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Mapa de Anatomia: O Olho

O Olho é uma espécie de globo,
€ um pequeno planeta

com pinturas do lado de fora.
Muitas pinturas:

azuis, verdes, amarelas.

E um globo brilhante:

parece cristal,

€ como um aquario com plantas
finamente desenhadas: algas, sargacos,
miniaturas marinhas, areias, rochas,
naufragios e peixes de ouro.

Mas por dentro ha outras pinturas,
gue ndo se véem:

umas sao imagem do mundo,
outras sédo inventadas.

O Olho é um teatro por dentro.

E as vezes, sejam atores, sejam cenas,
e as vezes, sejam imagem, sejam
auséncias,

formam, no Olho, lagrimas.

Cecilia Meireles
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RESUMO

O tratamento da uveite posterior é limitado uma vez que as formas
convencionais de administracdo de farmacos falham ao disponibilizar doses
terapéuticas no vitreo, retina e na cordide. Os implantes intra-oculares
biodegradaveis sdo capazes de disponibilizar o farmaco diretamente na cavidade
vitrea em doses terapéuticas e por um periodo prolongado. O copolimero acido
latico / &cido glicélico € um classico exemplo entre os polimeros sintéticos
biodegradaveis e bem aplicados em sistemas de liberacdo de farmacos devido a
sua biocompatibilidade e auséncia de toxicidade em testes in vivo. Neste estudo,
dois diferentes implantes biodegradaveis a partir do copolimero &cido latico / &cido
glicolico) (PLGA 75:25) e do imunossupressor Ciclosporina A (CsA) foram obtidos
a partir de dois sistemas: mistura liofilizada e microesfera contendo CsA. O atual
trabalho caracterizou, com sucesso, 0s sistemas por meio de quatro técnicas e
esclereceu o perfil preliminar de liberac&o in vitro observado. Os resultados da
validacdo da metodologia desenvolvida por CLAE mostrou-se adequada para
guantificacdo de CsA e os implantes foram satisfatoriamente obtidos pelas duas
técnicas propostas. A cristalinidade dos materiais foram analiadas por DRX que
mostraram o estado amorfo para o copolimero e o estado semi-cristalino para a
ciclosporina A. Além disso, a técnica mostrou que as amostras contendo polimero
e o farmaco apresentam grande carater amorfo. As curvas de TG provaram a
estabilidade da amostra entre 100 e 120°C. O DSC e FTIR mostraram a auséncia
aparente de interacdes quimicas e fisicas entre o farmaco e o polimero. O estudo
preliminar de liberacéo in vitro apresentou um perfil monoféasico, onde a liberagcéo
do farmaco ocorreu principalmente pela difusdo da CsA pela matriz polimérica
intumescida. A diferente e maior liberacdo dos implantes obtidos pelas
microesferas contendo CsA ocorreu provalvelmente a distinta distribuicdo do
farmaco e ao aspecto morfolégico heterogéneo quando comparado ao implante
obtido pela mistura liofilizada, o qual apresentou menor porcentagem de liberagéo
e uma matriz mais homogénea, aspectos morfolégicos observados por SEM. Em
resumo, os sistemas de liberacdo de farmacos aqui desenvolvidos e
caracterizados podem ser empregados, futuramente, para o tratamento da uveite
posterior.

Palavras chaves:

Sistema de liberacdo de farmacos; Implante biodegradavel intra-ocular;
Ciclosporina A; Polimero biodegradavel.



ABSTRACT

The treatment of posterior ocular disease is limited once the conventional
forms of drug administration fail to provide therapeutic levels drug to the vitreous,
retina and choroids. The biodegradable polymers intraocular implants are able to
release drugs directly to the vitreous and are able to maintain long-term vitreous
concentration of drugs in therapeutic range. The poly (D,L—-lactide—co—glycolide) is
a classic example amongst the synthetic polymers and well applied as drug
delivery system due to its satisfactory degradability, biocompatibility and absence
of significant toxicity accessed by in vivo studies. In this study, two novel different
intraocular implants based on poly (D,L-lactide—co—glycolide) (PLGA 75:25) and
the Cyclosporine A (CyA) immunosuppressive have been obtained from two
different systems: lyophilized mixture and CyA-loaded microspheres. We have
successfully characterized the system with four different techniques and explained
to some extent the preliminary long-term in vitro release profile. The HPLC
validation results showed to be suitable to quantify the concentrations of CyA and
the implants were successfully obtained by both proposed techniques. The TG
curves proved the stability of the samples between temperatures of 100 - 120°C.
The materials crystalinities were evaluated by RXD diffraction wich showed an
amorphous state of the polymer and CsA semi-crystalline state. Bisade that, the
technique has shown the great amorphous state of the samples containing the
drug and the polymer. DSC and FTIR have shown the absence of some detectable
physical and chemical interaction between drug and polymer. The CyA preliminary
release profile consisted by monophasic profile, wich the drug delivery occurs
mainly due to the drug diffusion from the sweeling polymeric matrices. The
diferrent and higher CyA release associated with samples of CyA-loaded
microsphere implants was probably caused by the distinct drug distribution and
heterogeneous morphological aspect from those lyophilized mixture implants,
which have presented a slow CyA release and homogeneous surfaces. In
summary, the delivery systems developed and fully characterized in the present
work can be applied, in the future, for the treatment of various types of posterior
uveitis manifestation.

Keywords:

Nanostructured drug delivery system; Biodegradable intraocular implants;
Cyclosporine A; Biodegradable polymer.
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1 INTRODUGCAO

Uma das principais causas de cegueira que acomete a populacdo mundial é
consequéncia da doenca ocular denominada uveite posterior, cujo tratamento é
dificultado pela presenca de barreiras naturais do olho, as quais sdo constituidas
pela cornea, conjuntiva e sistema hematorretiniano. No caso da necessidade de
adotar tratamentos que exigem a penetracdo tecidual de farmacos, as formas
farmacéuticas convencionais falham ao disponibiliza-los na cavidade vitrea.

Outro fator de dificuldade esta relacionado a utilizacdo de farmacos que
causam efeitos adversos no organismo, que muitas vezes levam o paciente a
abandonar a terapia prescrita. Dentre os farmacos indicados para o tratamento das
uveites, destaca-se a Ciclosporina A (CsA), agente imunossupressor que inibe a
manifestacdo inflamatdria desencadeada pela doenca.

Uma das formas de veiculacado da CsA no tratamento da doenca em questao
constitui da disponibilizacdo direta do farmaco no interior do olho, por meio de
implantes intra-oculares preparados com materiais biocompativeis e biodegradaveis,
possibilitam essa forma de administracéo, além de proporcionar a liberacéo gradual
do farmaco e em doses efetivas.

Os polimeros biodegradaveis tém sido largamente utilizados nas areas
médica, como biomateriais, e farmacéutica, como sistemas de liberacdo de
farmacos. Dentre eles, detacam-se derivados do &cido latico e glicolico por
apresentar satisfatoria biocompatibilidade e efeito toxico in vivo reduzido.

O trabalho em questao objetivou desenvolver, visando o tratamento da uveite
posterior, implantes intra-oculares constituidos por uma matriz polimérica contendo o
farmaco CsA. Outros objetivos desta pesquisas constituiram da avaliacdo da
viabilidade dos métodos, além de avaliar a possivel interacdo entre o polimero e o

farmaco e o perfil de liberacao in vitro dos sistemas obtidos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Oolho

O olho é o 6rgao responsavel pela captacédo da luz refletida pelos objetos a
sua volta. Ele se compde do “bulbo do olho” e das “estruturas acessérias”, as quais
sao responsaveis pela sua protecdo e movimentacéao (figura 1).

Gléndula Lacrimal
Parte arbitaria
Farte palpebral

Pontos lacrimais
Cardncula
Canaliculos lacritnais
Saco Lacrimal

‘ ———————————— Ducto nasolacrimal

FIGURA 1: Visao externa do olho.
Fonte: Adaptacao de Janot (2006).

As estruturas acessorias que protegem o olho incluem as palpebras, o
aparelho lacrimal, os cilios, as sobrancelhas e a conjuntiva. Os cilios e as
sobrancelhas impedem o contato de particulas com a superficie do olho e a lagrima,
produzida pelo aparelho lacrimal e distribuida na superficie pelas palpebras, retira
aquelas particulas que tiveram contato com a superficie ocular. A conjuntiva, uma
vez rica em foliculos linféides, protege o olho por meio de mecanismos de defesa
celulares (Dyce et al., 1997).

O bulbo do olho é mantido na 6rbita, uma cavidade 6ssea que 0 separa da
cavidade craniana, e que apresenta como principal fungdo protegé-lo. A
movimentacado do bulbo do olho é realizada pelos musculos oculares, estes também



18

b

responsaveis em manté-lo suspenso na Orbita. Quanto a anatomia, este é

constituido por inUmeras estruturas, estas apontadas na Figura 2.

_ Bastonetes

Células gangliares

MNervo optico

Vasos
sangiineos

Cordide

Pupila

Corpo vitreo

_ _

Esclera Corpo ciliar

/

Musculos oculares

FIGURA 2: Esquema anatémico do bulbo do olho em corte horizontal.
Fonte: Adaptagdo de Miguel Junior; Castro (2007).

O bulbo do olho é composto por trés tunicas delgadas, denominadas de tlanica
fibrosa externa, tunica vascular média e tanica nervosa.

A tunica fibrosa externa é formada pela esclera e pela cérnea, estruturas que
conferem forma e firmeza ao olho. A esclera constitui a parte posterior opaca da
tunica fibrosa e envolve externamente o bulbo do olho. Ela é constituida de tecido
fibroso e elastico, confere a coloracdo branca ao olho e nesta estédo inseridos os
musculos oculares. Cerca de um quarto da tunica fibrosa € constituida pela coérnea,
um tipo especial de tecido conjuntivo denso que se encontra disposto e na forma
lamelar. A sua transparéncia € inerente a sua estrutura tecidual e ao bombeamento
continuo de liquidos intersticiais. Nao possui vasos sanguineos e 0s nutrientes
difundem para o tecido a partir dos vasos do limbo, pelo tecido lacrimal ou pelo
humor aquoso, sendo o oxigénio absorvido diretamente da atmosfera (Dyce et al.,
1997).
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A tdnica vascular média, também conhecida como Uvea, € formada pela
cordide, corpo ciliar e iris. Ela € dividida pelo cristalino nas partes anterior,
preenchida pelo humor aquoso, e posterior, preenchida pelo humor corpo vitreo.

O cristalino é uma lente biconvexa coberta por uma membrana transparente. Ele
estd situado atras da pupila e orienta a passagem da luz até a retina. A sua
flexibilidade permite a visdo de objetos proximos e distantes, dando a essa
propriedade do cristalino o nome de acomodacao visual.

O humor aquoso, liquido aquoso e transparente, além de apresentar
propriedades de refracdo, desempenha um papel importante na manutencdo da
pressao intra-ocular e € o responsavel pela nutricdo da cérnea. A recepcédo dos raios
luminosos pela retina é permitida pelo corpo vitreo, o qual é constituido,
principalmente, por agua e fibras transparentes finas.

A coréide, tecido que reveste a esclera desde o nervo Optico até o limbo, é
responsavel pela nutricdo da retina e pela coloracdo vermelha do fundo do olho, por
ser uma estrutura intensamente vascularizada. O espessamento da coroide forma o
corpo ciliar que, junto aos musculos ciliares, possibilitam a contracao e extenséo da
iris.

A iris é a terceira e menor parte da tanica vascular. Ela encontra-se suspensa
entre a cornea e a lente, e apresenta um orificio central, a pupila, por onde a luz
penetra até a parte posterior do olho. Ela divide o espaco entre a cornea nas
camaras anterior e posterior, ambas preenchidas pelo humor aquoso. A iris € a
responsavel pela coloracéo do olho que depende do numero de células pigmentadas
presente em seu estroma e no tipo de pigmentos das células (Dyce et al., 1997).

A tunica nervosa interna é formada pela retina, tecido que contém as células
fotossensiveis ou fotorreceptores representadas pelos cones e bastonetes. Estas
células transformam a energia luminosa em sinais nervosos, 0S quais Sao
transmitidos para o cérebro pelo nervo 6ptico. Os cones sdo mais sensiveis a visao
das cores e 0s bastonetes mais sensiveis a baixa intensidade de luz, este ultimo
responsavel pela visdo noturna ou visdo de penumbra.

Além dos fotorreceptores, a retina possui duas regides especiais: a fovea
centralis (ou fovea ou mancha amarela) e o ponto cego. A fOvea esta no eixo 6ptico
do olho, onde é projetada a imagem do objeto focalizado com grande nitidez. E a
regido da retina especializada para a visdo de alta resolucdo. A févea contém

apenas cones e permite que a luz atinja os fotorreceptores sem passar pelas demais
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camadas da retina, maximizando a acuidade visual. No fundo do olho encontra-se o
ponto cego, o qual € insensivel a luz. Ele ndo apresenta cones nem bastonetes e
dele emergem o nervo Optico e 0s vasos sanguineos da retina (Dyce et al., 1997).
Considerando as estruturas anatdomicas do olho, pode-se compreender como
ocorre a visdo. A luz atinge em primeiro lugar a cornea. Em seu caminho, ela passa
através do humor aquoso, atingindo imediatamente a lente que funciona como um
sistema de focalizagcdo, convergindo os raios luminosos para um ponto focal sobre a
retina. Na retina, as células fotossensiveis transformam a luz em impulsos
eletroquimicos, os quais sdo enviados ao cérebro pelo nervo 6ptico. No cérebro,
mais precisamente no cortex visual, ocorre o0 processamento das imagens

recebidas, completando, entdo, nossa sensacao visual.

2.2 Fatores limitantes para a absor¢éo ocular de farmacos

As caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas do bulbo do olho sdo abordadas
como fatores que limitam o tratamento tépico de doencas oculares. A baixa
penetracdo de farmacos é justificada pelas caracteristicas teciduais da esclera,
conjuntiva e cornea, pela existéncia da drenagem lacrimal e pelas caracteristicas
fisico-quimicas implicitas ao farmaco.

Segundo Jarvinen e colaboradores (1995), a relativa impermeabilidade das
barreiras teciduais e a rapida drenagem lacrimal sdo responsaveis pela eliminacao
precoce de medicamentos. Desta forma, uma pequena porcentagem do farmaco
veiculado consegue atravessar esses tecidos e o restante atinge rapidamente a
circulacdo sanguinea, sendo assim distribuido por todo o organismo. As vias de

absorcao ocular estédo esquematizadas na Figura 3.
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FIGURA 3: Vias de absorcao ocular.
Fonte: Adaptacéo de Jarvinen et al. (1995, p. 5).
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A drenagem lacrimal é o primeiro obstaculo encontrado para penetracdo do
farmaco. Esse mecanismo permite que apenas 5% da dose sejam absorvidos pelos
tecidos oculares, sendo o restante totalmente eliminado.

Os outros obstaculos para a penetragdo topica de farmacos sao atribuidos as
barreiras naturais: a cérnea, a conjuntiva e a esclera.

A coérnea é constituida por trés camadas: o epitélio, o estroma e o endotélio,
sendo os dois primeiros 0s responsaveis pela consideravel impermeabilidade deste
tecido. O epitélio externo estratificado ndo pavimentoso e ndo queratinizado permite
a passagem de moléculas pequenas e lipofilicas. Ja o estroma, tecido intermediario
e hidrofilico constituido por lamelas de tecido fibroso e por grande quantidade de
agua, é seletivo a penetracdo de moléculas lipofilicas que apresentam certa
afinidade pela porcdo aquosa, expressa pelo coeficiente de particdo 6leo em agua.
Desta forma, apenas moléculas de pequena massa molecular e de carater
parcialmente lipofilico conseguem atravessar os trés tecidos da cornea (Jarvinen et
al., 1995).
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Em adicdo a via corneal, observa-se que o tecido conjuntivo e a esclera
também limitam a penetracdo de farmacos aplicados topicamente (Figura 3).

A conjuntiva apresenta juncdes intercelulares que sao as principais
responsaveis pela seletividade de absorcao. Diferente das juncdes corneais, estas
se apresentam maiores, permitindo a passagem de moléculas de maior massa
molecular. A caracteristica de seu tecido também permite a passagem de moléculas
hidrofilicas, uma vez que é formado por uma membrana mucosa vascularizada e de
area dezessete vezes maior quando comparado com o tecido corneal. A penetracdo
pela esclera ocorre via espacos perivasculares existentes entre as fibras de
coldgeno e os mucopolissacarideos presentes no tecido, sendo este o menos
seletivo aos diversos tipos de farmacos (Jarvinen et al., 1995).

O tratamento topico também é prejudicado pelos mecanismos oculares de
distribuicdo e eliminagcédo. A distribuicdo do farmaco esta relacionada a via em que
este é absorvido: pela via corneal este passa pelo humor aquoso e € distribuido para
o corpo ciliar, coréide e retina; pela via conjuntival e escleral, este € distribuido para
o trato uveal e corpo vitreo. Por exemplo, pode ocorrer a falha no tratamento se um
determinado farmaco que deve ser disponibilizado no corpo vitreo for absorvido pela
via corneal.

Mecanismos de renovagdo do humor aquoso e a prépria existéncia de vasos
sanguineos sdo 0s principais responsaveis pela eliminacdo precoce dos farmacos,
impossibilitando que seja atingida a dose terapéutica efetiva. Os farmacos séo
eliminados da camara anterior pela reciclagem do humor aquoso e pela presenca de
circulacdo sanguinea na porgcdo da Uvea anterior. Aqueles presentes no humor
corpo vitreo sdo eliminados pela camara anterior, pela barreira hematorretiniana e
pela propria circulacdo sanguinea (Jarvinen et al., 1995).

A administracdo sistémica também é pouco eficaz uma vez que a existéncia
da barreira hematorretiniana dificulta a passagem de substancias presentes na
circulacdo sanguinea para a retina (Peyman; Ganiban, 1995). Além disso, a eficiente
circulacao sanguinea presente nos tecidos oculares posteriores promove a reducao
da meia-vida dos farmacos no local, diminuindo suas concentracfes a niveis
inferiores ao terapéutico.

J4 a injecdo intra-vitrea constitui uma alternativa a aplicacdo tdpica e
sistémica. Trata-se da administracéo direta do farmaco ou do medicamento na parte

interior do bulbo do olho (Pras et al., 2004). A sua grande desvantagem esta
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relacionada a necessidade de injec6es repetidas para manter o nivel terapéutico do
farmaco (Yasukawa et at., 2001; Jaffe et al., 1998; Baeyens et al., 2006), o que pode
ocasionar endoftalmites, deslocamento da retina, catarata e perfuragdo do olho
(Peyman; Ganiban, 1995).

2.3. Uveite: uma doenca ocular

A uveite é uma doenca decorrente da manifestacdo de processos
inflamatoérios na porcdo do trato uveal, o qual € composto pelo corpo ciliar, iris e
corbide (Hesselink et al., 2004).

Esta vem sendo mundialmente abordada como uma doenca de grande
impacto socio-econdmico, uma vez que acometem individuos de todas as faixas
etarias e classes sociais (Jaffe et al., 2006). Na clinica médica, considera-se que
sao responsaveis por 3 a 15% de todas as causas de cegueira mundial (Hesssenlink
et al, 2004). Entre os individuos que apresentam a uveite, pelo menos 35% dos
casos sofrem sérias sequelas da doenca, que vao desde o comprometimento da
visdo até a cegueira plena (Jabs et al., 2000).

A uveite é considerada uma doenca de alta complexidade, que segundo
Fialho (2003a), pode ser desencadeada por fatores como a presenca de agentes
infecciosos, existéncia de debilidade do sistema de defesa do organismo, ocorréncia
de traumas cirirgicos e acidentais ou até mesmo por motivos ndo determinados, as
denominadas idiopaticas. Segundo Bennet e Cecil (1997), a uveite pode ainda ser
classificada segundo a etiologia (endégena quando desenvolvida por agentes do
préprio organismo e exodgena quando provocada por agentes infecciosos externos),
segundo o curso clinico (aguda que manifesta durante meses e crbnica que
manifesta por alguns anos) e segundo o aspecto clinico (granulomatosa ou nao
granulomatosa).

A uveite é dividida em uveite anterior, uveite intermediaria, uveite posterior e

uveite difusa, classificacdo anatbmica esquematizada na Figura 4.
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FIGURA 4: Classificacdo anatdmica da uveite.
Fonte: Adaptacéo de Perret Opticiens (2005)

A uveite anterior, também denominada irite ou iriociclite, atinge os tecidos
anteriores do bulbo do olho e compromete a iris e 0 corpo ciliar. A sua forma de
manifestacdo aguda € caracterizada pela congestdo do olho seguida de um halo
vermelho de sensacdo dolorosa, fotofobia, diminuicdo da visdo e lacrimejamento
(Kanski, 1994). A congestéo esta relacionada ao depdsito de células na cérnea. Na
inflamacdo mais grave, surgem precipitados ceratoliticos, agregados celulares no
dorso da cornea. Quando cronica, a inflamacgédo € denominada irite granulomatosa e
estd associada algumas vezes as doencas sistémicas (Bennet; Cecil, 1997).

A uveite intermediaria compromete a regido posterior do corpo ciliar e a retina
periférica e € caracterizada pela infiltracdo de células originadas do corpo vitreo,
guando inflamado. A uveite posterior atinge a retina, cordide e corpo vitreo, também
chamada de retinites, coroidites e vasculites (Kanski, 1994; Bennet; Cecil, 1997).
Geralmente apresentam exsudacdo na por¢do do corpo vitreo, podendo, pela
turvacdo do humor corpo vitreo, ocasionar a baixa acuidade visual (Souza, 1997).

No caso da uveite posterior, a inflamacéo presente desencadeia a formacao

de novos vasos sanguineos e a migracdo de células. Desta forma, o meio ocular
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transparente se torna opaco, prejudicando a passagem da luz e a acuidade visual do
individuo (Boyd et al.,, 2001; Kanski, 1994). Alguns individuos também podem
apresentar a uveite de forma difusa, também denominada panuveite, uma vez que
esta compromete o bulbo do olho como um todo (Fialho, 2003a).

Quanto as causas, a uveite pode ser desencadeada por agentes virais,
parasitarios, bacterianos e por mecanismos intrinsecos ao organismo, sendo alguns

deles exemplificados no Quadro 1:

QUADRO 1

Doencas associadas a uveite.

Infecciosas Outras

Anterior (iridociclite) Herpes zoster Espondilite anquilosante
Herpes simplex
Doenca de Hansen Artrite reumatoéide
Sindrome de Reiter
Posterior (corioretinite) Toxoplasmose
Toxocariose
Histoplasmose

Sarampo

Sifilis Sarcoide

Cocciodioidomicose Sindrome de Behget

Oncocercose Sindrome de Vogt-Koyanagi
— Harada

Brucelose Doenca inflamatdria intestinal

Fonte: Bennet; Cecil (1997, p. 2404).

Considerando a alta vascularizagdo do trato uveal e sua funcdo de fornecer
aos tecidos oculares nutrientes e células de defesa, torna-se explicavel a
possibilidade da existéncia de manifestacfes inflamatorias no local. Baseando-se no
principio de que a inflamacéo é desencadeada pela ativacdo de células linfocitarias
por particulas estranhas, tanto enddgenas (disturbios auto-imunes) como exdgenas
(virus ou bactérias), acredita-se que as uveites sdo originadas pelo mesmo
processo. Segundo Pras e colaboradores (2004), o principal responsavel pela
ativacdo da resposta inflamatodria sdo os linfocitos auxiliares (linfécitos T), células
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ativadoras de todo o sistema imune celular, junto com a apresentacdo de antigenos
via complexo de compatibilidade principal (CMP) (Boyd et al., 2001).

Particulas estranhas ao organismo sdo apresentadas aos linfécitos T pelas
células apresentadoras de antigeno na forma de fragmentos peptidicos via complexo
de histocompatibilidade de classe | (MHC |) para agentes enddgenos e classe I
(MHC 1), como descrito na Figura 5.
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FIGURA 5: Esquema das fungdes efetoras e dos linfocitos auxiliares diferenciados
Fonte: Adaptacéo de Abbas et al. (1996, p.276).

O complexo formado entre MHC e TCR (ligante das células T) desencadeia
sinais que irdo produzir e liberar citocinas que, em conjunto, irdo ativar toda a
resposta imune protetora do organismo, tanto celular quanto pela atuacdo de
anticorpos especificos (resposta humoral, via ativacdo de linfécito B). A
apresentacdo de antigenos APCs por meio da expressdo de MCH | ativa um tipo de
linfécito T, chamado de citotoxico (Linfécito T CD8+; CTL) levando a apoptose
celular, exposicédo das particulas estranhas fagocitadas e continuidade do ciclo. A

expressdo de MHC Il os linfécitos T chamados de auxiliares (Linfécito T CD4+) que
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podem se diferenciar em Thl e Th2 e liberar diversas citocinas ativadoras na
resposta inflamatoria. Os linfécitos Th2 liberam as citocinas IL-2, fator de necrose
tumoral (TNF) e interferon gama (IFN y) que ativam os macréfagos. Os linfocitos Thl
ativam as células B e os eosindéfilos pela liberacdo das interleucinas IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9, IL-10 e IL-11 (Figura 5). As citocinas inflamatérias TNF, IFN vy, IL-6 e IL-8 s&o
aguelas encontradas no humor aquoso de pacientes que apresentavam a uveite
(Sakaguchi et al., 1998; Bertelmann; Pleyer, 2004; Dick et al., 2004).

2.3.1. Medicamentos parao tratamento da uveite

Y

O tratamento da uveite esta relacionado a utilizacdo de medicamentos
capazes de prevenir ou tratar complicagcbes visuais, aliviar o desconforto dos
pacientes e controlar a manifestacao inflamatéria (Kanski, 1994). Entre as diversas
classes de farmacos, encontram-se descritos na literatura a utilizacdo de midriaticos,
antiinflamatorios corticéides, agentes citotoxicos, antivirais e imunossupressores
(Kanski, 1994; Fialho, 2003a). Estes farmacos podem ser administrados pelas vias
oral (tratamento sistémico), topica e por meio de injecdes perioculares (Kanski,
1994; Jabs et al., 2000). A escolha do farmaco ocorre devido a frequiéncia e a via de
administracdo, da natureza, da gravidade e da localizacdo da doenca (Fialho,
2003a).

A utilizacdo topica de midridticos (atropina, tropicamida e ciclopentolato) visa
proporcionar um maior conforto ao paciente, uma vez que minimizam espasmos do
musculo ciliar potencializados pela manifestacdo da uveite, principalmente pela
uveite anterior (Kanski, 1994).

O tratamento usual da grande parte das manifestacdes da uveite apresenta
como terapia de primeira escolha a administracdo sistémica de corticéides, sendo
citados a dexametasona (Okade et al., 2003), prednisonola, prednisona (Jabs et al.,
2000), triancinolona (Baeyens et al., 2006) e seus respectivos sais. Porém, quando o
organismo ndo se adapta a terapia com corticoides, muitas vezes eles devem ser
substituidos por outros medicamentos.

A substituicdo terapéutica baseia-se na administracdo de farmacos

imunossupressores, capazes de inibir a resposta imune inflamatéria (Hesselink et al.,
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2004). Entre os imunossupressores encontram-se 0s farmacos citotoxicos como o
metrotexato, 6-mercaptopurina, azatioprina, ciclofosfamida, clorambucil e os
farmacos que inibem as células T, como Ciclosporina A e tacrolimus (Jabs et al.,
2000).

A Ciclosporina A (CsA), em substituicdo a terapia baseada em corticoides,
torna-se uma alternativa para o tratamento da uveite posterior (UP). Segundo Jabs e
colaboradores (2000), é utilizada na concentracdo diaria de 2 a 10 mg de farmaco
por quilo (mg/kg/dia) e outros trabalhos também mostram sua eficacia no tratamento
de UP em adultos e criancas (Walton et al.,1998; Lallemand et al.,2003; Hesselink et
al.,2004).

2.4. A Ciclosporina A

A Ciclosporina A (CsA) é um polipepitideo isolado do fungo Tolypocladium
inflatum gams, identificado, inicialmente, em 1976, por Borel e colaboradores (apud
Rezzani et al., 2004, p. 88), como uma nova molécula antibidética com propriedades
antifingicas, antiparasitarias e antiinflamatérias. O primeiro trabalho sobre a
utilizacdo da CsA na clinica médica foi publicado, em 1978, por Calne e White (apud
Graeb et al., 2004, p.125) que constataram a potente propriedade imunossupressiva
ao observar diminuicdo de rejeicdes em pacientes com rins transplantados, sucesso
terapéutico que despertou, durante os Ultimos vinte anos, o interesse de diversos
pesquisadores pela CsA (Abendroth., 2004).

Desde entdo, a CsA apresenta grande impacto na medicina de transplantes,
também sendo utilizada para o tratamento de doencas de origem infecciosas -
ceratoconjutivite por adenovirus, herpes, ceratite, imunoldégicas - ceratoconjutivite
atopica, conjuntivite, Ulcera corneal reumatéide, doenca do olho seco, lapus
eritematoso, psoriase, artrite reumatica, entre outras, e manifestacdes poés-
operatérias - ceratoplastia (Jabs et al.,2000; Rezzani et al.,2004; Bertelmann et
al.,2004; Hesselink et al.,2004).

A primeira formulagao registrada contendo a CsA (Sandimmune®, Novartis,

Suica) foi desenvolvida na forma de emulsdo concentrada. Posteriormente foi
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lancada a microemulsdo (Neoral®, Novartis, Suica), formulacdo que apresentou
melhor biodisponibilidade e eficacia, quando comparado com a primeira (Jabs et al.,
2000; Andrysek et al., 2003; Pollard et al., 2003). Encontra-se também no mercado,
o farmaco disponibilizado em capsulas gelatinosas (Sandimmune®), Sandimmune
Neoral® suspensdo (ltalia et al., 2007) e solugbes oleosas de administracao
parenteral (Sandimmune® 1V), conforme AHFS Drug information (2000) e Jabs e
colaboradores (2000).

A disponibilizacdo do farmaco no sitio ativo é dependente de suas
propriedades farmacocinéticas e de distribuicdo. Segundo Rezzani e colaboradores
(2004), o farmaco é absorvido no intestino, posteriormente se liga as lipoproteinas
presentes no sangue, é metabolizado pelo figado e finalmente eliminado pelas
fezes. Abendroth (2004) constatou que apenas 30% do farmaco presente na
formulacdo Neoral® administrado oralmente € biodisponibilizado e que, em poucos
minutos, 60% a 70% do farmaco absorvido sdo distribuidos nas células sanguineas.
Destes, 34% se ligam a proteinas transportadoras e sdo eliminados em um tempo
de meia vida de, aproximadamente, dezenove horas. A metabolizacdo observada foi
explicada como sendo dependente da regulacdo, expressédo e interacdo do farmaco
pelas enzimas do citocromo P 450 e diretamente dependente da idade do paciente.

No momento em que o farmaco € disponibilizado na circulacdo sanguinea e
distribuido em todos os compartimentos do organismo, observa-se que ele agira
indiretamente em outros mecanismos celulares, desencadeando efeitos colaterais.
Nos rins promove mudancas estruturais e funcionais das células do tabulo proximal
e arteriola aferente, aumenta niveis de tromboxano A2 e causa a vasoconstricdo
renal (Abendroth et al., 2004). Os efeitos refletem na hipertensdo, como disfuncao
cardiovascular e nefrotoxicidade (aumento do nivel sérico de creatinina, retencao de
fluido, edema, hipercloremia, acidose metabdlica e hipercalcemia). Observam-se,
também, efeitos no sistema nervoso central (tremor, confusdo, rubor, efeitos
dermatologicos como hisurtismo e hiperplasia gengival), hepatoxicidade
(hiperbilirrubinemia), efeitos no sistema trato gatrointestinal (TGI) (diarréia, nauseas,
vbmitos, anorexia, desconforto abdonimal, gastrite, Ulcera péptica ou hemorragia
retal), complicacBes infecciosas (pneumonia, septicemia, abscessos), infeccdes
sistémicas por virus e fungos, efeitos hematologicos (leucopenia, anemia e
trombocitopenia) e possiveis reacdes anafilaticas (AHFS Drug Infomation, 2000, p.
3378- 3381).
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A acdo desejada ocorrerd quando a molécula for capaz de regular as
respostas imunes por meio da diminuicdo da liberacdo da IL-2 liberada pelos
linfocitos T - células T (AHFS Drug Information, 2000; Jabs et al., 2000; Gilger et al.,
2000; Rezzani et al., 2004). A Figura 6 descreve, esquematicamente, 0 mecanismo
de ativacao das células T e o mecanismo de acdo da CsA.

Calcinerina A

Citoplasma
Promotor da IL-2
Nucleo v _
T T 1| RNA mensageiro da IL-2
R InihicAn da ativacan da calcinerina

Ciclofilina A Ciclosporina A

Cyelophilin .-‘Hg Cyclosporin A )

Calcinerina A

, Promotor da IL-2
Nucleo

RNA mensageiro da IL-2
Citoplasma

FIGURA 6: Representacéo: (a) da ativacao de linfocitos T e (b) do mecanismo de acdo da CsA.
Fonte: Adaptacdo de Rezzani et al. (2004, p.90)

Quando o organismo € exposto a um agente patologico, 0 sistema imune &
ativado a fim de elimina-lo. As células apresentadoras de antigenos fagocitam os
patdgenos e os metabolizam de forma a expor, por intermédio do receptor celular
chamado complexo de histocompatibilidade de classe Il (MHC Il) o antigeno em

fragmentos peptidicos. Segundo Rezzani e colaboradores (2004), o mecanismo
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natural de ativacdo de células T acontece quando o complexo de
histocompatibilidade de classe II (MHC II) de células apresentadoras se liga,
especificamente, no receptor de células T (TCR). A ligacdo MHC II-TCR originara
sinais intracelulares que ativara a enzima tirosina quinase por meio da
desfosforilizacdo. Essa enzima promovera a quebra da fosfolipase C (PLCy1) em
diacilglicerol (DAG) e 1,4,5 trifosfato de inositol (IP3). O PLCy1, na presenca de
célcio intracelular, ativa a fosfoquinase C (PKC), que € responsavel pela ativacdo da
chamada AP1, regido promotora de genes responsavel da IL-2. J& o IP3 estimula a
liberacdo de calcio armazenado no reticulo endoplasmatico. O calcio intracelular se
liga a calmodulina formando o complexo calcio-calmodulina, como sendo um
segundo mensageiro. Este, ao se ligar a calcineria A formara um complexo capaz de
desfosforilar e ativar o fator de transcricdo de células T (NFAT), a outra regido
promotora de genes de IL-2 e consequentemente a producdo da proteina IL-2.
Depois de formada, a citosina é entéo exteriorizada (Figura 6a).

A inibicdo da producdo de IL-2 é realizada pela CsA (Figura 6b). No
citoplasma ela se liga a uma proteina intracelular nomeada ciclofilina (ClI; ciclofilina
A). O complexo farmaco-imunofilina (ciclosporina-Cl) se liga a calcinerina
blogueando o sistema a fosforilacdo mediada pelo sistema calcineria-calmodulina.
Assim, ndo h& ativacdo de NFAT, ndo ocorrendo a ativacdo de células T e,
consequentemente, a liberacdo de Interleucina 2 (Bertelmann; Pleyer, 2004; AHFS
Drug Information, 2000; Rezzani et al., 2004).

Posteriormente a descricdo da farmacodinamica, da farmacocinética e do
mecanismo de acdo da CsA, direciona-se a discussado a utilizagdo do farmaco no
tratamento da uveite posterior.

A administracao das formulacdes descritas acima destinada para o tratamento
da doenca apresenta varias desvantagens quando se analisa a sua capacidade de
disponibilizar a CsA nas porcdes posteriores do bulbo do olho na dose efetiva e sem
ocasionar efeitos colaterais. O farmaco, devido a sua baixa solubilidade em agua
(40pg de farmaco por mL de agua), baixo coeficiente de particdo Oleo/agua e
elevada massa molecular (AHFS Drug Information 2000; Bertelmann; Pleyer., 2004),
ndo atravessa, de forma satisfatoria, as barreiras teciduais e a barreira
hematorretiniana do bulbo do olho, apresentando baixa penetrabilidade. Além disso,

a administracéo sistémica da CsA desencadeia uma serie de efeitos indesejaveis ao
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organismo, fatores que, muitas vezes, sdo 0s responsaveis pelo abandono da
farmacoterapia e falha no tratamento (Fialho et al., 2003b).

Visto os inconvenientes da administracdo da CsA por vias convencionais para
o tratamento da uveite posterior, € de interesse cientifico a busca de novos sistemas
de liberacdo que possibilitem a sua disponibilizagdo de forma efetiva e segura.
Esses novos sistemas podem ser definidos como sistemas de liberacdo modificada
(SLM), segundo definido por Kaur e colaboradores (2004), podendo-se destacar os

implantes intra-oculares.

2.5. Sistemas de liberacdo modificada

Define-se como sistema de liberagdo modificada (SLM) todo sistema que
disponibiliza o medicamento de forma diferente do perfil de liberagdo convencional
(Ansel et al., 2005).

Dentre as diferentes definicbes de SLM, a liberacdo do farmaco pode ocorrer
de forma prolongada, sustentada e controlada, ou apresentar dois ou trés perfis
simultaneamente. Na liberacdo controlada (SLC) o farmaco € liberado em taxas
semelhantes em cada intervalo de tempo. Na liberacdo sustentada (SLS) o farmaco
é liberado de forma que mantenha constante a taxa de liberagdo em um
determinado intervalo de tempo e na liberacdo prolongada (SLP) por um periodo de
tempo maior quando comparado com os sistemas convencionais (Aulton, 2001).

Os SLM possuem a vantagem de atingir a dose terapéutica desejada em
menores doses, diminuir os efeitos sistémicos indesejaveis e prolongar o tempo de
acdo do farmaco (Athanasiou et al., 1996; Kaur et al., 2004). Os SLM na forma de
formulacdes coloidais, tais como as vesiculas lipossomais, micelas, nanopatrticulas e
microparticulas poliméricas, tém sido utilizados como alternativas para melhorar a
disponibilidade de farmacos por via tépica ocular (Ding, 1998; Kaur et al., 2004;
Peyman; Ganiban, 1995), ou até mesmo por meio de inje¢cBes subconjuntivais
objetivando tratamento de doencas oculares do segmento posterior (Ding, 1998;
Peyman; Ganiban, 1995).
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A literatura relata diversos trabalhos que propbem alternativas para
administracao oral da CsA, objetivando melhorar o comportamento farmacocinético,
a biodisponibilidade, a solubilidade e o perfil de liberacdo do farmaco.

Al-Meshal e colaboradores (1998) observaram uma melhora na
biodisponibilidade do farmaco em vesiculas lipossomais composta por
dipalmitoilfosfaditilcolina (DPPC) e colesterol (Chol), quando comparado com a
formulacdo comercial Sandimmune®.

Jaiswal e colaboradores (2004) mostraram que nanoparticulas poliméricas de
polimeros biodegradaveis de (PLGA) e polietilenoglicol (PEG) sdo capazes de
promover uma liberacdo controlada do farmaco, quando em presenca do fluido
natural intestinal.

Aliabadi e colaboradores (2005b) também mostraram vantagens dos SLM ao
investigarem a possibilidade da utilizacdo de micelas compostas pelo copolimero
metoxipoli (oxido de etileno)- b- poli (e-caprolactona) (POE—b-PCL) em diferentes
proporcdes de PCL como veiculo para melhorar a solubilidade e liberacdo da CsA.
Comparando-se com a formula comercial contendo o Cremophor EL, o autor
observou que a micela polimérica, além de apresentar um perfil de liberacéo
sustentada, foi capaz promover maior solubilidade do farmaco.

Dando continuidade ao trabalho, Aliabadi e colaboradores (2005a) verificaram
o potencial das mesmas micelas sollveis contendo (POE-b-PCL) de modificar a
farmacocinética e distribuicdo da CsA nos tecidos, em comparac¢do com a formula
para aplicacéo intravenosa (Sadimmune). Em ratos, o sistema micelar proporcionou
uma melhor biodisponibilidade do medicamento, j& que o aumento da solubilidade
proporcionou a alteracdo da sua biodistribuicdo nos rins e figado, diminuindo sua
metabolizacdo hepética e seus efeitos toxicos nos referidos 6rgaos.

A encapsulacdo da CsA em microesferas poliméricas e a avaliacdo do seu
perfil de liberagdo, tanto in vitro quanto in vivo, foram realizadas por Li e
colaboradores (2005), comparando com suspensdes de CsA, observaram um perfil
de liberag&o controlada em ambos 0s estudos.

Italia e colaboradores (2007) observaram, em teste in vitro, boa
biodisponibilidade de nanoparticulas poliméricas do copolimero PLGA contendo CsA
guando comparados com os resultados obtidos do medicamento comercial Neoral®
e de suspensdes de CsA.



34

Observa-se, também, a aplicacdo tépica da CsA para o tratamento de
doencas dérmicas auto-imunes, como por exemplo a psoriase, e a necessidade de
promover maior permeacao do farmaco. Liu e colaboradores (2006) investigaram a
capacidade de vesiculas lipidicas melhorarem a permeabilidade do farmaco na
superficie da pele. J& Boinpally e colaboradores (2004), referem-se a aplicacdo da
iontoforese como uma técnica capaz aumentar a penetrabilidade da molécula.

Para a utilizacédo oftalmica, o desenvolvimento de SLM descritos na literatura
objetiva aumentar a penetrabilidade da CsA, aumentar sua estabilidade e minimizar
seus efeitos toxicos.

Kanai e colaboradores (1989) testaram combinacdes diferentes de o-
ciclodextrina (a-CD) e CsA e observaram que o colirio contendo o complexo de CsA-
o-CD resultou em uma menor toxicidade corneal e uma penetracdo na cérnea 5 a 10
vezes maior que o farmaco no veiculo lipofilico.

Pleyer e colaboradores (1994) investigaram a habilidade de lipossomas
transportarem CsA para os tecidos oculares. A formulacdo foi aplicada topicamente
em gotas oleosas (controle) e em uma forma encapsulada em lipossoma. O estudo
mostrou claramente a superioridade dos liposomas sobre o veiculo oleoso.

Alonso e colaboradores (1995) mostraram que nanocapsulas e nanoesferas
de poli-e-caprolactona, e nanoemulsdes promoveram absorcao corneal de farmacos
lipofilicos (Ciclosporina e indometacina). Eles mostraram que a absorcéo corneal da
ciclosporina foi cinco vezes superior com nanocapsulas de poli-e-caprolactona
guando comparada a solu¢éo oleosa da droga.

Com o intuito de melhorar a toleréncia e estabilidade da CsA nos tecidos
corneais, Lallemand e colaboradores (2005) realizaram a sintese de um pro-
farmaco, originado da molécula de CsA, apresentando-se mais estaveis no fluido
lacrimal e menos irritantes para superficie ocular, quando comparado com formas
de veiculacao oleosas.

Entre os sistemas de liberacdo modificada, os implantes poliméricos
biodegradaveis sao sistemas viaveis para o tratamento de doencas oculares do
segmento posterior, uma vez que disponibilizam o farmaco no tecido alvo e
minimizam consideravelmente os seus efeitos indesejaveis (Gilger et al., 2000; Dong
et al., 2006; Jaffe et al., 1998).
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2.6 Os implantes poliméricos biodegradaveis da aplicacdo intra-ocular

Alguns polimeros sao classificados como biomateriais, termo que vem sendo
utilizado para descrever aqueles materiais derivados de fontes biol6gicas ou aqueles
usados em terapias no corpo humano. Estes sao largamente utilizados na medicina
como material cirdrgico, proteses odontoldgicas, préteses ortopédicas, ou mesmo
como forma de veiculagdo de farmacos em sistemas de liberacao (Griffth, 2000).

Entre as aplicacbes dos polimeros na medicina, encontra-se sua extensa
utilizacdo no campo de engenharia de tecidos onde s&o empregados como
auxiliares na regeneracdo de tecidos e 6rgdos. Griffth (2000) descreve-os como
sendo possiveis adjuvantes capazes de estimular mecanismos naturais celulares
relacionados com o crescimento, metabolismo, diferenciacdo e migracdo celular. A
sintese dos polimeros pode ser realizada de forma que este contenha, em sua
constituicdo, transmissores extracelulares como fatores de crescimento ou
componentes da matriz extracelular como proteinas, poliglicanos e polissacarideos,
fibronectina, integrinas, entre outros.

Como a aplicacdo na engenharia de tecidos, o desenvolvimento de sistemas
de liberacdo de farmacos (SLF) torna-se um campo inovador quando se trata de
utilizacdo de polimeros que permitem a liberacdo sustentada (dias, semanas, meses
ou anos) e direcionada (a um tumor, um tecido local ou até mesmo a um local
especifico da circulacéo sanguinea). O interesse surgiu na década de 80 objetivando
o direcionamento da terapia protéica como forma de substituicdo dos métodos que
empregavam injecOes protéicas locais. Griffth (2000) comentam a aplicabilidade
futura destes sistemas para diversas terapias, colocacao também reforcada por Pillai
e Panchagnula (2001), ao considerarem os polimeros como materiais promissores
para o desenvolvimento de diversos SLF.

Encontra-se também descrita, a utilizacdo de polimeros no campo da
oftalmologia, seja como substituintes de tecidos naturais ou em SLF.

Historicamente, Michelson e colaboradores (1979), citados por Peyman e
Ganiban (1995, p. 114), desenvolveram o primeiro sistema de liberacdo sustentada
para via ocular contendo o farmaco gentamicina, como sendo uma minibomba

osmotica para implantagcdo subconjutival para o tratamento de endoftalmites. Este
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sistema foi implantado em ratos por meio de incisédo do bulbo do olho e a liberagéo
de 0,01 mg de farmaco por mL de corpo vitreo em um periodo de quatro dias e
meio foi determinada. Posteriormente, outros implantes foram sendo desenvolvidos
objetivando o tratamento de retinite causada por citomegalovirus (CMV),
endolftalmites, vitreoretinopatia proliferativa, renites virais e uveites, apresentando
resultados satisfatorios quanto ao perfil de liberacdo controlada de farmacos
(Peyman; Ganiban, 1995; Colrhurst et al., 2000).

A satisfatéria aplicabilidade dos implantes intra-oculares poliméricos torna-se
viavel uma vez que sdo considerados sistemas inertes, atdéxicos, ndo cancerigenos,
hipoalergénicos e ndo causadores de respostas inflamatoérias no local da aplicacao
(Athanasiou et al., 1996).

Os sistemas compostos por polimeros nao-biodegradaveis precisam ser
removidos posteriormente por processos cirlrgicos enquanto os biodegradaveis sao
totalmente absorvidos pelo organismo, ndo necessitando a remocgdo, e
proporcionando, desta forma, uma maior adesdo e aceitacdo do paciente ao
tratamento (Yasukawa et al., 2001).

Os sistemas de liberacdo de farmacos sdo obtidos a partir de polimeros
biodegradaveis sintéticos tais como poliamidas, poliaminoacidos,
polialquilcianacrilatos, poliésteres, poliortoésteres, poliuretanos e poliacrilamidas ou
ndo-biodegradaveis como derivados de celulose, silicones, polimeros acrilicos,
polivinilpirrolidona e copolimeros dos 6xidos de etileno e propileno.

Os polimeros biodegradaveis mais utilizados atualmente sdo os poliésteres,
tais como a poli (s-caprolactona), o poli (4cido latico) (PLA) e o copolimero &cido
latico / acido glicolico (PLGA), sendo que os dois ultimos tipos tém sido amplamente
empregados (Fialho, 2003a).

Copolimero &cido latico / acido glicolico foram utilizados para o
desenvolvimento de alguns implantes intra-oculares. Kunou e colaboradores (1995)
avaliaram o perfil de liberacdo de implantes a partir dos polimeros poli (DL- latico)
(PLA) e poli (DL-latico-co-glicdlico) (PLGA) contendo diferentes concentracbes de
ganciclovir (GCV). Os autores observaram que o implante de PLA contendo 10% p/p
de GCV apresentou um periodo de liberacao, in vitro, de 6 meses. O implante de
PLGA contendo 25% p/p de GCV, testado por meio da administracdo em coelhos,

apresentou um periodo de permanéncia no corpo vitreo de trés meses e na retina e
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coroide de cinco meses. A concentracdo do farmaco encontrada na retina e cordide
foi superior a encontrada no corpo vitreo.

Jaffe e colaboradores (1998) mostraram a eficacia da CsA no tratamento de
uveite induzida em ratos quando administrada por meio de um sistema de liberacdo
intra-ocular. Os autores observaram que o implante presente na cavidade vitrea era
capaz de inibir a manifestacdo da uveite e a liberacdo do farmaco foi detectada por
um periodo superior a nove anos.

Zhou e colaboradores (1998) desenvolveram um implante para o tratamento
de vitreoretinopatia proliferativa (PVR), composto de PLGA 50:50. Este composto
apresenta trés segmentos cilindricos, cada um contendo os seguintes farmacos: 5-
fluorouridina (5-Furd), triancinolona (Triam) e um agente trombolitico (t-PA). Com o
objetivo de promover um periodo de laténcia para liberacdo do farmaco no momento
adequado e, também, para reduzir o risco de sangramento pés-operatério, a por¢cao
do implante contendo o t-PA foi revestida com PLGA. Os resultados mostraram que
0 5-Furd e o Triam foram liberados na taxa de 1,0 upg/dia por mais de quatro
semanas e de 10,0-190,0 ug/dia por mais de duas semanas, respectivamente. Apos
um periodo de laténcia de cerca de dois dias, o t-PA foi liberado ativo na taxa de 0,2-
0,5 ug/dia durante duas semanas.

Sakurai e colaboradores (2003) avaliaram a eficacia da administracdo de um
implante biodegradavel constituido de PLGA em diferentes propor¢des, contendo
tacrolimus, para o tratamento de uveites experimentais em ratos. O polimero na
proporcdo de 50:50 e massa molar de 63000 dalton (Da) apresentou uma rapida
liberacdo do farmaco. Os autores observaram que o implante, além de ser efetivo na
supressdo da uveite e liberar o farmaco de forma continua, apresentou uma
liberacdo do farmaco na cavidade vitrea dependente do tamanho da cadeia
polimérica e da massa molecular do polimero.

Okade e colaboradores (2003) demonstraram a lenta biodegradacdo do
implante intra-escleral constituido de poli (DL-lactato) e contendo fosfato de
dexametasona. A concentracao atingida no corpo vitreo, coréide e esclera foi capaz
de suprimir respostas inflamatérias por mais de oito semanas. Os autores também
observaram que a taxa de eliminagdo do farmaco no corpo vitreo foi maior que na

esclera e coroide.
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A vantagem da utilizacdo de implantes poliméricos biodegradaveis frente as
demais formas de tratamento da uveite posterior foi observada, por exemplo, por
Jaffe e colaboradores (2000) ao verificar uma melhora no quadro da doenca em
pacientes portadores ao administrar implante intra-ocular de fluocinolona. Dong e
colaboradores (2006) mostraram a possibilidade de tratamento da uveite posterior
em coelhos a partir de implantes intra-oculares constituidos do polimero sintético
acido latico-co-glicélico-co-policaprolactona contendo CsA. Outro trabalho com
objetivo semelhante foi realizado por Gilger e colaboradores (2000), no qual a
aplicacao intra-vitrea de implantes de acetato de viniletileno contendo CsA mostrou-
se eficaz para o tratamento da doenca.

Jaffe e colaboradores (2006) avaliaram a eficacia e seguranca do implante
intra-ocular de acetato de fluocinolona (Retisert) para o tratamento de uveites
posteriores nao infecciosas. Os efeitos indesejaveis como catara e aumento da
pressao intra-ocular observados apresentaram-se inferiores quando comparado com
a administracao sistémica de formulacdo contendo o farmaco.

Como observado a partir da revisdo da literatura, os sistemas de liberacao
modificada para tratamento de doencas do segmento posterior do olho tém ganhado
importancia nas pesquisas atuais e os implantes poliméricos de aplicacao intra-
ocular contendo a CsA mostram-se sistemas promissores no tratamento de doencas

oftalmicas.

2.7 Avaliacao fisico-quimica dos constituintes de sistemas de liberagéo de farmacos
(SLF)

A selecdo adequada dos componentes de um sistema de liberacdo de
farmacos torna-se uma tarefa desafiadora, jA que as caracteristicas de seus
constituintes sdo 0s principais determinantes da forma de disponibilizacdo do
farmaco.

O perfil de liberacdo de um determinado farmaco esta relacionado com
modificacdes do sistema como um todo, quando este se encontra em contato com
um determinado meio externo, seja este o meio fisioldgico ou um meio laboratorial

gue simule as condicdes fisioldgicas. Essas modificacdes sdo determinadas pelas
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caracteristicas fisico-quimicas do material polimérico empregado e do farmaco
presente no sistema. Cabe entédo ressaltar a importancia da avaliacao fisico-quimica
de seus constituintes neste trabalho, uma vez que essas propriedades irdo definir o

perfil de liberacao do farmaco CsA a partir do implante polimérico desenvolvido.

2.7.1 Caracteristicas fisico-quimicas da CsA

As ciclosporinas, em geral, sdo definidas por Loor e colaboradores (2002)
como decapeptideos ciclicos constituidos por 4 grupos amidas ndo metilados nos
residuos 2, 5, 7 e 8 e as demais amidas metiladas nos residuos 1, 3, 4, 6,9, 10 e 11,
sendo consideradas as classicas ciclosporinas. Com o intuito de justificar a relacéo
estrutura-atividade das diversas ciclosporinas como ativadores da expressao
imunomodulatéria, o autor descreve sucintamente as caracteristicas quimicas e
estruturais da CsA que serve como a molécula de referéncia para comparacédo da
atividade das demais ciclosporinas.

A Ciclosporina A é entdo descrita como um polipeptideo hidrofébico
constituido por 11 peptideos arranjados em uma cadeia rigida composta por
ligacbes peptidicas. E definida como ciclo-[MeBmt'-Abu*-MeGli*-MeLeu*Val*-
MeLeu®-Ala’-D-Ala®-MeLeu®-MeLeu'%-MeVal''] (Figura 7).
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FIGURA 7: Estrutura da CsA
Fonte: Jegorov et al. (2003, p.441).
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A estrutura é também elucidada por Loor e colaboradores (2002) objetivando
o conhecimento conformacional da molécula e distribuicdo dos grupos quimicos.

% Oxigénio
-G

Nitrogénio

FIGURA 8: Estrutura tridimensional da CsA determinada por Difracdo de Raios X
Fonte: Adaptacdo de Loor et al. (2002, p.4605).

Em consequéncia da rigidez da configuragcéo estrutural (Figura 8), as cadeias
de aminoacidos sdo direcionadas em angulos para a direita em relagdo ao plano
formando dois sitios hidrofébicos, um contendo os peptideos Abu? Val®, MeVal'!,
projetados em um lado da cadeia, e os peptideos MeBmt!, MeLeu*, MeLeu® e
MeLeu™ para o lado oposto. As ligacGes intermoleculares beta-folnas envolvem
tripeptideos antiparalelos [Meval*'-MeBmt!-Abu?] e [Val®>-MeLeu®-Ala’]. MeGly® e
MeLeu4 participam em um tipo de tor¢cdo beta e tor¢cdes nas cadeias na forma de
loop sdo formadas pelo pentapeptideo [Ala’-D-Ala®-MelLeu®-MeLeu'®-MeLeu™].
Contém ligacbes cis de amidas entre os residuos de aminoacidos adjacentes
MeLeu® e MelLeu'®. A estrutura é mantida por quatro ligacbes de hidrogénio
envolvendo os 4 grupos amida n&o metilado (amidas secundérias) dos residuos 2,
5, 7 e 8. As ligacdes de hidrogénios definem a estrutura secundaria sendo uma do
tipo torcdo gama entre [N*-O°] e [N’-O!], duas beta-folhas entre [N>-O° e [N’-O'Y] e
uma nao usual definida por torcdo gama entre [N8-0O° dos aminoacidos D-Ala® e Me

Leu® em volta da Ala’ (Loor et al., 2002).
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A existéncia de diversas estruturas tridimensionais define o esqueleto da
molécula, sua estabilidade conformacional e consequentemente sua atividade como
imunossupressora. Estudos extensivos da estrutura-atividade da CsA tem mostrado
gue a cadeia MeBmt em sua devida conformacéo € essencial, porem nao suficiente,
para a atividade biolégica (Lazarova et al, 2003). A dependéncia de outros sitios
hidréfobicos também é demonstrada no trabalho de Loor e colaboradores (2002) ao
definir a importancia conformacional dos sitios hidrofébicos na capacidade de
ligarem aos segundos mensageiros calcinerina e glicoproteina P.

Vale ressaltar que a estrutura ndo so determina estabilidade e atividade, mas
também define o aspecto morfolégico do farmaco e seu aspecto cristalino. Este
comportamento € explicado por Stevenson e colaboradores (2003) ao avaliar picos
de FTIR caracteristicos de estruturas secundérias e associar suas variagbes aos
diferentes estados do material e a existéncia de polimorfismo da CsA, caracteristica

atribuida pelo autor, ao processo de obtencdo e do meio de diluicdo.

2.7.2 Caracteristicas gerais dos polimeros

Polimeros, em geral, sdo macro-estruturas compostas por unidades de
repeticdo, chamadas meros, ligadas por ligacdes covalentes e intramoleculares,
formando uma cadeia polimérica. As cadeias lineares podem apresentar
ramificacdes ou bracos, copolimeros ou ligacdes cruzadas ou em rede, como

mostrado na Figura 9 (Hasirci et al., 2001; Canevarolo et al, 2002).
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FIGURA 9: Organizacéo de cadeias poliméricas.
Fonte: Adaptacdo de Standard ....(2004, p. 116).

A estrutura e o tipo de ligacdo das cadeias € um dos fatores que define o
comportamento térmico e mecanico dos polimeros, que variam sob exposicdo a
diferentes tensbes e temperaturas.

Polimeros que amolecem quando submetidos ao aquecimento sdo chamados
de termoplasticos, matérias ricos por ligacdes fracas intermoleculares do tipo Van
der Walls. Aqueles que ndo amolecem, sdo denominados termorigidos, materiais
dificeis de serem processados por possuirem ligacdes cruzadas entre cadeias. No
estado solido possuem varios graus de cristalinidade podendo ser cristalino, definido
por ordenadas e repetitivas cadeias; semicristalino ou amorfo. Este dltimo estado
ocorre devido a pequena mobilidade das macromoléculas na estrutura, acarretando
dificuldades de adaptacdo no espaco. A temperatura que possibilita uma

movimentacdo das moléculas de forma que a estrutura se encontre mais organizada
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e com menor energia € chamada de transicao vitrea (Tg). Esse valor € uma forma de
determinar possiveis alteracdes na estrutura do polimero apos utilizad-lo em outros
sistemas, ou submeté-lo as variacbes de temperatura e pressdo (Oréfice et al.,
2006).

Outra caracteristica importante inerente aos polimeros esta relacionada com a
capacidade de serem alterados estruturalmente e morfologicamente frente a acéo do
meio em que se encontram. Gopferich (1996) enquadra os polimeros em duas
classes: os biodegradaveis e os ndo biodegradaveis. Os biodegradaveis sdo aqueles
gue sofrem degradacdes imediatamente ou apdés o periodo de aplicacdo. A sua
aplicabilidade na medicina vem sendo estudada desde a década de 60, utilizados
como fios de sutura e como materiais fixadores de fraturas em lugar dos pinos de
metais (Athanasiou et al., 1996).

Ja os nédo biodegradaveis sédo definidos como sendo aqueles que requerem
um tempo maior para serem degradados, este, bem além do estimado para sua
aplicacdo. Isso significa que, polimeros biodegradaveis séo totalmente clivados de
forma a serem eliminados do organismo, caracteristica que ndo se aplica aos
polimeros nado biodegradaveis.

Athanasiou e colaboradores (1996) ainda afirmam que os polimeros
biodegradaveis sdo desintegrados frente a um meio externo tamponado e dependem
dos processos de degradacao e erosdo. A degradacao € definida como um processo
gue leva ao rompimento de cadeias oriundas da sua clivagem, formando oligdmeros
e, posteriormente, monémeros. A erosao ja é conceituada como sendo a saida da
porcéo clivada para o meio externo, levando a desestruturagdo da matriz. Fica claro
pelo autor que estes fatores sado interdependentes e responsaveis pela
desintegracdo do material polimérico no meio bioldgico, onde a erosdo acontece
apos o processo de degradacédo (Gopferich, 1996).

Segundo Fialho (2003a), a velocidade de degradacdo e consequentemente o
perfil de erosdo dos polimeros biodegradaveis sdo dependentes de diversas
caracteristicas tais como: a estrutura quimica e composicdo do sistema, a
distribuicdo da massa molecular dos polimeros, a presenca de mondmeros e
oligbmeros, tamanho e forma da superficie do sistema, morfologia dos componentes
do sistema (amorfo, semicristalino, cristalino), local de implantagdo do sistema,

mecanismo de hidrolise e a temperatura de transicao vitrea de cada polimero.



A hidrdlise é o principal fator que leva a clivagem e degradacdo das cadeias
poliméricas. Ela ocorre de forma dependente a variagdo de pH, temperatura,
composicdo quimica, presenca de solventes e enzimas cataliticas (Hasirci et al.,
2001).

As variacdes de pH também podem tornar o polimero mais susceptivel a
hidrélise, como acontece com os poliésteres que apresentam maior susceptibilidade
em meios acidos e alcalinos. A propor¢ao de oligbmeros e monémeros pode alterar
a cristalinidade e a temperatura de transicdo vitrea do material, facilitando sua
clivagem.

Grupos quimicos também influenciam na hidrolise do polimero. A clivagem
ocorre quando se tem presentes 0S Qrupos ésteres, ortoésteres, anidrido,
carbonatos, uréia e uretano (Pillai; Panchagnula, 2001), podendo sofrer clivagem a
partir da porcéao final ou por meio de rompimentos internos na cadeia (Hasirci et al.,
2001).

A Figura 10 ilustra a estrutura quimica de alguns polimeros biodegradaveis.

Polimeros sintéticos

0 O-R
; ( e N= —]—
%R‘(.—O C %(I'R'O—GC'HE}TIC‘O]‘ —[_ ]i) n
n n R'
Poliésteres Poliortoésteres Polianidridos Polifosfazonas

Polimeros naturais

ox

Quitosano Acido hialurénico Acido alginico

FIGURA 10: Estrutura quimica de alguns polimeros biodegradaveis
Fonte: Adaptacéo de Park et al. (2005, p. 147).

A degradacdo quimica das cadeias poliméricas é determinada pela energia
requerida para ocorrer a quebra das ligacfes e pela localizacdo dos grupos a serem

hidrolisados. Polimeros com ligagc6es covalentes fortes entre ligacdo C-C requerem
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um maior tempo para sofrerem a total degradacéo e os grupos C-O-C e C-N-C séo
degradados com maior velocidade (Hasirci et al., 2001).

Merkli e colaboradores (1998) propuseram mecanismos de erosao que estéo
diretamente relacionados com o processo de hidrolise. As trés formas de eroséo das

cadeias poliméricas propostas estdo esquematizadas na Figura 11.

Eroséo do tipo |

? 1

Eroséo do tipo I

] |
A B A c
B—eC Hidrolise, ionizagdo e protonagao

Eroséo do tipo lll

@ = Sitio susceptivel a hidrdlise

FIGURA 11: Esquema dos tipos de erosao polimérica
Fonte: Adaptacéo de Merkli et al. (1998, p.564).

A erosdo do tipo 1 acontece, primeiramente, pela hidrélise das partes
hidrofilicas e posteriormente da parte insolivel em &gua hidroliticamente instavel
originada da formacédo de ligacGes cruzadas entre as cadeias poliméricas. Ocorrem

em polimeros hidrossolliveis como, gelatinas, colagenos, poliacrilamidas, alcool
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polivinilico e poli (N-vinilpirrolidona). Ja a erosdo do tipo 2 acontece em polimeros
cuja solubilidade em agua € dependente da faixa de pH. Como exemplo, Merkli e
colaboradores (1998) citam a utilizacdo de ésteres de copolimero poli (vinil éter) e
anidrido maléico (PVM/MA). A erosao ocorre pela ionizacao do acido carboxilico que
libera ions hidrogénios no meio. A acidificacdo é, na verdade, a forma de controle da
erosdo deste material. Quanto mais acido, menor sua erosao. Como 0 meio externo
€ formado por um sistema tamponado, ele é o capaz de regularizar o pH que permite
a continua erosé@o do material.

O tipo de eroséo 3 trata-se da clivagem das cadeias poliméricas e formacéao
de moléculas pequenas, sollveis em agua e nédo téxicos. Como exemplo, pode-se
citar os poliésteres derivados do acido latico e glicélico, comumente utilizados na
preparacao de SLF (Merkli et al., 1998).

A radiacdo e a temperatura sdo outros fatores que levam a degradacéo. Os
raios gama (raios y) podem alterar a cadeia polimérica, a viscosidade, a velocidade
de degradacéo e o tempo de liberacdo. A temperatura pode levar a desestruturacéo
e rompimento das cadeias poliméricas (Athanasiou et al., 1996).

A erosao depende de fatores como intumescimento, dissolucédo e difusdo de
oligbmeros e mondmeros (Gopferich et al., 1996). O mesmo autor enquadra 0s
polimeros biodegradaveis em diferentes tipos de mecanismos de erosdo, onde

alguns podem sofré-la de forma superficial e ou matricial (Figura 12).
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FIGURA 12: llustragcdo esquematica: (a) erosdo superficial e (b) erosdo matricial

(a)

(b)

Os mecanismos de desintegracdo propostos na Figura 12 descrevem as
etapas que envolvem o processo de erosdo polimérica. Em ambos, a agua presente
no meio externo penetra na matriz polimérica levando ao intumescimento do
polimero. O contato da agua com o0s grupos hidrolisaveis do polimero leva a
clivagem quimica e formacdo de oligdbmeros e mondmeros, caracterizando o
processo de degradagdo. O processo de erosao acontece quando se observa a
formacédo de poros e alteracdo microestrutural da matriz polimérica devido a saida
das porcles hidrolisadas (oligbmeros e mondémeros) originadas pela degradacéo
progressiva.

Os polimeros podem sofrer erosdo de forma superficial (Figura 12a) ou de
forma matricial (Figura 12b). Os polimeros que sofrem erosdo superficial perdem
materiais apenas na superficie, tornando-se menores e com 0 mesmo formato
original. J& nos polimeros que sofrem erosdo de forma matricial, o tamanho do
polimero permanece constante em um periodo de tempo prolongado, sem
apresentar perda de massa. A vantagem da erosdo de superficie estd na
possibilidade de prever o comportamento de desintegracao, previsao que nao pode

ser feita para os polimeros que sofrem erosdo matricial.
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Embora a degradacao seja o principal processo das etapas de desintegracéo,
outros parametros também podem interferir no processo de erosdo. Mudancas na
morfologia dos polimeros ocorrem imediatamente ap6s o contato com o meio
externo levando a formacéo de poros na superficie ou na matriz polimérica. Esses
poros faciltam a entrada de agua, desencadeando reacfes de hidrélise e
consequentemente erosao das porcdes ainda intactas. Além disso, a ocorréncia do
rompimento de cadeias poliméricas origina produtos de degradacdo sob a forma de
oligbmeros e monémeros, 0s quais apresentam grupos quimicos capazes de alterar
0 pH do meio e potencializar as reacdes de hidrolise (Gopferich et al., 1996).

Da mesma forma, a cristalinidade interfere no perfil de erosédo do polimero.
Devido a rapida erosao das por¢cdes amorfas frente as cristalinas, a propor¢cdo de
por¢des cristalinas no polimero aumenta ao longo do processo de eroséo, reduzindo
a taxa de liberacdo (Gopferich, 1996; Hasirci et al., 2001).

O tamanho da cadeia e a massa molecular dos polimeros também interferem
no perfil de erosdo e de liberacdo de substancias incorporadas, como mostrado por
Kunou e colaboradores (2000) ao avaliar a variacdo no perfil de liberacdo do
farmaco ganciclovir a partir de sistemas a base do polimero poli (D,L-acido latico)
(PLA) com diferentes massas moleculares.

Frente as informacdes descritas, entende-se que a desintegracdo de uma
matriz polimérica é o resultado da associacdo de diversos fatores e depende
diretamente das propriedades inerentes ao material e do meio externo em que este
se encontra. Os polimeros biodegradaveis, quando constituintes da matriz de SLF,
irdo apresentar distintos perfis de liberacdo, comportamento definido pelo tipo de
material, método de processamento e caracteristicas do proprio farmaco. No
trabalho desenvolvido, o0s mecanismos propostos de desintegracao servirdo como
base para o entendimento dos perfis de liberacdo da CsA a partir dos implantes

biodegradaveis intra-oculares obtidos.

2.7.3. O copolimero &cido latico / acido glicélico (PLGA)

O copolimero acido latico / acido glicolico sédo poliésteres cuja principal

caracteristica € a ligacdo éster presente entre os meros (Figura 13). Segundo Merkli
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e colaboradores (1998), estes copolimeros apresentam cadeias lineares, saturadas
e comportamento termoplastico. Eles possuem um centro assimeétrico, apresentando
pelo &cido latico (PLA) em uma mistura racémica (D,L-PLA) ou por uma das suas
formas levogira (L-PLA) e dextrogira (D-PLA), ligados de forma alternada ao
polimero acido glicélico (PGA). Segundo o mesmo autor, o copolimero encontra-se
no estado amorfo, quando é constituido apenas da forma racémica D,L-PLA.

fap fmwpl [ B MR
O—CH-(C—0—CH-C O0-—CH-C-0—CH-C
—

m n

FIGURA 13: Estrutura quimica do copolimero &cido latico / acido glicélico)
Fonte: Loo et al. (2004, p.260).

A biodegradacao desses polimeros ocorre por erosao superficial, por meio da
clivagem da cadeia polimérica por hidrélise, liberando o acido latico e glicélico
(Figura 14). Esses &cidos, por serem metabdlitos naturais do organismo s&o

eliminados pelo ciclo de Krebs na forma de gas carbénico e agua.

R =H (acido glicélico)
ou
R = CHj; (4cido latico)

*

R
| Ciclo de Krebs
o—tH-d 120 o Ho-—CH-coon ZERIEKES ohl t om0

* Os produtos de degradagao: (1) Acido latico (caso o polimero seja PLA), (2)
Acido glicdlico (polimero de origem PGA), (3) Ambos (polimero de origem PLGA).

FIGURA 14: Mecanismo de hidrélise do PLA, PGA ou PLGA.
Fonte: Merkli et al. (1998, p. 569).

A hidrofilicidade e lipofilicidade dos polimeros sédo determinadas pela

proporcdo de acidos laticos e glicdlicos na sua constituicdo. O acido latico possui
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maior hidrofobicidade devido a presenca do grupo metila na sua estrutura e o PGA é
bastante susceptivel a hidrolises. Assim, quanto maior a proporcédo de acido latico,
maior serd a hidrofobicidade do copolimero e menor sera o tempo de degradacéo
(Fialho et al., 2003b).

Quanto aos grupos quimicos encontrados na molécula, tem-se a presenca de
carbonila de ésteres, por¢cdo molecular que apresenta absorcéo no infravermelho na
regiao de 1725-1750 cm™ (Coates et al., 2000).

O comportamento in vitro e in vivo dos diferentes copolimeros sé&o
influenciados pelas propor¢des de acido latico e glicolico no material, dados listados

no Quadro 2.

QUADRO 2

Propriedades de copolimero acido latico / acido glicélico

Polimero ou Temperatura de transicao Temperatura de Fuséo (°C) Tempo de degradacgéo
copolimero vitrea (°C) aproximado (meses) *

PLGA 50:50 | 45-50 Amorfo 2

PLGA 75:25 | 60 Amorfo 2-4

PLGA 85:15 | 45 Amorfo 5

D,L-PLA 57-59 Amorfo 12-16

L-PLA 60-67 172-174 18-24

PGA 36 230 2-4

* O tempo de degradagéo pode variar de acordo com a superficie, porosidade e massa molecular do sistema.
Fonte: Lewis et al. (1990)

O polimero PLGA na proporcdo 75:25 (PLGA 75:25), constituido por 75%
PGA e 25% de D,L PLA apresenta transicao vitrea na temperatura de 60°C (Quadro
2), estado amorfo e degradacdo em um periodo de dois meses. Diferentes valores
nas transi¢cdes vitreas e degradabilidade podem ser observados, uma vez que
dependem da forma de processamento dos materiais e do tamanho da cadeia
polimérica. Por exemplo, um estudo desenvolvido por Fialho (2003a) mostrou a
transicdo vitrea para o PLGA 75:25 em aproximadamente 50 °C e o tempo de

degradacdo deste copolimero acima de dois meses. Este material foi o polimero
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escolhido para o desenvolvimento do trabalho aqui descrito, uma vez que suas
caracteristicas validam sua aplicacdo em SLF.

2.8 Técnicas de caracterizacdo empregadas

Neste trabalho, técnicas de caracterizacdo foram empregadas com o intuito
de descrever a estabilidade, os aspectos de composicdo, conformacdo e da
estrutura existentes na interface entre o polimero e o farmaco. A investigacao da
estabilidade térmica dos constituintes nos permite avaliar a estabilidade dos
constituintes durante o preparo dos implantes intra-oculares. Adicionalmente, a
analise de possiveis interacbes entre 0s constituintes e de seus estados
morfolégicos possibilita justificar o perfil preliminar de liberacdo e degradacédo dos
implantes durante os testes de liberag&o in vitro.

Dentre as diversas técnicas descritas na literatura para caracterizacao de
compostos, foram selecionadas aquelas que caracterizariam o sistema desenvolvido
como um todo, desde o comportamento térmico (Termogravimétrica e Calorimetria
Exploratoria Diferencial), os aspectos morfologicos (Microscopia Eletrénica de
Varredura), conformacionais (Difracdo de Raios X) e composicionais
(Espectroscopia no infravermelho).

Uma descricdo resumida do fundamento de cada técnica de caracterizacao

empregada neste trabalho serd apresentada a seguir.

2.8.1 Termogravimetria

A termogravimetria (TG) € uma técnica largamente empregada na
caracterizacao de sistemas contendo polimeros, uma vez que fornece informacoes
sobre a estabilidade dos materiais e esclarece comportamentos térmicos distintos. O
principio instrumental da técnica consiste na mudanca da massa de uma substancia
em funcdo da temperatura aplicada (Figura 15).
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FIGURA 15: Exemplo de curva termogravimétrica.
Fonte: Adaptacéo de Rodrigues; Marchetto (2007).

Entre as diversas aplicagfes desta técnica, destaca-se a possibilidade de se
verificar até qual temperatura € possivel trabalhar com o material sem que este
degrade (Lucaset al., 2001).

2.8.2. Calorimetria Exploratoria Diferencial

A Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) é usada extensivamente em
laboratérios tanto para a caracterizacdo quanto para o monitoramento e controle de
qualidade de produtos (Fialho et al., 2003a). E uma técnica empregada ha varias
décadas e que fornece informacgdes relativas as transformagfes térmicas de um
determinado material.

Nesta técnica, a amostra a ser investigada e um material de referéncia séao
colocados em dois cadinhos dispostos sobre uma base de um metal altamente
condutor, geralmente platina, e sob temperatura controlada, sao aquecidos

concomitantemente (Figura 16).
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tlermopares

FIGURA 16: llustracdo dos termopares utilizados na técnica. A: amostra e R: referéncia.
Fonte: Fonte: Adaptacdo de Rodrigues; Marchetto (2007).

A curva de DSC, obtida pela troca de calor que ocorre entre a amostra e a
referéncia, expressa picos referentes a eventos fisico-quimicos do material, tais
como a fusdo, a cristalizacdo, a transicdo vitrea, e a transicdo de fases, estes

esquematizados na Figura 17.
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FIGURA 17: Esquema das transicdes térmicas. Tg: temperatura de transicéo vitrea, Tc: temperatura de
recristalizacdo e Tf: temperatura de fuséo.
Fonte: Adaptacdo de Standard ... (2004, p.119).

O sistema, ao ser aquecido e resfriado sob taxa controlada, é exposto a uma

variacdo de energia na forma de calor. O primeiro aguecimento e resfriamento séo



realizados para apagar a historia térmica do material. A energia é absorvida pela
amostra para organizar espacialmente as suas cadeias em um estado mais
desorganizado e mais energético, como o estado amorfo. A amostra, ao ser
resfriada, perde energia para 0 meio e assume uma conformacao mais organizada
de menor energia, que € a cristalina ou a semi-cristalina.

No segundo aguecimento e resfriamento, as transicdes do material séo
determinadas. A energia calorifera fornecida sera, a principio, utilizada para alterar o
estado cristallino do material sinalizando na curva a mudanca da linha de fase da
transicao vitrea (Tg) para polimeros e da transicao de fases para o farmaco. Com o
continuo aquecimento, a por¢do amorfa termodinamicamente instavel ir4 tornar-se
novamente cristalina (estado termodinamicamente estavel). Esse comportamento
dard a origem a um pico exotérmico de recristalizacdo (Figura 17). A uma
determinada temperatura, caracteristica de cada material ocorrera a mudanca do

estado fisico e sinais endotérmicos de fusdo do material serdo observados (Tf).

2.8.3. Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho (IV) € uma técnica empregada para a
identificacdo de grupos funcionais de moléculas que sdo expostos a uma radiacdo
no infravermelho, na faixa de 10.000 a 100 cm™ (Coates et al., 2000).

A radiacdo infravermelha, quando absorvida por uma molécula organica,
promove a rotacdo e vibracdes moleculares, originando um espectro de onda com
as posicoes especificas de cada banda, que podem ser representadas por cm™ ou v.
As vibracbes moleculares de alguns grupos quimicos podem causar oscilacdes
axiais e angulares, a primeira caracterizada pelo estiramento ao longo do eixo da
ligacdo quimica que faz com que a distancia interatbmica aumente ou diminua e a
segunda correspondente ao movimento de um grupo de atomos em relagéo ao resto
da molécula, sem alterar as posicdes relativas dos atomos do grupo (Figura 18),

segundo Silverstein e Webster (2000).
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FIGURA 18: Tipos de vibrag6es moleculares (Nota: + indica um movimento se aproximando do leitor; -
indica um movimento se afastando do leitor).
Fonte: Adaptacéo de Mansur (2001).

A interpretacdo dos espectros obtidos esta relacionada com a identificacéo
das bandas caracteristicas de cada grupo quimico. Algumas regides de absorcao de

diversas ligacdes quimicas estdo ilustradas na Figura 19.
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FIGURA 19: Espectro eletromagnético indicando a regido do infravermelho.
Fonte: Adaptacdo de Mansur (2001).
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2.8.4 Microscopia eletronica de varredura

A Microscopia Eletrénica de Varrredura (MEV) € uma técnica de obtencéo de
uma imagem ampliada e tridimensional de sistemas microparticulados por meio da
interacao de um feixe de elétrons que colide com a amostra (Mansur, 2001)

O principio da técnica consiste na emissao de um feixe de elétrons que incide
sobre a amostra. A interacdo entre o feixe de elétrons e amostra origina diversos
sinais sob a forma de elétrons (secundarios, retroespalhados, transmitidos, entre
outros) ou sob a forma de foton (fotoluminescentes e Raios X), 0s quais sao
captados por detectores e, consequentemente, ampliados e analisados. A imagem é

assim construida (Figura 20).

Feixe primario
| / Elétrons secundarios

Elétrons retroespalhados

Fotoluminescente 3 .
Elétrons transmitidos

Amostra

Raios X

FIGURA 20: Diagrama esquematico de alguns sinais resultantes da interacédo do feixe de elétron primario
com a amostra.
Fonte: Adaptacdo de Mansur. (2001).
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2.8.5. Difragdo de Raios X

A difracdo de Raios X € uma técnica que avalia a cristalinidade dos materiais.
Na técnica, o Raios X é emitido sobre um material cristalino, cujos atomos estéao
dispostos em uma rede tridimensional organizada e as distancias entre eles é
semelhante ao comprimento de onda da luz incidente. Assim, observa-se a difracéo

do raio incidido, cujo &ngulo de incidéncia é representado por 0 (Figura 21).

L:

7

Amostra

Parte cristalina

Parte amorfa

H::/. ;
¢

FIGURA 21: Esquema da difracdo do Raios X. No detalhe a interacdo do feixe com a amostra de forma
construtiva (Lei de Bragg).
Fonte: Mansur. (2001). Adaptada.

Os feixes refletidos por dois planos apresentardo o fenbmeno de difracao,
caracterizando a parte cristalina do material. Caso a difracdo ndo ocorra, significa
gue o material apresenta suas cadeias ou parte delas de forma desorganizada,

caracterizando o estado amorfo (Mansur, 2001).



58

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar sistemas de natureza soélida, obtidos a partir do
copolimero &cido latico / acido glicélico (PLGA 75:25), destinados a administracdo
intra-ocular da Ciclosporina A (CsA) e visando o tratamento da uveite posterior

3.2 Objetivos especificos

a) Validar as metodologias analiticas;

b) Desenvolver os sistemas solidos a base do copolimero acido latico / acido
glicélico contendo Ciclosporina A;

c) Caracterizar a Ciclosporina A e o polimero utilizado para o desenvolvimento
dos sistemas por meio de técnicas de analise térmica, constitucional,
conformacional e morfolégica;

d) Avaliar o perfil de liberacao in vitro do farmaco a partir dos sistemas obtidos.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais e métodos

4.1.1 Materiais

= Ciclosporina A: peso molecular de 1202 g/mol, teor de pureza de 98% -
Sigma Pharma, Brasil.

= Poli (4cido D,L latico-co-glicélico) na proporcdo de 75:25: i.v (viscosidade
intriseca) aproximada de 0,8 — Resomer RG 756, Boehring Inselheim,
Alemanha.

= Cloreto de sodio — Synth, Brasil.

= Cloreto de potéassio — Synth, Brasil.

= Cloreto de célcio — Synth, Brasil.

= Acetato de sodio — Synth, Brasil.

= Citrato de sddio — Synth, Brasil.

= Acetonitrila— T.J.Baker, USA.

= Alcool polivinilico, massa molar 72000 — Fluka, Sigma-Aldrich, USA.

= Nitrogénio (Ultrapuro-SP)

= Sulfato de sédio anidro - Synth, Brasil.

= Agua destilada.

4.1.2 Métodos

4.1.2.1. Validacdo do método de andlise da Ciclosporina A por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia.
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A eficiente determinacao da Ciclosporina A envolve a utilizacdo de técnicas de
guantificacdo de alta sensibilidade ja que o farmaco apresenta baixa solubilidade
aquosa (40 pg/mL) e alto peso molecular (1.202 g/mol), caracteristicas fisico-
guimicas que dificultam a sua quantificacdo quando presente em meios fisioldgicos
ou laboratoriais. A limitacdo da quantificacdo da CsA € descrita por Yang e
colaboradores 2005 que afirmam sobre as vantagens da utilizacdo do imunoensaio
frente as técnicas de cromatrografia de alta eficiéncia (CLAE) que, apesar de
apresentar possiveis reacdes cruzadas entre o farmaco intacto e seus metabdlitos,
apresenta maior sensibilidade. Ainda, citam que o método CLAE acoplado ao
detector espectroscopia de massa (MS) apresenta maior sensibilidade quando
comparado ao CLAE acoplado ao detector UV, jA que possui, como principal
limitante, a determinacdo da CsA em baixas concentracoes.

Dentre as diferentes técnicas de quantificacdo da CsA, a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) acoplada ao detector de ultravioleta (UV) foi a técnica
escolhida para quantificacéo da Ciclosporina A presente nos implantes intra-oculares
e durante o teste de liberacdo in vitro, técnica disponivel para realizacdo deste
trabalho. A necessidade de validacdo do método utilizado torna-se, além de
necessario, um desafio deste trabalho, uma vez ausente, na literatura, condi¢cdes
cromatograficas de facil reproducéo laboratorial que determinam o farmaco em meio
aquosos contendo tampéo salina pH 7,4 (TS) e que possibiltam a sua quantificacao
em concentragdes na ordem de microgramas.

Para validacdo da metodologia analitica e quantificacdo da CsA, foi utilizado o
equipamento utilizado foi o cromatégrafo liquido Waters ® , equipado com bomba
modelo 515, injetor automatico modelo 717 plus, detector de ultravioleta modelo
2487, programa Millenium ® versao 2.15.01 (Waters, EUA). A coluna empregada foi
a Chromolith Performance ® RP-18e de 4,6 mm de diametro e 150 mm de
comprimento, com particulas de 5 ym. Visando assegurar a confiabilidade dos
resultados, o método desenvolvido foi devidamente validado segundo os parametros
de especificidade, seletividade, linearidade e precisdo, preconizadas pela (de acordo
com) a resolucao 899 de 29/05/2003 do Ministério da saude (Brasil, 2003).

Todo método analitico deve apresentar seletividade e especificidade que
consistem na possibilidade de quantificacdo exata de um analito em presenca de
outros tais como componentes da matriz e impurezas ou produtos de degradacéao,

respectivamente. Os parametros foram analisados ao comparar os picos obtidos do
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farmaco, dos produtos de degradacdo do polimero PLGA 75:25 e do meio diluente
2% de acetonitrila (ACN) e TS e, este ultimo descrito no Quadro 3.

QUADRO 3
Composigéo da solugéo salina balanceada

Componentes Concentragao (% p/v)
NaCl 0,64%

KCI 0,075%

CaCl, 0,048%

MgCl, 0,03%

Acetato de sodio 0,39%

Citrato de sodio 0,17%

Fonte: Reynalda 1989. p.1023.

Para determinacédo da especificidade, 10 mg do polimero PLGA 75:25 foram
incubados em um meio contendo TS a 37°C sob agitacdo mecéanica. Apos 7 dias, o
tampao foi coletado e os produtos de degradacao do polimero foram analisados. Ja
para a determinagao da seletividade, foram avaliados os picos obtidos para o TS e
para o farmaco.

A linearidade de um método analitico é a capacidade deste em demonstrar
gue os resultados obtidos sé@o diretamente proporcionais a concentracdo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado. A linearidade foi avaliada por meio
da criacdo de uma curva de calibracdo contendo cinco diferentes pontos em
triplicata seguida do tratamento estatistico dos dados para determinacéo da equacéo
da reta e determinacdo dos coeficientes de correlacdo (r) e (r?). A curva de
calibracéo foi construida a partir dos valores de area dos picos obtidos na ordenada
e valores de concentracdo do analito na abscissa. A equacdo da reta foi
determinada pelo método dos minimos quadrados.

A precisdo da metodologia é determinada uma vez que fornece uma medida

de dispersdo que determina o erro casual do método e reflete a proximidade dos
resultados obtidos em diferentes medidas de uma mesma amostra. E estabelecida



62

por meio do desvio padrao relativo (DPR %) ou coeficiente de variacdo (CV%) que
indica a relacdo percentual entre o desvio padrao absoluto e as medias dos dados,
ferramenta estatistica utilizada para a comparagdo entre duas ou mais corridas

analiticas diferentes. Para o seu calculo, foi utilizada a equacéo 1:

% DPR= Sd_x 100 Eq. 1)
Y
Onde:
Sd: desvio padrdo absoluto, calculado segundo a equacgéao Sd = Y (X-Y)?
n-1

X = area medida
Y = area média

n = numero de amostras

A precisao foi obtida por meio da aplicacdo da metodologia em uma Unica
corrida (precisdo intracorrida ou repetibilidade) e em duas corridas em dias
diferentes (precisdo inter-corrida ou intermediaria). A repetibilidade avalia a
semelhanca de véarios doseamentos de uma amostra em uma mesma corrida. A
precisdo intermediaria consiste na semelhanca dos valores obtidos em dias
diferentes e avalia a influéncia de fatores tempo, analista e condicbes do método. A
precisdo foi determinada avaliando-se as éareas dos picos obtidos de nove
determinacdes (triplicata de trés concentracOes diferentes do analito: 2, 5, 10, 20 e
40 pg/ mL) por meio do calculo do desvio padréo relativo (DPR%), de acordo com a
férmula apresentada anteriormente.

A exatidao avalia a proximidade dos resultados obtidos pela metodologia em
estudo. O parametro engloba a analise do farmaco, da forma farmacéutica e de
impurezas. Para analise do farmaco foi realizado a compara¢édo com uma substancia
de concentracdo conhecida (padrdo de referéncia) presente no meio contendo o
implante PLGA 75:25 apenas em meio TS pH 7,4. Foi realizada 3 determinacdes e o

resultado foi expresso pela equacéao 2:

Exatiddo= concentracdo média experimental x 100 (Eq. 2)

Concentracgao tedrica
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O Limite de Deteccédo e de quantificagdo mostram a sensibilidade do método
e 0 menor valor de concentracao possivel de ser detectado e quantificado. O limite
de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode
ser detectado, porém nao necessariamente quantificado. Ja o limite de quantificacao
determina a menor quantidade de analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis. O limite de quantificagdo foi
definido pela concentracdo da amostra que apresentou a menor area encontrada
sob o pico possivel de ser quantificada. O limite de deteccéo foi estabelecido pelo
menor area do pico apresentado no cromatrograma, este ndo quantificavel.

4.1.2.1.1 Condicdes cromatograficas adotadas

As condi¢des cromatograficas adotadas estao listadas no Quadro 4.

QUADRO 4

Condic¢des cromatograficas adotadas

Fluxo da fase Comprimento
) ) Modo do Temperatura
Fase movel Movel de onda no UV
_ fluxo Da coluna

(mL/minuto) (nm)

ACN: agua -
1,0 Isocratico 210 80° C

(70:30 %v/v)

A fase movel foi adaptada do descrito por Jaiswal e colaboradores (2004) e
preparada a partir da mistura de ACN e agua na proporcdo 70:30. A mistura foi
filtrada em membrana de 0,45 mm e desgaseificada por 20 minutos. O comprimento
de onda utilizado foi de 210 nm e o fluxo de 1,0 mL por minuto, segundo descrito na
USP, 2000 para a quantificacdo do farmaco. A coluna foi aquecida a 80° C,
objetivando a obtencdo de um pico cromatografico quantificavel quando analisadas
pequenas concentracoes.
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4.1.2.1.2 Preparo da amostra

O preparo das amostras para a validacdo da metodologia analitica foi
realizado por meio da solubilizacdo do farmaco em 2% de ACN seguido da diluicdo
em tampao salina (TS) obtendo-se as concentragdes de: 406 ug/ mL, 20 ug/ mL, 10
Mg/ mL, 5 yg/ mL, 2,5 yg/ mL e 1,2 yg/ mL. As amostras foram injetadas diretamente
no CLAE e foram quantificadas pela determinacdo da area sob o pico obtida no

cromatograma.

4.1.2.2 Preparo dos implantes intra-oculares

Os implantes intra-oculares foram produzidos a partir de dois sistemas:
mistura liofilizada e microesferas. O primeiro sistema apresenta-se como uma massa
homogénea composto por 75% de PLGA 75:25 e 25% de CsA. O segundo sistema é
constituido da presenca de CsA na matriz polimérica esférica.

Para o preparo dos implantes a partir da mistura liofilizada, a CsA e o
polimero PLGA 75:25 foram solubilizados em quantidade suficiente de ACN,
obtendo uma solu¢cdo com uma proporcgéo entre CsA e polimeros de 1:3. A solugéo
foi congelada a -70°C por, no minimo 24 horas e posteriormente liofilizada
(Liofilizador E-C MODULYO, E-C Apparatus Inc. EUA). As microesferas contendo
CsA foram obtidas a partir da adaptacdo do método da emulsdo simples 6leo em
agua (O/A) seguido da evaporacéao do solvente. Para o preparo, 100 mg de PLGA e
10 mg de CsA foram dissolvidos em 10,0 mL de ACN (fase orgéanica) a temperatura
ambiente. A fase organica foi entdo foi adicionado lentamente a 100 mL de solucéo
de poli (alcool vinilico) (PVA) 0,5% v/v e agitada a 1000 rpm por trés minutos. Apés a
completa evaporacdo do solvente sob agitacdo magnética por seis horas a
temperatura ambiente, as microesferas foram coletadas e lavadas com &gua
destilada por centrifugacao em trés ciclos de 15000 G por vinte minutos.

As formulagbes obtidas foram moldadas na forma de implante sobre uma

placa aguecida na temperatura entre 100 e 120°C, erro em torno de 0,5°C.
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O fluxograma apresentado na Figura 22 esquematiza as etapas do processo

de obtencao dos implantes intra-oculares.

Preparo da mistura liofilizada

Congeladas a — 70° C por 48
horas e liofilizadas por 48 horas
Solucéo de 3
PLGA 75:25 e Moldad e At .
CsA (1:3) em oldada a quente a temperatura
LN entre 100° C a 120° C
v

IMPLANTE

Preparo das microesferas

Fase Organica
T - g 100 mg PLGA .
75:25e10 Mg CSA e

solubilizada em
10,0 mL de ACN

. Emulséo O/A
Solugéo
. S emulsionante
(100 mL PVA 0,5%) C :
Agitacdo Agitacdo
10.000 rpm por 3 minutos 10.000 rpm por 6 horas

!

Centrifugacéo em 3 ciclos de 15.000 g por 20 ——e Microesfera
minutos cada

l l

Congeladas a — 70° C por 48 - Moldada a quente a temperatura
horas e liofilizadas por 48 horas de 100° Ca120° C (x 0,5° C)
IMPLANTE

Figura 22: Fluxograma do preparo dos implantes intra-oculares.



66

4.1.2.3 Determinacdo do peso médio dos implantes

O peso médio dos implantes intra-oculares obtidos foi calculado pela média
entre os valores dos pesos de 10 implantes produzidos a partir de cada sistema. O
desvio da média foi estabelecido pelo desvio padréo absoluto (DP).

4.1.2.4 Determinacao da quantidade de CsA presente nos implantes

O teor total de CsA presente nos implantes foi determinada ao analisar o
sobrenadante obtido durante o preparo das microesferas e pela solubilizacdo dos
implantes obtidos a partir da mistura liofilizada em 10 mL de ACN, empregando-se 0
meétodo cromatografico CLAE descrito em 3.2.1. Para a determinacdo do teor de
CsA presente nas microesferas, as analises foram realizadas em triplicata, a fim de
se determinar a taxa porcentual de encapsulacdo da CsA nas microesferas obtidas.
A partir dos valores encontrados referente a taxa de encapsulacao, calculou-se a
porcentagem de massa de CsA presentes em cada implante, segundo as equacoes
3ed

ME CsA =% CsA X M CsA (Eq. 3)
100
% CsA implante = ME CsA x 100 (Eqg. 4)
MT ME

Onde:

ME csA =massa em mg de CsA no implante

% CsA = porcentagem de CsA incorporada na microesfera

M CcsA = massa de CsA utilizada para o preparo da microesfera
% CsA implante = porcentagem de CsA no implante ME

MT ME = massa em mg de microesfera preparada
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Para os implantes obtidos a partir da mistura liofilizada, a porcentagem foi
determinada pelo calculo da quantidade de farmaco presente nos 10 mL de solucéo
preparada em acetonitrila (equacgéo 4). Os resultados foram expressos pela média e

desvio padréo absoluto determinados entre as amostras pela equacéo 5.

% ML csA = [CsA] x 10 mL (Eqg. 5)

Onde:
% ML CsA = porcentagem de CsA presente no implante intra-ocular.

[CsA] = concentracdo pg/mL de CsA obtida por CLAE

4.1.2.5 Caracterizagao dos sistemas contendo PLGA e CsA

A caracterizagdo dos sistemas contendo polimero e farmaco foi realizada a
partir das amostras liofilizadas de PLGA 75:25, CsA, mistura liofilizada (ML),
microesfera contendo CsA (ME) e microesfera branca (MEB) por meio da aplicacao
de técnicas de caracterizacdo que analisam o comportamento térmico e estrutural
dos sistemas. O aspecto morfolégico foi observado nos implantes antes e ap0s o
estudo de liberacéo in vitro.

4.1.2.5.1 Termogravimetria

As curvas foram obtidas e as amostras liofilizadas PLGA 75:25 e CsA foram
analisadas na termobalanca TGA 50H da Shimadzu. As amostras foram colocadas
em cadinhos de alumina (Al,O3) e executadas em atmosfera dinamica de nitrogénio
como gas de arraste (fluxo de 50 mL.min™). O aquecimento foi realizado da
temperatura ambiente a 750°C na razdo de aquecimento de 10 °C por minuto.
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4.1.2.5.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial

O comportamento térmico foi verificado utilizando o calorimetro modelo
DSC50 (Shimadzu), de acordo com a norma ASTM D3418 que regulariza os
procedimentos de andlise por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC). As
amostras liofilizadas PLGA 75:25 e CsA, mistura liofilizada, microesfera contendo
CsA e microesfera ndo encapsulada foram cortadas em tamanho apropriado e apés
a pesagem foram seladas em um cadinho de aluminio semi-hermético. Para a
determinacao da transicéo vitrea do polimero e da transi¢do de fase crital-liquido —
liguido do farmaco, as amostras foram submetidas a um aquecimento, sob
atmosfera dinamica de Hélio a 20°C.min?, resfriadas até uma temperatura de -100°C

e novamente aquecida a 10°C.min* até 180°C.

4.1.2.5.3 Espectroscopia no Infravermelho

A analise estrutural das amostras foi realizada pela a obtencdo de espectros
abrangendo a regido de 4000-400 cm™ utilizando a técnica FTIR e o equipamento da
Perkin-Elmer, modelo Paragon 1000, Spectrum One. As amostras de CsA e de
PLGA 75:25 foram dispersas com p6 de KBr e as amostras ML, ME e MEB foram

analisadas diretamente.

4.1.2.5.4 Microscopia eletronica de Varredura

Os implantes obtidos a partir de ambos 0s processos antes e ap0s sete dias
de incubacdo (método descrito no item 3.3) foram metalizadas com ouro e
diretamente analisadas em um microscopio eletrénico de varredura (JEOL, modelo
JSM-6360LV) operado a 15 kV.
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4.1.2.5.5 Difragao de Raios X

Os difratogramas de Raios X das amostras liofilizadas: CsA, PLGA 75:25, ML
e ME, foram obtidos pelo equipamento Rigaku Geirgerflex. Utilizou-se um tubo de
cobre e uma radiacdo Cuky = 1,54051 A°, em angulos de 26 variando de 4 a 60°. A

velocidade de varredura foi de 4°. min™.

4.1.2.5.6 Estudo de liberagéo in vitro dos implantes intra-oculares

Para a realizacdo do estudo de liberacdo in vitro, os implantes foram
colocados em frascos de penicilina contendo 2,00 mL do TS e incubados a
temperatura de 37°C sob agitacdo de 30 rpm no incubador (Tecnal, modelo TE -
424). Em intervalos pré-determinados, todo o meio foi coletado, os implantes foram
retirados, pesados e novamente colocados em cada frasco junto a outros 2,0mL de
TS. O perfil de liberacdo foi avaliado como porcentagem acumulada de farmaco
liberado empregando-se o método descrito em 4.1.2.1.

As amostras analisadas foram preparadas por meio da concentracdo do meio
coletado sob aquecimento até total evaporacao do solvente, solubilizados em 200 pL
de ACN e em seguida, as amostras foram filtradas em uma membrana de filtracao
de 20 um para posterior injecdo no cromatdgrafo. O calculo da quantidade em

microgramas de CsA em cada amostra, foi encontrada pela formula a seguir:

Mcsa: CesaX Viotal (Eg. 6)
Onde:
Mcsa: massa de CsA liberada no meio de incubacao
Ccsa: concentracdo de CsA presente na amostra

Viotal: VOlume de TS utilizado para incubacéo das amostras (2 mL)

Os valores foram expressos pela média e desvio padrdo de 3 determinacgfes

dos implantes obtidos por ambos os métodos desenvolvidos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validacao do método de analise da Ciclosporina A por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia

Conforme descrito anteriormente, a viabilidade de aplicacdo da metodologia
desenvolvida para este trabalho foi validada segundo os parametros de
especificidade, seletividade, linearidade, precisdo intermediaria e repetibilidade
(Brasil, 2003).

5.1.1. Seletividade e especificidade

Foram comparados os cromatogramas obtidos nas seguintes condic¢des:
farmaco diluido em TS contendo 2% de ACN (TS/ACN) e em ACN (Figura 23),
TS/ACN e 0,5% de PVA solubilizado em agua destilada (Figura 24) e produtos de
degradacéao do polimero PLGA 75:25 (Figura 25).

A Seletividade foi avaliada a partir da andlise dos cromatogramas obtidos
para o TS/ACN, PVA e para o farmaco, mostrados nas Figuras 23 e 24. Ja a
especificidade foi demonstrada pela comparacdo dos picos obtidos do farmaco
(Figura 23a) e dos produtos de degradacédo do PLGA 75:25 ( Figura 24).
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FIGURA 23: Cromatograma obtido para: (a) CsA (40 ug/ mL) diluida em TS/ACN e (b) CsA (40 ug/ mL)
diluida em ACN.
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FIGURA 25: Cromatograma obtido para o polimero PLGA 75:25 em TS ap6s uma semana de degradagéo.

O estudo dos cromatogramas indica uma boa separacao do farmaco, do TS e
da ACN (Figuras 22 e 23), comprovando a seletividade do método. A especificidade
€ confirmada ao se comparar os cromatogramas mostrados nas figuras 22 e 24,
uma vez que 0s picos presentes no meio contendo tampao TS, ACN e dos produtos
de degradacao do acido latico e glicolico (Figura 24) nao interferem no pico obtido

para quantificacdo do farmaco (Figura 22).

5.1.2 Linearidade

A curva de calibracdo da CsA em TS construida a partir das médias das areas
das concentracdes de 2,5, 5, 10, 20 e 40 pug/ mL juntamente com o coeficiente de

correlacdo linear (R?) e equacao da reta esta representada na Figura 26.



74

1600000 -

1400000 -

y = 37224x - 72255

1200000 - )
R"=0,9999

1000000 -|

800000 +

Area (mV)

600000 -

400000 -

200000 -

0 I I I I I I I I 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentragao pg/ mL

FIGURA 26: Curva de calibracéo, equacéo dareta e R? para a CsA em TS/ACN nas concentracdes de
2,5,5,10, 20 e 40 pg/ mL.

A curva construida apresentou linearidade, uma vez que a média dos
resultados de concentracdo das amostras, no intervalo de 2,5 a 40 pg/ mL

apresentaram-se proporcionais. O valor de R? apresentou-se superior a 0,99.

5.1.3 Preciséo intracorridas (repetibilidade)

Na tabela 1 encontra-se os valores da média das areas dos picos obtidos em
triplicata das cinco concentracdes diferentes do analito: 2,5, 5, 20, 10 e 40 pg/ mL e

seus respectivos valores de desvio padréo relativo (DPR%).
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TABELA 1
Repetibilidade do método de quantificacdo da CsA

pgc;:/SnA;L Area média obtida por CLAE % DPR
40,0 1413287 3,2
20,0 681365 0,2
10,0 297215 2,7
5,0 109094 4,2
2,5 22586 11

Os valores de desvio padréao relativos encontrados foram inferiores a 5%,
estando de acordo com o especificado na Resolucdo 899 da ANVISA de 29/05/2003,

comprovando a repetibilidade do método analitico.

5.1.4 Precisao inter-corrida (intermediaria)

A precisdo intermediaria foi avaliada pela analise dos desvios padrbes
relativos (DPR%) das areas de quatro concentracdes diferentes do analito: 2, 5, 10 e
20 pg/ mL avaliadas em dias diferentes (tabela 2).
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TABELA 2

Precisao intermediaria do método de quantificacdo da CsA

Area média obtida por %
CsA g/ mL
CLAE DPR
40,0 1409781 0,4
20,0 667968 2,9
10,0 297193 0,0
2,5 23159 3,5

A reprodutibilidade do método analitico foi demonstrado ao analisar os desvio
padrées encontrados, todos inferiores a 5%, estando de acordo com o preconizado
pela ANVISA (Brasil, 2003).

5.1.5 Exatiddao do método

A exatiddo do método foi demonstrada por meio da andalise dos
cromatogramas obtidos do farmaco na concentracdo de 100 pg/ mL apés 40, 90 e

120 dias de incubagao em TS (Figura 27).
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FIGURA 27: Cromatograma obtido do implante contendo apenas PLGA 75:25 e o padrdo de CsAna
concentracao de 50 pg/ mL apoés 40 dias de degradacao.

A partir da area do pico encontrado para o farmaco foi realizada a
guantificacdo deste presente no meio de incubacdo. A concentracdo média
encontrada foi de 52 pg/mL o qual apresentou um valor de exatiddo de 104%. A
porcentagem é valida uma vez que se apresentou dentro da faixa de variacao
estabelecida pela ANVISA (Brasil, 2003).

5.1.6 Limite de deteccao e quantificacao

Os limites de deteccao e quantificacdo encontrados foram de 0,8 yg/mL e 1,2
Hg/mL, respectivamente. Esses valores mostram a detectibilidade adequada do
método, uma vez que é possivel quantificar o farmaco quando apresenta valores de

concentragao superiores ou iguais a 1,2 pg/mL.
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Pode-se concluir que a validacdo do método desenvolvido comprovou a
validade dos parametros e a possibilidade de sua aplicacdo para quantificacdo do

farmaco CsA durante os estudos de liberagéo in vitro.

5.2 Preparo dos implantes biodegradaveis intra-oculares

Os implantes contendo CsA foram desenvolvidos a partir de dois métodos de
preparo: 1) moldagem a quente de uma mistura liofilizada (ML) e 2) de uma massa
contendo microesferas (ME).

Os implantes desenvolvidos a partir da ML foram preparados a partir de uma
massa obtida apos a liofilizacdo do polimero e do farmaco, de acordo com o método
descrito em trabalhos que objetivaram o desenvolvimento e avaliacdo do perfil de
liberacdo de implantes intra-oculares contendo diferentes diferentes farmacos.

A viabilidade do método pela moldagem a quente da massa liofilizada é
mostrada por Kunou e colaboradores (1995) e Yasukawa e colaboradores (2001)
gue obtiveram satisfatorios implantes intra-esclerais de PLA e ganciclovir ao aquecer
a massa liofilizada a uma temperatura dentro da faixa de estabilidade do farmaco
(80 a 100°C). Cada implante apresentou a massa de 8,5 mg que viabilizou a sua
aplicacao pela via intra-escleral.

O preparo de implantes destinados a aplicacéo intra-vitrea também foi obtido,
com sucesso, no trabalho de Fialho e colaboradores (2005), que desenvolveram
sistemas cilindricos contendo o copolimero PLGA 50:50 e dexametasona pelo
método de moldagem a quente de mistura liofilizada. Além da obtencdo de uma
metodologia reprodutiva, os implantes apresentaram aspectos homogéneos,
compactos, com um comprimento e uma espessura favoraveis para a segura
implantagdo na cavidade vitrea. N&o foi encontrado na literatura disponivel
trabalhos que utilizaram esse método para o preparo de implantes intra-oculares
contendo CsA e PLGA 75:25, como os desenvolvidos neste trabalho.

O método de preparo a partir da ME foi proposto como alternativa ao método
de preparo convencional. O método difere-se apenas na moldagem de uma massa
contendo o farmaco veiculado em microesferas ao invés de se utilizar uma massa

liofilizada.
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Os implantes desenvolvidos no trabalho aqui descrito apresentaram-se como
um sistema compacto. As fotografias dos implantes obtidos estdo reproduzidas na

Figura 28.

™ A2

FIGURA 28: Fotografia dos implantes a partir: (a) da ML (b) da ME

Os implantes obtidos a partir da ML apresentaram-se na forma de um cilindro
com aproximadamente 4 mm de comprimento e 1 mm de diametro. Os implantes
intra-oculares preparados a partir da ME apresentaram a forma plana, com uma area
de 5 mm’ e espessura de, aproximadamente, 0,1 mm. A média e desvio padrdo da
meédia sdo apresentados na tabela 3.

TABELA 3
Massas dos implantes biodegradaveis obtidas (n = 10)

Massa dos implantes (mg)

Implantes L
(média £ DP)
Mistura liofilizada
59+0,1
PLGA: CsA (ML)
Microesfera liofilizada
9,8+0,1

contendo CsA (ME)
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Os resultados encontrados mostram que foi possivel obter implantes intra-
oculares constituidos por PLGA 75:25 e CsA por meio da utilizacdo da metodologia
de moldagem a quente de uma massa liofilizada, confirmando os dados descritos na
literatura sobre a reprodutibilidade do método e a viabilidade de sua utilizacdo no
preparo dos implantes intra-oculares.

A reprodutibilidade e a viabilidade do método de preparo por meio da
moldagem de microesferas também foram observadas e resultados obtidos
permitem considera-lo como uma nova forma de obtencdo de implantes intra-
oculares.

5.3 Quantificagao da quantidade de CsA presente nos implantes intra-oculares

A determinacdo da quantidade de CsA presente nos implantes foi realizada
empregando-se o método validado para CLAE, descrito no item 3.2.1, onde se
injetou no cromatografo os sobrenadantes das microesferas e das solu¢des obtidas
apos solubilizacdo dos implantes ML em acetonitrila. A porcentagem de CsA
presente nas amostras analisadas foram 31,6% para os implantes ML e 57,5% para

os implante ME, resultados descritos na tabela 4.

TABELA 4

Porcentagem de CsA presente nos implantes (n = 3)

% de CsA nas % de

Implantes _ .
amostras analisadas CsA nos implantes

Mistura liofilizada

*31,6 + 0,1 31,6
PLGA: CsA (ML)

Microesfera liofilizada

**57,5+3,0 5.2
contendo CsA (ME)

* Porcentagem de CsA presente na solucao de ACN.
** Porcentagem de CsA incorporada.
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A porcentagem de CsA presente nos implantes intra-oculares obtidos a partir
de ML foi de 31,6% (Tabela 4), ocorrendo um aumento da proporgéo de farmaco em
relacdo ao total esperado (25% p/p). E possivel que, durante a coleta da massa
obtida apés a liofilizacdo, certa quantidade de polimero tenha ficado aderida na
parede do frasco sendo este disponibilizado no sistema em menor quantidade.
Como foi observado repetibilidade dos valores percentuais de CsA durante as
diversas quantificacbes, padronizamos a quantidade de farmaco presente no ML
como sendo 31,6% p/p, quantidade utilizada para realizacao dos calculos durante o
teste de liberacéo in vitro, descrito no item 8.1.

Quanto a quantidade de CsA presente nos implantes intra-oculares ME, foi
observado um valor médio de 5,2% de farmaco presente nos implantes, que reflete a
taxa de incorporacédo, e/ou a presenca também de farmaco adsorvido na superficie
das microesferas.

Freiberg e Zhu (2004) citam a temperatura e a concentragdo do polimero
como fatores que influenciam na taxa de incorporacdo de farmacos em
microesferas. Outros fatores também podem estar relacionados, tais como:
guantidade de agua, quantidade e tipo de solvente, quantidade de PVA e velocidade
de agitacdo. Além disso, Li e colaboradores (2005) obtiveram microesferas a base
de PLGA 80:20 contendo CsA utlizando o diclorometano como solvente, com
valores de encapsulacédo de 97% e relacionaram a eficiente taxa de Incorporacdo a
baixa solubilidade da CsA em meio aquoso (40 pg/ mL). Afirmam que sua
lipofilicidade favorece altas taxas de encapsulacdo em microesferas poliméricas,
uma vez que é mais provavel que a CsA se distribua na matriz formada por
polimeros hidrofébicos do que na porgcéo externa aquosa.

A discordancia na taxa de incorporacao entre o dado da literatura e o método
desenvolvido para o preparo das microesferas pode estar relacionada com a
utilizacdo da acetonitrila e n&o do diclorometano como descrito por Li e
colaboradores (2005).

A utilizacdo da ACN foi a alternativa encontrada para reverter a inadequada
solubilizacdo do farmaco no diclorometano que foi o solvente utilizado no preparo
das microesferas desenvolvidas por Li e colaboradores (2005). No trabalho aqui
descrito, observou-se, experimentalmente, que o farmaco nao foi totalmente
solubilizado em diclorometano na concentracdo desejada. A alternativa encontrada

foi a tentativa de solubilizar o farmaco em um outro solvente organico, como a
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acetonitrila, cuja solubilidade foi adequadamente observada. A menor taxa de
incorporacao obtida pode estar relacionada com a rapida evaporacdao da ACN que
dificultou a deposicdo do polimero no nucleo sélido (CsA), e consequentemente, a
incorporacao do farmaco pelas esferas formadas de copolimero.

Assim, com o intuito de melhorar a taxa de incorporacédo da CsA, prop0e-se a
melhor padronizacdo das condicbes metodolégicas adotadas, tais como o melhor
controle da temperatura, do tempo e da velocidade de agitacdo e a avaliacdo da
taxa de incorporacéo em diferentes quantidades de agua, de solvente e de PVA.

Quanto ao desenvolvimento das formulacfes propostas, foi possivel observar
reprodutibilidade e viabilidade das metodologias utilizadas para obtencdo de
implantes intra-oculares, uma vez que foram obtidos sistemas compactos e
possiveis de serem utilizados nos testes preliminares de liberagéo in vitro. As
caracteristicas dos implantes obtidos a partir da ML apresentaram-se de acordo com
os dados da literatura (Kunou et al.,, 1995; Jaffe et al., 1998; Kunou et al., 2000;
Yasukawa et al., 2001; Fialho et al., 2005). As caracteristicas daqueles
desenvolvidos pela ME viabilizam o emprego do método como um processo

alternativo de obtencao de implantes intra-oculares moldados a quente.

5.4 Andlise da cristalinidade dos constituintes presentes nos implantes

A analise da cristalinidade dos materiais presentes nos implantes foi realizada
por meio da utilizacdo das técnicas: Espectroscopia no Infravermelho e Difracdo de
Raios X.

Neste trabalho, a cristalinidade da CsA foi estimada pela Espectroscopia no
Infravermelho, de acordo com o descrito no trabalho de Bertacche e colaboradores
(2006). Os autores relatam sobre a determinacdo quantitativa da cristalinidade da
CsA ao comparar 0s picos caracteristicos de FTIR do material cristalino e do
material liofilizado (Figura 29) e comprovam que a regido entre 2800 e 3000 cm™,
caracteristica do estiramento v(C - H), € um indicativo do estado cristalino e amorfo
do farmaco (Tabela 5).
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FIGURA 29: Espectros no infravermelho na regido de 3000 a 2800 cm™ das amostras (a) CsA cristalina e
(b) CsA amorfa.

Fonte: Bertacche et al., 2006. Adaptada.

TABELA 5

Bandas no FTIR caracteristicas do estado cristalino e amorfo

Bandas de referéncia (cm'l) Estado do material

2855 100% cristalino
2928 100% amorfo
2960 Referéncia

(Bertacche et al., 2006)
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Segundo Bertacche e colaboradores (2006), a banda em 2855 cm?t é
detectada apenas na forma cristalina. A banda em 2928 cm™ caracteriza o farmaco
no estado amorfo e a banda em 2960 cm™ é encontrada nos estados cristalino e
amorfo, independente da porcentagem de cristalinidade presente. Baseando-se nas
informacgdes apresentadas, foi proposto, neste trabalho, calcular a porcentagem
cristalina das amostras CsA antes (CsA P) e apés (CsA L) a liofilizacdo quanto a
medida intensidade relativa das alturas das bandas 2855 cm™ e 2960 cm™ em

relacdo ao eixo das abscissas, utilizando as seguintes equagdes 7 e 8:

1) indice de porcentagem cristalina

% C =1 <2855> x 100 (Eq. 7)
| <2960>

Onde:
I<2855> = altura do pico na regiao de 2855 cm'l(estiramento do grupo metila)
H<2960> = altura do pico de referéncia na regio de 2960 cm™ (estiramento do grupo
metila)
2) indice de porcentagem amorfa

% A= AW x 100 (Eq. 8)

| <2960>

Onde:

AW = altura em 2960 cm™ — altura em 2855 cm™ para amostra p6

|<2960> = altura do pico de referéncia na regido de 2960 cm™ (estiramento do grupo
metila)
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Os espectros no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) observados
para as amostras Csa P e CsA L e as alturas encontradas estdo apresentadas na

Figura 30.

4000 3600 3200 2800 2400 2000
Numero de onda (cm™)

FIGURA 30: Espectroscopia no Infravermelho na regido de 4000 a 2000 cm™ das amostras (a) CsA P e (b)
CsA L: H = altura do pico 2957 cm™ para CsA P (a) e CsA L (b) e h = altura do pico 2855 cm™ para CsA P
() e CsA L (b).

A banda de estiramento v(C - H) em 2957 cm (Figura 30a) e 2958 cm™
(Figura 30b) encontra-se presente nos espectros no infravermelho, valor proximo a
banda de referéncia em 2960 cm™, descrito por Bertacche e colaboradores (2006).
Os valores percentuais estimados das regides cristalinas e amorfas presente nas
amostras CsA P e CsA L estdo apresentados na tabela 6. Estes valores séo

estimativas e ndo devem ser considerados como absolutos.
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TABELA 6

Valores percentuais encontrados das partes cristalinas e amorfas

Intensidade (Normalizada)

Amostra | <2960> | <2855> 9% cristalina % amorfa
CsAP Ha=5,7 ha=2,0 + 35 + 65
CsA L Hb =5,6 hb=1,5 + 27 +73

A partir da analise das porcentagens de cristalinidade encontrada para as
amostras, observou-se a porcentagem de cristalinidade em valores proximos de 35%
para a CsA P e 27% para a CsA L. Pode-se classificar o farmaco como um sdélido
semi-cristalino que apresenta uma organizacdo estrutural tanto na forma mais
ordenada, a cristalina, como na menos ordenada, amorfa.

A menor cristalinidade do farmaco na forma liofilizada pode ser atribuida ao
processo de liofilizacdo. Propde-se que a mudanca de cristalinidade esta
relacionada com a restrita mobilidade da molécula de CsA durante a liofilizagao.
Acredita-se que este processo reduz a chance de conformacdo da molécula na
forma tridimensional e mais estavel, originado uma maior regido amorfa quando
comparado com o estado néo liofilizado.

Mesmo observando diferencas na cristalinidade, foram encontrados diferentes
valores percentuais de cristalinidade, indicio de que o processo de liofilizacdo pouco
altera o estado do farmaco. Estes resultados podem ser quantitativamente melhor
avaliados utilizando a deconvolugéo.

A partir dos resultados obtidos, pode-se afirmar que o farmaco trata-se de um
material parcialmente amorfo. Essa informacédo torna-se essencial para a
compreensao da associacdo entre o farmaco e o polimero como constituintes do
implantes poliméricos desenvolvidos neste trabalho.

Uma vez definido o estado semi-cristalino do farmaco, a analise de

cristalinidade foi novamente realizada objetivando conhecer o estado dos materiais
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CsA e PLGA 75:25 quando associados. Para tal, foi aplicado a técnica de Difracdo
de Raios X (Figura 31)

Intensidade

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

20

FIGURA 31: Difratograma das amostras: CsA L (a), PLGA 75:25 L (b), ME (c) e ML (d).

Os difratogramas obtidos apresentaram-se caracteristicas de carater amorfo.
No perfil de difracdo de raios X para a CsA, foram encontrados diferentes picos de
intensidade em 8,3, 9,4 e 11,6° 20. Os valores observados experimentalmente
encontram-se similares aos picos de cristalinidade na regido entre 7 e 17 20
observados por Ballesteros et al. (2003). Os resultados confirmam o aspecto semi-
cristalino da CsA anteriormente abordado pelos dados de FTIR quantitativos
encontrados. O difratograma do PLGA 75:25 nao apresentou regides de
cristalinidade, possibilitando classifica-lo como um sélido totalmente amorfo, conforme
descrito por Oréfice e colaboradores (2006).

As amostras associadas ME e ML apresentaram um perfil distinto, que revelou

mais amorfo quando comparado com a CsA L, uma vez ausentes 0s picos em 8,3,
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9,4 e 11,6° 20 observados para a CsA L. E observado uma reducdo da banda
caracteristica da CsA em ambas as amostras entre 1 e 15 ° 2 8. Desta forma, ha
indicios de alteracé@o do estado semi-cristalino da CsA nas amostras associadas.

Acredita-se também que a menor cristalinidade apresentada para as amostras
associadas pode estar relacionada com a forma de distribuicdo das moléculas da CsA
entre os espacos das cadeias poliméricas do PLGA 75:25. Sugere-se que o farmaco
se organiza de uma forma menos ordenada no interior da massa polimérica,
comportamento responsavel pelo aumento do estado amorfo.

O conhecimento da forma estrutural das moléculas do farmaco nos permite
melhor compreender o comportamento deste material como constituinte do sistema
polimérico aqui obtido e nos fornece informacfes que facilitam a melhor discusséo
dos resultados encontrados no momento da avaliagdo de possiveis interacdes entre
o farmaco e o polimero e do perfil preliminar de liberacdo in vitro, resultados

apresentados a seguir.

5.5 Caracterizacao fisico-quimica dos sistemas constituidos por copolimero PLGA 75:25

e CsA

5.5.1 Termogravimetria

A Termogravimetria (TG) foi utilizada para avaliar a estabilidade do PLGA
75:25 e da CsA durante o processo de producdo do implante, no qual ocorre um
aguecimento a uma temperatura de 120°C.

A Figura 29 apresenta as curvas TG obtidas para as amostras liofilizadas
PLGA 75:25L e CsA L.
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FIGURA 32: Curvas de TG das amostras: (a) CSAL e (b) PLGA 75:25 L.

Analisando as curvas de TG do PLGA 75:25 L (a) observa-se a decomposicao
térmica em apenas um evento térmico que ocorreu a partir de 247°C e perda total
(100%) em 378°C. Ja as curvas TG da CsA L (b) mostraram perda de massa inicial
em 254°C e perda de 100% em 600°C.

As curvas apresentadas na Figura 32 mostram que o inicio da degradacgao de
ambos o0s constituintes, polimero e farmaco, acontece em temperaturas superiores a
aplicada para o preparo dos implantes, os quais comecam a degradar apenas
guando submetidos ao aguecimento acima de 250°C. Uma vez que foi utilizado gas
inerte para a obtencdo das curvas TG, o comportamento das amostras deve ser
avaliado quanto a oxidagdo em presenca de ar atmosférico.

Pode-se afirmar, por meio do emprego da TG, que o método de preparo dos

implantes ndo interfere na estabilidade térmica do polimero e do farmaco.
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5.5.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial

Com a finalidade de avaliar possiveis interacfes entre os componentes dos
sistemas desenvolvidos, a andlise em triplicata das transicbes endotérmicas
caracteristicas do PLGA 75:25 L, CsA L, das microesferas sem farmaco (MEB) e das

formas associadas, ML e ME foi realizada (Figura 33).

a
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FIGURA 33: Curvas de DSC das amostras: (a) PLGA L, (b) CsA L, (c) ML, (d) ME e (e) MEB. (*) =
transicao vitrea do PLGA 75:25 L e transicdo de fase cristal/liquido-liquido da CsA L.

A partir das analises das curvas de DSC, observa-se a presenca de picos
endotérmicos caracteristicos da transicéo vitrea do PLGA 75:25 e da transicdo de
fase cristal/liquido - liquido da CsA. Porém, ndo foram detectados picos exotérmicos
e endotérmicos que caracterizam a recristalizacdo e fusdo dos materiais,

respectivamente. Observa-se o0 desvio significativo de linha-base que se refere a
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decomposicao total das amostras, as quais apresentaram uma grande variagdo na
sua capacidade calorifica.

A auséncia de picos de recristalizacao nas curvas de DSC apresentadas pode
ser justificada pelo estado estrutural parcialmente amorfo das amostras analisadas.
Segundo Canevarolo e colaboradores (2002), materiais poliméricos amorfos nao
recristalizam quando submetidos a um resfriamento abaixo da sua temperatura de
transicao vitrea e a um aquecimento acima da mesma. Isso pode ser explicado uma
vez que esses polimeros séo estruturas estaveis na forma amorfa, onde as cadeias
estdo dispostas no espaco de forma desorganizada e com pequena mobilidade para
se organizarem. Ao serem resfriados, mantém a conformacgdo estrutural amorfa.
Quando aquecidos, ndo absorvem a energia fornecida para reorganizar suas
cadeias. Assim, pode-se classificar o PLGA 75:25 como um material polimérico
originalmente amorfo.

Semelhante aos polimeros, os farmacos também apresentam diferentes
conformacdes de suas moléculas. Eles podem apresentar-se na forma de cristais
(forma mais estavel, organizada e de menor energia), na forma amorfa,
caracterizada como a forma liquido (forma mais energética e menos organizada) e
na forma intermediaria semi-cristalina, o cristal-liquido (Stevenson et al., 2005).
Acredita-se que, da mesma forma que os polimeros amorfos, farmacos que
apresentam originalmente estruturas mais desorganizadas (liquido ou cristal-liquido)
ndo apresentardo, em andlises de DSC, picos exotérmicos de recristalizacédo.
Quanto a CsA, Stevenson e colaboradores (2005) afirmam que o farmaco liofilizado
apresenta caracteristica da forma intermediaria cristal-liquido.

Frente ao descrito, pode-se sugerir que a auséncia dos picos de
recristalizacdo esta relacionada com o grande porcentual amorfo da CsA e das
caracteristicas amorfas do PLGA 75:25, ambas as amostras obtidas pelo processo
de liofilizac&o. Sugere-se também a possibilidade da ocorréncia da recristalizacéo da
parte cristalina da CsA, porém em quantidade ndo detectada pelas condicdes
experimentais aplicadas.

Na andlise das curvas de DSC obtidas (Figura 33) também foi observada a
auséncia de variacao significativa da transicéo vitrea do polimero e nao foi possivel
detectar a transicdo de fase cristal/liquido - liquido do farmaco, quando presente nas
amostras ML e ME. Os valores das transicdes endotérmicas encontram-se

apresentados no Quadro 5.
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QUADRO 5

Valores das transig6es endotérmicas apresentadas nas curvas de DSC das

amostras analisadas.

Amostras Tg(°C) TcLL (°C)
. S Nao
Ciclosporina liofilizada (CsA L) 124
apresenta

PLGA 75:25 liofilizado (PLGA - Nao
75:2511) apresenta

Mistura liofilizada - Nao
PLGA: CsA (ML) apresenta

_ i N&o

Microesfera sem farmaco (MEB) 53

apresenta

Microesfera liofilizada - Nao
contendo CsA (ME) apresenta

Tg: transicdo vitrea para PLGA 75:25 L.

TcLL: transicdo de fase cristal/liquido - liquido para a CsA L.

A curva de DSC do PLGA L (a) indicou a transicao vitrea do polimero na
temperatura de 51°C. A mudanca de fase endotérmica da transicdo de fase
apontado pela curva de DSC da CsA L (c) foi de 124°C. N&o foi observada nenhuma
alteracdo entre a faixa de temperatura de 110°C a 190°C, embora a literatura a
relate como sendo a faixa caracteristica da fusdo do farmaco (Ballesteros et al,
2003). Ja as amostras ML (b), ME (d) e MEB (e), apresentaram a mudanca de fase
endotérmica caracteristica da transicdo vitrea do polimero em 52°C, 53°C e 55°C,
respectivamente.

Pode-se afirmar que os resultados apresentados estdo de acordo com a
literatura, uma vez que o copolimero PLGA L apresentou uma transicdo vitrea em
aproximadamente 50°C, como citado por Lewis e colaboradores (1990) e a CsA L
apresentou uma transicao de fase cristal/liquido - liquido em 124°C, de acordo com a
faixa de transicdo de fases entre 118°C a 125°C determinado para o farmaco na
forma de cristal liquido (Stevenson et al., 2003).
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A partir dos resultados obtidos, € possivel sugerir que as amostras ML e ME,
0 polimero encontra-se num estado estrutural inalterado, sendo um indicio da
auséncia de interacdo fisica entre os grupos carbonila do polimero e amida do
farmaco. Além disso, como proposto pela Difracdo de Raios X, acredita-se que 0
farmaco encontra-se interiorizado entre as cadeias poliméricas de forma que néo foi
possivel detectar sua transicdo de fase cristal/liguido — liquido. A auséncia de

deteccdo também pode ser devido a sensibilidade do método.

5.5.3 Espectroscopia no Infravermelho

A anadlise de possiveis interagcdes quimicas entre o copolimero e o farmaco
pode ser viavel por experimentos no infravermelho, j& que cada material possui
distintos grupos quimicos que apresentam bandas especificas nos espectros do
infravermelho. Estes grupos quimicos sdo identificados como grupo éster para o
PLGA 75:25 e grupos amida para a CsA.

Segundo Stevenson e colaboradores (2003), a estrutura secundaria do
polipeptideo CsA é identificada quando ocorrem bandas na regido de 1614-1690
cm™ e é caracteristica de ligacdes intermoleculares beta-folhas que envolve os
tripeptideos antiparalelos [Meval'-MeBmt'-Abu’] e [Val-MeLeu’-Ala’]. Estes
autores afirmam também que a regido de 1614-1638 cm™ define a estabilidade das
ligacdes intermoleculares beta-folhas ocorridas no farmaco. Além disso, picos na
regido de 1725-1750 cm™ sdo caracteristicos do estiramento v(C=0) de ligacao
éster e na regido de 1680-1630 cm™ é atribuido ao estiramento v(C=0) de amidas
primarias, como definido por Coates (2000).

Para identificacdo das bandas caracteristicas do PLGA 75:25 e da CsA , os
espectros no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foram obtidos a partir
das amostras na forma de p6 (PLGA 75:25 P e CsA P) (Figura 34).
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FIGURA 34: Espectroscopia no Infravermelho na regido de 4000 a 650 cm™ (A) e os principais picos
na regido de 1500 a 3500 cm™ (B), das amostras (a) CsA P e (b) PLGA P.

As bandas encontradas nos espectros do copolimero e do farmaco na forma
de po e liofilizada apresentaram-se semelhantes. Estes resultados estdo de acordo
com os descritos na literatura (Coates, 2000). O copolimero PLGA 75:25 P (Figura
34b) apresenta uma banda em 1754 cm™ atribuida a freqiéncia de estiramento
v(C=0) de ésteres e as bandas em 2944 cm™ e 2994 cm™ atribuidas ao estiramento
v(C-H) dos grupos metila presentes na molécula. O espectro da CsA P (Figura 31b)
apresentou bandas em 1630 cm™ atribuidas ao estiramento v(C=0) de amida,
resultado semelhante ao encontrado na literatura (Bertacche et al., 2006). Bandas
em 2957 cm! atribuidas ao estiramento v(C-H) dos grupos metila presentes, e uma
banda em 3316 cm™ atribuida ao estiramento vibracional V(N-H) presente em amidas
secundarias, também foram encontrados como descrito por Kallkrot e colaboradores
(2006).
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A existéncia de interacdo quimica e fisica nos sistemas ML e ME foi avaliada
por espectroscopia no infravermelho (IV) e comparada com os espectros obtidos

para a mistura fisica de CsA e PLGA 75:25 na proporcao de 1:10 (MF) (Figura 35).
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FIGURA 35: Espectroscopia no Infravermelho na regido de 650 a 4000 cm™* das amostras de (a) MF, (b)
ML e (c) ME.

A amostra MF (a) apresentou bandas em 1628 cm? caracteristicas de
estriamento v(C=0) de grupo amida. As bandas encontradas em 1749 e 1750 cm™
foram atribuidas ao estiramento v(C=0) de ligacdo éster, este ultimo semelhante ao
encontrado na literatura (Jayasuriya et al, 2006). Bandas em 2944 cm™ e 2995 cm'?
também foram encontradas e séo referentes ao estiramento v(C-H) de grupos metila.
Estes resultados sdo semelhantes ao do espectro do copolimero PLGA 75:25 P
(Figura 34). A inexisténcia de bandas na regido entre 3600-3200 cm™ atribuidas aos
estiramentos V(N-H) de amidas secundarias e a presenca de bandas em 1628 cm?

referentes ao estiramento v(C=0) de amida, foi observada no espectro da CsA P
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(Figura 34). Como a amostra é composta por pequena quantidade de farmaco,
acredita-se que nado foi possivel detectar o sinal de estiramento de amidas
secundarias.

Os espectros da amostra ML (b) e ME (c), aléem de apresentarem bandas
tipicas da CsA (1628 cm™ e 1636 cm™) e do copolimero PLGA 75:25 (1749 cm?),
apresentaram também bandas do modo estiramento v(C-H) em 2959 cm * e em
2924 cm™, diferentemente da encontrada no PLGA 75:25 P. A intensificacao do sinal
do modo estiramento V(N-H) em 3319 cm™ e em 3316 cm™ foi observado ao
comparar com as bandas obtidas no espectro da MF.

As bandas caracteristicas dos grupos quimicos descritas na literatura e as
bandas observadas experimentalmente estdo resumidas no Quadro 6 e 7,
respectivamente.

QUADRO 6

Valores das bandas de absor¢éo no IV dos grupos quimicos segundo a literatura.

Grupo quimico Bandas (cm™) Referéncia da literatura
Estiramento v(C=0) de ligagao éster 1
1725-1750 cm Coates et al. (2000)
Estiramento v(C=0) de amida primaria
1680-1630 Coates et al. (2000)
Estiramento v(C=0) de estrutura
secundaria por ligacbes
) ) 1690-1614 Stevenson et al. (2003)
intermoleculares do tipo beta-folhas
Estiramento v(C-H) 2900-2880 cm™ Coates et al. (2000)
Estiramento v(N-H) de amida 1
) 3600-3200 cm Kallkrot et al. (2005)
secundéria
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QUADRO 7

Valores das bandas de absor¢c&o no IV observadas experimentalmente

Amostra Banda (em’) Resultados
observada

1628 Banda inalterada*

MF 2995 /2944 Bandas inalteradas*
1628 Bandas inalteradas**

ML 2959 Deslocamento de banda**
3319 Intensificacdo ou existéncia da banda**
1636 Bandas inalteradas*

ME 2924 Deslocamento de banda**
3316 Intensificacdo da banda**

* Comparagdo com PLGA 75:25 L e ** Comparagdo com ML.

O aparecimento de bandas tipicas inalteradas de estiramento v(C=0) de éster
e de v(N-H) de amida primaria demonstra que 0S grupos ésteres e grupos amidas
mantiveram sua estrutura conformacional e composicional inalterada, caracterizando
a ndo ocorréncia de interacdo quimica (Quadro 7). Além disso, as bandas
inalteradas de estiramento v(C-H) de amida priméria € um forte indicio de
integridade das ligacfes intermoleculares do tipo beta-folhas existente no farmaco,
estas responsaveis pela estrutura tridimensional do farmaco e consequentemente
por sua acao farmacoldgica (Stevenson et al., 2003). A auséncia de detectavel
interacdo fisica e quimica entre os componentes da MF foi observada, resultado
similar as amostras ML e ME.

Apesar da presenca do deslocamento das bandas caracteristicas de
estiramento v(N-H) nas amostras ML e ME, este nao foi atribuido como resultado de
interacdes fisicas entre os constituintes. Acredita-se que estes deslocamentos estéo
relacionados com uma provavel alteracdo na conformacdo da molécula de CsA por
meio de interacdes hidrofébicas na interface polimero e farmaco, objetivando a

obtencdo de um sistema termodinamicamente estavel.
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5.6 Estudo de liberagéo in vitro e caracterizacdo morfolégica dos implantes intra-oculares

contendo CsA

5.6.1 Andlise do perfil preliminar de liberag&o do farmaco

O estudo de liberagéo in vitro do farmaco a partir dos implantes obtidos pelos
dois métodos, ML e ME, foram realizados para determinar a taxa de liberacdo do
farmaco. A metodologia fundamenta-se na tentativa de simular, em ambiente
laboratorial, 0 meio fisiolégico em que os sistemas serdo aplicados, para tanto foram
adotadas as seguintes condigOes de experimento: 2,0 mL de TS, temperatura de
37°C e agitacao equivalente a 30 rpm.

O perfil de liberacdo obtido neste estudo na forma de porcentagem
acumulada de liberacdo do farmaco em relacdo ao tempo de incubacgéo, encontra-se
representado na Figura 36. Os valores médios da liberacdo de CsA obtidos nos

diferentes tempos de incubacéo dos implantes estdo apresentados na tabela 10.
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FIGURA 36: Perfis preliminares de liberacdo da CsA dos implantes ME (a) e ML (b).
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TABELA 7
Valores médios da porcentagem de liberacdo acumulada de CsA obtidos nos

diferentes tempos de incubagéo dos implantes

Implante obtido por mistura Implante obtido por
liofilizada (ML) microesfera (ME)
Semanas Média = DP (%) Média = DP (%)
(n=3) (n=3)
2 0,0+£0,0 0,4+0,2
4 0,2+0,1 23+0,8
7 0,3+0,3 4,7+2,0
9 0,3+0,1 13,1+ 2,6
11 0,3+0,2 16,9+ 3,0
13 0,3+0,1 18,7+ 2,6
15 24+14 19.8+21
17 4628 21,717
19 54+2,9 224+1,8
21 7,7+272 22,7+1,.3
23 85+26 244+16

Nesta avaliagdo preliminar, a taxa de liberacdo acumulada de CsA foi de
aproximadamente 8,5% e 24,4% durante 23 semanas de experimento para ML e
ME, respectivamente.

O perfil de liberagéo da CsA a partir dos implantes ME apresentaram um perfil
crescente em todo o periodo de incubacéo (Figura 36 a) com respectivos valores de
desvio padrao (tabela 10). Nos primeiros 9 semanas, observou-se que a
porcentagem de liberacdo acumulada da CsA quintuplicou entre 2-4 semanas (0,4%
para 2,3%), duplicou entre 4-7 semanas (2,3% para 4,7%) e triplicou entre 7-9
semanas (4,7% para 13%). Entre 7 semanas e 21 semanas, observou-se um menor
aumento da taxa de liberagdo acumulada que variou de aproximadamente 13,1%
para 16,9% entre 9-11 semanas, 16,9% para 18,7% entre 11-13 semanas, 18,7%
para 19,8% entre 13-15 semanas, de 19,8% para 21,7% entre 15-17 semanas, de
21,7% para 22,4% entre 17-19 semanas, de 22,4% para 22,7% entre 19-21
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semanas e de 22,7% para 24,4% entre 21-23 semanas (tabela 5) e desvio padréo
significativo entre 7 e 23 semanas (tabela 10).

Até os primeiros 13 semanas, observou-se a constante liberacdo de CsA a
partir dos implantes ML (Figura 36 b) de aproximadamente 0,3%, com um aumento
da taxa de 0,0% para 0,2% entre 2-4 semanas, de 0,2% para 0,3% de 4-7 semanas,
entre 7-13 semanas ocorre a liberacdo constante de 0,3%, quintuplicou entre 13-15
semanas (0,3% para 2,4%), duplicou entre 15-17 semanas (2,4% para 4,6%). Entre
17 semanas e 23 semanas, a taxa porcentual de liberacdo acumulada variou de
aproximadamente 4,6% para 5,4% entre 17-19 semanas, 5,4% para 7,7% entre 19-
21 semanas e 7,7 para 8,5% entre 21-23 semanas (tabela 10). Um aumento da
porcentagem de liberacdo acumulada do farmaco e desvio padrao significativo entre
as amostras foi observado entre 15 e 23 semanas.

Observa-se que a liberacdo do farmaco esta relacionada com a caracteristica
do préprio sistema e acontece devido as diversas alteracbes que ocorrem nos
materiais (Kunou et al., 1995). Em geral, os perfis de liberacdo de diversos farmacos
a partir de implantes poliméricos possuem trés etapas de liberacdo (Kunou et al.,
1995; Kunou et al., 2000; Yasukawa et al., 2001): a primeira etapa consiste de uma
alta taxa de liberacdo do farmaco, conhecida como “burst” inicial, possivelmente
devido a presenca do farmaco na superficie do sistema (Yasukawa et al., 2001); a
segunda etapa acontece por difusdo do farmaco da matriz para o meio externo antes
mesmo de ocorrer a erosdo da matriz polimérica e esta relacionada com o
coeficiente de difusdo, saturacdo do meio de incubacdo e a concentracdo de
farmaco nos sistemas; a terceira fase corresponde a um repentino “burst” devido ao
intumescimento e desintegracdo da matriz propriamente dita (Kunou et al., 1995).

Os perfis de liberacdo observados na Figura 36 a partir dos implantes ME
(Figura 36 a) e ML (Figura 36 b) ndo apresentaram “burst” inicial como relatado na
literatura. Este comportamento é devido provavelmente a auséncia de farmaco
adsorvida na superficie dos sistemas ou até mesmo a existéncia, porém em
guantidade inferior a capacidade de quantificacdo do método adotado.

Os perfis preliminares de liberacdo acumulado do farmaco até as 23 semanas
de ambos os implantes (figura 36 a e 36 b) apresentam apenas o perfil caracteristico
da etapa secundaria definida por diversos autores.
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A existéncia da etapa secundéaria pode ser confirmada quando se analisa a
massa restante dos implantes intra-oculares e a quantidade de CsA presente em

ambos os implantes durante os 23 semanas de incubacéo (Figuras 37 e 38).
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FIGURA 37: Massa restante dos implantes ML (a) e a quantidade de CsA presente no implante (b) durante
0s 23 semanas de incubacao.
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FIGURA 38: Massa restante dos implantes ME (a) e a quantidade de CsA presente no implante (b) durante
0s 23 semanas de incubagéo.
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As figuras 37 e 38 mostram que a liberacdo do farmaco durante os 23
semanas ocorre sem perda significativa de massa dos implantes, valores obtidos de
0,13% para o implante obtido a partir da ML e de 0,5% para o implante obtido a
partir do ME. Estes valores nao estao de acordo com o teor de CsA liberado de 8,5%
e 24,4%, respectivamente. Pode-se sugerir que a liberacdo esteja relacionada
primeiramente com o intumescimento da matriz polimérica, seguido da difusdo do
farmaco pela matriz e do inicio da degradacdo do polimero. O intumescimento ou
inchamento ocorre quando a agua presente no meio de incubacdo penetra no
sistema pela superficie da matriz polimérica hidrofilica, denominada hidrogel. Esse
processo possibilita a difusdo da CsA pelos espagos aquosos originados entre as
cadeias poliméricas da matriz. O contato da agua com a superficie da matriz
também desencadeia pequenas hidrolises poliméricas, que até entdo nao interferem
de forma significativa na liberacdo do farmaco.

A liberacdo de CsA a partir do ML apresentou, como descrito por Kunou e
colaboradores (1995), um perfil de liberacdo lento, regulada pela difusdo do farmaco
pela matriz compacta. Ja para o ME, foi observado um aumento significativo na taxa
acumulada de liberacdo da CsA. Supbe-se que o perfil de liberacdo apresentado
para o implante ME é conseqUéncia da presenca de CsA livre na matriz do implante,
esta responsavel pelo perfil bem diferente do esperado. Sugere-se que 0 processo
de moldagem a quente pode ter desestruturado as microesferas formadas e
disponibilizado, no meio matricial polimérico, o farmaco na forma livre ou né&o
incorporado na matriz das microesferas.

Ainda na etapa secundaria, observa-se um aumento significativo na liberacéo
da CsA a partir dos 7 semanas para o implante ME e 13 semanas para o implante
ML. Entre os intervalos determinados, a taxa percentual de liberacdo de ambos os
implantes aumenta de forma semelhante, provavelmente devido ao homogéneo
intumescimento de partes mais internas da matriz e consequente formacao de maior
guantidade de canais aquosos que facilitam a saida do farmaco. Quanto a maior
taxa de liberacdo observada para os implantes ME, sugere-se que a obtencédo de
diferentes morfologias para cada implante pode ter influenciado na distinta taxa de
liberacdo do farmaco observada.

Quanto ao desvio padrédo apresentado entre os resultados de liberagcdo das

trés diferentes amostras de implantes ME, acredita-se que os distintos desvios
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padrbes estdo relacionados com diferentes aspectos morfologicos da superficie
obtido ao preparar esses sistemas.

Resumidamente, é possivel afirmar que os perfis preliminares de liberacdo
acumulada do farmaco até as 23 semanas de ambos os implantes apresentaram o
perfil de liberacdo caracteristico de sistemas de liberacdo prolongada (SLP) e
apenas a etapa secundaria do perfil de liberacédo ocorreu e que, analisando os perfis
preliminares obtidos, ndo foi possivel detectar de forma significativa as etapas de
hidrélise definida por Merkli e colaboradores (1998) e a erosao superficial descritas
por Gopferich e colaboradores (1996).

A caracterizacdo fisico-quimica dos sistemas e a metodologia de
guantificacdo adotada neste trabalho permitem compreender algumas
caracteristicas dos perfis preliminares de liberacéo obtidos. A auséncia de detectavel
interacdo entre o polimero e o farmaco e a adequada quantificacdo da CsA por
CLAE indicam a estabilidade da molécula de CsA tanto nos sistemas desenvolvidos
guanto no meio de incubacao avaliado, caracteristica que valida os implantes como
sendo sistemas possiveis de disponibilizar o farmaco na sua estrutura ativa. Quanto
ao estado estrutural dos materiais presentes nos implantes, acredita-se que este
pouco interfere na velocidade de liberacdo do farmaco durante os 161 dias, como
descrito por Gopferich (1996) e Hasirci et al. (2001). Uma vez que a liberacédo é
praticamente dependente da difusdo do farmaco da matriz e ndo de processos
erosivos, sugere-se que a matriz polimérica se encontra no estado amorfo
praticamente inalterado, caracteristica também responsavel pelo aumento da
porcentagem de liberacdo do farmaco no periodo avaliado. A fim de confirmar a
relacdo entre o estado cristalino e o perfil de liberacdo, propde-se ainda realizar
analises da cristalinidade dos implantes ao longo do teste de liberacao in vitro.

Neste trabalho, a realizacdo dos testes preliminares de liberacdo in vitro
objetivou reproduzir algumas condicbes encontradas no corpo vitreo, ndo sendo a
preocupacao atual do trabalho em satisfazer as condicfes SINK, ja que a
guantidade total liberada nos intervalos de coleta do meio de incubacdo apresentou
concentragfes abaixo da saturacdo do farmaco no meio aquoso que ocorre na
concentracao de 40 pg/mL.

Embora o estudo de liberacdo seja apenas completo quando a liberagédo do
farmaco é totalizada, foi decidido apresentar os perfis preliminares obtidos nos teste

de liberacdo in vitro, uma vez que é esperada a degradacdo total deste tipo de
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polimero por um tempo além do permitido para um trabalho de mestrado. Uma vez
gue o estudo de liberacdo é considerado completo apenas quando a liberacao do
farmaco é totalizada, a liberacao in vitro ainda continua a ser realizada objetivando a
obtencao futura dos perfis de liberacdo, no sentido de se completar o estudo

apresentado neste trabalho.

5.6.2 Analise morfolégica dos implantes por Microscopia Eletronica de
Varredura

A realizacdo da andlise morfoldgica pode esclarecer os aspectos superficiais
dos implantes desenvolvidos e possibilitar uma avaliacdo, quanto ao aspecto
morfolégico dos diferentes perfis de liberacao observados para cada sistema.

A diferengca entre os perfis de liberagdo da CsA a partir de ambos os
implantes também pode ser explicada pelos distintos aspectos morfoldgicos
verificados por MEV (Figuras 39 e 40).

D el L LIF G

FIGURA 39: Fotografia de MEV dos implantes obtidos a partir da ML em aumentos de 200 vezes (a,c) e
1000 vezes (b,d): antes da incubacéo (a,b); 7 dias ap6s o inicio da incubacéo (c,d).
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FIGURA 40: Fotografia de MEV dos implantes obtidos a partir da ME em aumentos de 200 vezes (a, c) e
1000 vezes (b,d): antes da incubacao (a,b); 7 dias ap6s o inicio da incubacéo (c,d).

As superficies dos implantes obtidos a partir da ML (Figura 39) apresentaram-
se morfologicamente homogéneos antes da incubacdo (Figuras 39a e 39b). Apos
sete dias de incubacdo (Figura 39c e 39d), apresentaram na sua superficie poros
homogeneamente dispersos na forma de cones, caracterizando uma degradacao
externa.

Os implantes obtidos a partr da ME apresentaram uma superficie
heterogénea, reticular antes da incubacgéo no teste de liberagéo in vitro (Figuras 40a
e 40b). Apos sete dias de incubacgéo, a superficie apresentou poros irregulares e um
distinto perfil de liberacdo, comportamento bem diferente dos implantes obtidos a
partir da ML (Figuras 40c e 40d).

A observacédo da presenca de poros (Figuras 39 e 40) sugere a ocorréncia da
hidrélise do tipo Il e da erosédo superficial da matriz polimérica, mesmo esta néo
sendo a principal responsavel pela difusdo do farmaco. Em adicdo, ainda confirmam
a proposta da existéncia de diferentes aspectos morfolégicos obtidos pelo método
de moldagem dos implantes e a sua interferéncia nas distintas taxas de liberacdo da
CsA apresentadas pelos perfis preliminares de liberacé&o in vitro para o ML e ME.

Complementando as discussoées realizadas quanto as etapas de liberacao do
farmaco, observadas no teste preliminar de liberagédo in vitro, propfe-se que 0s
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implantes obtidos a partir da ML, apresentaram um lento perfil de liberacdo da CsA
também devido a superficie homogénea, indicativo de uma boa dispersdo do
farmaco na matriz polimérica (Figura 39). A maior taxa de liberacdo apresentada
para os implantes intra-oculares obtidos a partir da ME pode ser justificada pela rede
polimérica heterogénea e reticulada encontrada. Acredita-se que a presenca das
fendas na rede polimérica facilita a entrada da dgua nos espacos presentes entre as
microesferas e, consequentemente, proporciona um maior intumescimento do
polimero e uma maior liberacao de CsA (Figura 40).

Ainda, acredita-se que as distintas area e espessura apresentadas pelos
implantes intra-oculares desenvolvidos interferem nos perfis de liberagao
observados. Quanto maior a area e menor espessura do sistema, maior a superficie
de contato entre a matriz polimérica e maior facilidade de difusdo do farmaco pela
matriz polimérica para o meio externo. Assim, a maior area e menor espessura do
implante obtido a partir da ME provavelmente possibilitou uma maior liberacdo da
CsA quando comparado com a taxa de liberacdo do farmaco pelo implante intra-
ocular obtido a partir da ML que apresentou uma menor area € uma maior
espessura.

A fim de ilustrar as discussbes apresentadas e as expectativas quanto ao
estudo finalizado dos perfis de liberacdo do farmaco a partir dos sistemas
poliméricos produzidos, prop0s-se esquematizar as etapas secundaria e terciaria,

esta Ultima caracterizada pela eroséo superficial de cada implante (Figura 41).
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Figura 41: Proposta esquematica da biodegradacgéo e erosdo da matriz polimérica, seguido da liberacédo da
CsA: (a) implantes obtidos a partir da mistura liofilizada e (b) implantes obtidos a partir da microesfera.

A Figura 41 representa a morfologia homogénea e compacta dos implantes
obtidos por ML (41a), a presenca de espacos entre as esferas poliméricas das
microesferas moldadas (41b) e a liberacdo do farmaco decorrente das etapas de
alteracdo esperadas para ambos os implantes intra-oculares: o intumescimento da
matriz, a entrada de agua, o inicio da hidrolise polimérica e a eroséo superficial.

Em resumo, a parte experimental deste trabalho permitiu: 1) validar a
metodologia adotada para quantificacdo da CsA presente nos implantes e durante o
teste de liberacdo in vitro, 2) desenvolver os sistemas solidos a base do copolimero
derivado do acido latico e glicolico (PLGA 75:25), 3) caracterizar a CsA e o0 PLGA
75:25 presentes nos sistemas obtidos por meio de técnicas de caracterizacao
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térmica (TG, DSC), constitucional (1V), conformacional (DRX) e morfolégica (MEV) e
4) avaliar o perfil preliminar de liberacdo in vitro do farmaco a partir dos sistemas
obtidos.

Os resultados obtidos neste trabalho viabilizam a utilizacdo dos implantes
desenvolvidos para tratamento da uveite posterior ja que foi possivel obter sistemas
por meio de métodos reprodutiveis que disponibilizam o farmaco na forma dispersa
em ambas as matrizes poliméricas e na sua forma biologicamente ativa. Em adicéo,
o trabalho mostrou a possibilidade de quantificacdo de pequenas quantidades da
CsA em meio aquoso pelo método analitico Cromatrografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplado ao detector UV (CL/UV), um método analitico pouco sensivel
para a deteccdo do farmaco frente as técnicas de imunoensaio e Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a espectroscopia de massa (CL/MS) e a técnica
de imunoensaio.

Quanto ao perfil preliminar de liberacdo in vitro foi possivel mostrar a
liberacdo acumulada da CsA em concentracbes minimas de 200 ng/mL,
concentracfes proximas as encontradas por Dong e colaboradores (2006) ao avaliar
a capacidade de inibir processos inflamatorios na cavidade vitrea quando o farmaco
€ disponibilizado em um sistema polimérico constituido do copolimero sintético acido
latico / &cido glicdlico / € - caprolactona. Além disso, foi mostrado que o fator
determinante de liberacdo do farmaco durante as 23 semanas analisadas é
dependente, principalmente, da difusdo do farmaco pela matriz e da é&rea e
espessura obtida para cada implante e que a hidrélise observada ainda pouco
interfere na liberacdo da CsA. Ainda, as técnicas de caracterizagdo mostraram a
auséncia de detectaveis interacdes fisicas e quimicas entre o farmaco e o polimero,
caracteristicas que possibilitaram a liberacdo de forma prolongada do farmaco em
meios laboratoriais similiares as condic¢des fisioldgicas do corpo vitreo.

Uma vez necessario a liberacdo prolongada do farmaco na cavidade vitrea do
bulbo do olho para o tratamento, em especifico, da uveite posterior, ambos 0s
implantes aqui desenvolvidos e caracterizados apresentam-se como novos sistemas

promissores para futuro tratamento da doenca.
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6 CONCLUSAO

Nosso estudo permitiu a obtencdo de um implante de natureza sdlida a partir
de dois diferentes métodos de preparo: mistura liofilizada e microesferas, ambos
destinados a aplicacdo intra-ocular. Os estudos preliminares de liberacdo in vitro
mostraram que os implantes desenvolvidos sdo adequados para a utilizagdo como
sistemas de liberacdo de CsA, onde se espera uma liberagcdo completa do farmaco
por um longo periodo.

Como perspectiva, pretende-se avaliar em estudos de liberacdo in vivo, a
seguranca e a viabilidade da utilizacdo dos sistemas aqui desenvolvidos quanto a
disponibilizacao de doses terapéuticas efetivas do farmaco no corpo vitreo visando o

tratamento de uveite posterior.
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Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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