of the hydrogel mucoadhesion properties

The interactions of Deg®0-XG solutions and hydrogels with porcine stomach mucin
were evaluated by a rheological mucoadhesion method. Firstly, a 10 % (w/v) porcine
stomach mucin dispersion was prepared in artificial lachrymal fluid (ALF) 2'. Then,
samples of the Deg®°-XG dispersions in a pre-gel state were allowed to interact with
the 10 % (w/v) mucin dispersion at volume ratio of 1:1 for 10 minutes. The rheological
properties of the samples were evaluated at 10 °C and at 35 °C, using a time sweep
method as previously described '°. The rheological properties of the mucin dispersion
and samples were also evaluated, after dilution with ALF at 1:1 volume ratio.
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Mucoadhesion properties were expressed as a function of G'relative, Which was

estimated according Equations 2 and 3 22,

G's =G+ G +6 (2)

G = L (3)
reLative {:G‘J'Hr+ G’P:]

where G's, G'm, G'p and G'I are the storage moduli of the mucin-sample mixture,
mucin, and sample alone, and the storage moduli of interaction between mucin and
sample respectively, and G'relative is the interaction component relative to initial G’ of

mucin and sample solutions.

2.6 In vitro triamcinolone acetonide transcorneal permeation

Freshly excised porcine corneas were mounted on a modified Franz cell, which
maintained cornea curvature. The corneal area available for diffusion was 0.95 cm?2.
The receptor compartment was filled with 13 mL of freshly prepared ALF pH 7.4 with
sodium laurylsulphate 0.5 % (w/v), and all air bubbles were expelled from the

compartment.

Aliguots of 0.3 mL of the Deg®-XG hydrogel containing TA-loaded
nanoemulsions or the free drug, or the TA-loaded nanoemulsion alone were placed
into the donor compartiment with a total TA amount of 3.86 ug. The receptor fluid
was kept at 35 °C with constant magnetic stirring, and the transcorneal permeation
assay was carried out over 6 hours. Aliquots of the receptor medium were withdrawn
at predetermined intervals, and the volume was immediately replaced with fresh ALF
with sodium laurylsulphate 0.5 % (w/v) medium to maintain the sink conditions. Each
study was repeated six times, and TA was quantified by HPLC-RP using a Luna C18
5 pum (150 mm x 4.6 mm) column, with an acetonitrile:water (6:4, v/v) isocratic
elution mode at flow rate of 1.0 mL.min~'. The injection volume was 20 (L and
detection was performed by UV at 240 nm.

The HPLC-RP method was validated as described by ICH Q2(R1) 23
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guideline evaluating the parameters of linearity, accuracy, precision parameters, and
determination of the limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) using as
diluent a corneal extract in ALF pH 7.4 with sodium laurylsulphate 0.5 % (w/v). To
prepare the corneal extract, a freshly excised porcine cornea was cut in about 0.01
cm? squares, and placed in 13 mL of ALF pH 7.4 with sodium laurylsulphate 0.5 %
(w/v), and submitted to extraction, in ice bath, using an ultrasound homogenizer UP
200 S (Hielscher Ultrasonics GmbH, Germany) in a 60 % of amplitude, 1.0 cycle, and
3 minutes. The method was linear over the rage of 0.10 to 1.00 pg.mL" (r = 0.9996),
with a regression equation of mean calibration graph (n = 3) equal to y = 103722x —
3620. Linearity was confirmed by the variance analysis (ANOVA) as Fcacuated > Feritical
(p < 0.05), while homoscedasticity was confirmed by Cochran’s C test (Cecarcutated <
Ceriticar; p > 0.05). LOD and LOQ were 0.02 and 0.07 ug.mL™", respectively, indicating
enough sensitivity to use the method to determine TA content in the acceptor
compartment. The recovery values ranged from 98.8 to 100.0 % satistying the
acceptance criteria for accuracy parameter. The intra- and inter-day relative standard
deviation values were lower than 5 %, indicating an acceptable variability of the TA
content determination (a = 0.05).

Cumulative amount of drug permeated (Qr) versus time plottings were used
to calculate the permeation parameter such as, flux (Js), and corneal permeability
coefficient (Kp), using the equations 4 and 5, respectively. Lag time (7.) was
calculated by linear regression analysis of the cumulative TA permeating the cornea

over time plotting, and the intercept estimated as lag time (7.) 2%

L (4)
0 Adt

_ Is (5)
Ke _(AxCDxExTL)

Where Cy is the initial concentration of drug into the donor compartment, A is the

exposed corneal surface, and t is time.
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2.7 Triamcinolone acetonide retention into the cornea

Immediately after in vitro transcorneal permeation assay, porcine cornea tissue was
washed three times with Milli-Q® water to remove the dosage form remained on the
surface. The permeated area was excised, ripped, and TA contained into the tissue
was extracted in 5 mL of acetonitrile for 1 hour under magnetic stirring. Sample was
filtered through 0.45 ym PVDF syringe filter and analyzed by RP-HPLC using the
same condition described on item 2.4. Chromatographic method was validated by
evaluating the corneal matrix effect on TA quantification. Each experiment was
repeated six times and the percentage of drug retained into the cornea calculated

based on the drug amount placed on the donor compartment (Equation 6) 2.

TA retention (%) = ( Wret )xmﬂ (6)

‘placed

where Wt is the amount of TA retained into the cornea, and Wpiaced is the amount of

TA placed on the donor compartment.

2.8 Corneal hydration levels

Corneal hydration level (HL, %) of the cornea was evaluated at the end of the
experiments of transcorneal permeation. The tissue was carefully freed from the
sclera ring, washed, and weighted (Wwe). Cornea was dried at constant weight at 80
°C, and then reweighted (Way). The HL value were expressed as mean of six
experiments, and calculated using the following equation 2.

(7)

W,
HL = [1—( ““)xmﬂ
Wdr}'

2.9 Statistical analysis

The differences in average of data were compared by analysis of variance (ANOVA),
and independent or paired sample ttest. The significance of the difference was

determined at 95% confidence limit (a = 0.05).
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3. Results and discussion

3.1 Physicochemical properties of nanoemulsion

The autocorrelation function g%(q,f) — 1 at 130, 90 and 50° scattering angle, relaxation
time distribution A(f) at 8 = 90°, and the relaxation frequency in function of the square
wave vector modulus are featured in Figure 1A. Relaxation time distribution at 90°
shows a narrow peak, indicating a monodisperse distribution of droplets in NEs.
Through multiangle DLS analysis it was obtained the apparent diffusion coefficient
(D) of 2.21x107'2 m2.s™', resulting in a calculated apparent hydrodynamic radius of
110.54 nm (Equation 1). NEs also exhibit a -33.4 + 0.95 mV zeta potential,
suggesting physically stable nanodroplets dispersion. Phospholipids, such as
lecithins, act as stabilizers due its amphiphilic behavior, interacting with hydrophobic
structures by their fatty acid chains, facing the polar moieties in the oil-water interface
27, Poloxamers, nonetheless, are triblock copolymers chains which promote steric
stabilization on nanemulsion interface through hydrophobic interactions with PPO
block, whereas the external hydrophilic PEO blocks solvate and protrude into the

aqueous medium creating a steric barrier 2829,

When analyzed by TEM (Figure 1B), NEs displayed a smaller droplet size
than those evaluated by DLS. It can happens because there is some architecture
changes on NEs over drying step in grid preparation, leading to coalescence of
droplets into larger oil aggregates, remaining only smaller droplets 3°. On the other
hand, droplet size measurements obtained by DLS analysis are related to intensity
size distribution, while TEM images reveal a number size distribution. This difference
in size assessment may induce to a shift on size distribution profile, especially
because a large droplet have higher contribution on the global light scattering that a
few smaller droplets, overexpressing the intensity relative to larger droplets 3'.

NE was prepared obtaining a 44.52 + 1.98 ug.mL~' drug loading, with a
57.43 + 3.40 % of entrapment efficiency. The small EE achieved by NEs could be
related to the moderate solubility of TA in the 0.1 % (w/v) Poloxamer 188 solution

outside the oil droplet. However, as the contact time of formulation on eye surface is



138

reduced by pre-corneal effects, a fast delivery is desirable to reach therapeutics
doses on the tissue, followed by a controlled release provided by NEs. Then, the TA
amount outside oil nanodroplets can be used as fast supplier drug to transcorneal

permeation, followed release of TA entrapped into the oil core.

Figure 1 — (A) Relaxation time distribution at (--) and autocorrelation function at (—o—) 130°,
(—o=) 90°, and (—o-=) 50° scattering angle, and inverse decay times (1) vs. modulus of the
scattering vector (g?) of NE; and (B) NE image obtained by TEM analysis.
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3.2 Preparation and characterization of the Deg®’-XG hydrogels containing the

TA-loaded nanoemulsions

3.2.1 Rheological evaluation of nanoemulsion-loaded thermoresponsive

xyloglucan hydrogels

In a previous this study '®, xyloglucan was incubated with B-galactosidase enzyme for
32 hours at 50 °C in order to obtain a 50 % degalactosylated xyloglucan (Deg®°-XG),
and it was possible to verify that a 3.0 (w/v) Deg®-XG water solution displays a
thermoresponsive behavior, changing from a viscous solution state (G'<G"), at lower
temperatures, to a hydrogel phase (G'>G") at temperature higher than 25 °C. The
phase transition occurs due enhancement of elastic modulus, while viscous modulus
varies discreetly °. Deg®0-XG gelation is dependent of hydrophobic interactions
between xyloglucan chains, forming compact structures able to retain water 3, in
which the sol-to-gel transition temperature can be modulated by polymer
concentration 5. In Figure 2 and Figure 3A, it is possible to verify that 3.0 % (w/v)

Deg®0-XG water solution exhibits a sol-to-gel transition at 24.8 °C, and when NEta
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was added to that Deg®-XG water solution there was a decrease on initial elastic
and viscous moduli, probably due dilution effect caused by the incorporation of the
TA-loaded NE (Fig. 2 and Fig, 3B-F), besides the interference of the droplets on
polymer chains aggregation process. Nevertheless, the addition of the NE colloidal
dispersions at all volume ratios tested produced hydrogels exhibiting sol-to-gel
transitions at temperatures below 35 °C (temperature of the eye surface), in spite of
significantly (p < 0.05) increase the gelation temperature. The 3.0 % (w/v) Deg®°-XG
water solution underwent a sol-to-gel transition at 24.8 °C, while samples with 3.0 %
(w/v) Deg®-XG containing TA-loaded NE at 1:0.5, 1:0.75, 1:1, 1:1.25, 1:1.5 (v/v)
ratios displayed sol-to-gel transition temperatures to 26.7 °C, 29.4, 30.8, 31.1, and
32.8, respectively.

The dilution of the Deg®°-XG solution upon addition of the NEra also affected
the time for sol-to-gel transition at 35 °C. It can be verified by the faster gelation of
the samples that transited to a hydrogel state at lower temperatures (Fig. 2). The
Deg®-XG solution:NETa prepared at volume ratio of 1:1.5 required a higher time to
gelling, forming a weaker hydrogel, which can not be considered an adequate
formulation for ocular drug delivery purposes. To determine which sample can carry
the higher amount of NEta, maintaining suitable thermoresponsive behavior for
topical ocular pathway, administration, the hydrogel mucoadhesiveness properties
should be evaluated.

3.2.2 Mucoadhesion property evaluation

Xyloglucan is a mucoadhesive polysaccharide, which may prolong the residence time
for delivering the drug into the eye by attaching to the mucus layer that covers the
eye surface '8'7. The rheological measurement of mucoadhesion is based on the fact
that the total rheological response of the mixture of the mucoadhesive polymer and
mucin is larger than the sum of the contributions from the mucin and the sample
separated. The increase on elastic modulus could occur due entanglements or weak
inter-molecular forces between polymer and mucin 32, When the rheological

properties of 1:1 (v/v) Deg®0-XG hydrogel and mucin mixtures were evaluated, it was
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possible to verify that the mucoadhesive properties were dependent on both

temperature and Deg®’-XG solution to NETa volume ratio (Fig. 4).

Figure 2. Effect of 3.0% (w/v) Deg®°-XG water solution: NEta volume ratio (v/v) on gelation
temperature (°C) (—m—), and time for gelling at time at 35 °C (min) (—o-).
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Figure 3 — Temperature sweep rheological analysis of 3.0% (w/v) Deg®-XG water
solution:NE~a (v/v) at volume ratio of (A) 1:0 (B) 1:0.5 (C) 1:0.75; (D) 1:1; (E) 1:1.25; and (F)
1:1.5 where (—) G’ on heating step; (—) G" on heating step; (—) G' on cooling step; and (—)
G" on cooling step.
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At 10 °C, the 3.0 % (w/v) Deg®°-XG water solution shown better
mucoadhesive properties than at 35 °C. Then, it is possible to assume that, as
xyloglucan hydrogel is formed by polysaccharide aggregation due to hydrophobic
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interactions, there was a decrease in the number of Deg®%-XG molecules available to
interact with mucin at the highest temperature, causing a loss of mucoadhesiveness.
Also, at 10 °C, the addition of NEta to the Deg®-XG solution at different volume
ratios induced to a reduction of the mucoadhesiveness, probably by a dilution effect
caused by the incorporation of the non-mucoadhesive colloidal dispersion to the
polymer solution. The NETa dispersion have negative-charged surface, which may
undergoes electrostatic repulsion with negative-charged mucin macromolecules. On
the other hand, samples displayed a higher mucoadhesive behavior at 35 °C, with a
strong increment on mucoadhesiveness when a 1:0.5 and 1:0.75 Deg®-XG water
solution to NETa volume ratios were used. Possibly the presence of NETa droplets
caused a decrease on xyloglucan aggregation kinetics, leading the remaining non-
aggregate molecules to interact with the mucin, increasing the interaction between
these macromolecules 3. However, its increment on mucoadhesiveness profile was
reversed by addition of NETa at higher volume ration, reaching similar mucoadhesive
properties than that of the polysaccharide solution when the 1:1 Deg®-XG solution to

NETA volume ratio was tested.

Figure 4 — Effect of 3.0% (w/v) Deg®-XG water solution:NEra volume ratio (v/v) on AG'r at
10 °C (—m-), and at 35 °C (—o-).
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3.3 In vitro triamcinolone acetonide transcorneal permeation

The transcorneal permeation profiles of TA from Deg®-XG hydrogel containing the
TA-loaded NE (Deg®°-XG-NETa), Deg®°-XG hydrogel containing the free drug (Deg®°-
XG-TA), and the TA-loaded colloidal dispersion (NETa) are demonstrated in Figure 6.
The corneal permeation parameters obtained from the TA permeation profiles are
described in the Table 2. The statistical analysis of the parameters of flux (Js) and
permeability coefficient (kp) indicated the drug permeation through the cornea
increases in the following order: Deg®°-XG-NETa > Deg®-XG-TA > NEta. However,
when the lag time (TL) values were compared, significantly statistical difference was
found only when Deg®0-XG-NETa was evaluated, evidencing a combination of drug
release effect from nanoemulsions and decreased drug diffusion mechanism through

viscous polymeric matrix 34.

Figure 5 — Triamcinolone acetonide transcorneal permeation profiles from: (—A—) NEta; (—e—
) Deg®-XG-TA; and (—m—)Deg®’-XG-NEra, across excised porcine cornea (n = 6).
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After transcorneal permeation experiments, excised porcine cornea were
carefully separated from sclera ring and evaluated according to the level of hydration
(HL). The corneal HL is a parameter frequently used to evaluate the tissue integrity,
where a non-damaged cornea has a HL ranging from 76 to 80 %. HL values above

the normal value indicates damage of the epithelium or endothelium 2535, All samples
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of corneal tissue remain on the HL% range of 77.72 to 79.54 % indicating that the
integrity of porcine cornea after 6h of transcorneal permeability experiment was
maintained (Table 1). There was no significant statistical difference (p > 0.05) on
HL% between the formulations, but there was a tendency of the Deg®°-XG hydrogels
to increase the HL% of the cornea.

The amount of the TA retained in the cornea after 6 h of transcorneal
permeation experiment is also given in Table 1. In this case, the xyloglucan hydrogel
containing the nanoemulsion also significantly increased the amount of the drug
retained into the corneal barrier, compared to the hydrogel containing the free drug
and the NE colloidal dispersion. Ghelardi and co-workers 3¢ observed the increase of
corneal retention of gentamicin and ofloxacin when instilled on New Zeland rabbit
eye as a xyloglucan solution, with lower removal ratio, probably due mucoadhesive
polymer property. Withal, xyloglucan was able to increase significantly corneal
permeability of gentamicin and ofloxacin. Di Colo and co-worker '® observed that
xyloglucan increased time residence of diclofenac sodium and ketotifen fumarate on
eye surface of male New Zeland rabbits in a stronger way than hyaluronic acid,
hydroxyethylcellulose and arabinogalactan.

Xyloglucan is also described by increasing conjunctival permeation of
rufloxacin and ofloxacin in a bacterial keratitis model using male New Zeland rabbits,
where drug-xyloglucan formulations were able to increase significantly the
antimicrobial treatment efficiency 7. The authors described that the xylose and
galactose residues on the xyloglucan polymeric chain are chemically similar to those
of mucin MUC-1, being able to bind to the cell surface and intensify the contact
between drugs and the cornea 3.The interaction between cornea surface and
xyloglucan may explain the corneal permeability enhancing effect observed in this
study, nevertheless further studies must be carried out to elucidate this phenomenon.

The enhancement of TA entrapment into the corneal tissue by Deg®-XG-
NETta hydrogel may be interesting to increase the efficacy of the treatment of
inflammatory diseases affecting the anterior chamber of the eye, and it might

promote, also, a controlled or sustained drug release to posterior chamber being an
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interesting strategy for the treatment of the inflammatory pathologies of inner eye

compartments.

The increase of the drug entrapment into the cornea by using lipid and
polymeric nanocarriers is a property that has been reported by other authors 2435
and the improvement of the therapeutic properties has been ascribed to a reservoir
effect of the drug, which afford the release of the drug in a controlled maner. Then,
considering these results the Deg®°-XG-NETa appears to be a promising dosage form
to treat anterior and posterior inflammatory diseases, by improving the transcorneal

permeation and corneal retention of this drug.

4. Conclusion

In this study, we demonstrated the feasibility to obtain thermoresponsive xyloglucan
hydrogels containing triamcinolone acetonide-loaded nanoemulsions, as well as the
ability of this system to deliver the drug into the corneal tissue. Both the sol-gel
transition temperature and the time required for gelling were affected by the Deg®°-
XG solution to NEta volume ratio, probably due a dilution effect provided upon NETa
addition into the xyloglucan solution, which hampered the polysaccharide
aggregation. The mucoadhesiveness of the Deg®%-XG hydrogel was also affected by
addition of the TA-loaded nanoemulsion, which demonstrated to be higher when a
Deg®-XG to NE volume ratio of 1:0.75 was used.

However, an optimized ocular drug delivery system, in which the
thermosensitive properties could be combined with a desirable mucoadhesiveness
behavior, was obtained when a Deg®%-XG to NE volume ratio of 1:1 was employed.
Besides, the transcorneal permeation rate and the corneal retention of the drug were
significantly increased by the association of the TA-loaded NE and the Deg®’-XG
hydrogel in the same formulation. It was observed that the polysaccharide enhances
the drug permeability through the corneal tissue and provides a higher entrapment of
the drug into the porcine cornea, producing a drug reservoir into the cornea, which
could lead to a drug sustained release. Then, the use of xyloglucan hydrogels
containing drug-loaded nanoemulsions may be considered an interesting strategy to
deliver drugs as the triamcinolone acetonide for the treatment of inflammatory
diseases affecting the anterior and posterior chamber of the eye.



Table 1. Transcorneal TA permeation parameters (n = 6).

Total Permeation

Js+ SD’ kp = SD’ T. +SD° TA" retention * SD’ HL +SD’
Sample (ug.h.cm?) (cm.h) (h) (%) amount gn:ter 6h % (%)
SD'(%)
NE+a 0.11 £0.018 0.03 £0.008 0.11 £0.012 21.80 £ 1.062 18.54 + 1.48% 77.72 £ 1.61
Deg®°’-XG-TA 0.16 + 0.00° 0.04 +£0.00° 0.12 +£0.012 37.44 + 255 27.03 £ 0.81° 79.27 £ 0.41
Deg®°-XG-NEta 0.22 £ 0.01°¢ 0.06 £ 0.00° 0.23 +0.01° 56.92 £ 1.29¢ 35.14 £ 1.46° 79.54 £ 0.63

"SD is standard deviation
TA" is triamcinolone acetonide
abe means statistical difference by ANOVA followed by Tukey post-test (a = 0.05).
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Neste trabalho fora desenvolvido hidrogéis termosensiveis e mucoadesivos
de xiloglucana contendo nanoemulsdao para liberacdo ocular de triancinolona
acetonida visando o aumento do tempo de residéncia da formulagédo na superficie
ocular, redugcdo e dos efeitos pré-corneais, para consequentemente elevar a
biodisponibilidade ocular do glicocorticoide visando o aprimoramento do potencial
terapéutico no tratamento da uveite. Para tanto foram desenvolvidas e
caracterizadas nanoemulsées contendo triancinolona acetonida, hidrogéis
termosensiveis de xiloglucana através da degalactosilacao parcial do polissacarideo,
avaliado o potencial de incorporagcdo das nanoemulsdes nos hidrogéis, seu potencial
mucoadesivos e o perfil de permeagéo transcorneal da triancinolona acetonida a
partir do sistema proposto.

Nanoemulsbes contendo triancinolona  acetonida (NEta) foram
desenvolvidas através do método de emulsificacdo espontdnea e foi avaliado a
influéncia da variacédo: da razao volumétrica entre a fase orgénica e a fase aquosa
(FO:FA); da massa de O6leo utilizada; da massa de lecitina de soja; e da
concentracdo de Poloxamer 188 na fase aquosa sobre as propriedades fisico-
quimicas das nanoemulsbes e do teor de triancinolona acetonida nos
nanocarreadores, quantificado a partir de metodologia previamente validada
(Apéndice ).

Pbde-se observar que o aumento do volume da fase orgénica proporcionou
uma leve redugédo do didmetro das goticulas e uma proeminente reducéo do indice
de polidispersao (PDI) quando a proporcao de fase oleosa foi elevada até 1:3,3. No
entanto, a adicdo de maiores volumes de etanol, até a proporcdo de 1:2,5
proporcionou o colapso do sistema nanoemulsionado, que rapidamente coalesceu,
provavelmente devido a menor difusdo do etanol na fase aquosa, favorecendo o
processo de maturacdo de Ostwald (ANTON; VANDAMME, 2000; SABERI; FANG;
MCCLEMENTS, 2013). O aumento da fase oleosa até proporcao de FO:FA de 1:3,3
ainda foi capaz de proporcionar elevagdo do teor de triancinolona acetonida nas
nanoemulsdes, provavelmente devido a maior solubilizagdo do farmaco na fase
oleosa. Neste estudo, as formulagbes preparadas com maiores concentracdes de

lecitina de soja apresentaram maiores teores de farmaco, possivelmente em razéo
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do aumento da solubilidade da triancinolona acetonida na mistura do MCT com
lecitina de soja (CHU et al., 2014; SAKEENA et al., 2011). Sendo assim, devido ao
menor didmetro das nanoemulsées, menor PDI e maior teor, a proporgédo de FO:FA
1:3,3 (v/v) foi selecionada para a avaliacao do efeito da massa inicial de lipideo
sobre as propriedades das nanoemulsées.

Foi verificado que com o aumento da massa de lipideo de 50 para 200 mg
nao houve alteracao estatisticamente significativa (p > 0,05) no diametro e PDI das
nanoemulsdes. Em contrapartida, um aumento significativo p6de ser observado no
teor e na eficiéncia de encapsulagdo, provavelmente relacionado a maior
capacidade de solubilizacdo do farmaco na porcéo lipidica. No entanto, quando as
nanoemulsées foram preparadas com 300 mg de MCT houve um aumento
significativo do diametro e do PDI dos carreadores, indicando que a melhor condi¢ao
de preparo das nanoemulsdes seria com a adicao de 200 mg de MCT e propor¢ao
da FO:FA de 1:3,3.

Nanoemulsdes preparadas nas condicdes otimizadas de proporcdo de
FO:FA e de massa de MCT contendo 10 ou 20 mg de lecitina de soja, e 0,1 ou 0,25
% (m/V) de Poloxamer 188 na fase aquosa foram avaliadas quanto a estabilidade
fisica frente ao armazenamento a 4 e 25 °C. Quando armazenadas a 4 °C, as
nanoemulsdées nao demonstraram variacdo quanto ao diametro das goticulas, PDI,
potencial zeta, teor e eficiéncia de encapsulacao da triancinolona acetonida.

No entanto, quando o ensaio fora conduzido a 25 °C, as nanoemulsdes
preparadas com 20 mg de lecitina de soja apresentaram um aumento do diametro
das goticulas no 60° dia de armazenamento, enquanto aquelas preparadas com
menor concentracdo do tensoativo hidrofébico apresentaram pequena variacao de
tamanho. Este fator pode estar relacionado ao aumento da densidade das goticulas,
que tende a elevar a probabilidade de cremagem e/ou coalescéncia das
nanoemulsdes. O aumento da densidade das goticulas tende a reduzir o movimento
Browniano, e consequentemente faciliar a agregagéo de goticulas, com consequente
formacao de glébulos maiores e mais densos até que haja ruptura do filme liquido,
havendo separacdo de fases (MCCLEMENTS, 2011; TADROS et al.,, 2004;
TAYLOR, 1998).

Todas as formulagbes apresentaram aumento no PDI e redugéo do potencial

zeta quando armazenadas a 25 °C, indicando que a formacao de um sistema mais
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heterogéneo com menor repulsdo eletrostatica pode estar relacionada com o
fenbmeno de coalescéncia das nanoemulsdes. A reducao do potencial zeta pode
estar relacionada a reducao da razao de carga por area da goticula, onde o aumento
do diametro, com consequente elevacao da area superficial dos carreadores, tende
a reduzir a distribuicdo das cargas na superficie das goticulas (ARJMANDI et al.,
2012; TANTRA; SCHULZE; QUINCEY, 2010).

Todas as formulaces coalesceram apo6s 90 dias de armazenamento a 25
°C, e o teor de triancinolona acetonida nas nanoemulsées permaneceu inalterado
durante o periodo do experimento, indicando estabilidade quimica do farmaco na
condicao avaliada, no entanto, reducao da eficiéncia de encapsulacéo foi observada,
indicando que durante o processo de coalescéncia o farmaco € parcialmente
expulso do interior das nanoemulsdes. E possivel que esta redugéo de eficiéncia de
encapsulacao ocorra devido a presenca do tensoativo Poloxamer 188 elevar a
solubilidade do farmaco na por¢ao aquosa.

O perfil de liberacao da triancinolona acetonida em meio lacrimal simulado a
partir das nanoemulsées também foi verificado utilizando metodologia analitica
validada conforme Apéndice I. Observou-se que o farmaco foi rapidamente liberado
a partir de todas as formulagbes avaliadas, apresentando completa liberagdo apds 2
horas de experimento. As amostras preparadas com maior concentracao de lecitina
de soja apresentaram maior eficiéncia de dissolugdo, provavelmente devido ao
aumento da associagdo do farmaco na camada de fosfolipideo. A acelerada
liberacdo do farmaco pode ser interessante para a via de administracdo ocular,
sobretudo em razao dos efeitos pré-corneais. Sendo assim, nanoemulsdes estaveis
a 4 °C foram preparadas com sucesso utilizando o método de emulsificacéo
espontanea, e suas propriedades fisico-quimicas e de teor puderam ser otimizadas
através da adequacao da proporcao da FO:FA e da massa de MCT utilizada no
preparo do sistema coloidal.

Para o desenvolvimento dos hidrogéis termosensiveis de xiloglucana fez-se
necessario a modificacdo enzimatica do polissacarideo através da remogéao parcial
dos residuos laterais de galactose, uma vez que a xiloglucana ndo-modificada néao

apresenta propriedade termosensivel e/ou de formagao de géis. (SHIRAKAWA;
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YAMATOYA; NISHINARI, 1998). Desta forma, primeiramente foi avaliada a cinética
de remocgao de galactose utilizando a enzima [3-galactosilase (Aspergillus. oryzae),
verificando rapida atividade da enzimatica nas primeiras 12 horas de reacao,
alcancando 42 % de remogao de galactose. Posteriormente uma menor razdo de
remocgao de galactose se estende até 32 horas, quando cerca de 50 % da galactose
é removida. Observa-se que a enzima atua principalmente nos oligossacarideos que
apresentam duas moléculas de galactose laterais (XLLG), os convertendo
diretamente a XXXG, sem alterar consideravelmente a propor¢cdo dos
oligossacarideos XLXG e XXLG. Este fenémeno pode estar relacionado a
configuragdo enovelada dos octa- e heptassacarideos, que dificulta o acesso da
enzima aos residuos de galactose (YAMANAKA et al., 1999).

Solugbes aquosas de xiloglucana apresentando 50 % de grau de
degalactosilagdo (Deg®°-XG) foram preparadas em diferentes concentragdes visando
a determinagdo das melhores propriedades reolégicas e de liberacdo da
triancinolona acetonida, e verificou-se que com o aumento da concentracdo do
polimero de 1,5 para 3,0 % (m/V) houve uma reducao da temperatura de transicao
sol-gel de 36,4 + 0,7 °C para 24,7 £ 0,1 °C (Tabela 1).

A elevagdo da concentracdo de Deg®-XG possivelmente implica no
aumento da probabilidade de interagcdes entre as cadeias do polissacarideo
(MIYAZAKI et al., 1998; NISBET et al.,. 2006). A histerese existente entre os ciclos
de aquecimento e resfriamento pode estar relacionada a agregacdo de cadeias
rigidas de polimero e existéncia de agregados ou interagdes fracas entre as cadeias
que apresentam cinética de associacao e dissociacao diferentes (BRUN-GRAEPPI
et al., 2010; FANG; NISHINARI, 2004; LI et al., 2001). O aumento da concentracéao
também proporcionou a redugdo do tempo necessario para gelificacdo quando a
temperatura é mantida constante a 35 °C, sendo que as amostras preparadas em
concentracdes de 2,0 e 2,5 % apresentam transicdo do estado sol para o estado gel
apos 98 segundos, enquanto o aumento da concentracao para 3,0 % (m/V) acelera

a gelificacédo, que ocorre em 68 segundos.
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Tabela 1 — Parametros reoldgicos para as diferentes concentragdes de Deg®>-XG na
temperatura de 35 °C, temperatura de transicido sol-gel e tempo para transicio a 35°C.

Concentracao Temperatura Temp_o f’e
de Dea>-XG G'a35°C G"a35 tan & de t .~ transicao
g o an e transicao
(%, m/V) (Pa) C (Pa) sol-gel (°C) sol-gel a
’ 35°C (s)
1,5 0,1544 0,3378 2,188 36,4 +0,7 N.O."

2,0 38,77 1,449 0,03738 28,8+ 0.3 98

2,5 56,87 2,648 0,04655 25,9+04 98

3,0 204,8 5,638 0,02704 24,7 + 0,1 68

"N.O. significa ndo observado.

A tan ® € um indicador global da viscoelasticidade da amostra, sendo uma
medida da razdo entre a energia perdida e da energia armazenada em um ciclo
oscilatério (Equacéo 1). Sendo assim, quando tan & > 1, pode-se verificar um
predominio do carater viscoso na formulagéo, e quando tan d < 1, o sistema tende a
assumir caracteristica elastica (MADSEN; EBERTH; SMART, 1998; SRIAMOMSAK;
WATTANAKORN, 2008). Os hidrogéis preparados na concentracdo de 3,0 % (m/V)
de Deg®0-XG apresentam valores de tan &, a 35 °C, inferiores ao hidrogéis
preparados nas concentragdes de 2,5; 2,0 e 1,5 % (m/V) (Tabela 1) evidenciando
seu carater mais elastico que os demais hidrogéis na temperatura de 35 °C. A maior
elasticidade pode estar relacionada ao maior nimero de intera¢des intermoleculares

de xiloglucana degalactosilada, conferindo maior rigidez ao hidrogel.

s G (1)
4an —G-

onde G" € modulo de perda e G' é o mddulo de armazenamento

Adicionalmente, através do ensaio de liberagdo da triancinolona acetonida
(metodologia analitica validada de acordo com Apéndice 1), pode-se verificar que o
farmaco é completamente liberado apds 6 horas, e que a eficiéncia de dissolucao é
dependente da concentracao do polimero, onde o aumento da concentragao implica
no maior controle de liberacdo do corticosteroide. Através da avaliacdo do
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mecanismo de liberacdo do farmaco, aplicando diferentes modelos matematicos,
observou-se indicios de que o aumento da concentracdo do polimero reduza a
penetracdo de agua no hidrogel, diminuindo a liberagéo dirigida pelo mecanismo de
difuséo, indicando que o menor relaxamento das cadeias do polissacarideo tende a
elevar o controle de liberagdo da triancinolona a partir dos hidrogéis de Deg®’-XG
(SIEPMANN; PEPPAS, 2001).

Sendo assim, para os experimentos posteriores foi selecionada a solucao
preparada na concentragdo de 3,0 % (m/V) de Deg®°-XG dada a menor temperatura
de transicdo sol-gel, e principalmente devido ao menor tempo requerido para
gelificacdo a 35 °C, e maior carater elastico, culminando em um maior potencial de
reducao dos efeitos pré-corneais na remocao da forma farmacéutica da superficie
ocular.

Diferentes proporgdes em volumes de solugdo 3,0 % (m/V) de Deg®’-
XG:Nanoemulsdo foram avaliadas reologicamente, e verificou-se que ha um
aumento da temperatura de transicdo sol-gel a medida que nanoemulsdo é
adicionada a solucao de polissacarideo, sendo que na proporcao de 1:1,50 (v/v) a
temperatura de transicdo foi elevada a 32,8 °C, enquanto sem adicdo da
nanoemulsdo a transicdo ocorria a 24,7 °C . O efeito da diluicdo da solucéo
polimérica devido a adi¢cao de diferentes volumes de nanoemulsédo afetou também o
tempo necessario para formacao do hidrogel a 35 °C, sendo que as amostras
preparadas na proporcao de 1:1 e 1:1,25 transitaram do estado sol para o estado gel
em aproximadamente 2 minutos, enquanto a amostra preparada na proporgéo 1:1,5
necessitou de aproximadamente de 4,5 minutos para gelificar.

Na sequéncia, a propriedade mucoadesivas dos sistemas propostos foi
avaliada através da avaliacao da sinergia reolégica entre a mucina e as formulacoes.
Sistemas mucoadesivos incorporados a suspensdes de mucina possuem a
capacidade de elevar a resisténcia a deformacdo quando comparando com a
suspensao de mucina e com a sistema mucoadesivos, separadamente. Para tanto,
propbs-se que este fendmeno, denominado sinergismo reolégico, pode ser uma
ferramenta importante para determinar a forca da interagdo mucoadesivas
(MADSEN; EBERTH; SMART, 1998). O sinergismo reoldgico foi evidenciado para
diferentes materiais mucoadesivos, sobretudo, avaliando as alteracdes no médulo

elastico (ou armazenamento) (G'), modulo viscoso (ou perda) (G"), e/ou na tangente
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de perda (tan d) dos sistemas, através da diferenca entre a somatdria dos
parametros do polimero e da mucina, com o parametro obtido através da andlise
reoldégica da mistura entre polimero e mucina, nas mesmas concentracoes
(MADSEN; EBERTH; SMART, 1998; RILEY et al.,, 2001; SRIAMOMSAK;
WATTANAKORN, 2008).

Neste trabalho fora avaliado, primeiramente o efeito da alteracdo do médulo
elastico (G") como parametro de avaliacdo do potencial mucoadesivos do hidrogel
de xiloglucana contendo nanoemulsdes. Quando avaliado o efeito da adi¢cdo de
nanoemulsdo na propriedade mucoadesiva, pode-se observar que a adicdo de
nanoemulsées reduziu gradativamente a mucoadesdo da solugdo de Deg®0-XG,
avaliada a 10 °C, possivelmente devido ao efeito de diluicdo da solucao polimérica.
No entanto, quando a mucoadeséo foi avaliada no estado gel, a 35 °C foi observada
uma elevacdo da mucoadesdo quando a nanoemulsdo foi adicionada até a
proporgéo solugédo 3,0 % (m/V) Deg®°-XG:Nanoemulsdo de 1:0,75 (v/v), seguido de
uma reducao quando a proporcao 1:1 (v/v) foi avaliada. No entanto, a proporcéao 1:1
apresentou propriedade mucoadesiva semelhante aquela observada nas solucoes
3,0 % (m/V) de Deg®%-XG na auséncia de nanoemulsdo. A subsequente adicdo de
nanoemulsao em maiores propor¢des levou a reducdo da mucoadesao do sistema.
Sendo assim, as amostras preparadas na proporcado 1:1 (v/v) foram selecionadas
para 0s ensaios de permeacao transcorneal.

A natureza viscoelastica das formulagdes, da mucina e da mistura entre as
formulagcbes e mucina também pdde ser avaliada através da tangente de perda (tan
0). A fim de avaliar os efeitos da adicdo de diferentes volumes de nanoemuls&o em
uma solucdo 3,0 % (m/V) de Deg®°-XG sobre a capacidade de interagcdo com a
mucina, a tan 6 foi utilizada como uma ferramenta de avaliacdo dos médulos elastico
e viscoso, simultaneamente. A Atan & foi calculada de acordo com a Equacgao 2,
como a diferenca entre a tan & obtida experimentalmente, na mistura da formulacao
com a mucina, com a somatéria da tan & obtida, separadamente, para a formulacao

e para a mucina.
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Atand = tands_, — (tan 8 + tan ) (2)

onde Atan d € a tangente de perda relativa a interagéo, tan &+m € a tangente
de perda obtida experimentalmente com a mistura entre formulacédo e mucina, tan o+

relativa a formulagao isoladamente, e tan dm a mucina.

Observa-se, na Figura 1, que independentemente do estado solugao ou gel
(10 ou 35 °C, respectivamente) as formulagbes apresem valores de Atan & < 0,
indicando que tan dtm < (tan &t + tan dm). A reducéo de tan &+m esta relacionada a
elevacdo de G' devido interagdo entre as cadeias de Deg®-XG e mucina. Um
aumento em G" também pode ser observado na mistura da formulacdo com a

mucina, no entanto este evento ocorre com menor magnitude.

Figura 1. Efeito da razdo volumétrica (v/v) entre uma solugcdo aquosa a 3.0% (m/V) de
Deg®%-XG e NETa sobre Atan 5 a 10 °C (-m-), e Atan 5 a 35 °C (—o-).

0 -

Atan
&

0.0 0.5 1.0 1.5
Deg®-XG:NE,, (1:x, V)
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Pode-se observar a medida que se aumenta o volume de nanoemulsédo
incorporado na solugdo de Deg®0-XG existe um aumento no valor de Atan J,
sobretudo quando a formulacéo é avaliada a 10 °C. Este fendmeno esta relacionado
ao efeito diluigdo provocagcdo pela aumento da fracdo volumétrica das
nanoemulsdes, que eleva o médulo viscoso de forma mais acentuada que o médulo
elastico, caracterizando uma reducéo da interagdo Deg®°-XG-mucina.

A 35 °C observa-se primeiramente uma reducao de Atan &, alcancando o
valor minimo quando a propor¢do de Deg®°-XG:NEta de 1:0.75 (v/v) foi empregada,
seguido de um leve aumento de Atan & com a incorporagdao de maiores propor¢des
de nanoemulsdes. A fim de comparar as curvas de Atan 6 a 10 e 35 °C foi realizada
analise de regressao linear excluindo os valores de Deg®0-XG, evitando que se force
a passagem pelo zero da curva, e pode-se obter para a temperatura de 10 °C uma
equacao da reta onde y = 0,5412x — 0,8829 (r = 0,9922); enquanto para a
temperatura de 35 °C a equagéao da reta foi y = 0,2236x — 1,0698 (r = 0,9862).
Através da correlacao linear pode-se inferir que o aumento da fragdo volumétrica de
nanoemulsdo incorporada a solugdo de Deg®0-XG reduz a elasticidade do sistema
no estado solucdo de forma mais acentuada que no estado hidrogel.

Os resultados observados através da avaliagdo de AG'relatvo € Atan o
corroboram evidenciando a existéncia de interacao entre a xiloglucana e a mucina, e
que esta interacao é dependente do volume de nanoemulsao adicionado ao sistema
Deg®-XG:NETa. Para tanto, a proporgéo volumétrica de solugdo aquosa 3 % (m/V)
de Deg®%-XG:NETa de 1:1 (v/v) foi selecionada, uma vez que é o sistema que permite
a incorporacdo da maior carga de nanoemulsdo mantendo a temperatura de
transicao sol-gel proxima a 30 °C, inferior a temperatura da superficie ocular,
mantendo tempo de gelificacdo a 35 °C proximo a 2 minutos, com propriedade
mucoadesivas semelhante ao hidrogel avaliado na auséncia de nanoemulsées.

Para avaliacdo das propriedades de permeacéao transcorneal da triancinolona
acetonida em modelo in vitro utilizando cérnea suina foram comparados os perfis da
nanoemulsdo, dos hidrogel preparado com 3 % (m/V) de Deg®°-XG, e o hidrogel
contendo nanoemulsdo na proporcdo volumétrica 1:1 (validacdo de metodologia
analitica apresentada no Apéndice l). Observou-se a nanoemulsdo proporcionou
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uma menor taxa de permeagdo transcorneal do farmaco. Aparentemente, a
xiloglucana aprimora o fluxo da triancinolona acetonida através da cornea, sendo
que a constante de permeacao (kp) € aumentada quando os hidrogéis contendo
nanoemulsdo sao avaliados, assim como o tempo de laténcia, provavelmente por
causa da necessidade do farmaco em ser liberado a nanoemulsdo e posteriormente
atravessar a barreira promovida pela matriz polimérica até alcancar a cérnea.

Sendo assim, os hidrogéis de Deg®°%-XG contendo nanoemulsio na proporgéo
1:1 (v/v) podem atuar promovendo a permeagao da triancinolona através da cornea
ao passo que exercem promogao da retencdo do farmaco no interior do tecido
corneal, atuando como um reservatorio para liberagéo controlada do farmaco para a
camara posterior. Desta forma, o sistema proposto permite a administracdo do
farmaco de forma eficiente na camara anterior do globo ocular, podendo ser utilizado
no tratamento de doengas como a uveite anterior, ao passo é promissor, também,
para o tratamento da uveite posterior. No entanto, ressalta-se a necessidade de
estudos mais detalhados de permeacdo ocular do sistema proposto, bem como
avaliacao em modelo in vivo de uveite para verificar o potencial terapéutico do

sistema desenvolvido.



CONSIDERACOES FINAIS
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e As nanoemulsdes contendo triancinolona acetonida foram satisfatoriamente
preparadas pelo método de emulsificacdo espontanea.

¢ O aumento do volume da fase oleosa, utilizando proporcdo volumétrica entre a
fase oleosa e a fase aquosa (FO:FA) de 1:3,3, apresentou a tendéncia de reduzir o
diametro das goticulas da nanoemulsdo, ao passo que proporcionou a formagao de
uma sistema menos polidisperso, além de conferir maior teor de triancinolona
acetonida as nanoemulsodes.

e O aumento da massa de 6leo utilizado no preparo das nanoemulsdes apresentou a
tendéncia de elevar o teor de farmaco nas nanoemulsbes, e a eficiéncia de
encapsulacao, provavelmente pela melhor solubilizagdo da triancinolona acetonida
nas goticulas da nanoemulsao.

e A concentracdo de lecitina de soja e de Poloxamer 188 parece possuir pouca
influéncia sobre as propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes. Porém,
nanoemulsdes preparadas com 20 mg de lecitina de soja tendem a apresentar
valores de teor e eficiéncia de encapsulagao levemente maiores.

¢ As nanoemulsées permaneceram estaveis frente ao armazenamento a 4 °C por
periodo igual a 150 dias, apresentando pouca ou nenhuma alteracdao das
propriedades fisico-quimica e de teor de farmaco.

¢ No entanto, as nanoemulsdes apresentaram fenébmeno de cremagem ap6és 90 dias
de armazenamento a 25 °C, indicando sua instabilidade frente a temperatura. As
nanoemulsdes preparadas com 20 mg de lecitina de soja apresentaram um aumento
mais pronunciado do didmetro das goticulas, enquanto o indice de polidispersao e o
potencial zeta de todas as formulagdes foi elevado ao longo do periodo de
armazenamento.

e Apesar da pouca variagao do teor de triancinolona acetonida durante o periodo de
armazenamento a 25 °C, pdde-se observar uma redugdo da eficiéncia de
encapsulacao a partir do 45° dia para as formulagdes preparadas com maiores
concentracdes de Poloxamer 188.

e As nanoemulsdes apresentaram rapida liberacao de triancinolona acetonida, com
mais de 80 % do farmaco liberado nas primeiras 2 horas. O aumento da
concentragao de lecitina de soja na fase oleosa tende a elevar a eficiéncia de
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dissolucdo das nanoemulsdes, possivelmente pela presenca de farmaco associado
na camada de tensoativo hidrofébico na superficie das goticulas.

¢ Neste sentido, a formulagdo NE ll2o0/1:3.3 parece ser mais promissora, sobretudo
por conciliar menor didmetro das goticulas, baixo indice de polidispersao, potencial
zeta adequado, e maiores indices de teor, eficiéncia de encapsulacao, e eficiéncia
de dissolugao da triancinolona acetonida.

e Utilizando a enzima B-galactosilase foi possivel, em um periodo de 32 horas,
remover aproximadamente 50 % dos residuos de laterais de galactose presentes na
xiloglucana, Deg®’-XG.

e Solugdes aquosas de Deg®0-XG apresentaram temperatura de transi¢cdo sol-gel
inversamente proporcionais a concentracdo do polimero em solucdo, sendo
reduzidas de 36,4 + 0,7 °C para 24,7 £ 0,1 °C quando a concentracéo é elevada de
1,5 % para 3,0 % (m/V), respectivamente.

e Com a avaliacdo do mecanismo de liberacdo de triancinolona acetonida a partir
dos hidrogéis de Deg®°-XG em diferentes concentracdes, pode-se verificar que com
0 aumento da concentragdo do polimero existe uma redugéo da difusdo do farmaco
a partir da matriz polimérica, e que a liberacao do farmaco parece ser mediada pelo
relaxamento das cadeias rigidas do polimero.

¢ O hidrogel termosensivel preparado na concentragao de 3,0 % (m/V) de Deg®°-XG
apresentou menor temperatura de transi¢ao sol-gel, formacao de gel mais rapida em
temperatura constante de 35 °C, maiores valores de modulo elastico, e maior
capacidade de controle de liberacéo da triancinolona acetonida.

ePara o preparo dos hidrogéis termosensiveis de xiloglucana contendo
nanoemulsdo foi utilizada a formulagdo NE ll2o0/1:3.3, incorporada em solugdes 3,0 %
(m/V) de Deg®°-XG.

e A adicdo de volumes diferentes de nanoemulsdo nas solugdes de Deg®’-XG elevou
a temperatura de transicéo sol-gel do sistema e o tempo requerido para formacgéao do
gel na temperatura de 35 °C. Sendo as amostras preparadas com a adicdo de
nanoemulsdes até proporgdes volumétricas de 1:1,25 de Solugéo 3,0 % (m/V) de
Deg®%-XG:Nanoemulsido apresentaram valores de temperatura de gelificagéo inferior
a 35 °C e tempo de gelificacdo adequado para retencdo da forma farmacéutica na
superficie do olho.
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¢ A adicdo de nanoemulsdo as solugdes de Deg®°-XG reduzem a mucoadesio no
estado solucéo (10 °C). No entanto, quando a mucoadeséo é avaliada no estado gel
(85 °C), a interacdo entre Deg®°-XG e a mucina é elevada. Razdes volumétricas de
Solugédo 3,0 % (m/V) de Deg®°-XG:Nanoemulsdo superiores a 1:1 (v/v) induzem a
reducdo da mucoadesao do gel, quando comparado com o hidrogel na auséncia de
nanoemulsao.

e Considerando as propriedades reoldgicas e o efeito sobre a mucoadesado da
Deg®%-XG, a proporcdo da Solugdo 3,0 % (m/V) de Deg®-XG:Nanoemulsdo 1:1 (v/v)
foi selecionada como o melhor sistema para liberagao de triancinolona acetonida.

e Comparando as propriedades de permeacao transcorneal da triancinolona
acetonida utilizando: (1) nanoemulsdo, (2) hidrogel de Deg®’-XG, e (3) hidrogel de
Deg®-XG:Nanoemulsdao 1:1 (v/v), observou-se que a Deg®-XG é capaz de
aprimorar o fluxo da triancinolona acetonida através da cérnea.

¢ A retencdo da triancinolona acetonida no interior do tecido corneal é aumentada
significativamente (p < 0,05) pela presenca da Deg®-XG, e maximizada quando o
hidrogel termosensivel contendo nanoemulsao é utilizado.

A capacidade de reter triancinolona acetonida no interior da cérnea pode ser de
grande importancia, primeiramente por proporcionar elevacao da concentracdo de
triancinolona na cérnea, podendo ser uma ferramenta interessante no tratamento de
uveite anterior. Adicionalmente, a retencao do farmaco na cornea pode proporcionar
a permeacgao controlada da triancinolona acetonida através do tecido, podendo ser
uma estratégia vantajosa para o tratamento de uveite posterior.

e As nanoemulsbes contendo triancinolona acetonida foram satisfatoriamente
preparadas pelo método de emulsificagao espontanea.

¢ O aumento do volume da fase oleosa, utilizando propor¢cdo volumétrica entre a
fase oleosa e a fase aquosa (FO:FA) de 1:3,3, apresentou a tendéncia de reduzir o
didmetro das goticulas da nanoemulsao, ao passo que proporcionou a formacéo de
uma sistema menos polidisperso, além de conferir maior teor de triancinolona
acetonida as nanoemulsdes.

e O aumento da massa de 6leo utilizado no preparo das nanoemulsdes apresentou a

tendéncia de elevar o teor de farmaco nas nanoemulsdes, e a eficiéncia de
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encapsulacdo, provavelmente pela melhor solubilizacdo da triancinolona acetonida
nas goticulas da nanoemulsao.

e A concentragdo de lecitina de soja e de Poloxamer 188 parece possuir pouca
influéncia sobre as propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes. Porém,
nanoemulsdes preparadas com 20 mg de lecitina de soja tendem a apresentar
valores de teor e eficiéncia de encapsulagao levemente maiores.

e As nanoemulsées permaneceram estaveis frente ao armazenamento a 4 °C por
periodo igual a 150 dias, apresentando pouca ou nenhuma alteracdo das
propriedades fisico-quimica e de teor de farmaco.

e No entanto, as nanoemulsdes apresentaram fenébmeno de cremagem apés 90 dias
de armazenamento a 25 °C, indicando sua instabilidade frente a temperatura. As
nanoemulsdes preparadas com 20 mg de lecitina de soja apresentaram um aumento
mais pronunciado do didmetro das goticulas, enquanto o indice de polidispersao e o
potencial zeta de todas as formulagdes foi elevado ao longo do periodo de
armazenamento.

e Apesar da pouca variagao do teor de triancinolona acetonida durante o periodo de
armazenamento a 25 °C, pbde-se observar uma reducdo da eficiéncia de
encapsulacdo a partir do 45° dia para as formulacbes preparadas com maiores
concentragdes de Poloxamer 188.

e As nanoemulsdes apresentaram rapida liberacao de triancinolona acetonida, com
mais de 80 % do farmaco liberado nas primeiras 2 horas. O aumento da
concentragdo de lecitina de soja na fase oleosa tende a elevar a eficiéncia de
dissolugdo das nanoemulsdes, possivelmente pela presenca de farmaco associado
na camada de tensoativo hidrofébico na superficie das goticulas.

¢ Neste sentido, a formulacdo NE ll2o0/1:3.3 parece ser mais promissora, sobretudo por
conciliar menor didmetro das goticulas, baixo indice de polidispersao, potencial zeta
adequado, e maiores indices de teor, eficiéncia de encapsulacdo, e eficiéncia de
dissolucdo da triancinolona acetonida.

e Utilizando a enzima B-galactosilase foi possivel, em um periodo de 32 horas,
remover aproximadamente 50 % dos residuos de laterais de galactose presentes na
xiloglucana, Deg®’-XG.

e Solugbes aquosas de Deg®0-XG apresentaram temperatura de transicido sol-gel

inversamente proporcionais a concentracdo do polimero em solucdo, sendo
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reduzidas de 36,4 + 0,7 °C para 24,7 = 0,1 °C quando a concentragéo é elevada de
1,5 % para 3,0 % (m/V), respectivamente.

e Com a avaliacdo do mecanismo de liberacdo de triancinolona acetonida a partir
dos hidrogéis de Deg®°-XG em diferentes concentracdes, pode-se verificar que com
0 aumento da concentragdo do polimero existe uma reducéo da difusdo do farmaco
a partir da matriz polimérica, e que a liberacao do farmaco parece ser mediada pelo
relaxamento das cadeias rigidas do polimero.

O hidrogel termosensivel preparado na concentragédo de 3,0 % (m/V) de Deg®°-XG
apresentou menor temperatura de transi¢ao sol-gel, formacao de gel mais rapida em
temperatura constante de 35 °C, maiores valores de mddulo elastico, e maior
capacidade de controle de liberagéo da triancinolona acetonida.

e Para o preparo dos hidrogéis termosensiveis de xiloglucana contendo
nanoemulsao foi utilizada a formulacdo NE ll200/1:3.3, incorporada em solu¢des 3,0 %
(m/V) de Deg®°-XG.

e A adicdo de volumes diferentes de nanoemulséo nas solucdes de Deg>°-XG elevou
a temperatura de transicéo sol-gel do sistema e o tempo requerido para formacgéo do
gel na temperatura de 35 °C. Sendo as amostras preparadas com a adicdo de
nanoemulsdes até proporcoes volumétricas de 1:1,25 de Solucdo 3,0 % (m/V) de
Deg®-XG:Nanoemulsio apresentaram valores de temperatura de gelificagao inferior
a 35 °C e tempo de gelificacdo adequado para retencdo da forma farmacéutica na
superficie do olho.

e A adicdo de nanoemulsédo as solugdes de Deg®%-XG reduzem a mucoadeséo no
estado solugéo (10 °C). No entanto, quando a mucoadeséo é avaliada no estado gel
(35 °C), a interagédo entre Deg®°-XG e a mucina é elevada. Razdes volumétricas de
Solugdo 3,0 % (m/V) de Deg®°-XG:Nanoemulsdo superiores a 1:1 (v/v) induzem a
reducdo da mucoadesao do gel, quando comparado com o hidrogel na auséncia de
nanoemulsao.

e Considerando as propriedades reoldgicas e o efeito sobre a mucoadesio da Deg®°-
XG, a proporcdo da Solugdo 3,0 % (m/V) de Deg°°-XG:Nanoemulsdo 1:1 (v/v) foi
selecionada como o melhor sistema para liberagao de triancinolona acetonida.
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e Comparando as propriedades de permeacdo transcorneal da triancinolona
acetonida utilizando: (1) nanoemulsao, (2) hidrogel de Deg®°-XG, e (3) hidrogel de
Deg®-XG:Nanoemulsdao 1:1 (v/v), observou-se que a Deg®-XG é capaz de
aprimorar o fluxo da triancinolona acetonida através da cérnea.

¢ A retencdo da triancinolona acetonida no interior do tecido corneal é aumentada
significativamente (p < 0,05) pela presenca da Deg®-XG, e maximizada quando o
hidrogel termosensivel contendo nanoemulsao é utilizado.

¢ A capacidade de reter triancinolona acetonida no interior da cérnea pode ser de
grande importancia, primeiramente por proporcionar elevagdo da concentragdo de
triancinolona na cérnea, podendo ser uma ferramenta interessante no tratamento de
uveite anterior. Adicionalmente, a retencao do farmaco na cérnea pode proporcionar
a permeacgao controlada da triancinolona acetonida através do tecido, podendo ser
uma estratégia vantajosa para o tratamento de uveite posterior.



APENDICE A - VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA
QUANTIFICACAO DE TRIANCINOLONA ACETONIDA
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Visando determinar quantitativamente a triancinolona acetonida para os
ensaio de teor de TA nas nanoemulsoées, ensaio de dissolucdo da TA a partir das
nanoemulsdes e a partir dos hidrogéis termosensiveis de xiloglucana, ensaio de
permeagao transcorneal, e determinacdo do percentual de TA retido no interior do
tecido corneal, validagbes do método analitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia foram realizadas conforme descrito na RE n® 899/2003 (ANVISA, 2003) e
no guia Q2(1R) (ICH, 2005), considerando os parametros de especificidade,
linearidade, limites de quantificacao e deteccgao, precisao, exatidao e robustez.

Devido diferengca nas caracteristicas analiticas, dois métodos foram
validados para determinag&o da triancinolona acetonida, sendo apresentados como
Método | e Método II. O Método | visa quantificar a TA quando o solvente acetonitrila
€ empregado, ou seja, nos ensaios de teor de farmaco nas nanoemulsdées e no
percentual de triancinolona acetonida retido no interior da cornea apds ensaio de
permeagdo transcorneal. Enquanto o Método Il objetiva contemplar as
concentracdes e as condicdes encontradas nos ensaios de liberacao in vitro da TA,
bem como a permeacao transcorneal do farmaco, utilizando como diluente o tampao

lacrimal simulado, pH 7,4, contendo 0,5 % (m/V) de laurilsulfato de sédio.
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1 METODO |

1.1 METODOLOGIA

1.1.1 Condicao cromatografica

As andlises foram realizadas utilizando cromatografo liquido de alta
eficiéncia PerkinElmer Series 200, hifenizado com detector UV, utilizando
comprimento de onda de 240 nm. Para a metodologia analitica, que contempla os
ensaios de teor e retencao de triancinolona acetonida no interior do tecido corneal,
as amostras foram injetadas a um volume de 10 L, eluindo com fase movel
isocratica composta de acetonitrila:agua (6:4, v/v), utilizando fluxo de 1,0 mL/min,
através de uma coluna de fase reversa C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym) e de uma pré-

coluna C18. Para todas as analises, acetonitrila foi utilizada como diluente.

1.1.2 Especificidade

Para determinacdo da especificidade foram avaliados: diluente; extrato da
nanoemulsdo branca, extrato de cérnea suina, solucao padrdo de triancinolona
acetonida, extrato da nanoemulsao contendo triancinolona acetonida, e extrato da
cornea suina contendo triancinolona acetonida incorporada. Nenhum sinal
cromatografico com area de pico superior a 0,5 % a area do pico da triancinolona
acetonida foi tolerado.

Para extragdo da triancinolona acetonida das nanoemulsées, uma aliquota
de 1 mL dos carreadores foi adicionado 2 mL de acetonitrila, e a extragdo foi
realizada por agitagdo magneética durante 30 minutos. Posteriormente as solucdes
foram filtradas em membrana de PVDF com tamanho de poro de 0,45 pym e
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Para extracdo do farmaco retido no tecido corneal, uma cérnea foi rasurada,

adicionada em 5 mL de acetonitrila e submetida a extracdo sob agitacdo magnética
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durante 1 hora. Entdo as solugdes foram filtradas em membrana de PVDF com
tamanho de poro de 0,45 um e analisadas.

1.1.3 Linearidade e Limites de quantificacao e de deteccao

Para avaliacdo da linearidade do método foram preparadas solugdes, em
triplicata, nas concentragbes de 1,0, 2,5, 50; 10,0, e 150 pg/mL utilizando
acetonitrila como diluente. As solugbes foram injetadas conforme descrito
anteriormente. A linearidade e a equacdo da reta foram determinadas através da
analise de regressao linear. As andlises de teste F e teste de Cochran foram
realizadas para determinacao da significancia da regressdo e da homocedasticidade
dos residuos, respectivamente. Os critérios de aceitagdo foram r > 0,99, e desvio
padrao relativo entre os coeficientes linear e angular da equacéo da reta iguais ou
inferiores a 20 % (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Utilizando as equacgdes de reta calculadas através da regressao linear para
cada uma das trés curvas realizadas, foramo calculados os limites de quantificacdo e

deteccgao através das Equacdes 1 e 2, respectivamente.

_ 10s, (1)
B AE‘A
3.35¢; (2)
LD =
ﬂﬂ'..ﬁ

onde scL € o desvio padrédo do coeficiente linear, e Aca o coeficiente angular médio

das curvas de calibragao.
1.1.4 Precisao
A precisdo foi avaliada quanto a repetibilidade e precisdo intermediaria. A

repetibilidade foi avaliada através do preparo de solugdes obtidas com a extracdo da

triancinolona acetonida a partir da nanoemulséo e da cornea suina. Cada amostra
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foi preparada em sextuplicata (n = 6). Para avaliagdo da precisao intermediaria, trés
amostras de cada um dos testes foram analisadas em trés dias distintos. O método
foi considerado preciso quando o desvio padrao relativo (DPR %) for igual ou inferior
a5 % (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

1.1.5 Exatidao

Para realizacdo do ensaio de exatidao, foi realizado o processo de extracao
utilizando nanoemulsdo branca, e cérnea suina fresca, as respectivas amostras
foram adicionadas aliquotas de uma solugéo estoque 100 ug/mL de triancinolona
acetonida em trés niveis; baixo, culminando em uma concentracdo final de 2,5
pg/mL; médio, concentracdo final de 5,0 pyg/mL; e alto com concentracao final de
10,0 ug/mL. As solugdes foram preparadas em ftriplicata e o resultado expresso
como recuperagao da triancinolona acetonida, devendo permanecer na faixa de 90 a
110 % (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

1.1.6 Robustez

Para o ensaio de robustez, trés amostras preparadas conforme descrito no
parametro de precisdo, amostras de triancinolona acetonida extraida a parti de
nanoemulsées e a partir da coérnea suina, foram avaliadas em triplicata, com
alteracées dos parametros cromatograficos listados na Tabela 1. Para tanto, o
desvio padrao relativo ndo deve ser superior a 5 % para ambas amostras (BRASIL,
2003; ICH, 2005).
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Tabela 1 — Parametros cromatograficos avaliados para determinagdo da robustez do
método.

Parametro Avaliado Nivel

55:45 (v/v)
Composicao da Fase Moével 60:40 (v/v)
65:35 (V/v)

0,9 mL/min
Fluxo da Fase Mével 1,0 mL/min
1,1 mL/min

230 nm
Comprimento de Onda 240 nm

250 nm

1.2 RESULTADOS

1.2.1 Especificidade

Para determinar a especificidade do método, os cromatogramas do diluente,
extrato de nanoemulsdo branca, extrato de cérnea fresca, solucdo padrdao de TA,
extrato de nanoemulsdo contendo farmaco e cérnea contendo TA retida foram
sobrepostos (Figura 1). Observa-se que o0 método é especifico, uma vez que ndo ha
interferéncia préximo ao tempo de retencdo da TA quando avaliadas as solugdes na
auséncia do farmaco, sendo assim, o0s constituintes da formulagdo das
nanoemulsdes, bem como compostos que possas ser co-extraidos a partir da cérnea

suina nédo interferem na avaliagao cromatografica da TA nas condi¢des avaliadas.
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Figura 1 - Sobreposicdo dos cromatograma das: (A) Diluente; (B) Extragdo da
nanoemulsao branca; (C) Extracdo da cornea fresca; (D) Solugao padrao de triancinolona
acetonida; (E) Extracdo da nanoemulsao contendo triancinolona acetonida; e (F) Extracao
da cdrnea contendo triancinolona acetonida retida.
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1.2.2 Linearidade e limites de quantificacao e de deteccao

A Figura 2 apresenta a curva de calibracdo obtida para a triancinolona
acetonida, cuja equacéo da reta é y = 17562x — 2069,8. Pode-se observar que o
intervalo entre as concentragdes de 1,0 a 15,0 yg/mL apresenta linearidade, uma
vez que o valor do coeficiente de correlacao (r) € superior a 0,99. Verificou-se, ainda,
a significancia da correlacdo, onde Fcaiculado > Feritico (5398,15 > 3,136), e que os
residuos se distribuem aleatoriamente, onde Cecaiculado < Ceritico (0,1985 < 0,6838),
garantindo homocedasticidade. Os limites de quantificacdo e de detecgdao também

foram calculados, correspondendo a 0,20 e 0,06 ug/mL, respectivamente.
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Figura 2 — Curva de calibragédo de triancinolona acetonida.
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1.2.3 Precisao
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Nas Tabelas 2 e 3 pode-se observar que tanto as amostras de nanoemulsao

quanto as amostras de triancinolona acetonida extraida da cornea suina o método

se mostrou preciso, apresentando desvio padrao relativo (DPR%) inferior a 5,0 %

para os ensaios de repetibilidade e precisado intermediaria.

Tabela 2 — Resultados obtidos na avaliagao da repetibilidade do método cromatografico para
determinacdo da triancinolona acetonida.

Repeticoes Nanoemulsao Cérnea suina
Concentracao Média DPR | Concentracao Meédia DPR
(pg/mL) (%) (pg/mL) (%)
1 1,37 1,54
2 1,39 1,51
3 1,34 1,55
4 136 1,37 1,26 153 1,54 1,32
5 1,37 1,55
6 1,38 1,57
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Tabela 3. Resultados obtidos na avaliagdo da precisdo intermediaria do método
cromatografico para determinacao da triancinolona acetonida.

Dia Nanoemulsao Coérnea
Concentracao DPR Concentracao DPR
(ug/mL) (%) (ng/mL) (%)
1 1,36 £ 0,02 1,47 1,56 + 0,02 1,29
2 1,35+ 0,03 2,22 1,54 + 0,01 0,65
3 1,37 £ 0,01 0,73 1,55 £ 0,03 1,94

1.2.4 Exatidao

A Tabela 4 apresenta os valores de recuperacao da triancinolona acetonida
adicionada a amostra branca de nanoemulsdo e a cérnea suina fresca. Todos os

valores permaneceram na faixa de 95 a 105%, evidenciando a exatidao do método.

Tabela 4 — Recuperacdo da triancinolona acetonida apdés contaminacdo da amostra de
branca de nanoemulsédo e a amostra de cérnea suina fresca.

Concentracao Concentracao
tedrica de experimental de Recuperaca
triancinolona triancinolona o Média (%)
acetonida (ug/mL) acetonida (ug/mL)
2,50 2,48 99,20
Nanoemulsao 5,00 5,01 100,20
10,00 9,98 99,80
2,50 2,51 100,40
Cornea 5,00 4,98 99,60
10,00 10,01 100,10

1.2.5 Robustez

Para avaliacdo da robustez do método analitico trés parametros de analise
foram variados: proporgéo volumétrica entre os componentes da fase movel, fluxo da
fase movel e comprimento de onda. Como observado na Tabela 5, verifica-se que o
método de analitico é robusto para quantificacao do teor de triancinolona acetonida
nas nanoemulsées e do teor de farmaco retido na cérnea, apresentando DPR

inferior a 5%.
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Tabela 5 — Resultados obtidos na avaliacdo da robustez do método de quantificacdo da
triancinolona acetonida por HPLC.

Variacao Nanoemulsao Coérnea

Concentracao DPR (%) Concentracao DPR (%)

(ug/mL)? (ng/mL)?
Composicdo 55:45 1,33 1,51 1,58 1,19
da Fase 60:40 1,37 1,26 1,54 1,32
Movel (v/v)  g5:35 1,36 1,44 1,50 1,77
Fluxo da 0,9 1,36 1,51 1,53 1,38
Fase Movel 1,0 1,37 1,26 1,54 1,32
(mL/min.) 1,1 1,35 1,33 1,54 1,21
Comprimento 230 1,32 1,63 1,49 1,57
de onda (nm) 240 1,37 1,26 1,54 1,32
250 1,35 1,81 1,61 1,44

1.3 CONCLUSOES

A partir do exposto acima, verifica-se que o método proposto por
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi validado, demonstrando-se especifico,
linear, preciso, exato e robusto, se mostrando adequado para quantificar a

triancinolona acetonida contida no interior da cérnea suina ou da nanoemulso.
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2 METODO I

2.1 METODOLOGIA

2.1.1 Condicao cromatografica

As andlises foram realizadas utilizando cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia PerkinElmer Series 200, com coluna de fase reversa C18 (150 x 4,6 mm, 5
Mm) acoplada a uma pré-coluna C18. A fase mével foi composta de uma mistura de
acetonitrila:agua (6:4, v/v), de forma isocratica, com fluxo de 1,0 mL/min e detector
UV com comprimento de onda de 240 nm. As amostras foram injetadas com
volumes de 20 pyL e uma solugdo 0,5 % (m/V) de laurilsulfato de sédio em tampéo

lacrimal simulado, pH 7,4 foi utilizada como diluente.

2.1.2 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da inje¢do do diluente,
extrato da cérnea suina no diluente, solugcdo padrdo de triancinolona acetonida em
diluente (padrdo para ensaio de dissolucédo), solucdo padrdao de triancinolona
acetonida preparada no diluente contendo extrato da cérnea suina (padréo para
ensaio de permeacado transcorneal), solucdo amostra do meio de liberacdo das
nanoemulsées, e solugdo de triancinolona acetonida permeada através da cérnea
suina utilizando amostra de Deg®°-XG:NEta. Nenhum sinal cromatogréafico com area
de pico superior a 0,5 % a area do pico da triancinolona acetonida é tolerado.

Para preparo do extrato de cdérnea suina em diluente, a cérnea suina foi
rasurada e adicionada a 5 mL de solugédo 0,5 % (m/V) de laurilsulfato de sédio em
solugdo lacrimal simulada pH 7,4, e a extracdo realizada com auxilio de sonda
ultrassénica UP 200 S utilizando amplitude de 60 % durante 3 minutos sob banho de
gelo. Posteriormente as solucdes foram filtradas em membrana de acetato de
celulose com tamanho de poro de 0,45 ym e analisadas cromatograficamente.
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2.1.3 Linearidade e limites de quantificacao e de deteccao

Para determinacdo da linearidade foram preparadas solucdes, em triplicata,
nas concentragdes de 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; e 1,00 pg/mL em solug¢édo 0,5 % (m/V)
de laurilsulfato de sédio em solug¢édo lacrimal simulada pH 7,4. As solugdes foram
injetadas conforme descrito anteriormente e analise de regressao linear foi realizada
para determinar a linearidade da resposta area do pico em funcao da concentragao
de triancinolona acetonida nas solucées. As anadlises de teste F e teste de Cochran
foram realizadas para determinagdo da significancia da regressdo e da
homocedasticidade dos residuos, respectivamente.

Utilizando as equacdes de reta calculadas através da regressao linear para
cada uma das trés curvas realizadas, foram determinados os limites de quantificacao

e deteccao conforme descrito anteriormente (Equacbes 1 e 2).

2.1.4 Precisao

A precisao foi avaliada quanto a repetibilidade e precisdo intermediaria. A
repetibilidade foi avaliada através do preparo de solu¢des obtidas com a solucao de
triancinolona acetonida liberada a partir do farmaco livre e do farmaco permeado a
partir da amostra de Deg®°-XG:NETa em sextuplicata (n = 6). Para avaliagdo da
precisdo intermediaria, trés amostras de cada um dos testes foram analisadas em
trés dias distintos (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

2.1.5 Exatidao

Para realizagdo do ensaio de exatiddo, o meio de dissolucdo e 0 meio
aceptor do ensaio de permeacgado transcorneal foram contaminados triancinolona
acetonida de modo a obter solugdes nas concentragdes de 0,25; 0,50; e 0,75 pg/m,
conferindo os niveis baixo, médio e alto, respectivamente. As solugbes foram
preparadas em triplicata e o resultado expresso como recuperagao da triancinolona
acetonida, devendo permanecer na faixa de 90 a 110 % para que o método seja
considerado exato (BRASIL, 2003; ICH, 2005).
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2.1.6 Robustez

Para o ensaio de robustez, trés amostras preparadas conforme descrito no
parametro de precisdo, foram avaliadas em ftriplicata. Trés parametros
cromatograficos foram alterados em trés niveis (Tabela 6), e 0 método considerado
robusto quando o desvio padrao relativo fora inferior a 5 % para ambas as amostras
(BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Tabela 6 — Parametros cromatograficos avaliados para determinacdo da robustez do
método.

Parametro Avaliado Nivel

55:45 (v/v)
Composicao da Fase Moével 60:40 (v/v)
65:35 (v/v)

0,9 mL/min
Fluxo da Fase Mével 1,0 mL/min
1,1 mL/min

230 nm
Comprimento de Onda 240 nm
250 nm

2.2 RESULTADOS

2.2.1 Especificidade

A Figura 3 apresenta a sobreposi¢cao dos cromatograma obtidos a partir da
analise do diluente, extrato da cérnea suina no diluente, solugdo padrdao de
triancinolona acetonida em diluente, solucdo padrdo de triancinolona acetonida
preparada no diluente contendo extrato da cornea suina, solugdo amostra do meio
de liberacdo das nanoemulsdes, e solucdo de triancinolona acetonida permeada
através da cérnea suina utilizando amostra de Deg®°-XG:NEta. Observa-se que o
método € especifico, uma vez que nao ha interferéncia préximo ao tempo de
retencédo do farmaco quando avaliadas as solugdes na auséncia do farmaco. Logo, o
método se apresenta especifico para a quantificacao de TA.
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Figura 3 — Sobreposicdo dos cromatograma das: (A) Diluente; (B) Extrato da cérnea suina
no diluente; (C) Solugédo padrao de triancinolona acetonida em diluente; (D) Solugéao padrao
de triancinolona acetonida preparada no diluente contendo extrato da cérnea suina; (E)
Solucdo amostra do meio de liberagdo das nanoemulsdes; e (F) Solugdo de triancinolona
acetonida permeada através da cornea suina utilizando amostra de Deg®°-XG:NEra.
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2.2.2 Linearidade e limites de quantificacao e de deteccao

A Figura 4 apresenta a curva de calibracdo obtida para a triancinolona
acetonida, pode-se observar que o intervalo entre as concentragées de 0,10 a 1,00
Mg/mL apresenta linearidade, uma vez que o valor do coeficiente de correlagao (r) é
superior a 0,99, e com equacao da reta y = 103722x — 3620. Verificou-se, ainda, a
significancia da correlagdo, onde Fcaiculado > Feritico (11282,28 > 3,136), € que os
residuos se distribuem aleatoriamente, onde Cecalculado < Ceritico (0,6317 < 0,6838),
garantindo homocedasticidade. Os limites de quantificacdo e de detecgdao também
foram calculados, correspondendo a 0,07 e 0,02 pg/mL, respectivamente. Logo

verifica-se que o método apresenta-se linear para o intervalo analisado, € com
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limites de quantificacdo adequados para determinar TA durante os ensaios de

liberacao in vitro e de permeacao transcorneal.

Figura 4 — Curva de calibracédo de triancinolona acetonida.
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2.2.3 Precisao

Nas Tabelas 7 e 8 observa-se que o método cromatografico apresentou
desvio padrao relativo inferior a 5,0 % para os ensaios de precisao intermediaria e
repetibilidade quando as amostras de solucédo de triancinolona acetonida em meio
de dissolucao e daquela permeada a partir dos hidrogéis termosensiveis contendo
nanoemulsdo foram analisadas. Logo o método pode ser considerado preciso para

quantificacdo do farmaco nos ensaios de liberacdo in vitro e permeacao

transcorneal.

2.2.4 Exatidao

A Tabela 9 apresenta os valores de recuperacao da triancinolona acetonida

adicionada ao meio de dissolugdo e ao meio aceptor do ensaio de permeacgao
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transcorneal. Todos os valores permaneceram na faixa de 90 a 110 %, evidenciando
a exatiddo do método para determinacdo da concentracdo de TA no intervalo

avaliado.

Tabela 7 — Resultados obtidos na avaliagdo da precisdo intermediaria do método
cromatografico para determinacao da triancinolona acetonida.

Dia Dissolucao Permeacao Transcorneal
Concentracao DPR Concentracao DPR
(ng/mL) (%) (ug/mL) (%)
1 0,10 £ 0,01 0,10 £ 0,01
2 0,10 £ 0,01 3,93 0,10 £ 0,01 4,66
3 0,10 £ 0,01 0,10 £0,02

Tabela 8 — Resultados obtidos na avaliagao da repetibilidade do método cromatografico para
determinacdo da triancinolona acetonida.

Repeticoes Dissolucao Permeacao Transcorneal
Concentracao Média DPR | Concentracao Média DPR
(pg/mL) (%) (pg/mL) (%)
1 0,10 0,09
2 0,10 0,10
3 0,10 0,10
4 0.10 0,10 4,02 0.10 0,10 4,16
5 0,11 0,10
6 0,10 0,10

2.2.5 Robustez

Para avaliagdo da robustez do método analitico trés pardmetros de analise
foram variados: proporgao volumétrica entre os componentes da fase moével, fluxo da
fase movel e comprimento de onda. Como observado na Tabela 10, verifica-se que o
método de analitico se apresenta robusto para quantificacdo de triancinolona
acetonida nos meios de dissolucdo e aceptor para o ensaio de permeacgao
transcorneal, apresentando valores de DPR% inferiores a 5,0 %.

2.3 CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos a partir dos parametros de validagao

avaliados, verifica-se que o0 método desenvolvido é especifico, linear, preciso, exato
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e robusto, se mostrando adequado para quantificar a triancinolona acetonida nos

ensaios de perfil de dissolucao e de permeacgao transcorneal.

Tabela 9 — Recuperacdo da triancinolona acetonida apds contaminagcdo da amostra de
branca de nanoemulsédo e a amostra de cérnea suina fresca.

Concentracao Concentracao
tedrica de experimental de Recuperacao
triancinolona triancinolona Média (%)
acetonida (ug/mL) acetonida (ug/mL)

Meio de 0,25 0,25 99,56
dissolucdo 0,50 0,50 100,60
0,75 0,75 99,60
Meio aceptor do 0,25 0,25 98,80
ensaio de 0,50 0,50 99,34
permeacao 0,75 0,75 100,04

Tabela 10. Resultados obtidos na avaliacdo da robustez do método de quantificacdo da
triancinolona acetonida por HPLC.

Variacao Dissolucao Permeacao Transcorneal
Concentracao DPR (%) Concentracao DPR (%)
(ng/mL)? (ng/mL)?
Composicdo 95:45 0,10 4,16 0,10 4,98
daFase  60:40 0,10 3,93 0,10 4,66
Movel (v/v)  65:35 0,10 4,15 0,10 4,34
Fluxo da 0,9 0,10 4,14 0,10 4,88
Fase Mf3VG| 1,0 0,10 3,93 0,10 4,66
(mL/min.) 1,1 0,10 4,07 0,10 4,93
Comprimento 230 0,10 4,34 0,10 3,37
de onda (nm) 240 0,10 3,93 0,10 4,66
250 0,10 3,23 0,10 4,76
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