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nanométrico encapsulando tempol para uso nas
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COMPOSICAO E FORMULACAO FARMACEUTICA PARA TRATAMENTO
OCULAR NAO INVASIVO, E SEUS USOS

Campo da invengdo:

1] A presente invencao trata de
uma  composicdo e formulacéo farmacéutica para prevencao e
tratvamento ocular nao invasivo, sendo a invencio aplicada na
medicina, mais especificamente no campo da oftalmologia. E
um-obieto adicional o uso.

Fundamentos da invencdo:

(27 Os tratamentos atuais disponiveis para &
retinopatia diabética (RD) S8 invasivos; COmo a
fotocoagulacdo a laser, injegdes intravitrea de drogas anti~-
angiogénicas e vitrectomia. No entantc a formulagac de um
colirioc que seja capaz de permear as barreiras oculares
atingindo @& retina, ‘prevenindo ou até nmesmo tratando as
altera¢des causadas pela RD se faz necessario.

(31 O documento JP2011246464A apresenta uma composicao
de lipossomas . -altamente estaveis e capazes de carrear
geguramente um farmaco para ¢ segmento posterior do olho, na
forma farmacéutica de colirio. Esses lipossomas devem ter os
seguintes componentes funcionais: um fosfolipidic estrutural
de alta  temperatura de transicac  de fages, - (gel=liguido
cristalino) uma - substancia gue . reforce . a  membrana
Lipossomal, & —um composto o selante gue & farmaco nac
esteroidal com acdo antinflamatdria. Os lipossomas possuenm
didmetro médio mencr ou lgual & 1 micrometro ou podem ser
cobertos com um polimero e/ou conterem composto carregado
positiva ou negativamente sobre a superficie. Cbserve-se gue
na tecnologia descrita no mencionado documento, O Processc
de producac dos lipossomas nao € escalonavel, o gue nao
gararte gue as  proprisedades seiam mantidas cguando se

necessitar produzir maiores volumes, mesmo para ensalos pré-




clinicos. A inven¢do proposta apresenta como uma primeira
vantagem o fato da composicado lipossomal ser mais sinmples;
compreendendo somente um componente sendo o processo de
preparacac dos lipossomas simples e escalonavel, passivel de
implementacao no setor industrial. Além disso, o uso toépico
do tempol nanocestruturado em lipossomas de EPC. + Tempol nas
fases precoces da RD e o©s experimentos - funcionais e
hWistoldgices em modelo de RD experimental comprovam o efelito
protetor na retina.

[4] 0 ‘documento US2011/0008421A1 trata de lipossomas
rigidos, compostos o de L trés . iclasses o de  comporentes:
fosfolipidio estrutural, substancia com carga negativa e
substancia reforcadora da membrana lipossomal. A cldasse de
fosfolipidio, compreende rno minimo 1 fosfolipidio de 127a 18
dtomos de carbono. A substéncia veforcadora deve  ter um
esgueleto esteroidal. A estrutura o lipossomal deve  ter
temperatura de transic¢do de fases (gel-liguido cristalino)
maior que 20°C, e didmetro médio sub-micrométrico (igual ou
inferior -a 600nm). - 0s lipossomas também sdo capazes de
éncapsular férmacos hidrofilicos ou hidrofdbicos ‘gara o
tratamento de varias doengas. A tecnologia baseia-se no fato
de gue; o para-catinglr oo segmento posterior: daiolhoy a8
estrutura dos lipossomas deve ser rigida. Bao estabelecidas
uma medida de rigidez e uma faixa ampla aceitavel que €
funcdo da altura da particula adsorvida sobre o substrato e
do  diametro médio da particula. Essas propriedades §ao
dependentes da o composicdo. gdos lipossomas. A cforma
farmacéutica @ a de gotas para instilacdo nos olhos
(colirio). Ressalte-se que o processo de produgao. dos
iipossomas nao € escalonavel, o gue ndogarante gue as
propriedades sejam mantidas quando se necessitar produzir

maiores volumes, mesmo para ensaios pré-clinicos. A invengdo



proposta apresenta como vantagem o fato de compreender uma
composicdo lipossomal mais simples com somente um componerite
(EPC) gue, por possulr baixa temperatura de transicao de
fases, produz lipossomas flexiveis sendo © processo de
preparacdo dos lipossomas simples e escalonavel, passivel de
implementacdo no setor industrial,

[5] O documento US2013/216606A1 descreve formulacdes
de lipossomas para tratamento ocular cuja doenca é glaucoma.
Os “lipossomas sdc compostos de no minimo -um lipidio, um
esterol, um-esfingolipidio, 'dentre outros lipidios, e um
composto da classe das prostaglandinas cuja funcao & diminuir
g presgsdo intracculaer. 08 lipossomas sd0 do tipo SuUVs . bu
LUVs, cuja faixa de tamanhos val de 20 a 300nm. A formulacdo
pode conter um ou varios lipidios. Ressalte-se que 05
lipossomas restringem-se ao transporte de composto do tipo
prostaglandina e dibera-lo  de modo “sustentado. Ainda, ©
processo de producdo dog lipossomas ndo & escalonavel, néo
garantindo gue as propriedades sejam o mantidas guando se
necessitar produzir maiores volumes, mesmo para ensaios pré-
clinicos. A invencdo proposta difere do citado documento
tanto na composicao lipidica (a invencdoc usa somente EPC
como lipidio}, quante no farmaco encapsulado e na doenca a
ser tratada. Os lipossomis da presente invencdo carrean o
farmaco Tempol cuja funcao & a de proteger a retina atraves
da prevencdo do estresse oxidativo nas fases precoces da
retinopatia diabética (RD). A proposta invencado diferencia-
se, ainda, pois ¢ processo de producdo dos lipossomas €
controlado e escalonavel, o gue significa ser passivel de
transposicdo de escala para maiores volumes, mantendo as
propriedades dos lipossomas. A transposicac de escala
facilita a implementacéo do processo no setor industirial,

(6] O documento WOZ005 /05132842 se reftere a
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administracdo direta aos olhos  (injetaveils, colirios,
inserts, lentes de contato, gel e outras formag liguidas) de
hidrogilaminas  {derivados de ‘nitréxidos) o para doencas
oftalmologicas tals como degeneracdo macular relacionada a
idade (DMRIL),; wulautoma, retincpatiag, uveites, entre outras.
E defendido que as hidroxilaminas séo preferiveis aos
nityoxidos como agentes terapduticos baseados na auséncia de
tpxicidade. A dnvencao oproposta difere  do o documento
mencionado principalmente pelo fato de utilizar o tempol na
forma oxidada e nao reduzida (Tempol-H) nanocestruturado na
prevengdo o dos osintomas precoces da cRDy o Alémo disso, A
tecnologia proposta possul & vantagem de nhdo ger um método
invasivo para os pacientes.

{71 O documento UST825134 apresenta uma formulacac de
colirio com hidroxilaminas (Tempol~H) para o tratamento
principalmente de catatrata, - mas também -abrange . outras
desordens oculares como DMRI, retinopatias; glaucoma, entre
outras. A tecnologia proposta é mals simples uma vez gue néo
houve g necessidade de reduzir o “tempol, Além disso, &
incorporacac do farmaco em nanoparticulas auxilia ‘a sua
penetracio ocular.

(8] Seria util se o estado da técnica propusesse uma
composigdo e formulagado farmacéutica que fosse capaz de
prevenir e tratar de forma ndoc invasiva compreendendo tempol
oxidado e EPC,

Breve descrigdo da invengado:

[9] A presente invencao trata de
uma composicdo e formulacdo farmacéutica para prevencaop e

tratamento oculay ndo invasivo, sendo a invencédo aplicada na

oy

medicina, mais especificamente no campo da oftalmologia. E
um objetd adicional o uso.

[10] Boocomposicao farmacéutica goular conpreende o
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seguintes componentes:

- tempol oxidado com concentracdo de 1mM encapsulado em
lipossomas convencionais  flexiveis com didmetro. medio
varidvel entre 50 e 200nhm, preferencialmente entre 50 e
100rim; compreenden - fosfolipidios - com o temperatura de
transicdc de - fases abaixo . da temperatura = corpdrea,
preferencialmente fosfatidileolinag fa o GV {(ERC) oM
concentracio variavel entre 1 & 20mM, preferencialmente 2mi;

~yeiculo composto de solucdoe salina.

Ly A formulacap preferencisl compreandeas

~ tempol oxidadd com.oconcentracé&o de ImMoem  lipossomas
convenciongis flexivels —com o didmetro medio - de 60 nm,
compreendenm fosfatidilcoling de ovo (EPC) ‘com concentracdo
de 2 omMy e

“isolucdo salina g.8:p.

Breve descricdo das figuras:

F12] - Figura lr Esguema do aparato experimental ‘para &
producac de lipossomas pré-formados por meio de processo gue
utiliza agitacdo mecédnica de alto nivel de cisalhamento,
gendo 1) reservatorio contende suspensao lipidica (EPC)y 2
bomba peristaltica; 3) tangue contendo tempol diluido em
gsolucao salinay 4) agitador mecanico-do tipo Ultra-Turrax®.

[13} Figura 2: Teste de citotoxicidade do tempol nas
concentracbes de. 1= 10mM na linhagem celular humana do

epitélio pigmentado da retina (ARPE-19) realizado atraves do

o

método de thiazolyl blue tetrazolium bromide (MIT) apds 7.

&

minutos da adicao.

[14] Figura 3: Teste de wviabilidade celular em ARPE~19
para determinar citotoxicidade das diferentes formulacoes de
nanoparticulas de tempol (NT) enumeradas de 1 5 5 (NT 1-a 5)
vealizado através do método de thiazolyl blue - tetrazolium

bromide (MIT) apds 2 horas da adicao. Foram testadas as



amostras com pH final apds o preparo ou ajustado para 7,4
com acido cloridrico.

151 Figura 4% Bepresentacao do ensaio de
permeabilidade das nanoparticulas de tempol atraves da
monocamada de ARPE-19 obtida no sistema Transwell Insert
(HTS, Costar; Corning Inc, NY, “USR). Apds b . diasg de
crescimento celular para a formacdo da monocamadéa (100% e
confluéncia); as formulactes foram adiciocnadas na ‘porcédo
apical. Apds 2 horas as amostras de meio foram coletadas na
porcao basal e apical. O tempol presente nas amostras foi
detectado  por meio de espectroscopia de ressonidncia
paramagnetica eletrdnica (EPRy.

[131 Figura 5: identificacdc de tewmpol por meio de
espectroscopia de ressondncia paramagnética eletrdnica (EPR)
nas amostras coletadas no ensaio de permeabilidade celular.
Os ‘espectros representam a forma caracteristica triplete do
nitroxido tempol. As amostras foram denominadas de 1 a 5 de
acordo com a concentracao de lipidios e método de obtencao
das nanoparticulas (NI a NTb). O elxo X corresponde ao
magnetismo em Gauss, que estabelece a relacdo entre o fluxo
de campo elétrico que passa através de uma superficie fechada
com a carga eletrica que existe dentro do volume limitado
por esta superficie; e o eixo Y & a absorcdo em unidade
arbitraria. lLegenda: 1A amostra coletada na parte apical de
células tratadas com NEl; 2A: amostra Coletada na barte
apical de ceéelulas tratadas com NTZ; 3A: amostra coletada na
parte apical de células tratadas com NT3; 4A: amostra
coletada na parte apical de células tratadas com NT4:; BA:
amostra coletada na parte apical de celulas tratadas com
NTH: 1B: amostra coletada na parte basal de celulas tratadas
com NT1l; 2B: amostra coletada na parte basal de ceéelulas

tratadas com NT2; 3B: amostra coletada na parte basal de
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gélulas tratadas com NI3; 4Bi damostra coletads na parte basal
de ceélulas tratadas com NT4; 5B: amostra coletada na parte
basal de celulas tratadas com NTH.

{14 Figura 6: BEletrorretinograma dos animais éstudados.
Graficos em barras yepresentativos obtidos atraves da média
todesvio padrio dosovalores de amplitude da Morda b”oAA),
tempo implicite da “onda b7 {B) e o tempode total de resposta
daMonda - a" até o pico - de-culminacido da Yonda BY {T)y sob
estimulos luminosos dée - 0dby  No eletrorretinograma (D) &
possivel visualizar as variacoes entre os grupos. Legenda:

Vermelho= WKY - (rato -normotenso); - Azul Royal= SHR ({rato

hipertenso); Verde= SHR DM (rato hipertenso diabetico); Azul
Celeste= SHR DM NT4 {rato hipertenso diabético tratado com
NT4) s Lilas= SHR DM NT5 (rato hipertenso diabéetico tratado
com NITSY

(5] Pidura 7@ Imunohistoguiimica para nitrotiroginag em
cortes de tecido de retina dos animals estudados. A formacao
de nitrotirosina pode ser observada em marrom nas regides
das plexniformes e no segmento dos fotorreceptoress. *p=0,01
versos WEY ‘e *P=0,005 versts SHR; #P=0,01 versos SHR DM
Legenda: S camada o de celulas o gdnglionares {CCGY, camada
plexiforme  interna  (CPI), —camada nuclear interna  {(CNIL),
gamada  plexiforme externa (CPE);  camada nuclear externa
(CNET ;- segmento dog folorreceptores (SEY.

[16] Figura 8: Expressdo da proteina GFAP. Figura
representativa de uma banda de Western blot para GFAP (5
kba)y ‘em lisado total do tecido ‘rétiniano -dos grupos
estudados. A actina (43 kDa) foi usada como controle interno
de  pipetagem. Legenda: WEY=  controle normotensc;  5BHR=
controle hipertenst; SHR-DM=- hipertenso diabético; SHR-DM
NT4= hipertense diabético tratado com NT4; SHR-DM  NI5=

hipertenso diabetico tratado com NI5H.
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Descrigcdo detalhada da invengdo

{17} A presente invencdo descreve uma composicdo €
formulacio farmaceubica para prevencio e tratamento ooular
ndo invasivo. E um objeto adicional o uso.

[18] A composicdo farmacéutica ocular compreende 08
gsegulntes componentes:

= tempol oxidado com concentracao de 1mM
encapsulade em lipossomas convencionais flexiveis
com didmetro o médiv variavel entre 50 e 1 200nm,
preferencialmente “entre 50 e 100nm; ‘compreendem
fosfolipidios —com temperatura de transicaoc de
fases abaixo da temperatura corpdrea;
preferencialmente fosfatidileolinag de -ove {EPL)
COM o concentracas Svariavel Tentre 1o er o 20mM,
preferencialmente 2mM;
- yeiculo composto de golugdd salina.
[19] Alem destes componentes, ‘a composicdo da presente

invencas ainda pode o Compreender componentes aditivos

utilizados &m colirios para proporcionar alguma
caracteristica desejavel ndo alcancada com 0s componentes ja

citados gue sejam compativeis com os lipossomas, tais como,
o &cido  hialurbnico ‘para  produzir wviscosidade, agentes
conservantes, tampbes, espessantes, entre outros.
A formulacio preferencial compreende:
= tempol oxidado -~com concentracdo de 1mM em
lipossomas convencionais flexivelis com diametro
medic de 60 nmy compreenden fogfatidilecoling de
ovo (EPCY com concentracio de 2 mM;oe
=~ solucdo salina g.s.p.
[201 A composicac & a formulacdo tém uso preventivo no
tratamento de retinopatia diabética, podendo seu uso ser

extrapolado para outras patologias ovculares.
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[21] Foram realizados testes das formulac¢oes in vitro em
linhagem celular do epitélio pigmentado da retina, ARPE-~19.
Crepitéelio pigmentado da fetina es5td possivelmente snvolvido
na farmacocinética de substancias hidrofilicas oculares. As
formulacdes preferenciaig foram seleciobnadas de acordo com
baixa citotoxicidade (morte celular £10%) e a capacidade de
permeacac. Posteriormente, a eficécia das o formilagdes
Liposscomais selecionadas fol obséervada em ensaios in vivo en
modelo experimental de RD.

[22) Foranm desénvolvidas ¢cinco formulacdes que diferitam
nas o concentracdes o do o fosfolipidie; “do-diluente  (etanol
solugdo salina ou meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle
Medium {DMEM)Y), € o método de associacac do fosfolipidie ao
fempol o lmM o dadicdo  gradual ou omistura o oconiunta)s As
formulacdes - foram denominadas nanoparticulas (NI} &
enumeradas de S Tooa B ANT L as By e Postericormente, eéssas
formulagdes ~foram caracterizadas guanto & ¢citotoxicidade,
didmetro médio e permeabilidade.

(23] NT 1 e 2
-~ Preparo da solucdo  mde . de concentracido 200 mM o de
fosfatidilooling de ovo (EPCY (Lipoid ESU- Egg phospholipids
with 80% phosphatidylcholine) (19 gramas diluidos em 100 ml
de etanol);
~=Adicac gradual de 10 ml da solucio mde de EPL a0 tempol
ImM (17,25 mg) em solucdo salina (90 mL) (para os ensaios in
vive) ou em meio de cultura (DMEM) (para os ensalos in
vitroy. A concentracao final de EPC na formulacdo fol 20mM
e tempol 1mM. A adicdo foi feita por meio de bomba
peristaltica a vazdo 0,3 ml/s, com posterior homogeneizacao
e reducdo de tamanhos dog lipossomas por omeio de agitacdo

mecénica de alto nivel de cisalhamento (agitador do tipo
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Ultra-Turrax) em rotacac 24000 rpm por 15 minutos (figura
1)

~ Repouso sob refrigeracdo (4-8°C) por no minimo 4 horas;

~ Etapa adiciconal de homogeneizacat e reducdo de tamanhos
dos lipussomas através de passagem em microfluidizador de
microcanais de ceramica operando = alta pressao
(Microfluidicsd);

-~ Coleta da dispersdo lipidica homogeneizada e divisédo

o

5
duasg partes para & etapa de ultra-filtracdo, sendo a primeira
sem lavagem e ‘a segunda seguida de lavagem com solucdo
salina.

[24] NT 1 = Sem Lavagem: Ultra-filtracdo da dispersdo de

Lipossomas emn uma célula de ultra=-filtracaoc
Amicon operando com membrana de tamanho de porog  30nm.

Reducdo do volume ém gté 5% comparado ao inidcial;

{25 NT @ = Com Lavagem: Ultra-filtracio da dispersac de
lipossomas em uma célula de ultrafiltracac Amicon operando
com-membrana de tamannho de poros 30nm. Redugdo do volume das
particulas em até 5% comparado so inicial. Posterior lavagen
com soliucas salina.
~ Estocagem das formulacdes a 4-8°C por no minimo 12 horas
antes do uso.
~OrpH o dnicial foil mantido ou ajustado para 1,4 de acordo
com0s exXperimentos in vitro.

[26] NT 3
o Pyreparo da solucds mée de goncentracao 100 mM o de EPC
(Lipoid E8U~ Egg phospholipids with B0% phosphatidylcholing)
(9,50 em 0,0 ml de etancl e 99,9 ml de solucdo salinag (para
o ensalos in viver cu melo de cultura DMEM (para os ensaios
in vitro).
~ Adicac gradual de 1 ml da solucao mae de EPC ac tempol 1mM

(17,25 mg) em solucao salina (99 ml) (para os ensalos in
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viveoy ou em meio de cultura DMEM {para os ensaios in vitro).
A concentracgdo final de EPC na formulacdo foi 1 mM e tempol
Mo A adicao foil feits por meio de bomba peristdltica 23
vazado 0,3 ml/s, com posterior homogeneizacaoc e reducao de
tamanhos dos lipossomas por meio de agitacdo mecanica de
alto:nivel de cisalhamento lagitador do tipo Ultra-Turrax)
em rotacdo 24000 rpm por 15 minutos (figura 1);
~ Repouso sob refrigeracdo (4-8°C) por no minimo 4 horas;
“ Etapa adicional de homogeneizaclio ¢ reducdn de tamanhos
dos lipossomas através de passagem em microfluidizador de
microcanais de cerdmica operando & alta pressao
{(Microfiluidicsty;
-~ Estocagem da formulacdo a 4-8°C por no minimo 12 horas
antes do uso.
= gupH G dnicial fol o mantido ou-ajustado para 7,4 de dcordo
gom o5 experimentos in ovitro.

[27] NT 4
~ - Preparo da solucgdo mie de concentragdo 2000 mM de EPC
{(Lipoid EBO~ Egg phospholipids with 80% phosphatidylcholine)
(1,9 g em 1 ml deetancliy).
- Adicédo gradual de 0,1 ml da solu¢cdo mde de EPC ao tempol
tempol ImM (17,25 mg) em solucdc salina (99,9 ml) (para os
aensaios dn vivel ou em melo de cultura DMEM (para o5 ensaios
dinwvitrob. A concentracdc final de EPC na formulacdo foi 2
mM e tempol 1mM. A adicac foi feita por meio de bomba
peristaltica & vazdo 0;3 ml/s, com posterior homogeneizacio
& reducdo de tamanhos dog lipossomas por melo de agitacac
mecénica de alto nivel de cisalhamento ({(agitador do tipo
Ultra-Turrax) em votacao 24000 rpm por 15 minutos (figura
1)
~ Repouso sob refrigeracdo (4-8°C) por no minimo 4 horas;

- Etapa adicional de homogeneizacdo e reducdo de tamanhos




12716

dos lipossomas atraveés de passagem em microfluidizador de
microcanais de ceramica  operando a alta pressao

(Microfluidics®);

-~ Estocagem da formulacdc a 4-8°C por no minimo 12 horas
antes do uso.
=0 pH dndcial fol mantido ou ajustado para 7,4 de acordo
com o5 eéxperimentos dn vitro.
~« Pyepayvo da 8clicao mie de Concentracac 1000 mM de EPRC
(Lipoid E80~ Egg phospholipids with 80% phosphatidylcholine)
(9,59 em 9,9 ml de DMEM #+ 0,1 ml de etancl para o5 ensaios
in vitro ou 9,9 ml de solucdo salina + 0,1 ml de etanol para
o5 ensalos in vivol;
= Mistura de 1 ml da solugdo mae de EPC com tempollmM (17,25
mg) diluido em solucdo salina (99 ml) sclucac salina (para
08 ensalos 1n vivo) ou com meio de cultura DMEM (para os
ensalos dn vitro)y. oA ¢concéntracao final de EPCna formulacao
foi 10,99 mM e tempol 1mM. Homogeneizacdo e reducdo de
tamanhos dos lipossomas por meio de agitacido mecanica de
alto nivel de tcisalhamento {(agitador do tipo Ultra-Turrax)
em rotacao 24000 rpm por 15 minutos (figura 1);
- Repouso sob refrigeracao (4-8°C) por no minimo 4 horas;
= Etapa adicional de homogeneizacido e reducio de tamanhos
dos lipossomas através de passagen em microfluoidizador de
microcanais de ceramica operando a alta Dressao
(Microfluidicsd) ;
= FEstocagem da formulacdc a 4-8°C por no minimo 12 horas
antes do uso.
~ O pH inicial foil mantido ou ajustado para 7,4 de acordo
com 08 ewperimentos in vitro.

[29] O teste de viabilidade celular em cultura ARPE-=19

através do método de thiazolyl blue tetrazolium bromide (MIT)
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demonstrou ~auséncia de citotoxicidade do  tempol = nas
concentracoes de 1-10 mM durante 2 horas de exposicdo (figura
2. As ftormulacdes foram submetidas a0 teste de
citotoxicidade através do método de MIT apds 2 horas da
adicdo. As amostras NT2 pH=7,4; NT3 pH=8,7; NT4 pH=8,6 e
T,4; NTS pH=8,7T apresentaram citotoxicidade inferior a 10%,
ou - seja, apropriada para os estudos din wvitro (figura 3).
[30) 0 tamanho dos Ilpossomas encapsulando tenmpol
obtidos rnes diferéentes Lrocessos das formulacoes
gselecionadas pelo teste de citotoxicidade, foil caracterizado
por meio do seu diametro médio chidrodinamico, medido por
meio. de  espalbamento . de luz -utilizande laser de alta
poténcia, em equipamento Zetasizer®. Todas as formulagdes
atingiram dimensoes nanométyicas (tabsla 1),
Tabela 1. Didmetro médio hidrodindmico  -dos = lipossomas

egncapsulando tempol nas formulacdes NTZ-NTH.

Leitura 1 Leitura 2 | Leitura 3
Amostras {nm) {nm) {nm) Média (nm)

NT 2 - pH 7,4 63,24 63,7 62,81 63,25
NT 3 - pH 8,7 51,98 51,29 51,3 51,52
NT 4 - pH 8,6 57,98 59,49 59,59 58,98
NT 4 - pH 7,4

57,98 59, 3¢ 59,50 58,98
NT 5 - pH 8,7 54,91 54,75 53,53 54,39

{31} A permeacao ~das nanoparticulas de tempol foi
verificada atraves da capacidade de atravessar a barreirs
sxterna da retins, Ou - seld, & monccamada de caliulas do
epitélio pigmentado da retina. Para este ensalo, as células

ARPE~19 - (Bx10%) foram semeadas em inserts com filtros de
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poliéster transparente com poro de 0,4 um e Aarea de
crescimento de 0,33 cm® (HTS, Costar; Corninglnc, NY, USA)
em placas de 24 wells (figura 4). Apbds 5 dias de crescimento
celular para a formacao da monocamada (100% de confluéncia),
as formulacoes foram adicionadas na porcéo apical. Apds 2
horas, as amostras de meilo foram coletadas na porgao basal.
O tempol presente nas amostras foil detectado através do
ensaic com espectroscopia de ressondncia paramagnética
eletrdnica (EPR) {figura 5) . Dentre os rvripletes observados,
o8 maiores espectros obtidos na parte basal correspondem as
formulagoes NI 4 e b (nas cores preto e vermelho) i Portanto,
baseado nestes experimentos, concluimos que os inventos NT4
e NT5 foram os mais eficazes, por ‘apresentaram maior
permeabilidade ‘através da nmonocamada de células ARPE~1Y
{figura 5) e baixa citotoxicidade (figura 3).

[321 As formulacdes de colirico NT4 & NTIS foram submetidas
a ensalos in- vivo, A unica diferenca no metodo de preparo
destas solucdes foi a substituicac da diluicao do tempol com
meio DMEM pela solucdo salina. Para - os testes de eficacia
deste invento, foramutilizados vatos com 4 semanas de idade;
espontaneamente hipertensos  (SHR) submetidos ou nao a
induc¢do do diabetes (DM) com estreptozotocina (50mg/kg) e
seu . controle normotenso {(WKY)  divididos nos seguintes
grupos: WKY; SHR; SHR-DM; SHR-DM NT4; ~SHR-DM NTL5., -0
tratamento com o colirio teve inicig apbs a contfirmacac do
diabetes. Apds 20 dias de tratamento, of animais foram
submetidos d-avaliacado funcional déa retina atraves do exame
de eletrorretinografia e posteriormente sacrificado para
obtencao de tecido de retina e extrato proteico: O obistivo
foi reproduziy com este tratamento topico, os paranmetros
observados em trabalho do nosso grupo previamente publicado

(Rosales et al., 10VS 2010), onde a injecdo intraperitonwal



}.3?’}.6:

de tempol foieficaz em reduzir os marcadores estruturais da
RD como a expressdo da proteina acidica fibrilar glial (GFAP)
e aumento de formacao de nitrotirosina. Us dados fisioldgicos
déestes animals encontram-se na tabela 2.

Tabela 2. Dados fisiclogicos dos animais estudados. Pressao

arterial sistolica (PAS) e porcentagem de hemoglobina
glicada total (BbAl%).

Grupos Peso Inicial Peso Final PAS Hbal
(g) (g) (mmHg) (%)

WKY (n=5) | 128,6 + 32,6 1 391,6 £ 33,11 163,4 % 10,1 G830 2505

SHR (n=3) S D S 244,04 47,9 69,6 29,71 9,07 % 2,78

2 &
SHR DM T4 3040208 2L0;4 02400 T 1e2, 6 £ 8,0 1817 4,58
(n=3)
S5HR DM BTk Byl 164, 6 F 133 1 1624 %98 17,00 53,700
RT4 (n=3)
SHR DM 68,0 214,85 188,22 20, 60 14T 8 e 8 20,7904 3,53
NTS5 (n=3)

Legenda: WEY: rato normotenso; SHR: rato hipertenso; SHR DMz
rato hipertenso diabetico; SHR DM NT4: rato ‘hipertenso
diabético tratado com nanoparticula de tenmpol 4; SHR DM NT5:
rato hipertenso diabético tratado com nanoparticula de
tempol S.

{331 0 eletrorretinograma (ERG) demonstrou uma disgfuncao
retiniana detectado pela diminuicao da amplitude da “onda b”
nos animais SHR comparados aos animais WKY (P=0.0009), e nos
animais SHR DM em relacdb ac seu controle SHR (P=0.05), ou
seja, a deflexdo positiva gerada pelas células de Muller gue
representa a atividade elétrica das células bipolares esteve
reduzida (figura 6A e D). O tratamento dos animais SHR DM
com o colirio NT4 preveniu esta alteracdo comparado ao SHR
DM (P=0.05) {(figura 6A e D). O tempo implicito de resposta

Ha Monda BT oe total foram maiores nosianimsais SHE DM oem
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relacdo aos controles (P<0.0003 e P<0.0004, respectivamente)
e prevenidos com ambos os colirios NT4 e NTS5 (P<0.003 e
P<0 .01, respectivamente) {figura 6B, C, Dy, O tratamento
tépico com a formulacao NT5 preveniu parcialmente a amplitude
da - Yonda b” - (figura - 6A, D), porém sem 'significéncia
estatistica (P=0.1). Com estes resultados concluimos gue as
alteracdées na funcao retiniana nos  animais DM foram
prevenidas Jcom oo tratamento opico o de nanoparticula de
tempol, em especial com a formulacac NT4.

[34]Para verificarmos a presencs do aatresse
oxidativo-snitrosativo neste modelo e o efeito do uso tépico
das nanoparticulas de ‘tempol, verificamos a  formacao de
nitrotirosing - atyraves do ometodo o de imunohistoguimics,
promovido pela reacdo de peroxinitrito —ou didxido -de
nitrogénio nos residuos de tirosina da - proteina.  Como
ssperado, fol observado um aumento na positividade para
nitrotirosina no grupo SHR DM comparado. aos controles WKY e
SHRO{PSG,; 01 Assim como o8 resultados do BRG, o tratamento
com  NT4 foil -preventivo (P=0,01l) e a NIS demonstrou uma
tendéncia (P=0,09), porém nao significativa (figura 7).

[35] A avaliacdo de um marcador precoce de RD fol obtida
atraves de ensalos de Western Blotting para verificacao da
expressao de GFAP, Os resultados preliminares demonstram um
aumento na expressaoc de GFAP no grupo SHR DM em relagdo aos
controles e o efeito protetor do tratamento com os coliri
NT 4 & NT5 (figura 81

[36] O uso topico da NT4 foil capaz de prevenir marcadores
precoces de RD (nitrotirosina e GFAP) e consequentemente
promover efeitos protetores na retina funcional observado
pelo ERG. No entanto, a formulacao NT-5 apresentou tendéncias

nos parametros avaliados,
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REIVINDICAGOES
1. Composigac  farmaceutica ocular caracterizada porx
compreender o3 seguintes componentes:
= tempol oxidado com concentracdo de ImM
encapsulado em lipossomas convencionais flexivels
com ‘diametro médio variavel entre 50 e 200nm,;
preferencialmente entre 50 e 100nm; compreenden
fosfolipidios ‘Com temperatura de transicic de
fases abaixc da temperaturs Corpores;
preferencialmente fosfatidilcolina de ovo (EPC)
com ocoencentracio variavel entre Ul e 20mM,
preferencialmente ZmMy
~yeiculo composto de solucdo salina:
25 Compogicdo, de mcordo coma reivindicacdo 1, caracterizada
por pode compreender componentes -adicionais, ‘tais como,
acido higlurdénicy, agentes conservdntes; tamptes;,
espessantes, entre outros.
3. Formulagdo ocular caracterizada por compreender:
= rempol cexidado comconcentracdo de o 1lmM oem
lipossomas convencionais flexivels com diametro
médio de 60 nm, compreendem fosfatidilcolina de
ovo (EPC) com concentracao de 2 mM; e
- golucdo saling g.s.p.
4. Uso da composicic conforme definida nas reivindicacoss 1
@ 2 caracterizado por ser utilizada no tratamento de
retinopatia diabética e outras patologias oculares.
5. Uso da formulacéo conforme definida na reivindicacdo 4
caracterizado por ser utilizada no tratamento de retincpatia

diabética e outras patologias oculares.
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RESUMO
COMPOSICAO E FORMULACAO FARMACEUTICA PARA TRATAMENTO
OCULAR NAO INVASIVO, E SEUS USOS
& presente invencdo refere-se 4 composicao e formulacao
nédo invasiva topica ocular composta de lipossomas de tamanho
nanométrico encapsulando tempol para Uso nas fases precoces
da retinopatia diabética. 0O uso tépico da formulagcac de
tempol em lipossomas foil capaz de prevenir marcadores
precoces de retinopatia diabética (nitrotirosina e GFAP) e
conseqientements  promovey  efeltos - protetores na retina
funcional —observado. pelo eletroretinograma  am o omodelo

experimental de retinopatia diabética.
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