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RESUMO

A uveite é uma inflamacéo ocular cujas complicagcGes podem resultar em perda de visdo. O
tratamento dessa doenga, no segmento posterior, tem sido um desafio devido a dificuldade de
acesso do farmaco ao seu alvo. O Sirolimus (SRL), um potente imunossupressor, mostrou
resultados promissores no tratamento de doencas oculares inflamatdrias. Entretanto, como
outros agentes terapéuticos, tém baixa solubilidade, e seu uso por via sisttmica esta
relacionado a vérios efeitos adversos. Esse cendrio estimula o desenvolvimento de novos
sistemas de liberacéo para a administracdo do farmaco no interior da cavidade vitrea em doses
terapéuticas e por um periodo prolongado, reduzindo os efeitos adversos e aumentando a
eficacia do tratamento. Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar a seguranca e eficacia
de um implante biodegradavel contendo SRL. Avaliamos o perfil de liberagdo in vivo do SRL
e a toxicidade retiniana, por eletrorretinografia (ERG) e histologia, a partir de implantes
intravitreos de copolimero acido latico e acido glicolico (PLGA) em olhos de coelhos
saudaveis por 8 semanas apds a administracdo. Além disso, avaliamos os efeitos do implante
de SRL-PLGA no modelo de uveite autoimune experimental em coelhos, incluindo avaliacdo
clinica, exame histopatoldgico, alteragdes dos niveis de proteina, da atividade das enzimas
mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglucosaminidase (NAG) em humor aquoso e humor vitreo.
Os resultados mostraram que a concentracdo maxima de SRL (199,8 ng/mL) liberada do
dispositivo ocorreu dentro de 4 semanas. N&o foram observados efeitos toxicos dos implantes
ou aumento da pressao intraocular do olho dos animais saudaveis. As respostas do ERG néo
mostraram diferenca significativa em relacdo ao controle durante as 8 semanas de
acompanhamento. N&o foi observada nenhuma diferenca morfoldgica da retina entre os olhos
de coelhos tratados com implantes PLGA ou SRL-PLGA. Os scores clinicos, a concentracdo
de proteinas e a atividade das enzimas MPO e NAG, mostraram reducfes significativas da
inflamacédo nos olhos tratados apds 35 dias. Exames histopatologicos mostraram inflamacéo e
desorganizacdo tecidual reduzida nos olhos tratados. De acordo com os resultados, os
implantes desenvolvidos neste estudo foram seguros, reduziram a inflamagdo ocular e
promoveram uma liberacdo prolongada de SRL no segmento posterior do olho. Portanto, 0s
implantes intravitreos SRL-PLGA podem ser uma alternativa promissora de tratamento para

a uveite autoimune.

Palavras-Chave: Sirolimus. Sistema de liberacdo de farmacos. Implante intravitreo
biodegradavel. Eletroretinografia. Uveite. Autoimune Experimental.



ABSTRACT

Uveitis is an ocular inflammation of the uveal tract. Complications affecting the uveal tract
may result in impairment or loss of vision and has been a challenge due to the low drug
bioavailability in the target tissue. Thus, there is a growing interest in finding drugs that can
control inflammation. Sirolimus (SRL), a potent immunosuppressive drug, has shown
promising results in the treatment of ocular diseases. Like other therapeutic agents, it has low
solubility, and its intravitreal use is related to several side-effects. This scenario stimulates the
development of new delivery systems that can deliver the drug inside the vitreous cavity in
therapeutic doses and over a prolonged period, reducing the adverse effects and increasing the
effectiveness of the treatment. In the present study, we assessed the in vivo release profile and
the retinal toxicity, using electroretinography (ERG) and histology, of a poly (lactic-co-
glycolic acid) (PLGA) sustained-release SRL intravitreal implant in normal rabbit eyes for 8
weeks after administration. Further, we investigated the effects of SRL-PLGA implant on
experimental autoimmune uveitis rabbits, including clinical evaluation, histopathological
examination, alterations of protein levels determination of myeloperoxidase (MPO) and N-
acetylglucosaminidase (NAG) activity were investigated either in the aqueous or vitreous
humor. As a result, the maximum concentration of SRL (199.8 ng/mL) released from the
device occurred within 4 weeks. No toxic effects of the implants or increase in the intraocular
pressure were observed through clinical evaluation of the eye. ERG responses showed no
significant difference between the eyes that received PLGA or SRL-PLGA implants at
baseline and throughout the 8 weeks of follow up. No remarkable difference in retinal
histopathology was detected in rabbit eyes treated with PLGA or SRL-PLGA implants.
Average inflammatory scores analyses of protein concentrations, MPO and NAG activity,
showed significant decreases in treated eyes after 35 days. Histopathologic examinations
showed less severe inflammation and tissue disorganization in treated eyes. According to the
results, the implants developed in this study were safe, reduced the eye inflammation and
could overcome the difficulty of promoting a prolongated release of SRL in the posterior
segment of the eye. Therefore, the intravitreal SRL-PLGA implants could be a promising

alternative for the treatment to autoimmune uveitis.

Keywords: Sirolimus. Drug delivery system. Biodegradable intravitreal implant.
Electroretinography. Autoimmune Experimental Uveitis.
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RPM — Rotagéo por minuto

SRL - Sirolimus


https://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_inglesa

TAC - tacrolimus

TGF —B — Fator de crescimento transformador beta (do inglés, Beta Transforming growth
factor)

Th1 — Linfocito T auxliliar tipo 1

Th17 — Linfécito T auxliliar tipo 17

Th2 — Linfocito T auxliliar tipo 2

Tmax - tempo para se alcancar a concentra¢do maxima de farmaco

TNF — do inglés, Tumoral Necrosis Factor

TR - tempo de retencao

Treg - Células T reguladoras

UPLC- MS/MS - Cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplada a espectrometria de
massas sequencial

VEGEF - Fator de crescimento endotelial (do inglés- vascular endothelial growth factor)
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1. INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

As doengas oculares inflamatdrias estdo entre as mais prevalentes causas de cegueira em todo
o mundo. Dentre elas, destaca-se a uveite, que compreende um grupo de doengas
caracterizadas por inflamacdo do trato uveal, o qual é composto pela iris, corpo ciliar e
coroide. Estas estruturas desempenham papéis essenciais para o bom funcionamento do
sistema visual. A uveite é responsavel por complicacGes oculares como catarata, glaucoma e
descolamento de retina que podem resultar em cegueira (GRITZ et al., 2017; JONES et al.,
2018). O tratamento da uveite ndo-infecciosa (NIU) consiste principalmente no uso de
corticosteroides, imunossupressores, anti-inflamatorios e agentes biologicos administrados
por via sisttémica ou intravitrea. Contudo, o tratamento por estas vias pode causar efeitos
indesejados, concentragcbes abaixo da dose terapéutica e incobmodo ao paciente
(KNICKELBEIN et al., 2016; HASSAN et al., 2019).

O desenvolvimento de formas farmacéuticas capazes de melhorar a biodisponibilidade
intraocular de farmacos tem sido um campo de pesquisa de grande interesse. Neste contexto,
destaca-se 0 uso de implantes intraoculares preparados com materiais biocompativeis e
biodegradaveis, que possibilitam uma liberacdo gradual, em concentracGes desejaveis
diretamente no sitio-alvo (MANDAL et al., 2018; NEUMANN; BAREQUET, 2019).

O Sirolimus (SRL) é uma lactona macrociclica inicialmente descoberta devido a sua atividade
antifungica contra Streptomyces higroscopicus e mais tarde também utilizado em stents
coronarios para o tratamento de restenose, para evitar rejeicdo em pacientes submetidos a
transplantes renais. Devido a sua atividade antiproliferativa e antiangiogénica despertou o
interesse para o tratamento de tumores sélidos e finalmente para tratar doencas oculares
(TERADA et al., 1993; NAPOLI; TAYLOR, 2001; GUBA, 2002; NGUYEN et al., 2018a).

A administracdo oral de SRL demonstrou inibi¢cdo completa da uveite autoimune em estudos
pré-clinicos e também foi eficaz em pacientes com NIU severa (ROBERGE et al., 1993,
SHANMUGANATHAN, 2005). No entanto, seu uso oral requer monitorizacdo laboratorial e
clinica para toxicidade sisttmica. Recentemente, uma formulacéo para injecéo intravitrea de
SRL foi avaliada e demonstrou fornecer o farmaco de forma eficiente a retina/coroide, com
minima exposicao sisttémica. Assim, SRL intravitreo demonstrou ter potencial na reducdo da
inflamacdo ocular em individuos com NIU aguda ou cronica. No entanto, para a manutencdo

da dose terapéutica eficaz sdo necessarias injecoes bimestrais o que pode levar a ocorréncia de
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efeitos adversos indesejaveis, como descolamento de retina, elevacdo da pressao intraocular e
catarata (MUDUMBA et al., 2012; IBRAHIM et al., 2015; NGUYEN; MERRILL; et al.,
2016).

Em 2015, PAIVA (2015) desenvolveu e caracterizou implantes a partir do copolimero acido
latico e &cido glicolico (PLGA 75:25) para liberacdo intravitrea de SRL. Os estudos de
caracterizacdo realizados com os implantes obtidos apresentaram resultados satisfatorios,
dentre eles a liberagdo in vitro do farmaco por pelo menos 6 semanas. Para o tratamento da
uveite, especialmente a uveite cronica, o farmaco deve permanecer por semanas ou meses na
cavidade vitrea, sendo, portanto, essencial a avaliacdo do perfil de liberacdo do SRL liberado
do implante de PLGA em olhos de coelhos. Além disso, quando se desenvolve novas formas
farmacéuticas de liberacdo de farmacos, é necessario avaliar a toxicidade desses sistemas por

meio de técnicas in vitro e in vivo.

Visando dar continuidade aos resultados promissores ja obtidos no desenvolvimento do
implante de SRL, o presente trabalho tem como objetivo determinar o perfil de liberacdo in
vivo dos sistemas, avaliar a biocompatibilidade destes no segmento posterior do olho de
coelhos saudaveis por meio de exames clinicos, eletroretinogréficos, histopatoldgicos, além

de verificar sua eficAcia em modelo de uveite autoimune experimental.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Uveite

A uveite é uma doenca inflamatoria que afeta ndo apenas o trato uveal (iris, corpo ciliar e
coroide), mas também a retina e seus vasos, 0 nervo optico e o vitreo (PRETE et al., 2016;
HASSAN et al., 2019). Embora a incidéncia anual de uveite ndo seja elevada e varie de
acordo com a populacdo em estudo, cerca de 25-121 pessoas a cada 100.000 habitantes, a
doenca afeta profundamente a qualidade de vida do paciente, além do importante impacto
socioecondmico (ACHARYA et al., 2013; THORNE et al.,, 2016; RIM et al., 2017,
GONZALEZ et al., 2018).

O comprometimento da visdo é uma complicacdo comum na uveite em todo o mundo, sendo
maior nos paises em desenvolvimento. Em um estudo conduzido no Reino Unido 3,5-4% dos
pacientes diagnosticados com uveite foram classificados como deficientes visuais ou com
perda significativa da visdo. Na Etiopia a prevaléncia de baixa visdo e cegueira foi de 10,3 e
7,3%, respectivamente (CHERINET et al., 2018; JONES et al., 2018). No Brasil, o estudo
conduzido por Silva e colaboradores (2013) mostrou que a uveite foi a segunda causa mais
comum de deficiéncia visual, com prevaléncia de 15,7%, superada apenas por doencas
retinianas ndo infecciosas. A maioria dos estudos ndo considera a uveite como causa de perda
visual, mas complicagOes funcionais e anatdbmicas secundarias a uveite sdo descritas como
causas de deficiéncia visual. Essa pode ser decorrente de danos as estruturas do trato uveal, ou
devido a efeitos secundarios nos tecidos vizinhos como, por exemplo, a formacdo acelerada
de catarata, glaucoma e edema macular (SILVA et al.,, 2013; BARRY et al., 2014;
TSIROUKI et al., 2018).

Em contraste com as doencas oculares relacionados a idade, a uveite pode ter um forte
impacto socioecondmico, pois frequentemente afeta pacientes mais jovens, entre 20 e 60 anos
0 que representam 70-90% dos casos, individuos na fase profissional ativa (GRITZ et al.,
2017; GONZALEZ et al., 2018). Em um estudo recente realizado no Brasil a maioria dos
pacientes diagnosticados com uveite tinha entre 41 e 64 anos (41,79%), sendo a média de 39,8
+ 17,8 anos e a maioria do sexo feminino (56,8%) (FERNANDEZ et al., 2016).

Existem atualmente varios esquemas para classificacdo da uveite. Eles podem estar
relacionados ao local onde ocorre a inflamagdo, ao curso clinico, a etiologia e a

histopatologia. The Standardization of Uveitis Nomenclature (SUN) working group
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desenvolveu em 2005 a classificacdo que é atualmente mais utilizada, sendo a uveite
classificada quanto a sua anatomia em: uveite anterior, uveite intermediaria, uveite posterior e
panuveite (Quadro 1). A uveite anterior € a que apresenta maior prevaléncia (42%-54%),
seguida pela panuveite, uveite posterior e intermediaria (MERIDA et al., 2015a; FOSTER et
al., 2016; KRISHNA et al., 2017). O grupo SUN também enfatiza a importancia do inicio
(subito ou insidioso), da duracdo (limitado ou persistente) e do curso (aguda, recorrente ou
crbnica) da uveite, como descrito no Quadro 2. Em um estudo recente conduzido no Brasil a
uveite anterior foi observada em 29,25% dos casos, a uveite intermediaria em 7,22%, a uveite
posterior em 40,08%, panuveite em 15,97%; e esclerite em 7,50%. De 40,74% eram uveites
cronicas e 35,99% uveite aguda (FERNANDEZ et al., 2016).

Quadro 1 - Classificagio anatémica da uveite de acordo com o SUN Working Group

Classificacdo anatémica da uveite de acordo com o SUN Working

Group

Tipo Sitio primério da inflamagé&o Inclui

Anterior Camara anterior Irite
Iridociclite
Ciclite anterior
Intermediaria Vitreo Pars planite
Hialite
Cilcite posterior
Posterior Retina e coroide Coroidite focal
Coroidite
multifocal
Coroidite difusa
Corioretinite
Retinite
Neuroretinite
Panuveite Camara anterior, vitreo e retina ou

coroide

(Adaptado de Standardization of Uveitis Nomenclature Working Group, 2005)

A uveite também pode ser classificada de acordo com o curso clinico como infecciosa,
qguando um agente infeccioso é reconhecido (por exemplo: Herpes virus, Toxoplasma gondii,
Candida albicans, Borrelia burgdorferi, Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia
trachomatis) ou néo-infeciosa, quando se acredita que a origem seja autoimune ou imuno
mediada (PRETE et al., 2016). A distribuigéo etiologica da uveite varia em todo o mundo.

Em geral, a uveite anterior € frequentemente idiopatica, enquanto que a uveite posterior tem
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prevaléncia infecciosa. Geralmente, a uveite posterior de origem infecciosa apresenta um pior
prognostico do que a ndo infecciosa (FOSTER et al., 2016; SEVE et al., 2017).

Quadro 2 - Descritores da uveite de acordo com 0 SUN Working Group

SUN Working Group descritores da uveite

Categoria Descritor Definicéo

Inicio Subito Inicio rapido dos sintomas
Insidioso Inicio gradual dos sintomas

Duracdo Limitado < 3 meses de duragdo

Persistente > 3 meses de duracéo

Curso Agudo Episddio Gnico com inicio subito e duragdo
limitada

Recorrente Episodios repetidos separados por periodos
inativos sem tratamento > 3 meses de
duracéo

Uveite persistente com recaida dentro de 3
meses apos a interrupcao do tratamento
(Adaptado de Standardization of Uveitis Nomenclature Working Group, 2005)

Cronico

A uveite pode ainda ser classificada de acordo com as principais caracteristicas patolégicas
em uveite granulomatosa, caracterizada por visdo turva, dor leve e leve sensibilidade a luz;
uveite ndo granulomatosa, com inicio agudo, dor e sensibilidade intensa a luz e uma melhor
taxa de recuperacdo do que a uveite granulomatosa (MERIDA et al., 2015a; KRISHNA et al.,
2017). Uma abordagem efetiva para o tratamento da uveite requer uma compreensdo dos

aspectos fisiopatoldgicos envolvidos na doenca.

2.1.1 Aspectos fisiopatoldgicos

O olho, assim como o cérebro, a placenta e os testiculos apresentam o que é conhecido como
“privilégio imunologico”, ou seja, possuem um mecanismo fisioldgico que fornece protecdo
contra patogenos, preservando o delicado eixo visual do potencial de uma inflamagdo
imunogénica. Para isso, 0 olho conta com mecanismos anatdmicos, como uma barreira fisica
(barreira hematorretiniana- BHR) e auséncia de drenagem linfatica, e também mecanismos
moleculares, como a secrecao de fatores imunossupressores por células oculares, como TGF-
B2, horménio estimulante de a-melanocitos, peptideo intestinal vasoativo e ligante Fas (FasL)

ou a baixa expressdo de moléculas MHC de classe | e Il em células apresentadoras de
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antigenos. Estes mecanismos também ajudam a inativar a resposta imune de células de
epitélio pigmentado com caracteristicas semelhantes aos macrofagos, que sdo capazes de
secretar citocinas anti-inflamatdrias e tém demonstrado inibir a capacidade proliferativa de
células T em culturas (DURRANI et al., 2004; MERIDA et al., 2015b).

No entanto, a influéncia do ambiente ocular local é critica na regulacdo da imunidade das
células T, e trabalhos recentes sugerem que o estado imunoldgico privilegiado do olho é
contornado na uveite, levando a acumulacdo de células inflamatorias e subsequentes danos
aos tecidos oculares (DURRANI et al., 2004; CASTIBLANCO; FOSTER, 2014; AIRODY et
al., 2016). Apesar dos aspectos fisiopatoldgicos da uveite ainda ndo estarem bem elucidados,
acredita-se que um desequilibrio imunolégico induzido por antigenos de retina, que podem ser
tanto enddgenos (distarbios autoimunes) quanto exdgenos (virus ou bactérias), iniciem um
processo inflamatdrio desencadeado pela ativacao de células linfocitéarias (células T), as quais
sdo capazes de reconhecer estes antigenos que sdo apresentados pelas APC (antigen-

presenting cells), promovendo a ativacio das células T (CASPI, 2010; SEVE et al., 2017).

Em seguida, as células T impulsionam o processo inflamatorio através da secrecdo de
citocinas pro-inflamatérias (como IL-2, IL-12, TNF-0, INF-y) e quimiocinas, ativando a
vascularizagdo da retina e promovendo recrutamento de leucdcitos da circulacdo. S&o estes
leucdcitos recrutados, os neutrofilos, mondcitos e células T policlonais inespecificas, que
fornecem mediadores finais para o dano tecidual, sendo este um passo fundamental para o
desenvolvimento da doenca, uma vez que a intensa migracdo de células leva ao aparecimento
de danos estruturais na retina (MERIDA et al., 2015b; PRETE et al., 2016).

A inflamac&o é iniciada, principalmente, por macrofagos e células dendriticas residentes no
tecido ocular, as quais ao realizarem a captura de antigenos promovem a ativacao de linfocitos
T, que podem diferenciar-se em Treg (T reguladores), Thl, Th2, Thl17 (LEE et al., 2014;
MERIDA et al., 2015b; FORRESTER et al., 2018)

As células Thl e Th17 participam na uveite inflamatoria e autoimune. No entanto, enquanto
as células Th1l sdo cruciais para o desenvolvimento da uveite, as células Th17 desempenham
um papel relevante na fase tardia/cronica da doenca. Alem disso, a migragdo de Thl e Thl7
para o olho resulta em lesdo da BHR, o que permite o recrutamento de diferentes leucécitos
da circulagdo (VALLOCHI et al., 2007; MERIDA et al., 2015b; KRISHNA et al., 2017).



REVISAO DA LITERATURA |26

Embora a uveite seja uma doenca heterogénea com influéncias poligénicas e ambientais,
acredita-se que a maioria das formas de uveite imune-mediadas seja devido a um
desequilibrio entre mecanismos reguladores que inibem o sistema imunoldgico e mecanismos
inflamatdrios, que evoluiram para livrar 0 organismo de agentes infecciosos, mas podem
resultar em doenca crénica se forem ativados fora do contexto da infeccdo imediata (Figura
1). Dessa forma, h4 um aumento de citocinas pro-inflamatorias (IL-2, 1L-12, TNF-a e INF-y)
em relacdo as anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10), fatores quimiotaticos, ativacdo do sistema
complemento, células apresentadoras de antigeno, linfocitos T, linfécitos B e células
endoteliais (LIN et al., 2014; PEPPLE et al., 2015).

Figura 1 - Patogénese da uveite

Exemplos de mecanismos regulatorios Exemplos de mecanismos inflamatdrios

1. Gatilho ambiental
¢ Microtrauma/trauma
* Infecgdo subclinica

2. Fatores de risco genéticos

Sem Uveite
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i- @Eg i
€ TGFp IL-23 < S
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T 1 v YL IFNy
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Fotorreceptores da circulagao
. Acido retindico (

WE X
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FONTE: LIN et al., 2014

Assim sendo, o tratamento adequado para a uveite deve visar a supressdo da inflamacéo
preservando o sistema imune, bem como a prevencdo de complicacdes oculares, reducdo do
desconforto do paciente e se possivel, a remocdo da causa primaria (SMET et al., 2011;
HASSAN et al., 2019).
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2.2 O tratamento da uveite posterior

2.2.1 Tratamento farmacolégico da uveite

A escolha da estratégia para o tratamento da uveite deve inicialmente ser fundamentada na
etiologia (infecciosa ou ndo infecciosa), que ird definir o tipo de medicamento necessario
(antimicrobianos ou anti-inflamatdrios/imunossupressores). Em seguida, a extensao da uveite
e a presenca de inflamacdo associada (localizacdo anat®émica; unilateral ou bilateral e a
presenca de doenca sistémica) devem ser avaliadas. Esses fatores sdo consideragdes
importantes para a escolha da via de administracdo (topica, local ou sistémica). A gravidade
da doenca ira definir a necessidade de tratamento adicional. Em quarto lugar, as complicacGes
decorrentes da doenca em si ou dos tratamentos administrados também devem ser
considerados (BARRY et al., 2014; CASTIBLANCO; FOSTER, 2014; AIRODY et al.,
2016).

Os corticosteroides sdo os farmacos de primeira escolha no tratamento da doenca,
principalmente para o controle da inflamag8o aguda na uveite ndo infecciosa, devido ao seu
rapido inicio de acdo e potencial efeito anti-inflamatorio (KNICKELBEIN et al., 2016). Sua
propriedade anti-inflamatdria € mediada por receptores de glicocorticdides citosdlicos, que
aumentam a expressdo de proteinas anti-inflamatorias. Esses receptores, membros da familia
de receptores nucleares de fatores de transcri¢do, foram encontrados no corpo ciliar, tecido
corneo-escleral e iris (CASTIBLANCO; FOSTER, 2014; MERIDA et al., 2015a).

O tratamento da uveite ndo infecciosa (uveite posterior, intermediéria e panuveite) consiste no
uso de corticosteroides (por exemplo, dexametasona, triancinolona, prednisolona e
betametasona), os quais agem por multiplos mecanismos incluindo a transcricdo da proteina
inibitdria fosfolipase-A2. Essa proteina controla a sintese de mediadores inflamatorios como
prostaglandinas e leucotrienos. Assim, ocorre inibicdo da vasodilatagdo, reducdo da
permeabilidade vascular, diminui¢do da migracdo de leucdcitos e reducdo dos niveis do fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF). Esses também suprimem a proliferacdo de células
T, a producdo de citocinas e diminuem 0s mecanismos de ativa¢do, como por exemplo, a
producdo de IFN-y (SIMONINI et al., 2010; SMET et al., 2011; TALAT et al., 2015;
KNICKELBEIN et al., 2016).

Devido ao amplo nimero de genes e proteinas sobre 0s quais atuam os corticosteroides, existe

uma grande variedade de efeitos adversos que acompanham o uso desses farmacos, muitos
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deles potencialmente sérios. A utilizagdo sistémica a longo prazo pode desencadear efeitos
adversos que incluem sindrome de Cushing, osteoporose, hipertensdo, dislipidemia,
insuficiéncia adrenal, resisténcia a insulina e outros efeitos adversos mais raros, Como necrose
avascular das articulacdes e retardo do crescimento em criancas. Efeitos oculares adversos
indesejaveis também sdo descritos na literatura frequentemente quando esses farmacos séo
administrados pelas vias periocular e intravitrea almejando alcangar niveis adequados de
farmaco no segmento posterior do olho, como desenvolvimento ou progressao da catarata e
elevacdo da pressdo intraocular (P10) potencialmente levando ao glaucoma (SIMONINI et
al., 2010; TALAT et al., 2015; KNICKELBEIN et al., 2016; HASSAN et al., 2019).

Embora os corticosteroides permanecam como um dos pilares do tratamento da uveite, devido
a crescente preocupacdo decorrente dos efeitos adversos associados ao seu uso prolongado,
alternativas terapéuticas, como 0s agentes imunossupressores, foram introduzidos no
tratamento de inflamacg6es oculares no final dos anos 1960 (KNICKELBEIN et al., 2016;
ZHAO; ZHANG, 2017). Os agentes imunossupressores sdo classificados em: agentes
alquilantes, incluindo ciclofosfamida e clorambucil; antimetab6litos, como azatioprina,
metotrexato e micofenolato de mofetil; e inibidores de células T, como ciclosporina,
tacrolimus, sirolimus e everolimus (BARRY et al.,, 2014; FOSTER et al., 2016; ZHAO;
ZHANG, 2017).

Em virtude do baixo indice terapéutico dos agentes imunossupressores, inicialmente esses
tiveram seu uso limitado no tratamento de pacientes resistentes ou intolerantes a
corticosteroides ou em casos em que havia sério comprometimento da visdo. Com 0s avancos
no conhecimento sobre a toxicidade e mecanismo de acdo desses farmacos, além do avanco
nas experiéncias clinicas, esses farmacos tornaram-se uma alternativa terapéutica para uma
série de doencas inflamatdrias oculares. Quando administrados no local, em dose terapéutica,
por medicos devidamente capacitados e com rigorosa monitorizagcdo observou-se um menor
indice de efeitos adversos quando comparado ao uso crénico de corticosteroides sistémicos
(SMET et al., 2011; ZHAO; ZHANG, 2017).

Atualmente o uso de agentes imunossupressores é recomendado em dois principais casos (1)
quando corticosteroides sdo insuficientes para controlar a doenca, (2) quando a
imunossupressao de longo prazo é necessaria para alcancar o controle da doenca, mas o indice

de toxicidade decorrente do uso de corticosteroides é alto na dose necessaria (maior do que 10
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mg /dia), o que é frequente no tratamento de uveite (SMET et al., 2011; FOSTER et al., 2016;
ZHAO; ZHANG, 2017).

Mesmo que os avancos descritos acima tenham modificado o tratamento de doencas oculares
com agentes imunossupressores, ainda existem importantes desafios no uso desses farmacos,
principalmente para 0os imunossupressores citotoxicos. O tratamento com esses farmacos nao
é eficaz, mesmo usando doses terapéuticas maximas, para algumas doengas como
corioretinopatia de Birdshot, uveite na artrite idiopatica juvenil e coroidite serpiginosa. Além
disso, 0 uso dos imunossupressores poupadores de corticosteroides mais utilizados
clinicamente tem demonstrado limitada eficdcia no tratamento de doencas oculares
(KRISHNA et al., 2017; HASSAN et al., 2019).

Quando os corticosteroides e 0s imunossupressores ndo sao bem tolerados ou ndo-efetivos,
utilizam-se os agentes biologicos. Esses atuam como supressores seletivos de respostas
imunes por direcionar moléculas especificas em mecanismos efetores autoimunes e
inflamatdrios. Os agentes biol6gicos podem ser anticorpos recombinantes, antagonistas de
citocinas especificas ou receptores de superficie celular, e citocinas recombinantes (tais como
IFNs). Os primeiros farmacos foram descritos em 1994 e desde entdo uma série de agentes
bioldgicos tem sido investigados para doencas oculares inflamatorias, com a grande maioria
dos trabalhos publicados relacionados ao tratamento de uveite. Entre os agentes bioldgicos
temos: antagonistas TNF (adalimumabe, infliximabe, golimumabe, etanercepte); anti CD20
(rituximabe); antagonista do receptor de IL-6 (tocilizumabe); antagonista do receptor de 1L-1
(anakinra); INF-alfa; antagonistas do fator de crescimento endotelial (VEGF) (bevacizumabe,
ranibizumabe, em casos de edema vascular) (GALLEGO-PINAZO et al., 2013; PRIYANKA,
2017).

Uma das maiores preocupacdes relacionadas ao tratamento da uveite é a ocorréncia de graves
efeitos adversos decorrentes da administracdo sistémica de farmacos. Desse modo, a
administracdo local de corticosteroides, imunossupressores, bem como agentes bioldgicos

representa uma alternativa para o tratamento (ZHAO; ZHANG, 2017).

2.2.2 Barreiras para administracao de farmacos no segmento posterior

O olho € um 6rgédo com um elaborado mecanismo de protecdo que incluem varias barreiras
anatbmicas (conjuntiva, cornea, esclera, barreiras hematoaquosa e hematoretiniana) e

fisiologicas (fluxo sanguineo na coroide, efluxo, lacrimacdo induzida, drenagem
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nasolacrimal) (AGRAHARI et al., 2016). Essas barreiras o protegem de materiais exdgenos,
no entanto, impedem também a permeacdo de agentes terapéuticos para o0 segmento posterior
(KANG-MIELER et al., 2014; KAUR; KAKKAR, 2014).

O filme lacrimal consiste em uma das barreiras pré-corneanas que reduz de maneira efetiva a
concentracdo de farmacos administrados pela via topica devido a diluicdo que ocorre na
drenagem nasolacrimal (aproximadamente 1 pL/min), acelerando o clearence, além da
ligacdo do farmaco a proteinas. Além disso, 0 volume decorrente da instilagdo (20-50 pL) é
bastante superior ao volume de liquido que pode ser acomodado pelo olho (7-10 uL), dessa
forma o excesso de volume sera expulso do olho ou saira pelo ducto nasolacrimal (KUNO;
FUJII, 2011; DELPLACE et al., 2015).

A cdrnea consiste em uma barreira mecanica que impede o transporte de substancias exogenas
para o interior do olho. E uma estrutura transparente, composta de colageno, com
aproximadamente 500 um de espessura, composta por trés camadas: epitélio, estroma e
endotélio, que fornece a maior parte do poder de refracdo do olho e é a principal barreira para
a absorcao topica de farmacos (KUNO; FUJII, 2011; KIM et al., 2014). Cada camada possuli
diferentes polaridades, o que limita a velocidade de permeacdo do farmaco. A natureza
lipofilica do epitélio da cérnea, composta por juncdes serradas entre as células limitam a
permeacdo paracelular de farmacos a partir do filme lacrimal. Devido a estrutura altamente
hidrofilica do estroma da cdrnea, essa atua como uma barreira a permeacdo de moléculas de
farmacos lipofilicos. O endotélio da cornea é a monocamada mais interna de células, essas
possuem forma hexagonal, e atua como uma barreira de separagé@o entre o estroma e o humor
aquoso. As juncbes endoteliais sdo permeaveis e facilitam a passagem de macromoléculas
entre 0 humor aquoso e o estroma. Devido a limitada difusdo de farmacos através da cornea e
a dificuldade de se manter no filme lacrimal, a maioria dos farmacos instilados por via tépica
apresentam baixa biodisponibilidade, entre 1-7% (KUNO; FUJII, 2011; SUBRIZI et al.,
2019).

A conjuntiva é uma membrana fina e transparente, que é superficial a esclera e esta envolvida
na formacdo e manutencdo do filme lacrimal. Assim como o epitélio da cdrnea, o epitélio da
conjuntiva também apresenta jungdes serradas que impedem a facil penetragdo de moléculas,
mas diferente do que acontece na cOrnea, essas juncdes sdo mais largas permitindo a
passagem de moléculas maiores. Além disso, a conjuntiva e a episclera tem uma grande

guantidade de capilares e vasos linfaticos que removem moléculas ou particulas que estdo na
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superficie escleral do olho, fazendo com que moléculas que sdo absorvidas através da
conjuntiva sejam muitas vezes transportadas para a circulagdo sisttmica (DELPLACE et al.,
2015; BARAR et al., 2016).

A esclera consiste principalmente em fibras de colageno e proteoglicanos incorporados numa
matriz extracelular e também apresenta uma barreira a difusdo de macromoléculas. Além da
massa molar, a hidrofobicidade e a carga dos farmacos alteram a permeabilidade pela esclera,
farmacos hidrofilicos se difundem mais facilmente que os lipofilicos e compostos carregados
positivamente podem se ligar & matriz de proteoglicanos carregada negativamente, o que
reduz sua permeabilidade (KUNO; FUJII, 2011; KIM et al., 2014).

Para a administracdo de medicamentos no segmento posterior do olho a BHR atua como uma
barreira significativa a absor¢do de farmacos na retina e no vitreo quando administrado por
via sistémica (KAUR; KAKKAR, 2014). A porcdo interior regula a entrada de moléculas na
retina, ja a porcdo exterior se situa entre os fotorreceptores e 0s coriocapilares
(PEYNSHAERT et al., 2018). Apds a administracdo sistémica, as moléculas do farmaco
podem entrar facilmente na coroide, devido a sua alta vascularizacdo em comparacdo com a
retina. Os coriocapilares sdo fenestrados resultando em um rapido equilibrio das moléculas de
farmaco presentes na corrente sanguinea com o espaco extravascular da coroide. No entanto, a
camada externa da BHR restringe a entrada adicional de fArmacos na retina, pois esse tecido é
constituido por uma monocamada de células hexagonais repletas de melandcitos, localizadas
entre a retina sensorial e a coroide. As jungdes serradas do EPR restringem eficientemente a
permeacdo intercelular na retina sensorial (KUNO; FUJII, 2011).

Para o tratamento de doencas que acometem o segmento posterior do olho, como as uveites, 0
principal objetivo é obter o agente farmacoldgico, na concentracdo terapéutica, por um
método que ndo cause danos aos tecidos saudaveis. Portanto, devido as barreiras anatdmicas e
fisiologicas descritas acima, sistemas de liberacdo de fArmacos para o0 segmento posterior com
minimos efeitos sistémicos e indesejaveis sdo um grande desafio (ELJARRAT-BINSTOCK et
al., 2010; HIMAWAN et al., 2019).
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Figura 2- Anatomia e barreiras oculares.
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2.2.3 Vias de administracio de farmacos para tratamento de doencas que
acometem o segmento posterior do olho

As vias de administracdo utilizadas para a administracdo de farmacos para o0 segmento
posterior do olho sdo a topica, sistémica, intravitrea, periocular (subconjuntival, subtenoniana

e retrobulbar) e supracoroidal.

A administracdo topica € um método relativamente facil e seguro de administracdo de
farmaco. No entanto, a administracdo por essa via é considerada ineficaz para o tratamento de
doengas que atingem o segmento posterior do olho, uma vez que menos de 5% da dose
aplicada topicamente é biodisponivel e uma fracdo ainda menor (0,001%) devera atingir o
segmento posterior, ndo alcancando concentracdo terapéutica (KAUR; KAKKAR, 2014,
RATAY et al., 2017). Tal fato pode ser atribuido aos seguintes fatores: volume limitado de
administragdo (30 pL); rapido clearence; metabolismo por enzimas lacrimais; baixa absorgao
pela circulagdo sistémica via conjuntiva, coroide, trato uveal e retina interna; barreiras do
segmento anterior (cornea, conjuntiva e esclera); fluxo de saida de humor aquoso; longo
caminho difusional e natureza acelular do vitreo, o que pode ter um impacto negativo na
farmacocinética e na distribuicdo de farmacos aplicados topicamente (KAUR; KAKKAR,
2014; KIM et al., 2014).

Além disso, a alta frequéncia de administragdo necessaria para as solucdes e suspensoes, a
exposicao sistémica devido a absor¢do pela conjuntiva e o sistema de drenagem nasolacrimal
sdo fatores que levam a baixa adesdo do paciente. No caso de pomadas e géis, apesar do

relativo aumento na biodisponibilidade, os pacientes podem apresentar dosagem incorreta e
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visdo turva devido a diferenca do indice de refracdo entre a l&grima e a natureza ndo aquosa
da base da pomada, fator que também leva & baixa adesdo do paciente (ELJARRAT-
BINSTOCK et al., 2010).

O desenvolvimento de abordagens alternativas, como sistemas nanoparticulados, lentes de
contato e plugues de ponto, para aumentar a biodisponibilidade, reduzir a frequéncia de
administragdo do farmaco, melhorar a adeséo do paciente e a eficicia global do tratamento
tem sido foco de pesquisas recentes (HIMAWAN et al., 2019; NEUMANN; BAREQUET,
2019). Mas, de modo geral, a administracdo de farmacos pela via tdpica ndo alcanga o
segmento posterior do olho (retina, vitreo, coroide) em concentracBes terapéuticas, para esse
fim, a administracdo sistémica, periocular ou injecdo intravitrea sdo as abordagens
frequentemente empregadas (KUNO; FUJII, 2011; SUBRIZI et al., 2019).

A disponibilidade de farmacos no segmento posterior através da administracdo sistémica,
como comprimido, capsula ou injecdo intravenosa é limitada devido a presenca da BHR, que
apresenta permeabilidade seletiva para moléculas altamente lipofilicas. Farmacos como
cloranfenicol e minociclina, que apresentam alta lipofilicidade, conseguem atravessar a BHR,
ja farmacos como aminoglicosideos (amicacina) ¢ - lactamicos (cefazolina), de natureza
hidrofilica, que foram propostos para o tratamento de endoftalmite, ndo alcangaram o vitreo
em concentracdo terapéutica por via sisttmica (BODDU; NESAMONY, 2013). Para que
farmacos administrados por essa via sejam de fato eficazes sdo necessarias administraces
frequentes em altas doses, devido a baixa biodisponibilidade (1-2%), o que resulta em efeitos
sistémicos indesejados. Essa ndo € uma abordagem viavel para farmacos potentes com baixo
indice terapéutico (ELJARRAT-BINSTOCK et al., 2010; KAUR; KAKKAR, 2014).

A via de administragdo periocular inclui a administracdo de farmacos ao redor do olho no
espaco subconjuntival, peribulbar, subtenoniana e injecdo retrobulbar. Essa via utiliza a via
trans-escleral para administrar farmacos junto a coroide, uma significativa barreira a
permeacdo de macromoléculas. Contudo, as perdas de farmacos através do fluxo conjuntival,
episcleral e do fluxo linfatico sdo fatores limitantes para a administracdo de pequenas
moléculas por esta via (KIM et al., 2014; AGRAHARI et al., 2016). A via periocular
apresenta melhor biodisponibilidade (0,01-0,1%), quando comparada a via de administracdo
topica (< 0,001%), mas é menos eficiente em relacdo a administracdo intravitrea. Para o
tratamento de doencgas cronicas que atingem o0 segmento posterior podem ser realizadas

repetidas administragdes sob anestesia sem interferéncia direta na visdo. Em comparacdo com
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a administragdo intravitrea, pode ser administrado um volume de solugdo cerca de dez vezes
maior (entre 500 - 5000 uL para via pericocular e 50-100 pL pela via intravitrea) (KAUR;
KAKKAR, 2014).

Uma das vias de administracdo de farmacos mais eficientes para o segmento posterior é a
intravitrea devido a sua proximidade com a retina, coroide e EPR. Essa envolve a
administracdo direta de um farmaco em solucéo ou suspensdo no humor vitreo, via pars plana
(KAUR; KAKKAR, 2014; AGRAHARI et al., 2016; DEL AMO et al., 2017). Apesar de
invasiva, essa via apresenta maior biodisponibilidade e contorna varias barreiras oculares.
Desde o inicio da década de 1940, a injecdo de intravitrea tem sido usada rotineiramente para
o fornecimento de varios medicamentos, incluindo antibidticos para o tratamento de infeccdes
intraoculares e esterdides para o tratamento da inflamacéo ocular e DMRI. A administracdo
por esta via foi realizada a fim de superar a falta de eficacia dos antibi6ticos no tratamento de

infeccdes oculares bacterianas apos a administracdo intravenosa (SHATZ et al., 2019).

No entanto, para o controle efetivo de doencas crbnicas sdo necessarias repetidas
administracdes que invariavelmente estdo associadas com sérios riscos, como hemorragia,
desconforto persistente, descolamento de retina (em 0,05% das administracdes), degeneragéo
de fotoreceptores, aumento da PIO, catarata e endoftalmite (em 0,2% das administracdes)
(KAUR; KAKKAR, 2014; AGRAHARI et al., 2016). Além disso, a adesdo do paciente é
menor com tais regimes devido aos procedimentos dolorosos e invasivos que requerem
hospitalizacdo e um médico especialmente treinado para administracdo, adicionando ao custo
do procedimento, além do alto custo do medicamento (SUBRIZI et al., 2019).

Vaérios estudos tém sido conduzidos com o objetivo de melhorar a biodisponibilidade de
farmacos no segmento posterior pelo desenvolvimento de sistemas de liberacdo que permitam
um maior intervalo de tempo entre as administragdes, maior conforto ao paciente e minimizar
os efeitos indesejaveis. Entre esses sistemas estdo lipossomas, micelas, nanoparticulas,
hidrogéis, dendrimeros, inserts e implantes polimeéricos (ELJARRAT-BINSTOCK et al.,
2010; NEUMANN; BAREQUET, 2019).

2.3 Sistemas intravitreos de liberacao de farmacos

Para atender a crescente incidéncia de doencas cronicas que afetam o segmento posterior do
olho tém sido desenvolvidos varios sistemas de liberacdo controlada/modificada de farmacos.

Esses sistemas variam na sua composic¢do e duracdo de acdo do farmaco a fim de se adequar a
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via de administracdo, as propriedades fisico-quimicas do ativo, a redugédo de efeitos adversos
e ao aumento da adesdo do paciente. Além disso, descobertas em terapia génica, pesquisa com
células-tronco e terapia com proteinas evidenciaram a necessidade de novos sistemas de
liberacdo capazes de aumentar a estabilidade e biodisponibilidade dessas substancias
(FISCHER et al., 2011; THRIMAWITHANA et al., 2011; JOSEPH et al., 2016)

Existem varios sistemas de liberacdo de farmaco, os quais incluem: micro e nanocarreadores
(lipidicos, poliméricos e metélicos), suspensdes, lipossomas, micelas, dendrimeros; tecnologia
de células encapsuladas (ECT, do inglés encapsulated cell technology); vetores virais;
iontoforese; implantes biodegradaveis e nao biodegradaveis (HIMAWAN et al., 2019;
NEUMANN; BAREQUET, 2019). O quadro 3 apresenta sistemas implantaveis aprovados

pelo FDA ou em estudo para o tratamento de doencas do segmento posterior do olho.

Quadro 3 - Sistemas de liberagao implantaveis aprovados pelo FDA ou em estudo para o tratamento de

doencas do segmento posterior do olho.

Implante Status atual | Doenga Farmaco e excipientes Tempo de
liberacéo
Vitrasert® Aprovado CMRV Ganciclovir com EVA/PVA 8 meses
Retisert® Aprovado Uveite Fluocinolona acetonida (0,59 mg) com | 2,5 anos
posterior silicone/PVA
cronica  ndo-
infecciosa
Ozurdex Aprovado DME, CRVO, | Dexametasona (0,7 mg) com PLGA 6 meses
(Posurdex®) uveite
luvien Aprovado DME Fluocinolona acetonida (0,19 mg) com | 3 anos
(Mediddur®) | Fase clinica 2 DMRI poliimida/PVA
Fase clinica 3 Uveite
posterior
I-vation™ Fase clinica2 | DMRI Triancinolona acetonida (0,925 mg) com | 2 anos
PVA e EVA
Brimonidina | Faseclinica2 | DMRI seca e | Brimonidina (0,4 mg) com PLGA 6 meses
implante retinite
pigmentar
Verisome® Fase clinical | DMRI Triancinolona acetonia (6 ou 13,8 mg) e | 1ano
(1B1-20089) Fase clinica2 | CMRV benzilbenzoato com lucentis (0,5 mg)
Renexus® Fase clinical | Retinite CNTF com PET e células ARPE-19 18 meses
(NT-501) pigmentar
Ciclosporina | Faseclinical | Uveite Ciclosporina A 2-3 anos
A
AR-13503 Fase clinical | DMRI Poliéster amida Né&o
Implante Fase clinica2 | DME disponivel

CMRV: retinite por citomegalovirus; CNTF: fator neurotrofico ciliar; CRVO: ocluséo da veia central da retina;
DME: edema macular diabético; DMRI: edema macular relacionado a idade; EVA: poli(etileno-co-acetato) de
vinila; PET, Poli (Tereftalato de Etileno); PMMA: nn(metil metacrilato); PVA: alcool polivinilico.

FONTE: www.clinicaltrials.gov
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O uso de implantes para o tratamento da doenca do segmento posterior tem despertado grande
interesse, visto que estes permitem a liberacdo sustentada do farmaco, eliminando a
necessidade de multiplas injecdes. Além disso, aproveitando o privilégio imunolégico
intraocular, muitos implantes foram utilizados com sucesso sem provocar reagoes
inflamatdrias significativas (FIALHO et al., 2003; AWWAD et al., 2017).

Dependendo do polimero utilizado para o preparo do implante estes podem ser classificados
como biodegradaveis ou nao biodegradaveis, podendo ser de dois tipos: matriciais (ou
monolitico) e reservatérios (FIALHO et al., 2003; BOURGES et al., 2006; SILVA et al.,
2010). Os implantes ndo biodegradaveis proporcionam um controle mais preciso da liberacdo
do farmaco e periodos mais longos do que os implantes biodegradaveis, porém necessitam de

remocao cirurgica, o que esta associada a risco.

Em um sistema matricial o farmaco pode estar disperso homogeneamente na matriz
polimérica ou adsorvido em sua superficie. A liberacdo de farmaco é governada um burst
inicial seguido por difusdo do farmaco pela matriz polimérica, proporcionando a sua liberacéo
controlada ou sustentada. Por outro lado, os sistemas do tipo reservatério liberam o farmaco
através de membranas permeaveis ou por um pequeno orificio numa membrana impermeéavel.
Ambos os sistemas proporcionam liberacdo de farmaco de ordem zero em concentracdes
eficazes durante longos periodos de tempo (FIALHO et al., 2003; YASIN et al., 2014). A
taxa de liberacdo do farmaco é determinada por diferentes fatores, tais como a &rea de
liberagdo, a espessura da membrana polimérica, a forma do implante, bem como a
solubilidade do farmaco (BOURGES et al., 2006; SILVA et al., 2010).

Entre os polimeros ndo biodegradaveis mais comumente utilizados estdo o alcool polivinilico
(PVA), etileno-co-acetato de vinila (EVA) e silicone. Ja para os implantes biodegradaveis o0s
polimeros mais frequentemente utilizados sdo policaprolactona, acido poli-latico (PLA), o
acido poli-glicolico (PGA) e, especialmente o copolimero de &cido latico e glicolico, o acido
poli latico-co-glicolico (PLGA). A velocidade de erosdo e a degradacdo destes polimeros
podem ser moduladas para permitir a cinética intraocular de liberacdo do farmaco desejada
(ELJARRAT-BINSTOCK et al., 2010).

Pesquisas mostraram que o PLGA proporciona boas propriedades mecanicas, baixa
capacidade alergénica, baixa toxicidade, excelente biocompatibilidade e uma cineética
previsivel de biodegradacéo, a qual pode ser controlada pelas propriedades fisico-quimicas do
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polimero tais como a massa molecular, a hidrofilicidade e a proporcdo dos &cidos
latico/glicolico (ZHANG et al., 2009; KUNO; FUJII, 2011; KANG-MIELER et al., 2014).

De modo a evitar a necessidade de administracdo intraocular frequente de corticoides, foram
desenvolvidos e aprovados pelo FDA sistemas de liberagdo sustentada, tais como Retisert®
(Bausch & Lomb, Bridgewater, NJ, EUA) e Ozurdex® (Allergan, Irvine, CA, EUA) para o
tratamento de uveite. Esses dispositivos estdo disponiveis sob diversas formas e podem ser
administrados por injec&o intravitrea ou por fixag&o cirdrgica a esclera atraves de uma inciséo
na pars plana (CASTIBLANCO; FOSTER, 2014; AIRODY et al., 2016). A principal
indicacdo para utilizacdo desses sistemas € em casos de uveite ndo infecciosa grave ou
recorrente, unilateral ou bilateral, ou em pacientes intolerantes aos corticosteroides sistémicos

ou em casos onde estes ndo foram efetivos.

O Retisert® foi aprovado em 2005 nos EUA para o tratamento de uveite cronica e nao
infecciosa que acomete 0 segmento posterior do olho. Este sistema de liberagdo consiste em
um implante polimérico ndo biodegradavel para a veiculacdo de fluocinolona acetonida é
implantado por meio de um procedimento cirargico através de uma incisdo na pars plana
(CALLANAN et al., 2008; AIRODY et al., 2016; JAFFE et al., 2018). Apesar de o implante
ter demonstrado reducdo da recorréncia de uveite, melhora da acuidade visual, reducdo da
necessidade de terapia adjuvante e efeitos sistémicos minimos, muitos pacientes
desenvolveram catarata e glaucoma apos a inser¢do do implante, necessitando de cirurgia
(JAFFE et al., 2018).

Devido aos efeitos indesejaveis decorrentes da administracéo do Retisert®, o mesmo grupo de
pesquisadores desenvolveu o Iluvien® que apresenta uma menor concentracdo de
corticosteroide e foi aprovado para o tratamento de edema macular diabético, mas esta sendo
submetido a ensaios clinicos para o tratamento de uveite posterior. Além da menor quantidade
de farmaco (0,19 mg), o que diminui a ocorréncia de efeitos secundarios, esse dispositivo
apresenta maior tempo de liberacdo do farmaco (36 meses) (KANE et al., 2008; AWWAD et
al., 2017).

O implante intravitreo de liberacdo prolongada de dexametasona (700 pg), Ozurdex® é
indicado para o tratamento de pacientes com uveite cronica ndo infecciosa intermediaria ou
posterior (HALLER et al., 2011; BOYER et al., 2014). O implante dura cerca de trés meses e

foi aprovado originalmente em 2009 para o tratamento de edema macular diabético.



REVISAO DA LITERATURA |38

Em um estudo comparativo dos implantes Ozurdex® e Retisert® que avaliou a incidéncia de
eventos adversos ou complicagbes oculares, nenhum olho no grupo que recebeu o implante
Ozurdex® necessitou de terapia adicional para glaucoma, cirurgia ou laser, comparado a 44%
dos olhos no grupo de Retisert®. Com relacdo a catarata, no grupo Ozurdex®, 50% dos olhos
facicos no inicio apresentaram progressao de catarata e cirurgia subsequente, em comparagao
com 100% dos olhos de Retisert®. Olhos com o implante Retisert® apresentaram 4,7 vezes

mais risco de progressao da catarata (ARCINUE et al., 2013).

Em 2006, Fialho e colaboradores desenvolveram implantes biodegradaveis de PLGA e
dexametasona (1000 pg) que foram inseridos na cavidade vitrea de olhos de coelhos por meio
de uma incisdo na pars plana. O farmaco foi liberado a uma taxa de 0,15 a 4,00 pg/mL,
dentro da faixa terapéutica necessaria para suprimir uma inflamagdo ocular, por até 8
semanas. Os sistemas desenvolvidos ndo demonstraram toxicidade nos exames
eletrorretinografico e histoldgico, comprovando sua biocompatibilidade. Esses dispositivos
estdo em estudo de fase clinica modificado I/Il visando o tratamento de edema macular
associado a oclusdo da veia central ou do ramo da veia central da retina (CUNHA et al.,
2018).

Almeida e colaboradores (2015) desenvolveram implantes biodegradaveis de PLGA contendo
350 pg de ciclosporina visando o tratamento da uveite. O implante desenvolvido apresentou
liberacdo de 256-589 ng/mL durante as oito semanas do estudo em coelhos albinos, ndo foi
observada qualquer alteracdo histolégica na retina, no entanto foi observada uma reducéo
significativa na amplitude da onda b no estudo eletrorretinografico, o que pode estar

relacionado a toxicidade do farmaco.

No estudo conduzido por Fernandes-Cunha e colaboradores (2015) o perfil farmacocinético
de um implante de PLGA contendo clindamicina visando uma alternativa para o tratamento
de uveite causada por toxoplasmose ocular foi comparado a injecdo intravitrea do farmaco em
olhos de coelhos saudaveis. Os implantes disponibilizaram o farmaco por até seis semanas
enquanto a injecdo permaneceu no Vvitreo por apenas duas semanas com valores
significativamente maiores de area sob a curva (39,2 e 716,7 ng/mL, respectivamente). A fim
de avaliar a potencial toxicidade ocular dos implantes desenvolvidos, foram realizados
ensaios de toxicidade in vivo em olhos de ratos usando tomografia de coeréncia Optica, bem

como analises ex vivo por histologia, imunofluorescéncia e PCR em tempo real. Este estudo,
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combinado com o estudo anterior, destaca a clindamicina como um tratamento alternativo
para a uveite causada por toxoplasmose ocular (FERNANDES-CUNHA et al., 2017).

Com o intuito de melhorar a biodisponibilidade intravitrea do fluconazol para o tratamento
local da endoftalmite fungica induzida por espécies de Candida, Silva e colaboradores (2016)
desenvolveram um sistema alternativo constituido de PLGA e fluconazol. Os implantes
demonstraram biocompatibilidade adequada em olhos de coelhos, o farmaco foi liberado dos
implantes durante 6 semanas, enquanto a suspenséo injetada no olho foi detectada por 120

minutos.

Solano e colaboradores (2018) produziram um implante intraocular biodegradavel contento
etopdsideo, um farmaco amplamente utilizado na quimioterapia, para 0 tratamento de
retinoblastoma, com baixa biodisponibilidade oral. Os dispositivos liberaram
aproximadamente 63% do farmaco em 42 dias em olhos de coelhos saudaveis, o exame
oftdlmico e o ensaio em membrana corioalantdica de ovos de galinha (HET-CAM) néo

revelaram evidéncias de efeitos toxicos dos implantes.
2.4 Sirolimus

O Sirolimus (SRL) (Figura 3), também conhecido como rapamicina, é uma lactona
macrociclica que inicialmente foi isolado nos anos 70 como um antibidtico produto do
Streptomyces hygroscopicus na ilha de Pascoa também conhecida como “Rapa Nui”
(SEHGAL, 2003). Devido a sua semelhanca estrutural com a ciclosporina, o SRL foi
originalmente utilizado com potente agente antifingico especialmente contra Candida
albicans, Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumugatus. No entanto, logo foi
demonstrada sua potente acdo como agente imunossupressor e antiproliferativo. Desta forma,
em 1999 foi aprovado pelo FDA 0 seu uso como agente imunossupressor em transplante
renal. O SRL foi comercializado inicialmente pela Wyeth (atualmente Pfizer) com o nome
comercial de Rapamune® (SEHGAL, 2003; FORREST et al., 2006; ABRAHAM et al.,
2010).
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Figura 3 — Estrutura quimica do SRL.

Fonte: FDA

Mais recentemente, devido ao seu efeito citostatico, O SRL também tem sido reconhecido
como possivel agente quimioterapico (FORREST et al., 2006; ONYESOM et al., 2013; LI et
al., 2015). O mecanismo antitumoral do SRL ocorre, através da ligacdo do FKBP12 e inibicédo
do mTOR (receptor alvo da rapamicina em mamiferos), o qual é um regulador central do
crescimento e proliferacdo celular. (BJORNSTI; HOUGHTON, 2004; FORREST et al.,
2006). A mTOR é uma serina/treonina cinase (289 kDA) pertencente a familia PIK3/AKT, a
qual regula a progressédo e os check points do ciclo celular que regem as respostas celulares a
danos e recombinacdo de DNA. (MITA et al., 2003; ONYESOM et al., 2013). Além disso, 0
SRL bloqueia a ativacdo de NF-kB, que pode sensibilizar células tumorais resistentes a
farmacos frequentemente utilizados no tratamento quimioterapico (ROMANO et al., 2004;
FORREST et al., 2006).

Outro mecanismo pelo qual o SRL apresenta potencial atividade antitumoral esta associado
com sua propriedade antiangiogénica, ja que o farmaco atua diminuindo a producéo do VEGF
e inibindo a resposta endotelial celular a estimulacdo com VEGF (GUBA, 2002; DEJNEKA
et al., 2004). Com base nisso, 0 SRL tem sido estudado para o tratamento de multiplas
doencas oculares dos segmentos anterior e posterior do olho causadoras de neovascularizagéo
(ELSAID et al., 2014).

2.4.1 Propriedades fisico-quimicas

O SRL é um sélido cristalino branco com ponto de fusdo de 183° a 185 °C. E praticamente
insoltvel em agua (2,6 pg/ml), altamente lipossolavel (Py.= 5,77) e solivel na maioria dos
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solventes orgéanicos. O farmaco elevada massa molar (914,2 g/mol), ndo contém grupos
funcionais que sdo ionizaveis no intervalo de pH entre 1 e 10 (SIMAMORA et al., 2001;
SEHGAL, 2003; BUECH et al., 2007; SUN et al., 2011).

2.4.2 Mecanismo de acdo na uveite

O SRL atua ao formar um complexo com a imunofilina FK 12 (proteina FKBP) no citosol
formando um complexo SRL-FKBP-12. Esse complexo se liga e inibe a cinase dos
mamiferos, alvo da rapamicina (mTOR) impedindo a diferenciacdo de células Thl e Thl7, o
que o torna eficaz para doencas autoimunes. A atividade anti-inflamatéria deste farmaco se
deve a inibicdo da progressao do ciclo da fase G1 para a fase S nas células T bloqueando a via
de transducdo de sinal mediada pela interleucina-2 (IL-2) (TERADA et al., 1993; CHOLKAR
et al., 2014). O SRL apresenta atividade anti-angiogénica, antifibrotica, antifingica e
antimigratéria (WONG et al., 1998; GUBA, 2002; DEJNEKA et al., 2004; STAHL et al.,
2008; ROUF et al., 2009).

Guba e colaboradores (2002) elucidaram a capacidade deste farmaco de inibir a producdo de
VEGF e alterar a resposta das células endoteliais a estimulacdo do VEGF. Pela inibicdo do
mMTOR, o SRL inibe a expresséo e sinalizacdo do VEGF e regula o fator induzido por hipoxia-
1 (HIF-1). Além disso, ele inibe a hiperpermeabilidade microvascular induzida pelo VEGF. O
farmaco também inibe a atividade da proteina quinase C, que é ativada por hiperglicemia; a
proteina quinase C leva a alteracfes na microvasculatura e promove a angiogénese (DUGEL
et al., 2012). Embora muitos mediadores pré-inflamatorios estejam envolvidos na patogénese
da uveite, tem sido proposto que o VEGF desempenha um papel critico na inflamacéo, além
do seu papel fundamental na angiogénese, o VEGF leva a fenestracdo entre as células
endoteliais vasculares, bem como aumenta a permeabilidade vascular. Na uveite autoimune,
com componente inflamatdrio e patologia relacionada a eventos imunomediados, existem
estudos prévios que relataram aumento nos niveis de VEGF no humor aquoso (AH) e no
sangue (AYYILDIZ et al., 2015).

O SRL inibe as citocinas IL-4, IL-12, IL-7, IL-15, bem como a funcdo e amplificacdo das
células B (SEHGAL, 1998). Também ja foi comprovado seu efeito anti-inflamatorio pela
reducdo da expressao protéica de genes associados a inflamacdo, incluindo IL-8, polipeptideo

Il ativador de mondcitos endoteliais e ciclooxigenase -1 e -2. Devido a multiplicidade de vias
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afetadas pelo SRL, esse apresenta grande potencial em numerosos processos de doengas
oculares (DUGEL et al., 2012).

Apesar do potencial terapéutico do SRL em estudos pré-clinicos, seu uso clinico é um grande
desafio devido a auséncia de uma formulagdo adequada. A biodisponibilidade oral a partir de
comprimidos é baixa (15%) sendo possivel sua utilizagdo somente para doengas cujo
tratamento exige uma pequena dosagem. Essa baixa biodisponibilidade pode ser atribuida a
sensibilidade do farmaco ao &cido gastrico, a parcial absorcdo intestinal e ao metabolismo
hepético de primeira passagem (MACDONALD et al., 2000; JOZWIAK et al., 2006; SUN et
al., 2011). Soma-se a isso a sua baixa solubilidade em &agua, o que compromete sua
administracdo via intravenosa. Além disso, estudos farmacocinéticos revelaram a forte ligacao
a eritrécitos (Kg = 20) o que pode resultar em uma diminuicdo da acdo de uma dose Unica do
farmaco, por diminuir a concentracdo méaxima atingida no receptor, alterando, assim sua
resposta clinica (YATSCOFF et al., 1995; FORREST et al., 2006). Com o objetivo de
melhorar a solubilidade e biodisponibilidade do SRL, varias formulacdes tém sido
pesquisadas, entre elas complexos de inclusdo, lipossomas, nanocristais, hidrogel, micelas,
dispersbes soélidas, nanoparticulas e dispositivos poliméricos (BUECH et al., 2007;
CHOLKAR et al., 2014; HOU et al., 2015; LANCE et al., 2015; NIETO et al., 2015; WU et
al., 2016; WANG et al., 2018).

2.4.3 Utilizacdo do SRL na oftalmologia

O uso do SRL como alternativa para diversas doencas oculares é proposto devido as suas
multiplas atividades terapéuticas ja elucidadas (ELSAID et al., 2014). A prevencdo da
rejeicdo de enxerto apds o transplante de cornea, doencas inflamatdrias cronicas, tais como
uveite sdo indicacdes importantes para 0 uso de imunossupressores (BUECH et al., 2007,
SEN et al., 2012).

A atividade anti-inflamatdria do farmaco foi investigada inicialmente em dois estudos usando
modelo animal de uveite autoimune para avaliar o efeito sinérgico de baixas doses de SRL e
inibidores da calcineurina, tacrolimus e ciclosporina administrados por via intraperitoneal.
Nos dois estudos a administragdo combinada de farmacos reduziu de modo mais significativo
os sinais clinicos da uveite quando comparado a administracdo individual de cada farmaco,

demonstrando relagéo sinérgica entre eles, o que permite o uso de doses menores de cada um
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para alcancar efeito terapéutico no tratamento da uveite autoimune, diminuindo assim a
toxicidade relaciona ao seu uso (MARTIN et al., 1995; IKEDA et al., 1997).

A administracdo sistémica de SRL ndo é capaz de alcancar o segmento posterior do olho em
concentracdo terapéutica em virtude das barreiras hematoculares (SHI et al., 2006) e pode
causar efeitos adversos como trombocitopenia, astenia, epistaxe, cefaléia e leucopenia em
pacientes apos transplante de érgdos (PERRY; NEUBERGER, 2005; IBRAHIM et al., 2015).
Em coelhos, a administrac¢do sistémica alcancou concentragdes no humor aquoso superiores a

15 ng/mL e produziu hiperlipidemia e trombocitopenia (SHI et al., 2006).

A administracdo sistémica de SRL em pacientes com uveite refrataria, cuja doenga ndo foi
controlada com pelo menos dois ou mais imunossupressores esteroides, com dose inicial de 6
mg/dia seguida de 4 mg/dia se mostrou eficaz para a maioria dos pacientes. No entanto, a
ocorréncia de efeitos adversos como sintomas gastrointestinais, cutaneos e aumento discreto
do colesterol foram observados quando os niveis de farmaco no sangue eram maiores do que
25 ng/mL (SHANMUGANATHAN, 2005).

Phillips e Wroblewski (2011) investigaram o uso oral de menores doses de SRL (1-4 mg
como adjuvante na terapia com corticosteroides no tratamento de uveite refrataria. No
entanto, o tratamento apresentou melhora pouco significativa. Embora a resposta inicial tenha
sido boa em alguns pacientes, houve um numero significativo de efeitos adversos que fizeram

com que o tratamento tenha sido interrompido.

Em estudo piloto, que avaliou a seguranca e eficacia da administracdo subconjuntival de SRL
(1320 pg), o farmaco mostrou promissora eficacia no tratamento para a inflamacéo ativa em
pacientes com uveite anterior crénica. No entanto, efeitos adversos como: irritagdo ocular,
vermelhiddo, quemose e sensacdo de corpo estranho foi relatada por 4 dos 5 pacientes
avaliados neste estudo (SEN et al., 2012).

Em razdo das complicagfes associadas a administracéo sistémica do farmaco, a administracéo
local apresenta-se como a melhor alternativa para o tratamento de doencas intraoculares.
Inicialmente foram realizados estudos pré-clinicos para avaliar a farmacocinética e a
toxicidade da administracdo intravitrea. No estudo conduzido por Douglas e colaboradores
(2008) foi avaliada a toxicidade ocular e distribuicdo de SRL apds injecéao intravitrea (5 e 10
mg) e subconjuntival (10 mg) em cavalos saudaveis, por até 21 dias apos a administracdo. No

entanto, as concentragfes intravitreas apds administracdo estiveram abaixo da faixa
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terapéutica (15 ng/mL) (MACDONALD et al., 2000). Neste estudo também foi demonstrado
que o SRL n&o se solubiliza homogeneamente no humor vitreo, formando um depdsito que

libera o farmaco de modo gradual.

No estudo conduzido por Mudumba e colaboradores (2012), uma formulagdo contendo SRL
(DE-109) foi injetada no humor vitreo de coelhos (220 pg), em dose Gnica ou multipla, e em
pacientes (352 pg) com edema macular associado a retinopatia diabética. Quando a
formulagdo foi injetada no humor vitreo, tanto nos animais quanto nos pacientes, o SRL se
agregou na forma de um depdsito devido & sua hidrofobicidade. Nos estudos clinicos, 0s
niveis mais elevados de farmaco no sangue foram apos dois dias da administracdo (<2 ng/mL)

e 0 tempo de meia-vida foi de 8-9 dias.

A seguranca do SRL administrado localmente em pacientes com uveite foi investigada no
estudo clinico de fase | realizado pela SAVE - Sirolimus como abordagem terapéutica para
uveite (do inglés Sirolimus as a therapeutic Approach for uVEitis) (ClinicalTrials.gov
identifier, NCT00908466), 30 pacientes com uveite ndo infecciosa (uveite posterior, n = 18;
uveite intermediaria, n = 9; panuveite, n = 3) foram divididos de modo aleatério em dois
grupos: o grupo 1 (n=15) que recebeu 352 pg SRL intravitreo e o grupo 2 (n=15) que recebeu
1320 pg SRL subconjuntival. Apesar da eficAcia na reducdo da inflamacdo ocular em
individuos com uveite ndo infecciosa ativa ou quiescente, alguns pacientes dos dois grupos
tratados apresentaram efeitos adversos sisttémicos e oculares de leve a moderado, como
moscas volantes (do inglés: vitreal floaters), hiperemia conjuntival e quemose, sendo mais
prevalentes no grupo que recebeu injecdao subconjuntival. Além disso, para a manutencdo da
dose terapéutica eficaz foram necessarias injecdes a cada dois meses (NGUYEN et al., 2013;
IBRAHIM et al., 2015; NGUYEN; SADIQ; et al., 2016).

Com base nos resultados de estudos pré-clinicos e de fase 1, um estudo multicéntrico de fase
2, SAVE 2 (ClinicalTrials.gov identifier, NCT01280669), foi realizado para determinar o
melhor esquema posoldgico: 440 ug administrado mensalmente ou 880 pg administrado por
injecdo intravitrea a cada dois meses. Vinte e quatro pacientes com diagnostico de uveite ndo
infecciosa (uveite posterior, n = 14; uveite intermediaria, n = 6; panuveite, n = 4) participaram
do estudo. Como resultados os dois grupos apresentaram diminui¢do do haze vitreo, sendo a
menor dose mais eficaz na reducdo do edema macular relacionado a uveite do que a dose mais

alta. Como observado no estudo SAVE 1, efeitos adversos locais e sistétmicos foram
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classificados como leve a moderado e mais prevalentes na maior dose, 36,4% no grupo que
recebeu 440 ug e 46,2% no grupo que recebeu 880 pug. (NGUYEN; SADIQ; et al., 2016).

O estudo clinico de fase III “Sirolimus study Assessing double-masKed Uveitis tReAtment
(SAKURA)” (ClinicalTrials.gov identifier, NCT01358266) foi conduzido para avaliar a
eficdcia e seguranga de trés doses de SRL (44, 440 e 880 pg) administrado por injecéo
intravitrea a cada dois meses em 592 pacientes (347 pacientes no SAKURA 1 e 245 pacientes
no SAKURA 2) com uveite intermediaria ndo infecciosa ativa, uveite posterior e panuveite.
Nenhum dos pacientes apresentou efeitos adversos sistémicos graves, o que era esperado Visto
que uma das maiores vantagens do tratamento intraocular é a administracdo local do farmaco
com minima exposi¢do sisttmica. Em contraste, os efeitos adversos oculares foram
frequentes, 44 a 50% dos olhos avaliados, estes incluiram efeitos adversos oculares graves
como endoftalmite dose dependente (3,4% do grupo de 880 pg, 0,9% no grupo de 440 ug e
nenhum no grupo de 44 pg), desenvolvimento de catarata e aumento na presséo intraocular
(16 - 20% dos pacientes em cada um dos trés grupos). (NGUYEN; MERRILL; et al., 2016;
PLEYER; THURAU, 2016; NGUYEN et al., 2018b).

A alta proporcdo de efeitos adversos inflamatdrios é claramente uma das principais causas de
preocupacdo quanto ao uso de SRL intravitreo, principalmente quando administrado em
pacientes com uveite ativa. Além disso, sugere-se que 0s cristais do farmaco precipitem
durante o procedimento de injecdo e gerem uma resposta inflamatoria inespecifica
(NGUYEN; MERRILL; et al., 2016; PLEYER; THURAU, 2016; NGUYEN et al., 2018b).

Embora o SRL seja um potente farmaco imunossupressor, seu uso para doencas que afetam o
segmento posterior do olho € limitado devido a sua baixa solubilidade em &gua e curta meia
vida no vitreo (DOUGLAS et al., 2008; NIETO et al., 2015). Dessa forma, um sistema de

liberacdo eficaz é crucial para maximizar os seus efeitos terapéuticos.

Alguns estudos foram desenvolvidos com o objetivo de prolongar o tempo de permanéncia do
SRL no segmento posterior do olho. Em um estudo recente, microparticulas de silica porosa
foram desenvolvidas para a administragdo intravitrea de SRL. Os sistemas obtidos
demonstraram boa compatibilidade ocular, mas a cinética de liberacdo foi limitada a
aproximadamente 1 més (HOU et al., 2015; NIETO et al., 2015).

Wu e colaboradores (2016) desenvolveram micelas poliméricas, constituidas de monometoxi-

polietilenoglicol-poli-E-caprolactona, como transportadoras de SRL e avaliaram os sistemas
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obtidos em um modelo de inflamacéo ocular em ratos Lewis. Ao determinar a distribuigéo
intraocular dessas micelas, foi observado que elas inicialmente (6 horas) migraram para a
retina e apos 24 horas da administracdo as micelas se encontravam preferencialmente no EPR,
indicando um movimento transretinal. Além disso, apos a administracdo de uma suspensao
dessas micelas (9 pg de SRL/olho) observou-se a formagdo de um depdsito a partir do qual o
farmaco se difunde. A formacéo de depoésitos em farmacos lipofilicos pode comprometer o
controle da liberacdo uma vez que o deposito ndo tem uma superficie definida e é dependente
da constante de solubilidade do farmaco. A dissolucdo do farmaco dentro do humor vitreo,
por sua vez, é dependente do clearence em tecidos oculares periféricos, incluindo retina-
coroide e a whashout pelo fluxo de fluido intraocular do corpo ciliar para a malha trabecular
de drenagem e veias episcleral (PLEYER et al., 2016). Nesse mesmo estudo, as micelas

liberaram SRL no humor vitreo por apenas 14 dias (WU et al., 2016).

No estudo conduzido por Lance e colaboradores (2015) foi desenvolvido um filme polimérico
biodegradavel constituido de policaprolactona (PLC) e SRL. O dispositivo liberou o farmaco
por até 16 semanas, porém a concentragdo no humor vitreo foi baixa e relativamente constante
ao longo do estudo, aproximadamente 5,2 + 3,1 ng/mL (n = 5). O quadro 4 mostra algumas
formas farmacéuticas que vem sendo estudadas com o objetivo de reduzir a toxicidade e
melhorar o perfil farmacocinético, a biodisponibilidade, a solubilidade e o perfil de liberacdo
do SRL.

Além dos estudos apresentados, nosso grupo desenvolveu um novo implante constituido de
PLGA 75:25 e SRL e sua caracterizacdo e biocompatibilidade in vitro foram avaliadas
(PAIVA, 2015). Os implantes foram produzidos por moldagem a quente e mostraram
auséncia de incompatibilidades entre o farmaco e o polimero. No estudo de liberacdo in vitro
77,87% do farmaco foi liberado em 42 dias de incubacdo. A avaliacdo da viabilidade celular,
utilizando a linhagem do epitélio pigmentado da retina (ARPE- 19), demonstrou que 0s
implantes contendo o farmaco ndo reduziram a viabilidade celular no periodo avaliado. A
atividade antiangiogénica in vivo dos implantes, avaliada por meio do ensaio de
vascularizagdo da membrana corioalantdica, demonstrou reducéo significativa frente ao grupo
controle. Desse modo, o sistema desenvolvido apresenta potencial ndo somente no tratamento
da uveite, mas também em casos de doencgas causadoras da neovascularizacdo retiniana
(PAIVA, 2015).



REVISAO DA LITERATURA |47

Quadro 4 - Formas farmacéuticas de veiculagdo de SRL para uso oftamoldgico em estudo

Forma Via de Animal/ N
- Dose - ~ Resultado Referéncia
Farmacéutica administracdo | modelo
Néo atingiram concentracfes
. . 1 - Permeacdo em | terapéuticas no endotélioda | BUECH et
Microemulsdo Topica ) ,
mg/mL cérnea de porco | cérnea e no humor aquoso al., 2007
com a cornea intacta
’ Transplante de Melhor retengéo na cornea
Nanoparticulas . ransp do que a suspensdo de SRL e | YUAN et
de 0.5% Topica cornea em excelente atividade al., 2008
quitosana/PLA coelhos ) K
imunosupressora
. u Foi capaz de inibir a
Aplicados Prevencéo da L P )
Filme d sobre formagdo de atividade de células VAN etal
ilme de : ‘s L etal.
30 ng/m N . nflamatorias e a atividade '
PEG4000/PLGA g conjuntiva e cicatrizem ! . I I.VI . 2011
de fibroblastos na cirurgia de
esclera coelhos .
filtrante de glaucoma
Alcangou concentragdes
Nanomicela para Distribuicéo terapéuticas na cornea e iris
. L. . ~ EARLA et
aplicacéo 0,2% Topica tecidual de SRL | e concentracfes al. 2012
anterior tépica em coelhos insignificantes nas lentes e B
humor aquoso.
Nanocarreadores Permeacio
contendo 0,2 L ¢ Permeacéo escleral e alta ELSAID et
. Topica usando esclera N
colesterol- poli mg/mL retencéo al., 2014
. . de porco
(etileno) glicol
. Concentrages elevadas de
Micela SRL foram encontradas na
constituida de - . . CHOLKAR
o 0,2% Topica Coelhos retina e coroide com
vitamina E concentragdes minimas no etal, 2014
TPGS e Oc-40 , ¢
vitreo.
Microparticulas Liberacdo de 60% do
de silica, com 296+ Injecdo ) ¢ . NIETO et
S . . Coelhos farmaco em 30 dias, sem
superficie 0,37 mg | intravitrea L al., 2015
o toxicidade.
modificada
Filmes de PCL Liberacdo por 16 semanas
para 05a . eragao p . LANCE et
. x Intravitrea Coelhos abaixo da concentracdo
administracao 2,0mg AL al., 2015
. terapéutica.
intraocular
Micelas
polimérias Micelas permaneceram por
(monometoxi- 9 Injecdo Inflamacéo 14 dias, efeito local com WU et al.,
polietilenoglicol- Mg intravitrea ocular emratos | diminuicdo da inflamagcdoe | 2016
poli-e- minima exposig¢ao sistémica
caprolactone)
Microesferas de . Melhorou os sinais de olho
. Sindrome de . .
poli-3- 200 ou Iniecio Sisaren seco, secre¢do lacrimal,
hidroxibutirato- | 400 pg/ 16 .. 199 diminuiu a lesdo das células WANG et
subconjuntival | (olho Seco) em . , al., 2018
co-3- kg endoteliais da cornea e o
camundongos

hidroxivalerato

dano histolégico.

TPGS: Succinato de alfa-tocoferol polietilenoglicol

Oc-40: Matriz polimérica Octoxynol-40
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Com o objetivo de avaliar a seguranca e eficacia deste implante de SRL desenvolvido, o
presente trabalho determinou o perfil de liberacdo do farmaco, a toxicidade do sistema e a

atividade anti-inflamatoria em modelo de uveite autoimune experimental.
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3. OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi investigar a biocompatibilidade e eficacia anti-inflamatoria de
implante biodegradavel preparado com copolimero &cido latico e &acido glicolico (PLGA
75:25) e sirolimus (SRL) em modelo de uveite autoimune experimental em coelhos.

3.2 Objetivos Especificos

a) Desenvolver e validar um método de analise para 0 SRL por meio da Cromatografia
Liquida de Ultraeficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial (UPLC-
MS/MS) para avaliar o perfil de liberacdo do SRL a partir dos implantes em olhos de

coelhos sadios.

b) Avaliar a toxicidade do sistema desenvolvido em olhos de coelhos por meio de ensaios

clinicos, eletrorretinogréficos, histopatolégicos e moleculares.

c) Avaliar a eficacia anti-inflamatoria do sistema desenvolvido em modelo de uveite

autoimune experimental em coelhos.
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CAPITULOI:

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO
BIOANALITICO PARA A QUANTIFICACAO DE SRL EM
HUMOR VITREO E PERFIL DE LIBERACAO DOS
IMPLANTES DE SRL-PLGA
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1 MATERIAL E METODOS
1.1 Materiais

—Sirolimus (massa molar 914,2 g/mol) - RPG Life Sciences, Ltda; Mumbai, india.

—Polimero poli (D,L-latico—co—glicolico) 75:25 [PLGA 75:25; viscosidade inerente (v.i.) =
0.50 - 0.70 dl/g] Resomer® RG 755 S - Boehringer Ingelheim.

—Tacrolimus (804,02 g/mol, solubilidade em agua de 4-12 pg/mL - Iffect Chemphar, China).
—Acido formico (Agilent, EUA).

—Acetonitrila grau cromatogréfico (J. T. Baker, EUA).

—Metanol grau cromatografico (PanReac, Espanha).
1.2 Equipamentos

Sistema de purificacdo de agua RiOs® (Millipore, EUA), balanca analitica (Sartorious,
Alemanha), agitador magnético (Nova Etica, Brasil), cromatografo liquido de ultra eficiéncia
(Agilent, EUA) contendo bomba, auto-amostrador, forno para coluna e detector de arranjo de
diodos (DAD), acoplado a espectrometro de massas com analisador do tipo quadrupolo -
tempo de voo (Q-TOF), (Agilent, EUA), coluna modelo Zorbax Eclipse Plus C18 Rapid
Resolution HD com 50 mm de comprimento, 2,1 mm de didmetro interno e particulas de
1,8um (Agilent, EUA).

1.3 Métodos

1.3.1 Desenvolvimento e validacdo do método bioanalitico para quantificacdo de

sirolimus em humor vitreo por UPLC-MS/MS

O desenvolvimento do método bioanalitico por UPLC-MS/MS nesse estudo consistiu na
determinacdo de parametros espectrométricos, cromatograficos e de preparo de amostra para
analise de SRL liberado a partir de implantes de PLGA no humor vitreo de coelhos. A fase
movel foi constituida de agua (A) e metanol (B), ambas contendo acido férmico 0,2% (v/v) e
acetato de amonio 10 mmol/L com uma elui¢do em gradiente: 0 a 0,5 min: 80% B (isocratico,
equilibrio da coluna), 0,5 a 1 min: 85% B (gradiente linear), 1 a 2 min: 95% B (gradiente
linear), 2 a 6 min: 100% B (lavagem da coluna). O fluxo empregado foi de 0,5 mL/min. A
temperatura da coluna foi mantida a 50°C e as amostras foram acondicionadas a 4°C no auto-

injetor.
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O tacrolimus (TAC) foi escolhido como padréo interno (PI) devido a sua estrutura quimica
(Figura 4) e comportamento cromatografico semelhante ao SRL. Quando comparado a outros
farmacos descritos na literatura como PIl, por exemplo, rapamicina deuterada (rapamicina
B3Cd;), 27-demetoxi-sirolimus, 32-demetoxi rapamicina, eritromicina, o TAC apresentou
melhor custo beneficio e ja se encontrava disponivel em nosso laboratdrio. Além disso, este
farmaco foi utilizado como PI no trabalho de Lee e colaboradores (2010) para a quantificagdo
de SRL no sangue de cachorro e existem outros métodos descritos na literatura em que estes
dois farmacos séo quantificados simultaneamente (TSZYRSZNIC et al., 2013; GABRIEL et
al., 2016).

Figura 4 - Estrutura quimica do A) sirolimus e B) tacrolimus

H3C

As condicbes espectrométricas e cromatogréficas determinadas no desenvolvimento do

método estdo apresentadas no Quadro 5.

O método desenvolvido para quantificacdo de SRL em humor vitreo de coelhos foi validado
conforme diretrizes do guia de validacdo de método analitico da European Medicines Agency
(EMA, 2011) e da resolucdo RDC n° 27 de 17 de maio de 2012 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por serem as normas vigentes mais atuais utilizadas

internacionalmente e no Brasil.
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Quadro 5 - Condigbes dos métodos cromatografico e espectrométrico para a quantificacio de SRL em
humor vitreo.

Método Cromatografia Liquida

Volume de injecédo 20 pL
Fluxo 0,5 mL/min
Acido férmico 0,2% + Acetato de amonio 10
Fase movel mM em agua: Acido formico 0,2% + Acetato
de amonio 10 mM em metanol (80:20)
Tempo de corrida 6 min
Temperatura do forno 50 +0,8°C
Comprimento de onda 278 nm
Método Q-TOF
Modo de ionizagao Positivo
Tipo da fonte Dual ESI
Temperatura do gas 350°C
Fluxo do géas de secagem 7 L/min
Fluxo do nebulizador 30 psig
Voltagem do capilar 3350 V
Voltagem do fragmentador 175V
Voltagem do Skimmer 79V
Voltagem do Oct 1 RF Vpp 750 V
Modo de aquisi¢éo Tageted MS/MS
: Tempo de Energia de
lon precursor x D
retencdo colisdo
) 931 1,24 12
Target list :
. Tempo de Energia de
lon precursor x s
retencdo colisdo
821 1,21 18

1.3.2 Preparo de amostras

Para o preparo da amostra foi utilizada extra¢do do tipo precipitagdo de proteinas, utilizando
como agente precipitante 0 metanol. Foi retirada uma aliquota de 200 pL de amostra de
humor vitreo e adicionado 200 pL de PI (1,03 pg/mL) em metanol. A amostra de humor

vitreo ficou turva imediatamente apos a adicdo do agente precipitante. Em seguida a amostra
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foi agitada em vortex durante 1 minuto e centrifugada por 5 min a 13.000 RPM. O
sobrenadante foi retirado e filtrado com filtro de 0,22 pm para o vial. A area obtida foi

comparada com as areas de cromatogramas de solugédo padrdo em metanol para ambos.

Conforme recomendacdo do EMA (2011) e ANVISA (2012) foi realizada a validagdo
completa que compreendia 0s seguintes ensaios: seletividade, efeito residual, efeito matriz,
linearidade da faixa de trabalho, preciséo, exatidao e estabilidade.

1.3.3 Preparo das solucoes padréo

A solucdo estoque de SRL na concentracdo de 204,0 pug/mL foi preparada com 2,04 mg do
farmaco, solubilizados em metanol e transferidos para baldo volumétrico de 10 mL. Para o
TAC (PI), foram pesados 2,06 mg do farmaco, solubilizados em metanol e transferidos para
baldo volumétrico de 10 mL. Foi obtida solucdo estoque com concentracao de 206,0 pg/mL.
Uma aliquota de 50uL dessa solugdo foi transferida para um baldo de 10 mL, obtendo-se a
solucdo de concentracdo 1,03 pg/mL do PIl. Solugbes intermediarias de SRL foram
preparadas, em metanol, a partir da diluicdo da solucéo estoque, nas concentracdes de 20.000,
10.000, 5.000, 1.000, 200 e 100 ng/mL. A partir da diluicdo dessas solucdes foram preparados
pools de cada ponto da curva, do limite inferior de quantificacdo (L1Q) e de cada controle de
qualidade (CQ), suficiente para realizacdo de todos os testes de validagéo e adicionadas a cada
amostra 200 pL de PI (1,03 pg/mL).

1.3.4 Seletividade

O método bioanalitico deve ser capaz de diferenciar o analito e o Pl dos componentes da
matriz biol6gica. A seletividade foi comprovada utilizando seis fontes individuais de matriz
branca de humor vitreo, que foram analisadas individualmente em relacdo a presenca de
interferentes. Com o objetivo de avaliar a seletividade do método na concentracdo do LIQ foi
realizada a sobreposicdo de seis amostras de humor vitreo brancas, matriz sintética e da
amostra LIQ. Para o método ser considerado seletivo, as respostas de picos interferentes
devem ser inferiores a 20% da resposta do analito, nas amostras do LIQ, e inferiores a 5 % da
resposta do Pl, conforme preconizado pelo EMA (2011) e ANVISA (2012).

1.3.5 Efeito Residual

A avaliagdo do efeito residual foi realizada injetando amostra branca de humor vitreo

aprovada no teste de seletividade, antes e apos a injecdo de uma amostra de limite superior de
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quantificacdo (LSQ). Foram feitas 3 injecOes de matriz branca, sendo uma antes e duas apos a
amostra extraida de LSQ. A especificacdo utilizada foi conforme disposto nos guias do EMA
(2011) e ANVISA (2012), nos quais o efeito residual na amostra branca deveria apresentar

area inferior a 20% da area obtida para uma amostra do LIQ.
1.3.6 Efeito Matriz

O humor vitreo é composto por agua (98%) ligada a colageno tipo I, acido hialurdnico,
proteoglicanos, glicose, &cido ascorbico, aminoacidos e Vvarios outros sais inorganicos
(LLOYD et al., 2001). Devido a pequena quantidade de vitreo disponivel para o
desenvolvimento e validacdo do método bioanalitico e a grande dificuldade de obté-lo foi
avaliada a possibilidade de usar uma matriz sintética como a solucdo salina balanceada. O

Quadro 6 apresenta a composicao dessa solucao.

Quadro 6 - Composicéo da solucéo da salina balanceada

3 0)
Componente Concentracéo (%
p/v)
Cloreto de sddio 0,640%
Cloreto de potassio 0,075%
Cloreto de célcio 0,048%
Cloreto de magnésio 0,030%
Acetato de sodio 0,390%
Citrato de sodio 0,170%

Fonte: MARTIDALE, 1989. p. 1023.

A interferéncia do efeito matriz foi avaliada comparando-se os coeficientes angulares entre
duas curvas analiticas, sendo uma delas obtida de solu¢bes padrdo em solucdo salina

balanceada e a outra de solu¢des padrao preparadas em um pool de humor vitreo de coelhos.

Para a confeccdo da curva em pool de humor vitreo, ap6s adi¢do de volumes apropriados das
solucBes intermedidrias, as solugdes resultantes passaram pelo mesmo tratamento que as
amostras preparadas em salina balanceada: adi¢do de 200 pL de PI, 30 segundos de agitagdo
em vortex, 5 minutos de centrifugacdo a 13.200 RPM e filtragdo em membrana 0,22 pm do

sobrenadante.

1.3.7 Linearidade da faixa de trabalho

A resposta do instrumento em relacdo a resposta do analito foi avaliada para uma faixa de

concentracdo especifica. Os padrdes de calibragdo foram preparados na mesma matriz que foi
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utilizada nas amostras do estudo, por meio da contaminagdo da matriz com concentragdes

conhecidas do analito.

Foram seguidas as diretrizes do EMA (2011) e ANVISA (2012), para avaliacdo da linearidade
da faixa de trabalho. A curva de calibracéo foi elaborada com 7 niveis de concentracdo devido
a ampla faixa de trabalho utilizada no estudo, e para que a distribuicdo dos pontos fosse

homogénea. Foram realizadas 3 curvas diferentes em 3 dias consecutivos.

A avaliacdo da preciséo e exatiddo do método foi realizada concomitante a analise dos pontos
da curva (25, 50, 100, 500, 1000, 1500, 2000 ng/mL). Assim, foram injetadas amostras em
sextuplicata nas concentragdes do LIQ, CQB, CQM, CQA, CQD (25, 40, 800, 1600 e 2000,

respectivamente).

A linearidade da faixa de trabalho, a precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas

empregando a seguinte sequéncia analitica:

a) 2 amostras Branco;

b) 2 amostras Zero (amostra branco adicionada de PI);

c) 2 amostras de cada um dos 7 niveis de concentracdo da curva de calibracdo;
d) 6 amostras de LIQ;

e) 6 amostras de CQB;

f) 6 amostras de CQM,;

g) 6 amostras de CQA;

h) 6 amostras de CQD.

O modelo matemaético mais simples, o linear, foi adotado. Foram aceitos desvios menores ou
iguais a 20% em relacdo a concentragdo nominal para os padrdes do LIQ e menores ou iguais
a 15% para os outros niveis de concentracdo. Ainda, 75% dos pontos de calibracdo devem
estar aprovados, havendo no minimo 6 pontos de concentracOes diferentes, incluindo o LIQ e
0 LSQ, conforme preconizado pelo EMA (2011).

1.3.8 Precisado, exatiddo e recuperacao

A precisdo de um método analitico descreve a proximidade de repetidas afericbes de multiplas
aliquotas do analito. A precisdo foi expressa pelo coeficiente de variacdo (CV%) e foi
avaliada para o LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD dentro de uma mesma corrida (intracorrida) e

entre corridas diferentes (intercorrida) utilizando a equacéo 1:
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CV% = Desvio Padr do x100 (equagéo 1)

Concentra ¢do média experimental

A exatiddo consiste, por sua vez, na concordancia entre o valor determinado em um ensaio € 0
valor da concentracdo nominal do analito. A exatiddo foi expressa pelo Erro Padrdo Relativo
(EPR) e foi avaliada para o LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD intracorrida e intercorrida (EMA,
2011; ANVISA, 2012), conforme a equagao 2:

(Concentra ¢do média experimental —Valor nominal )x100

EPR = (equacdo 2)

Valor nominal

A precisdo e exatiddo intracorrida foram realizadas com seis amostras de cada concentragdo
dos CQs e do LIQ. A preciséo e exatidao intercorrida foi avaliada em 3 corridas diferentes,

realizadas em 3 dias distintos.

Foi utilizada a especificacdo preconizada pelo EMA (2011) e ANVISA (2012) nas quais 0
método € considerado preciso e exato se 0 CV% e o EPR forem inferiores a 15% para as

amostras de CQs e a 20% para o LIQ.

A avaliagdo da exatiddo e precisdo intracorrida e intercorrida foram realizadas

simultaneamente a determinacéo da linearidade da faixa de trabalho.
1.3.9 Estabilidade

A avaliacdo da estabilidade foi realizada a fim de garantir que todas as etapas durante o
processo de preparo da amostra, assim como as condicdes de estocagem, ndo afetariam a
concentracdo do analito. Os testes foram aplicados de modo que as condicdes avaliadas
fossem similares aquelas nas quais as amostras do estudo seriam submetidas, conforme
disposto no EMA (2011).

A estabilidade do SRL foi demonstrada em quatro condicGes especificas: estabilidade apds
ciclos de congelamento e descongelamento (ECC); estabilidade de curta duracdo (ECD);
estabilidade de longa duracdo (ELD) e estabilidade pos-processamento (EPP). A estabilidade
do analito na matriz bioldgica foi avaliada utilizando 6 amostras de CQA e CQB que foram
analisadas imediatamente apds o preparo e nas condigdes de estocagem que seriam aplicadas

durante o teste.
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As concentragdes obtidas foram comparadas aos valores determinados para amostras recém-
preparadas, e a concentragdo média de cada CQ, para atender aos requisitos do EMA (2011) e

ANVISA (2012), deveria ser pelo menos 15% do valor nominal.
a) Estabilidade de curta duracgao

Com base no tempo durante o qual as amostras poderiam ficar na bancada no estudo de
farmacocinética, foi determinado o periodo de 6 horas para a analise de estabilidade de curta
duracdo. Dessa forma, 6 amostras de CQB e CQA ficaram nas condic¢des de trabalho, 25°C,

durante esse periodo e em seguida foram extraidas e analisadas.
b) Estabilidade de longa duracéo

As amostras de CQB e CQA foram extraidas e analisadas ap6s 60 dias armazenadas em
freezer a -80°C. Esse periodo foi determinado com base na estimativa do tempo durante o
qual as amostras de humor vitreo extraido dos animais ficariam armazenadas até a analise. As

amostras foram descongeladas, extraidas e analisadas apds o periodo mencionado.
c) Estabilidade p6s-processamento

No ensaio EPP, 6 amostras de CQB e CQA foram analisadas apds permanecerem no

amostrador automatico na temperatura de 4°C, durante 24horas.
d) Estabilidade de ciclos congelamento-descongelamento

O ensaio de ECC avaliou a estabilidade dos analitos em humor vitreo apos trés ciclos de
congelamento a -80°C e descongelamento completo a temperatura ambiente de trabalho. A
cada ciclo, as amostras foram mantidas congeladas por no minimo 12 horas. Seis amostras de

CQB e CQA foram extraidas e analisadas ap6s o ultimo descongelamento.
e) Estabilidade do analito e Pl em solugéo

A estabilidade do analito e PI foi avaliada em pelo menos 6 amostras da solugdo primaria de
maior concentracdo, LSQ, e da solucéo de trabalho de menor concentracdo, LIQ, por periodo
superior ao previsto para o estudo, conforme preconizado pela ANVISA (2012). As solugdes
de LIQ e LSQ foram preparadas em triplicata e cada solucéo foi fracionada em dois vials
novos lacrados, de modo que um foi analisado imediatamente e o outro foi mantido nas
condi¢cdes de trabalho (25°C) durante 5 horas para entdo ser analisado. O mesmo

procedimento foi realizado para a solucdo de Pl de 5.000 ng/mL, diluida seis vezes, conforme
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diluicdo prevista no ensaio. A estabilidade foi avaliada de acordo com a resposta obtida para
cada solucdo analisada. As areas foram comparadas e a variagdo foi calculada de acordo com

a equacao 3:

A Area média solu ¢do armazenada —Area média solu ¢io rec ém—preparada )x100 ~
Variagdo % = ( £ c Lk ) (equagdo 3)

Area média solu ¢do rec ém —preparada

Para as solucbes serem consideradas estaveis os desvios encontrados devem ser menores do
que 10%.
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2  RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Desenvolvimento e validacdo do método bioanalitico para quantificacdo de SRL
em humor vitreo por UPLC-MS/MS

Varias técnicas analiticas, como HPLC, LC-MS e LC-MS/MS, ja foram descritas na literatura
para a quantificacdo de SRL em diferentes matrizes biologicas e com procedimentos de
extracdo do farmaco variados (TAYLOR; JOHNSON, 1998; LEE et al., 2010; MOELLER et
al., 2012; HOU et al., 2015). No entanto, a quantificacdo de farmacos no humor vitreo, a
partir de sistemas de liberagdo prolongada, depende de métodos com elevada sensibilidade e
de um preparo de amostra simples, uma vez que o vitreo é considerado uma matriz bioldgica
“limpa” quando comparado ao sangue ou urina. Desta forma, tornou-se necessario o
desenvolvimento e validacdo de um método analitico sensivel e seletivo para a quantificacdo
de SRL a partir de implantes poliméricos de SRL-PLGA em humor vitreo dos animais
empregados no estudo.

Para definicdo das condi¢cdes espectrométricas, primeiramente foram obtidos espectros de
varredura sem fragmentacdo (método de aquisicdo MS only no software Mass Hunter da
Agilent), do SRL e do TAC (PI), para determinacdo dos picos bases de cada composto
(Figura 5A para o SRL e 7A para o TAC). Em seguida, as amostras foram analisadas no
modo de aquisi¢do do tipo targeted MS/MS (Figura 5B para o SRL e 7B para o TAC), no
qual foram selecionados como ions precursores e tempos de retencdo aqueles referentes aos
picos base do SRL e TAC observados na etapa anterior. Assim, diferentes valores de energia
de colisdo foram testados até obtencdo da melhor razdo ion fragmento/ion precursor, de forma
que a abundancia do ion fragmento fosse a maior possivel. Diferentes valores de voltagem do
Skimmer e do capilar foram testados até obtencdo do espectro no qual houvesse maior
abundancia dos ions de interesse. Foi utilizado durante todo este processo o modo de

ionizagdo positivo.

O espectro de varredura do SRL teve como pico base o aduto de amonio, que apresenta m/z
de 931,6 (Figura 5A). Ao submeter esse ion a diferentes energias de colisdo foi observada a
predominancia do ion de m/z 864,5, que foi mais abundante na EC de 12 V (Figura 5B).
Dessa forma, foi monitorada a transicdo m/z 931,6 —864,5. Taylor e Johnson (1998)
propuseram a fragmentacdo do aduto de aménio do SRL 931,6 gerando quatro fragmentos,

dentre eles o de m/z 864,5 (Figura 6).
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Figura 5 — Espectros MS do SRL (A) e MS/MS do ion m/z 931,6 com energia de colisdo de 12 V (B).
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Figura 6 - Possivel sitio de fragmentag&o do aduto de aménio do SRL gerando o fragmento com raz&o
massa/carga de 864,5. Adaptado de TAYLOR; JOHNSON, 1998.

4"'
. OH NH3

Para o0 TAC a varredura também mostrou como pico base o aduto de aménio com m/z de
821,5 (Figura 7A). Ao fragmentar esse ion, verificou-se a predominancia do ion com m/z
768,4, que apresentou maior abundancia na EC del6 V (Figura 7B). Dessa forma, foi

monitorada a transi¢do m/z 821,5 —768.4.
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Figura 7 — Espectros de MS do TAC obtido sem fragmentagéo (A) e com
fragmentacao do ion m/z 821,5 com energia de colisdo de 16 V (B)
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2.1.1 Seletividade

Na Figura 8 pode-se observar que para o método desenvolvido ndo foi identificado nenhum
pico interferente no mesmo tempo de retencdo do SRL ou do TAC. Em ambos o0s
cromatogramas obtidos, observa-se apenas o ruido da linha de base, comprovando a

seletividade do método bioanalitico para a quantificacdo desses analitos em humor vitreo.

Com o objetivo de avaliar a seletividade do método na concentragdo do limite inferior de
quantificacdo (25 ng/mL) foi realizada a sobreposicdo de uma amostra branca, matriz sintética
e da amostra LIQ, como demonstrado na Figura 9. Pode-se observar que ndao houve nenhum
interferente com area superior a 20% em relagdo ao SRL e de 5% para o0 TAC, bem como o
sinal de um farmaco ndo interferiu na transicdo do outro. Dessa forma, 0 método mostrou

seletividade adequada para o fim proposto.
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Figura 8 - Cromatogramas das amostras de vitreo branco do SRL (A) e do padr&o interno (B)
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2.1.2 Efeito Residual

O efeito residual foi avaliado injetando em uma mesma sequéncia uma amostra de vitreo
branco, uma amostra de LSQ e mais duas injecGes de vitreo branco, como demonstrado na
Figura 10. Nenhum interferente com &rea superior a 20% em relacdo ao LIQ foi observado,

comprovando a auséncia de efeito residual no método.

A fim de garantir que durante as anélises de rotina ndo ocorresse efeito residual, 0 método
desenvolvido possui um tempo de 4 minutos de pos-corrida, além de lavagens da agulha

durante 20 segundos com acetonitrila entre cada injegéo.
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Figura 9 - Cromatogramas sobrepostos das amostras branco e matriz sintética com o LIQ (A) e com o
Pl (B) obtidos para a avaliagcdo da seletividade do método bioanalitico para quantificacdo de SRL em
humor vitreo.
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Figura 10 — Cromatogramas obtidos para as amostras branco (A) antes e ap6s (B) injecdo do LSQ no
teste de efeito residual.
A

o +ESI EIC Product lon Frag=200.0 CID@12.0 (931.5400[z=1] -> 864.5200) vitreo b .d

?_
B-

| |"|
5 [l |
af | I
3{ || [ |

| [
2{ || | | (1

D-—l [ {\ ™ P

08 08 0% 09 1 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 1.7
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)



CAPITULO I - RESULTADOS E DISCUSSAO |65

xig +ESI EIC Product lon Frag=200.0% CID@12.0 (931.5400{z=1] -> 864.5200) b3 2.d

|
1.5

0.54 ]

038 09 1 11 12 13 14 15 16 17
Counts (%) vs. Acgquisition Time {min)

2.1.3 Efeito Matriz

Na Figura 11 sdo apresentadas as duas curvas analiticas obtidas para o SRL em matriz
sintética. Nao houve diferenca estatistica (Teste F de variancia) para os coeficientes angulares
das duas curvas, sendo assim, a matriz ndo interfere na determinacdo do SRL por esse
método. Dessa forma, todas as curvas analiticas, CQs e LIQs utilizadas nas quantificacfes do
SRL em amostras de humor vitreo passaram a ser preparadas em solucdo salina balanceada.

Figura 11 — Gréficos das curvas obtidas no estudo de efeito matriz em
humor vitreo e matriz sintética.
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2.1.4 Linearidade da faixa de trabalho

A Figura 12 apresenta as trés curvas de calibracdo de sete pontos para o SRL, cada um em
duplicata, obtidas em matriz sintética na faixa de 25 a 2000 ng/mL, plotadas pela resposta
(area do farmaco/area do padrdo interno) versus a concentracdo do farmaco, sem ponderacao.
As curvas foram extraidas e analisadas em trés dias consecutivos e indicaram correlagdo

linear adequada para o SRL, na faixa de concentracdo avaliada. Ndo foram observados picos
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interferentes com area superior a 20% do LIQ no TR do SRL e acima de 5% da area do TAC
no TR, nas amostras branco. As amostras zero apresentaram area correspondente ao Pl com
valor semelhante ao encontrado nas demais amostras. As equacdes das retas e 0s respectivos
coeficientes de correlacdo e determinacdo estdo demonstrados na Tabela 1. Os dados obtidos
para as curvas analiticas do SRL nos trés dias, curvas 1, 2, e 3, estdo demonstrados na Tabela
2.

Tabela 1 — Equacdes das retas e respectivos coeficientes de determinacéo e correlagéo
obtidos para o SRL, na avaliagdo da linearidade do método bioanalitico.

Curva de Equacao da reta r? R
calibracéo
Curval y=0,00014*x +0,0018 0,9948 0,9974
Curva 2 y=0,00012*x +0,0033 0,9955 0,9978
Curva 3 y=0,00014*x + 0,0042 0,9941 0,9970

Figura 12 — Gréficos das curvas de calibragdo 1, 2 e 3 obtidas no estudo de linearidade da faixa de
trabalho para a validacao do método bioanalitico de quantificacdo de SRL em humor vitreo.
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2.1.5 Precisdo, exatidao e recuperacao

A precisdo intra e inter-dia e a exatiddo foram analisadas em sextuplicata dos CQ em trés dias

consecutivos e estdo representadas na Tabela 3. A média do desvio padrao foi de 6,6 e 6,73%
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para a precisdo intra-dia e inter-dia, respectivamente. Ja para a exatidao o erro relativo médio
foi de 4,77 e 2,45% para a avaliacdo intra-dias e inter-dias, respectivamente. Os parametros de
processamento e extracdo forneceram recuperacdo superior a 90%. Os dados obtidos estdo

dentro dos limites aceitaveis e cumprem as diretrizes para validacdo de métodos bioanaliticos.

Tabela 2 — Dados obtidos para a construcéo das curvas analiticas de SRL nos 3 dias de analise.

5 i Média

Ngr?]r;ﬁa Concentracéo Obtida (ng/mL) Concen_tragéo Exatidio  CV
(ng/mL) Dia 1 Dia 2 Dia 3 Obtida (%) (%)

(ng/mL)
22,34 25,12 24,58 24,01 96,05 6,13
25,00 24,26 27,72 29,34 27,11 108,43 9,56
50.00 56,96 54,00 53,43 54,80 109,60 3,45
' 52,66 48,27 53,29 51,41 102,81 531
10000 104,52 107,04 104,32 105,30 105,30 1,44
’ 99,64 102,02 112,69 104,78 104,78 6,63
500.00 560,94 493,07 478,49 510,83 102,17 8,61
’ 569,45 559,54 557,36 562,12 112,42 1,15
1000.00 891,88 892,67 976,92 920,49 92,05 531
' 873,97 915,57 1023,69 937,74 93,77 8,24
1500.00 1496,04 1331,88 1397,58 1408,50 93,90 5,87
' 1516,49 1321,57 1456,27 1431,44 95,43 6,97
2000.00 2070,96 1892,60 2095,21 2019,59 100,98 5,48
' 2001,68 1900,66 2067,73 1990,02 99,50 4,23

Tabela 3 - Valores de precisdo e exatiddo para SRL por UPLC-MS/MS.
Concentragéo nominal (ng/mL)

LIQ CQB CQM CQA CQD
25 40 800 1600 2000

(A) Precisao e exatidao intra-dias (n = 6)

Concentracdo média 26,56 41,53 736,56 1589,98 2081,03
DPR(%) 986 7,13 356 7,02 5,46
ER(%) 6,25 3,83 -9,10 -0,63 4,05

(B) Preciséo e exatiddo inter-dias (n = 18)

Concentracdo média 25,14 40,06 766,54 1640,45 2097,04
DPR(%) 842 7,75 6,94 6,53 4,01
ER(%) 055 0,16 -4,18 2,53 4,85
Recuperacéo (%) 102,87 105,8 91,47 94,42 104,85
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DPR: Desvio Padréo Relativo (%), n=6 ou 18
ER: Erro Relativo (%), n=18

O método desenvolvido apresentou uma recuperacdo alta e reprodutivel para o SRL por este
método de extracdo. Varios protocolos de extracdo do SRL descritos na literatura como
precipitacdo de proteina, extracdo liquido-liquido e uma combinagdo desses com diferentes
solventes como acetato de etila, éter metil-terc-butilico, trietilamina, acetonitrila e metanol
foram testados. No entanto, devido a baixa faixa de trabalho pretendida e pelo fato do vitreo
ser uma matriz biologica simples, apenas a adicdo de metanol foi suficiente para a

precipitacdo de proteinas. A recuperacdo de SRL encontrada foi entre 90 e 105%.
2.1.6 Estabilidade

Para avaliar a estabilidade das amostras na matriz sintética essas foram submetidas a
diferentes condicdes de armazenamento simulando o que poderia acontecer durante a
quantificacdo do farmaco no humor vitreo. Para avaliar a estabilidade de curta duracéo
amostras de CQA e CQB em sextuplicada foram deixadas sobre a bancada por seis horas a
temperatura ambiente, sendo em seguida submetidas ao processo de extracdo. Como a
variacdo foi inferior a 15%, segundo preconizado pela legislacdo, ndo houve diferenca
significativa entre essas amostras e aquelas que haviam sido recém-preparadas, como

demonstrado na Tabela 4.

Para avaliar a estabilidade pds-processamento, as amostras permaneceram no amostrador apés
0 preparo por até 24 horas a 4°C. Também ndo foi observada diferenca significativa quando
comparada as amostras recém-preparadas. Nenhuma amostra foi mantida no autoinjetor por
periodo superior a 24 horas durante o estudo de farmacocinética. Apos trés ciclos de
congelamento-descongelamento as amostras de CQA e CQB demonstraram estabilidade, com

desvios inferiores a 15%.

As amostras CQA e CQB contendo SRL foram armazenadas em freezer -80 °C por 60 dias e
apos esse periodo foram descongelas em temperatura ambiente, extraidas com a adi¢éo de Pl,
analisadas e comparadas com uma amostra recém-preparada. Durante o estudo de
farmacocinética, nenhuma amostra permaneceu congelada a -80°C por periodo superior a 60

dias.
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As areas obtidas para 0 SRL em solugdo nas concentracdes do CQB e CQA, uma semana ap0s
o0 preparo, foram comparadas as areas obtidas das amostras recém-preparadas e os resultados
demonstraram que as variagdes foram inferiores a 10%, conforme disposto na Tabela 5. As

Tabela 4 — Concentragdes médias e coeficientes de variacdo (CV%) calculados no
estudo de estabilidade de curta duracdo, longa duracdo, ciclos de congelamento-
descongelamento e pés-processamento para a validacdo do método bioanalitico de
guantificacdo de SRL em humor vitreo.

Concentracdo nominal (ng/mL)

CcQOB CQA
40 1600

(A) Estabilidade de curta duracéo, 6h a temperatura ambiente
Concentracdo média 38,38 1606,63
DPR(%) 7,03 3,81
ER(%) -4,05 0,41
(B) Estabilidade pds-processamento, 4°C por 24 h
Concentracdo média 40,22 1535,30
DPR(%) 6,58 2,50
ER(%) 0,54 -4,04
(C) Estabilidade de ciclos congelameto-descongelamento (3 ciclos)
Concentracdo média 43,34 1563,44
DPR(%) 4,69 8,66
ER(%) 8,34 -2,28
(D) Estabilidade de longa duragéo 60 dias
Concentracdo média 38,87 1743,20
DPR(%) 4,94 5,31
ER(%) -2,83 8,95

DPR: Desvio Padrdo Relativo (%), n=6
ER: Erro Relativo (%), n=6

Tabela 5 — Areas médias obtidas no estudo de estabilidade do SRL e TAC
em solucdo na temperatura de trabalho e respectivos coeficientes de variagdo (CV%).

Estabilidade do analito e Pl em solucéo

SIROLIMUS TACROLIMUS
CQB CQB CQA CQA Pl Pl
Recém- Teste Recéem- Teste Recém- Teste
preparada preparada preparada
Area média 1494 1423 43189 43204 103568 103374
DPR(%) 8,45 0,88 2,18 5,03 0,37 5,65
Variagéo (%) -4,79 0,03 -0,19

areas obtidas para 0 TAC também apresentaram variacOes inferiores a 10% comparadas as

areas das amostras recém-preparadas, ndo havendo diferengas significativas entre elas.
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Apos avaliagdo dos tipos de estabilidade preconizados, verificou-se que as amostras de vitreo
contendo 0 SRL sdo estaveis por até 6 horas a temperatura ambiente, por 24 horas no injetor
automatico apds extracdo, apos 60 dias em freezer a -80 °C e ap0s trés ciclos de
congelamento/descongelamento. A analise dos resultados obtidos demonstra estabilidade do

SRL e TAC nas amostras de matriz sintética.
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3 CONCLUSAO

O método bioanalitico desenvolvido em cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial mostrou-se simples, rapido e sensivel, reprodutivel, com
baixo limite de quantificacdo de 25 ng/mL, com curto tempo de corrida cromatogréafica de 6,0
min e alta seletividade, possibilitando a quantificacdo do SRL em vitreo de coelhos. O método
de extracdo aplicado, de precipitacdo de proteinas, mostrou-se de facil e rapida execucéo,
além de eficiente em extrair o farmaco das amostras. O método foi entdo aplicado em um

estudo de liberacdo de SRL em olhos de animais.
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CAPITULO II:

AVALIACAO DO PERFIL DE LIBERACAO, TOXICIDADE E
BIOCOMPATIBILIDADE DOS IMPLANTES DE SRL-PLGA

*0 conteldo descrito neste capitulo foi publicado no peridédico Documenta Ophthalmologica (Anexo 11)
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1 MATERIAL E METODOS
1.1 Animais

Todos os procedimentos experimentais com animais foram realizados em conformidade com
as normas da resolucdo para uso de animais em pesquisa da Associagdo para Pesquisa em
Visdo e Oftalmologia (ARVO). Os estudos de liberacdo do SRL em humor vitreo e toxicidade
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob o
protocolo 04/2016 (ANEXO 1).

Para a avaliacdo do perfil de liberacdo, avaliacdo clinica, eletrorretinografia e histologia do
sistema desenvolvido, foram utilizados coelhos albinos da raca Nova Zelandia, espécie
Oryctolagus cuniculus, pesando entre 2 e 3 kg, mantidos em gaiolas individuais, alimentados
com racdo e agua ad libitum, com ciclo claro-escuro respeitado. Os animais foram mantido no
biotério da Faculdade Farmacia da UFMG.

1.2 Preparo dos implantes

Os implantes foram preparados a partir da mistura liofilizada composta por 75% de PLGA
75:25 e 25% de SRL, conforme Paiva (2015). Inicialmente, o farmaco e o polimero foram
solubilizados em quantidade suficiente de acetonitrila, a solucdo foi entdo congelada em
nitrogénio liquido e liofilizada por 24 horas (liofilizador modelo K105, Biobrés). Em seguida,
a mistura liofilizada homogénea de p6s foi moldada de acordo com a técnica de moldagem
desenvolvida por Fialho et al. (2007) na forma de bastées com aproximadamente 0,45 mm de
diametro e 6 mm de comprimento utilizando uma placa de Teflon® aquecida na temperatura
entre 100 e 120°C.

1.3 Insercdo dos implantes na cavidade vitrea dos olhos dos coelhos

Os animais foram anestesiados utilizando-se injecao intramuscular de 30mg/Kg de Cloridrato
de Ketamina (Dopalen®, Sespo Industria e Comércio, Paulinia, Brasil), 4,0 mg/Kg de
Cloridrato de Xilasina (Anasedan®, Sespo Industria e Comércio, Paulinia, Brasil), e instilacao
tépica de Cloridrato de Tetracaina 1% e Cloridrato de Fenilefrina 0,1% (Anestésico colirio®,

Allergan).

Para a implantacdo do sistema, um trocar de 25 gauge foi utilizado. A canula transescleral foi
colocada através da pars plana do olho no quadrante temporal superior pela qual o implante
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de SRL-PLGA foi inserido (Figura 13). N&o foi observado sangramento no olho que recebeu

o implante. O olho esquerdo foi utilizado como controle do experimento.

Figura 13 - Insercéo dos implantes através da pars plana do
olho no quadrante temporal superior utilizando trocar 25G.

1.4 Perfil de liberagéo

Para determinar o perfil de liberagdo dos implantes de SRL-PLGA, trinta e dois coelhos
receberam o implante no olho direito. Os olhos esquerdos n&o receberam o sistema e serviram
como controle. Os animais (n=4, para cada semana) foram eutanasiados com uma sobredose
letal de pentobarbital por via venosa (veia marginal da orelha esquerda) e o vitreo foi coletado
em oito tempos diferentes (entre 1 a 8 semanas) apds a administracdo do implante de SRL-
PLGA. O vitreo foi completamente removido usando uma agulha de 26 gauge e uma seringa
de 1mL e imediatamente acondicionado a -80°C até a realizacdo da analise das amostras

utilizando o método descrito no Capitulo I.

Os parametros farmacocinéticos, como a concentracdo méxima de farmaco (Cmax), 0 tempo
para se alcangar a concentracdo maxima de farmaco (Tnax), € a area sob a curva (ASC, Area
Under the Curve), foram calculados usando o software GraphPad Prism (GraphPad software,
San Diego, CA).

1.5  Avaliacédo clinica

A avaliacdo clinica e os exames eletrorretinograficos foram feitos em oito animais diferentes
daqueles usados no estudo farmacocinético. Os animais foram separados em 2 grupos: grupo |
(n=4) recebeu implante de SRL-PLGA; grupo Il (n=4) recebeu implante de PLGA; os olhos
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esquerdos dos dois grupos ndo receberam o sistema (olho controle). Os animais foram
observados clinicamente por um veterinario especialista em oftalmologia e fotografados
durante todo o experimento. A avaliacdo clinica incluiu inspecdo ocular e oftalmoscopia
binocular indireta (Omega 500 Binocular Indirect Ophthalmoscope, Heine Optotechnik,
Herrsching, Alemanha) antes e ap6s a insercdo dos implantes até a oitava semana. A pressdo
intraocular (P10) foi avaliada utilizando o tondmetro TonoPen XL (Reichert Technologies,
Buffalo, NY) e imagens da retina foram capturadas com o emprego do Clearview Optical
Imaging System (Optibrand, Ft. Collins, CO).

A mudanca da PIO foi calculada subtraindo o valor obtido da PIO das semanas 1 a 8 pelo
valor obtido antes da implantacdo dos sistemas com o farmaco (média de 3 leituras para cada
olho).

1.6 Estudo funcional da retina por eletrorretinograma de campo total (ERG)

Os registros de ERGs foram realizados de acordo com o protocolo estabelecido pela ISCEV
(International Society for Clinical Electrophysiology of Vision) (ODOM et al., 2016;
ROBSON et al., 2018). Os coelhos foram mantidos em uma sala escura por pelo menos duas
horas para adaptacdo ao escuro antes da anestesia. Os animais foram entdo anestesiados por
injecdo intramuscular de 2mg/kg de xilasina e 10 mg/kg de ketamina. A pupila foi dilatada
com colirio de tropicamida 1%, 15 minutos antes do inicio do exame. Os olhos testados foram

constantemente lubrificados com metilcelulose 2%.

As respostas ERG foram adquiridas nos dois olhos simultaneamente utilizando eletrodo
bipolar do tipo lente de contato sobre a cornea (eletrodos ERG Jet, Fabrinal SA, La Chaux-de-
Fonds, Suica); eletrodos do tipo agulha foram fixados subcutdneo na pele perto do canto
lateral de ambos os olhos e utilizados como referéncia e o eletrodo-terra foi fixado subcutaneo
no dorso do animal. A impedéancia do eletrodo foi verificada antes e ap6s cada medicdo e foi
inferior a 5 kQ a 25 Hz. Os olhos foram estimulados usando um estimulador de LED

Ganzfeld (ColorDome™ desktop Ganzfeld, Diagnosys LLC, Littleon, MA).

Flashes de luz branca (6500K) com duracdo de 4 ms foram conduzidos em trés diferentes

steps com aumento da intensidade luminosa:

1) Flashes de 0,01 cd.s/m? com 30 segundos de intervalo entre cada flash;

2) Flashes de 3 cd.s/m2 com 30 segundos de intervalo entre cada flash;
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3) Flashes de 10 cd.s/m? com 30 segundos de intervalo entre cada flash;

O potencial oscilatorio (PO) foi obtido a partir da resposta do flash de 3 c¢d.s/m2 por meio de
uma transformada de Fourier rapida com filtragem de 60 a 300 Hz. O valor absoluto da area

sob a curva para todos os PO foi determinado entre os tempos implicitos das ondas a e b.

Apo6s 10 minutos de adaptagdo a luz (luz de fundo de 30 cd.s/m?2), foram realizados estimulos
de ERG adaptadas a luz com flashes de intensidade luminosa de 3 cd.s/m? e duracdo de 4 ms,
seguidas de um sinal de flicker de 30 Hz da mesma intensidade luminosa e duracdo. As
respostas foram amplificadas (filtragem: 0,3-300 Hz) e armazenadas para analise off-line
usando o Espion E3 (Diagnosys LLC, Lowell, MA) apds média de 6-40 medic¢des individuais

em cada step dependendo da relacdo sinal / ruido.

Como descrito por outros autores, a razdo da amplitude das ondas a e b (Razdo B/A) ¢
frequentemente usada como um indicador da integridade funcional da retina externa e interna,
bem como para identificar provavel local da lesdo (LAWWILL et al., 1972; EVANS et al.,
1993; MANNA et al., 2016). Dessa forma a Razdo B/A foi obtida para cada intervalo de
tempo analisado e para os dois grupos de tratamento, com e sem farmaco. Os valores médios
foram entdo comparados com a média obtida para os animais antes da administracdo dos

implantes.

O aumento da amplitude da onda-b no ERG em animais adaptados ao escuro em razao do

aumento do estimulo luminoso é descrito pela equacdo de Naka-Rushton:
V/Vmax = 171" + K") (equacéo 4)

Onde V ¢ a amplitude da onda-b para uma determinada intensidade de estimulo luminoso (1),
que é determinada por trés parametros: amplitude maxima da onda-b (Vma); K (log cd.s/m?),
que € a intensidade de luz necessaria para que a onda-b alcance metade de Vax Ou constante
de semissaturacéo que representa a sensibilidade da retina externa ao estimulo luminoso, e um
expoente n que determina a inclinacdo da porcao linear da funcdo, ou seja, é a inclinagéo
quando I é igual a K (LAWWILL et al., 1972; EVANS et al., 1993; MANNA et al., 2016).

1.7  Avaliagdo histologica

Apos a realizagdo do ultimo ERG os animais foram eutanasiados com sobredose letal de
pentobarbitol por via venosa (veia marginal da orelha esquerda). O olho foi removido e
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colocado em um frasco de 50 mL contendo solugéo de Davidson, para fixagdo. A solugéo foi
preparada de acordo com o0 Quadro 7.

Quadro 7 — Constituigio da solugdo de Davidson utilizada para fixagéo histoldgica

Componente Quantidade
Acido Acético Glacial 100 mL
Formalina Tamponada 10% 200 mL
Alcool etilico 95% 300 mL
Agua Destilada 300 mL

Durante o processamento os olhos foram mantidos em recipiente fechado, para garantir o teor
de etanol em cada etapa. Na etapa de diafanizacdo, observou-se que os olhos ficaram com
aspecto transparente, conforme esperado devido a acdo do xilol. Ap6s o emblocamento com
parafina os blocos foram mantidos na temperatura de -20°C até o momento do corte.

As laminas dos olhos controle e tratado com os implantes foram montadas utilizando balsamo
do Canada e laminula. Em seguida, elas foram analisadas em microscopio Optico de luz
branca, para avaliacdo de sinais de irritacdo ou inflamagédo, como edema, neovascularizacao,

presenca de células inflamatdrias ou outra anormalidade.
1.8  Andlise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o software estatistico R (versao 3.4.2) e
Prism (versdo 5) (GraphPad Software, Califérnia, EUA). As diferencas nos parametros do
ERG (amplitudes e tempos implicitos) entre os grupos ao longo do tempo foram testadas para
distribuicdo normal (teste de normalidade de Shapiro-Wilk) antes das analises de comparacgéo
maultipla por ANOVA (dados paramétricos) com post hoc de Tukey ou Kruskal-Wallis (dados
ndo paramétricos) com Nemenyi post hoc. O teste de Mann-Whitney (dados néao
paramétricos) e o teste t (dados paramétricos) foram adotados para analises de comparacdo
unica. O teste t foi usado para comparar a P1O. Para todos os testes, o nivel de significancia
foi estabelecido em p <0,05.
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1  Perfil de liberacéo

Formulacgbes de liberacdo prolongada, quando administradas diretamente no olho, tém como
objetivo manter a concentracdo do farmaco, em indice terapéutico por periodos prolongados,
permitindo assim, intervalos maiores de administragdo, com maior conforto para o paciente.
Para isso, a avaliacdo do tempo de permanéncia do farmaco e de seus efeitos no segmento

posterior do olho torna-se necessaria.

Por ser uma abordagem invasiva, eticamente restrita e poder influenciar nos resultados dos
estudos de farmacocinética, o olho humano é raramente utilizado para esse tipo de estudo. De
um modo geral, com base nos dados da literatura recente, o coelho € um modelo comumente
utilizado e clinicamente previsivel para estudos de farmacocinética apds administracdo de um
farmaco por via intravitrea, uma vez que tanto o volume de distribuicdo intravitrea como 0s
valores de depuracdo diferem apenas moderadamente entre o coelho e o ser humano (DEL
AMO, et al., 2017). Comparando os estudos realizados por (DEL AMO et al., 2015) sobre a
farmacocinética ap6s administracdo intravitrea em coelhos e em humanos ndo foram
evidenciadas diferencas nos principais parametros farmacocinéticos analisados (clearence e

volume de distribuicéo).

Neste estudo, portanto, a farmacocinética foi determinada em olhos de coelhos. A Figura 14
apresenta a concentracdo média de SRL liberada a partir de implantes biodegradaveis de
PLGA no humor vitreo de coelhos durante 8 semanas. A analise do perfil farmacocinético
mostra uma liberacdo prolongada do SRL por até oito semanas apds a administracdo do
implante. Os parametros farmacocinéticos concentracdo méaxima (Cméax), tempo maximo
(Tmax) e éarea sob a curva (ASC) foram determinados a partir da anélise dos dados plotados
na Figura 14. A Cmax do SRL liberada pelo implante (199,8 + 36,9 ng/mL) ocorreu em

quatro semanas.
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Figura 14 - Concentracdo de SRL liberada a partir dos implantes
inseridos na cavidade vitrea de olhos de coelhos durante oito semanas
(médias £ DP, n=6).
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Tendo em vista os sistemas atualmente disponiveis e estudados para a liberacdo prolongada de
SRL, que demonstraram liberacdo constante do farmaco em concentracdes inferiores a 5,2
ng/mL (LANCE et al., 2015), o presente trabalho apresenta uma alternativa promissora para a
liberacdo intravitrea do farmaco por até 8 semanas. O implante de SRL-PLGA apresentou
uma liberacdo sustentada durante as primeiras 4 semanas. Neste ponto, um burst de liberacdo
foi observado provavelmente devido as caracteristicas da matriz polimérica. Para 0s sistemas
a base de PLGA, observa-se geralmente uma difusdo inicial do farmaco através de poros e
canais; e entdo, um burst de liberacdo é observado devido a degradacdo da matriz polimérica
que facilita a liberacdo do farmaco. Este perfil de liberacdo também foi observado em
trabalhos anteriores do nosso grupo (FIALHO et al., 2013; SOUZA et al., 2014;
FERNANDES-CUNHA et al., 2015). Embora a concentragdo de SRL necessaria para o
controle da uveite ainda seja desconhecida, um perfil de liberacéo sustentada é desejavel, uma

vez que mantém os niveis de farmaco intravitreo constantes por um periodo prolongado.

A degradacdo do PLGA in vivo pode ocorrer por erosao e por clivagem da cadeia polimérica
por hidrolise, liberando os &cidos latico e glicolico. Estes acidos sdo metabolitos naturais do
corpo que sao eliminados pelo ciclo de Krebs na forma de diéxido de carbono e agua. A

biocompatibilidade de implantes de PLGA intravitreo & amplamente descrita na literatura,
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apesar do carater &cido de seus produtos de degradacao (FIALHO; CUNHA, 2007; SOUZA et
al., 2014). O tempo (meses) de degradagdo aproximada do PLGA 75:25, polimero utilizado
neste estudo, é de 2 a 4 meses. Quanto maior a proporcdo de &cido latico, maior a
hidrofobicidade do copolimero, uma vez que absorve menos agua e leva a uma menor taxa de
degradacédo (FIALHO et al., 2003; KUNO; FUJII, 2011; KANG-MIELER et al., 2014).

Em 2009, o FDA aprovou o implante biodegradavel para administracdo de dexametasona no
segmento posterior do olho, Ozurdex® (Allergan, Inc, Irvine, CA), usado para tratar o edema
macular associado a ocluséo da veia da retina. Este sistema € uma forma cilindrica baseada
em PLGA e fornece concentracdo terapéutica de dexametasona durante 6 meses (HALLER et
al., 2011; KLAMANN et al., 2017). O implante desenvolvido neste trabalho se assemelha ao

Ozurdex® tanto em sua forma, quanto ao seu perfil de liberagdo.
2.2  Avaliacdo clinica

A Figura 15 mostra imagens do implante SRL-PLGA na cavidade vitrea imediatamente apds
a administracdo (Figura 15A), apds 3 (Figura 15B) e 6 semanas (Figura 15C). Como pode
ser observado, os implantes se encontram proximo ao local onde foram inseridos causando, o
gue demonstra auséncia ou apenas discreta mobilidade dos implantes na cavidade vitrea.
Observou-se que o implante mudou de formato e ficou mais curto e mais fino durante o
estudo (Figura 15C). Analisando as Figura 15B e C, podemos observar a auséncia de

inflamag&o, hemorragia e sinais clinicos macroscopicos de toxicidade retiniana.

A andlise dos dados plotados na Figura 15D mostra que ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre a PIO antes da inser¢do dos implantes e nem durante as
oito semanas de estudo (17,7 + 1,8 e 17,2 + 1,2 mmHg, respectivamente). De acordo com Zou
e colaboradores (2011) a PIO é um importante parametro para avaliacdo da
biocompatibilidade do sistema, pois uma alteragdo significativa da mesma pode ser, por

exemplo, resultado de um processo inflamatério.
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Figura 15- Fotografias mostrando o implante no vitreo imediatamente ap6s a inser¢éo (A), fundo de
olho na terceira semana (B) e na sexta semana (C) apds administracédo de implantes. Valores de presséo
intra-ocular (P10) apds implante do dispositivo SRL-PLGA (D) (p <0,05; n =4 + SD). As setas destacam o
implante de SRL-PLGA
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No estudo in vivo realizado ndo foi observado nenhum caso de opacidade corneana,
hemorragia vitrea, neovascularizacdo, descolamento de retina e atrofia do nervo éptico nos
olhos que receberam os implantes durante o acompanhamento clinico, 8 semanas apds a
insercdo. Cabe destacar que em nosso estudo néo foi observado movimentagdo do implante, o
que poderia ocasionar comprometimento da visdo. E de fundamental importancia avaliar se o
mesmo comportamento ocorre em olhos acometidos por uveite, onde o vitreo pode apresentar

perda de viscosidade devido ao processo inflamatorio.

Durante as oito semanas de avaliacdo foram observadas apenas alteracdes discretas no olho de
dois animais, demonstrando que o implante foi bem tolerado pelos olhos de coelhos
saudaveis. Em um olho do grupo que recebeu o implante de SRL-PLGA foi observada
hiperemia moderada, arrasamento da camara anterior, secre¢d0 mucopurulenta leve e

hemorragia discreta na iris com resolucdo espontanea ap0s duas semanas. Outro olho que
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também recebeu o implante contendo o farmaco apresentou hiperemia da conjuntiva e
secrecdo discreta na terceira semana sem outros sinais oculares importantes. Nenhum destes
animais foi removido do estudo, pois provavelmente estas alteracfes ocorreram devido ao
processo de administracdo dos implantes, uma vez que ndo foram observadas alteracdes

significativas na oftalmoscopia indireta durante todo o tempo de estudo.
2.3  Estudo funcional da retina por eletrorretinograma de campo total (ERG)

A avaliacdo da toxicidade causada pela administracdo de SRL a partir de um dispositivo de
liberacdo prolongada é crucial para seu uso seguro. A seguranca de varios dispositivos de
administracdo intravitrea de farmacos tem sido avaliada utilizando eletrorretinografia (ERG),
pois 0s parametros obtido por este exame podem ser combinados de diferentes maneiras, a
partir dos quais € possivel obter informacGes complementares da funcdo das camadas de
células da retina. Existem relatos na literatura de estudos que avaliaram a seguranca e
biocompatibilidade de sistemas de liberacdo de farmacos lipofilicos usando ERG, tais como
ciclosporina, dexametasona, triamcinolona, 2-metoxiestradiol e talidomida (ROBINSON et
al., 2002; FIALHO et al., 2006, 2013; OLIVEIRA et al., 2012; ALMEIDA, et al., 2015). Ndo
existem relatos na literatura da avaliacdo da toxicidade de implantes de liberagdo prolongada
SRL-PLGA usando uma técnica ndo invasiva como a ERG.

O estudo funcional da retina e a pesquisa por possiveis alteracdes decorrentes da insercao dos
implantes com e sem SRL foi realizado por ERG antes e ap6s 24 horas, 1, 4, 6 e 8 semanas de
implantacdo. As variaveis analisadas foram a amplitude e tempo implicito da onda-a e da
onda-b (AAmp, Almp, BAmp e BImp, respectivamente) nas condi¢Ges escotdpicas (0,01; 3,0
e 10 cd.s/m?), fotopica e flicker. Também foram analisadas a relacdo amplitude onda-b/
amplitude onda-a na condicdo escotopica.

Quando adaptado ao escuro, 0 ERG gera uma onda-a que € obtida principalmente a partir da
resposta combinada méxima e reflete a fungdo dos fotorreceptores. Fisiologicamente, a onda-a
corresponde & hiperpolarizacdo dos fotorreceptores devido ao fechamento dos canais de sodio
ao longo da membrana plasmatica do segmento externo e o sinal processado pelo ERG se
apresenta como uma deflexdo negativa, seguida por uma onda positiva, a onda-b, que resulta
do fluxo de corrente ao longo das células de Miller em resposta a concentracdes aumentadas
de ions de potassio extracelular. Esse processo € altamente dependente das células bipolares

dentro da camada nuclear interna. Além disso, podem ser observados potenciais oscilatorios
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(POs) que ainda ndo possuem origens bem definidas, mas € essencial considerar sua presenca

ou auséncia, bem como a sua morfologia (RONG et al., 2014).

Para avaliar o impacto do implante intravitreo de SRL-PLGA na funcéo retiniana, a amplitude
de ondas a e b ou respostas de tempo implicitas em condicBes de luz e escuro foram
analisadas separadamente, de acordo com as recomendacGes da ISCEV. No primeiro
momento, foi observada a resposta aos estimulos luminosos em animais adaptados ao escuro.
Na intensidade luminosa de 0,01 cd.s/m? desencadeia a resposta de bastonetes advinda das
células bipolares gerando uma onda positiva (onda b), com o aumento da intensidade
luminosa para 3 cd.s/m2 obtém-se a resposta combinada das células fotorreceptoras, cones e
bastonetes, que corresponde a uma onda negativa (onda-a), seguida pela excitacdo das céelulas
bipolares originando uma onda positiva (onda-b), com o estimulo de 10 cd.s/m? é possivel
observar um aumento da onda-a, reflexo da atividade dos fotorreceptores, como mostrado na
Tabela 6. A medida da amplitude dessas ondas e do tempo implicito nos diferentes estimulos
luminosos é um indicativo da integridade dessas células. Em seguida, a resposta dos cones ao
flash dnico (3,0 cd.s/m?) e flicker 30 de Hz foi analisado em animais adaptados a luz,

conforme mostrado na Tabela 7.
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De acordo com as respostas ERG adaptadas ao escuro, apds 4 semanas de administracdo de
implantes, observamos um pequeno aumento, menor que 30%, mas estatisticamente
significativo, nas respostas de dois animais que receberam os implantes de SRL-PLGA
qguando comparado ao controle. No entanto, essas alteracdes foram transitérias, sem
relevancia clinica e ap6s 6 semanas ndo foram observadas diferencas significativas. Supomos
que esse aumento tenha sido momenténeo e relacionado ao burst de liberacdo do farmaco
naquele momento, o que ndo causou nenhum dano permanente para os olhos desses animais,
uma vez que a analise ap6s esse periodo mostrou que os parametros do ERG retornaram aos
valores normais. A Figura 16 apresenta exemplos de respostas escotopicas obtidas do ERG
antes e ap0s 24h, 1, 4, 6 e 8 semanas da insercdo do implante, com emprego de intensidades
luminosas variando de 0,01; 3,0 e 10,0 cd.s/m2. A resposta obtida a partir dos olhos que
receberam o implante de PLGA esta representada como linha cinza continua, implantes SRL-

PLGA como linha cinza pontilhada e olhos controles como linha preta.

A Figura 17 apresenta os graficos de ERG correspondentes as respostas fotdpicas obtidas
antes e apoOs 24 horas, 1, 4, 6 e 8 semanas da insercdo do implante para as intensidades
luminosas de 3,0 cd.s/m? (Figura 17A) e flicker (Figura 17B). As respostas obtidas para os
animais que receberam o dispositivo contendo o farmaco (linha cinza tracejada), ndo
apresentaram diferenca significativa quando comparado aos olhos que ndo receberam

nenhuma intervencéo (linha preta).

Quando adaptado a condicéo fotopica com um estimulo de luz branca Unico pode-se avaliar
principalmente a funcdo dos cones, apesar dos bastonetes apresentarem uma pequena
participacdo. Para avaliacdo exclusiva da resposta de cones, adaptando-se a condicao fotopica
0 paciente/animal pode ser submetido a flashes luminosos repetidos superiores a 25 Hz
(usualmente 30 Hz), o que € chamado de flicker (DAMICO et al., 2012; ODOM et al., 2016).
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Figura 16 - Graficos representativos da resposta escotopica obtida do ERG ap6s a administragdo de
implantes de PLGA (linha cinza continua), implantes SRL-PLGA (linha cinza tracejada) e olho de
controle ndo tratado (linha preta) antes e ap6s 24 horas, 1, 4, 6 e 8 semanas da inser¢do dos implantes.
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Figura 17 - Graficos correspondentes as respostas fotopicas obtida do ERG apds a administracdo de
implantes de PLGA (linha cinza continua), implantes SRL-PLGA (linha cinza tracejada) e olho de
controle ndo tratado (linha preta) antes e ap6s 24 horas, 1, 4, 6 e 8 semanas da insercdo dos implantes.
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A amplitude média da onda-b dos animais adaptados ao escuro foi analisada em funcdo do
logaritmo da intensidade luminosa usando a equagdo de Naka-Rushton. Na Figura 18 sé&o
apresentadas curvas referentes aos animais apds administracdo de implantes de PLGA (coluna
esquerda) ou SRL-PLGA (coluna direita) e os respectivos olhos controle, nos intervalos de 24
horas, 1, 4, 6 e 8 semanas. A partir equacdo de Naka-Rushton foram obtidos os parametros de
saturacdo média da onda-b (Vmax) € logaritmo da constante de semi-saturacdo (k) em
diferentes tempos na condicao escotopica, estes resultados sdo mostrados na Figura 19. Os
olhos que receberam implante de SRL-PLGA néo apresentaram valores diferentes do olho
contralateral controle para esses parametros durante o periodo avaliado. O mesmo foi

observado para os animais que receberam o implante de PLGA.

A correlacdo entre as amplitudes da onda-a e onda-b sob condigéo escotdpica e intensidade
luminosa de 30 cd.s/m? foi avaliada para o grupo que recebeu o implante de PLGA e aquele

que recebeu o implante de SRL-PLGA durante as oito semanas do estudo, esses dados sdo
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Figura 18 - Curvas da amplitude da onda-b versus log da intensidade luminosa dos olhos de coelhos
albinos ap6s administracédo de implantes de PLGA (coluna esquerda) ou SRL-PLGA (coluna direita) e os
respectivos olhos controle, nos intervalos de 24 horas, 1, 4, 6 e 8 semanas.

>

Amplitude (mv) Amplitude (pv) Amplitude (pv)
\.
1 ]
L]

Amplitude (mv)

Amplitude (pv)

250

200

150

100

50

I = N N
o o o a
=) o =) =)

@
=)

I N N
o o o
o =) =)

3

-
o
=)

50

N
@
o

N
o
o

-
15
o

-
o
o

50

N
@
=)

N
o
=)

-
5
o

I
o
o

@
o

24 horas

®0Olho controle PLGA
Implante PLGA

-3.0 -2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

1semana

®Olho controle PLGA
Implante PLGA

«—3

-3.0 -2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

4 semanas

®Olho controle PLGA
Implante PLGA

-3.0 -2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

6 semanas

®Olho controle PLGA
Implante PLGA

|

Amplitude (gv)

-3.0 -2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

8 semanas

®Olho controle PLGA
Implante PLGA

-3.0 -2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Log Intensidade
luminosa (cd.m/s?)

Amplitude (gv) Amplitude (gv)

Amplitude (mv)

Amplitude (gv)

150

50

200

150

50

250

100

50

150

50

200

50

24 horas

®Olho controle SRL-PLGA
Implante SRL-PLGA

-3.0 -25 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

1 semana

®O0lho controle SRL-PLGA
Implante SRL-P1#G A

-3.0 -25 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

4 semanas

®O0lho controle SRL-PLGA
Implante SRL-PLGA

4

-3.0 -25 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

6 semanas

®Olho controle SRL-PLGA
Implante SRL-PLGA

-3.0 -2.5 -2.0 -1.56 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

8 semanas

®Olho controle SRL-PLGA
Implante SRL-PLGA

-3.0 -25 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Log Intensidade
luminosa (cd.m/s?)



CAPITULO Il - RESULTADOS E DISCUSSAO |90

apresentados na Figura 20. Durante o periodo avaliado ndo foram observadas alteracdes
significativas na razdo BAmp/AAmp, o que nos permite sugerir a integridade funcional da
retina externa apos a insercdo dos implantes. Como ja descrito, a onda-a € decorrente da
resposta dos fotorreceptores ao estimulo luminoso e a onda-b das células de Miller e das
células bipolares, sendo que a razdo BAmp/AAmp reflete a integridade funcional dessas
células, bem como a transmissdo de sinal entre elas. Uma alteracdo na razdo BAmp/AAmp é
caracteristica de uma lesdo nas células bipolares ou na transmissdo sinaptica. JA quando
ocorre diminuicdo apenas na amplitude da onda-b devido a uma lesédo nos fotorreceptores, a
razdo BAmp/AAmp permanece inalterada (DAMICO et al., 2012; ODOM et al., 2016).

Figura 19- Parametros obtidos a partir da equagio de Naka-Rushton em diferentes tempos (adaptados

ao escuro). Diferenca de amplitude de saturacdo média da onda b (Vméx) (A). Diferenca media do log da
constante de semi-saturacéo (k) da onda b (B) (p< 0,05).
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Figura 20 - Razdo entre BAmp/AAmp em olhos que receberam o implante PLGA ou implante SRL-
PLGA e o olho controle néo tratado (esquerdo) em diferentes tempos (escotdpico, estimulo de 30 cd.s/m?)
(p< 0,05).
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Os resultados do ERG sugerem que a administracdo intravitrea de implantes de SRL-PLGA
ndo causaram alteracdo funcional permanente na retina de coelhos durante um periodo de 8
semanas de acompanhamento. Embora tenha sido encontrada diferenca estatistica
significativa entre os implantes de PLGA e SRL-PLGA para as respostas escotopica e
fotopica do ERG apo6s a administracdo dos implantes desenvolvidos, estes foram inferiores a
30% para as amplitudes das ondas a e b, 0o que ndo é considerado clinicamente relevante
(KIVILCIM et al., 2007; PETERS et al., 2017). Estas diferencas ndo foram persistentes e ndo
causaram dano funcional irreversivel a retina, pois nenhuma alteracdo significativa foi

encontrada 8 semanas apds a aplicacao intravitrea dos implantes.

Além disso, ndo foi demonstrada diferenca significativa nos parametros obtidos pela equacgéo
de Naka-Rushton (Vmsx € k) quando comparados os olhos controle com aqueles que
receberam implantes PLGA ou SRL-PLGA. A razdo BAmp/AAmp representa a integridade
funcional para as células, a transmissdo de sinal entre eles. Durante o periodo avaliado, ndo
foram observadas diferenca estatistica significativa na razdo média Bamp/AAmp, o que
permite sugerir que a integridade funcional da retina externa apés a insercdo dos implantes foi
mantida (DAMICO et al., 2012; ODOM et al., 2016). Este é um achado importante que
confirma que ndo houve comprometimento funcional irreversivel nos olhos dos coelhos

avaliados.

Existem poucos estudos que analisaram a toxicidade do SRL intravitreo com emprego de
ERG e os encontrados também demonstraram auséncia de alteragdes nas estruturas oculares a

partir da aplicacdo desses sistemas.

Douglas e colaboradores (2008), avaliaram a toxicidade e biodistribui¢cdo do SRL (5 ou 10
mg) ap6s administragdo por via subconjuntival e intravitrea em cavalos. Os exames ERG
foram realizados antes e apés 1, 7, 14 e 21 dias ap6s administracdo. N&do foi evidenciada

diferenca estatistica significativa para as amplitudes das ondas a e b.

Manzano e colaboradores (2009) avaliaram a toxicidade retiniana de SRL (20 ug, 50 ug, 200
pg e 1000 pg) em coelhos albinos. Segundo os autores, ndo foram observadas alteragdes
clinicas ou histologicas nas concentragdes avaliadas. No entanto, apenas a dosagem de 20 pg
ndo apresentou reducédo da resposta escotopica.

Nieto e colaboradores (2015) avaliaram a toxicidade de microparticulas de silica porosa
contendo SRL administradas por injecdo intravitrea em coelhos pigmentados por ERG. O



CAPITULO Il - RESULTADOS E DISCUSSAO |92

presente estudo demonstrou que a liberacdo prolongada de SRL no vitreo a partir do sistema

desenvolvido n&o alterou a funcéo retiniana.
2.4 Avaliacdo histoldgica

A avaliagdo histoldgica foi realizada comparando-se o olho que recebeu o implante de PLGA,
SRL-PLGA com o olho que ndo recebeu nenhuma intervengdo. Os cortes histoldgicos dos
olhos que receberam os implantes de PLGA ou SRL-PLGA e aqueles que ndo receberam
nenhum tratamento podem ser observados na Figura 21. Nao foram evidenciados sinais de
toxicidade retiniana ou infiltragdo de células inflamatdrias. Consistente com os dados
funcionais obtidos pelo ERG, nenhuma anormalidade estrutural foi observada, apds 8
semanas, por microscopia de luz e a estrutura normal da retina foi preservada em olhos que
receberam o implante intravitreo de SRL. A fim de confirmar a integridade estrutural da
retina, as areas das camada nuclear externa (ONL), camada nuclear interna (INL) e retina total
foram medidas (Figura 21G). A média (£ DP) ndo apresentou diferenca significativa entre os

olhos que receberam implantes e aqueles que ndo receberam.

A retina dos olhos tratados com implantes PLGA e SRL-PLGA mostrou uma estrutura normal
em camadas e semelhante a retina dos olhos de controle dos mesmos coelhos. Portanto, a
auséncia de células inflamatérias e a preservacdo de caracteristicas histologicas podem
confirmar a integridade da retina. A combinacdo da avaliacdo eletrofisiologica e
histopatolégica é uma ferramenta importante no estudo da toxicidade retiniana apos

administracdo intravitrea de farmacos.
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Figura 21 - Fotomicrografias da retina de olhos de coelhos 8 semanas apGs a inser¢do do implante
intravitreo de PLGA (C e D) ou SRL-PLGA (E e F) em comparagao com o olho controle néo tratado
(esquerdo) olho (A e B). Gréfico de barras representa a média + desvio padrdo da area em pixels retina
total da retina, da camada nuclear externa (ONL) e camada nuclear interna (INL) (G) (n=4). GCL -
camada ganglionar.
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3 CONCLUSAO

Tendo em vista os sistemas de liberacdo atualmente disponiveis e estudados para a liberacao
prolongada de SRL, o presente trabalho apresenta uma alternativa promissora para a liberacéo

intravitrea do farmaco por até 8 semanas.

Os resultados obtidos neste capitulo indicam que a administracdo intravitrea de implantes
SRL-PLGA ndo causou alteracdes funcionais na retina dos coelhos, o que foi confirmado
pelos achados clinicos da oftalmoscopia binocular indireta, exames eletroretinograficos e
histologia durante 8 semanas de avaliacdo. A combinacdo de exame eletrofisiologico e
avaliacdo histopatologica é uma ferramenta importante no estudo de toxicidade na retina apds

a administracdo intravitrea de um sistema de liberacdo de farmacos.
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CAPITULO III:

AVALIACAO DA EFICACIA ANTI-INFLAMATORIA DOS
IMPLANTES DE SRL-PLGA EM MODELO DE UVEITE
EXPERIMENTAL
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1. MATERIAL E METODOS

1.1. Material

BCG (Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin, Fundagdo Ataulpho de Paiva, Rio de
Janeiro, Brasil), Montanide ISA50 V2 (6leo mineral injetavel, Seppic, Franca), Cloreto de
sodio (Synth, Brasil), fosfato de sodio (Synth, Brasil), fosfato de sédio monobaésico (Synth,
Brasil), 4gua ultrapura, cloridrato de cetamina (Dopalen®, Ceva, Brasil), cloridrato de xilazina
(Anasedan®, Ceva, Brasil), Tiopental sédico (Thiopentax®, Cristéalia, Brasil), Cloridrato

proximetacaina (Anestalcon® - Alcon, EUA).
1.2. Equipamentos

Sistema de purificacdo de &gua Milli-Q® (Merck Millipore, EUA), balanca analitica
(Sartorious, Alemanha), agitador vértex (IKA, Alemanha), lampada de fenda (Kowa SL 15,
EUA), oftalmoscopio indireto (Heine Beta 200S, Heine, Alemanha), centrifuga (Thermo
Ficher Scientific, Heraeus Multifuge X1R) e leitor de microplacas (Biotek, ELx800).

1.3. Animais

Foram utilizados 12 coelhos fémeas, albinos, da raga Nova Zelandia, com peso entre 1,5 e 2,0
Kg, provenientes da Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa. Os animais foram
mantidos em pares nas gaiolas, em ambiente controlado com temperatura média de 25°C, ar
condicionado, exaustor de ar e com ciclos de claro/escuro de 12 horas. Ndo houve restricao de
agua e a alimentacdo foi racdo animal propria para a espécie. Os coelhos foram mantidos em
quarentena durante 2 semanas antes do inicio do experimento. Ao final do experimento 0s
coelhos foram eutanasiados com dose letal de tiopental sodico aplicado intravenoso na veia
marginal da orelha dos animais. O estudo foi aprovado pela comissdo de ética no uso de

animais da Fundagdo Ezequiel Dias, protocolo n°® 112/2017 (Anexo V).
1.4. Inducédo da uveite

A uveite foi induzida em coelhos usando o protocolo modificado de Cheng et al. (1995).
Inicialmente os animais foram pré-imunizados (Dia -14) com duas inje¢des (10 mg; 20
mg/mL) subcutédneas de BCG (Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin, Fundacéo
Ataulpho de Paiva, Rio de Janeiro, Brasil) suspensa em 500 uL Montanide ISA50 V2 (6leo

mineral injetvel, Seppic, Franca) no dorso, com intervalo de 1 semana cada. O sucesso da
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pré-imunizacdo foi confirmado ap6s uma semana das duas inje¢des (Dia 0) pela presenca de
um nédulo visivel na pele no local da injecdo (Figura 22). Os coelhos foram anestesiados
com uma injecdo intramuscular de 30mg/Kg de Cloridrato de Cetamina (Dopalen®, Sespo
Industria e Comeércio, Paulinia, Brasil), 4,0 mg/Kg de Cloridrato de Xilasina (Anasedan®,
Sespo Industria e Comércio, Paulinia, Brasil), e instilacdo topica de Cloridrato de Tetracaina
1% e Cloridrato de Fenilefrina 0,1% (Anestésico colirio®, Allergan). Apés 14 dias da primeira
pré-imunizacdo subcutanea, uma injecdo intravitrea de BCG suspenso em solucdo salina
estéril (50 pg; 1 pg/pL) foi administrada através da esclera temporal superior do olho direito
usando uma seringa com uma agulha de calibre 30-gauge, a 4 mm do limbo. Apds uma
semana 0s animais receberam nova injecdo intravitrea contendo BCG. Uma gota de solucéo
oftdlmica de tobramicina a 0,3% (Alcon Lab. USA) foi instilada no final do procedimento. O
olho esquerdo foi utilizado como controle do experimento. A Figura 23 mostra o fluxograma

do desenho experimental do estudo.

Figura 22 - Nédulo visivel no local da injeg&o
uma semana apos a segunda pré-imunizagéo

s

1.5. Tratamento experimental da uveite

No dia 1, os coelhos foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos de tratamento (n = 6 por
grupo); o grupo 1 foi tratado ap6s 1 dia da inducdo intravitrea da uveite com implante SRL-
PLGA no mesmo olho onde foi injetado o antigeno; o grupo 2 recebeu uma inje¢do de
solucdo salina estéril, sendo o grupo de controle para 0 UAE e o olho esquerdo de todos 0s
animais permaneceu sem intervencfes sendo utilizado como controle do experimento. Os
implantes de SRL-PLGA foram administrados por meio de um trocar de 25 G inserido através

da pars plana do olho no quadrante temporal.
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Figure 23 - Fluxograma para descrever o desenho do estudo. Todos os coelhos foram pré-imunizados
com duas injec¢Bes subcutaneas do antigeno BCG nos dias -14 e -7. A uveite foi induzida 1 dia antes do
tratamento por uma injecdo intravitrea unilateral do antigeno BCG. As observacdes clinicas foram
realizadas nos dias 7, 28 e 35. Os coelhos foram eutanasiados no dia 35 para analises histologicas e
marcadores inflamatérios.
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1.6. Avaliacdo clinica

O score clinico da uveite com e sem tratamento foi realizado por dois oftalmologistas de
modo aleat6rio nos dias 7, 28 e 35, por biomicroscopia de ldmpada de fenda e oftalmoscopia
binocular indireta. A gravidade clinica da uveite foi classificada de 0 a 4, onde 0 indicou
auséncia de inflamacdo e 4 inflamacdo severa. Foram avaliados e graduados 0s seguintes
parametros: hiperemia conjuntival, congestdo de vasos na iris, presenca de células, flare,
membranas de fibrina, sinéquias e formacéo de catarata e haze (opacidade) vitreo, membranas
inflamatorias, hiperemia do disco Optico, descolamento de retina e hemorragia retiniana no
segmento posterior, como descrito na literatura (NUSSENBLAT et al., 1985; THE
STANDARDIZATION OF UVEITIS NOMENCLATURE (SUN) WORKING GROUP,
2005).

1.7. Avaliacdo histopatologica

A resposta inflamatoria e a eficacia do tratamento foram avaliadas no final do experimento
(apos 35 dias) por analise histopatoldgica. A preparacdo do tecido foi realizada da mesma
forma como descrito no item 1.6 do Capitulo Il, a fim de avaliar a morfologia de tecidos

oculares, presenca de infiltrado de células inflamatérias e hemorragia.
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1.8. Quantificacao de proteinas no humor aquoso e humor vitreo

Com o objetivo de avaliar indiretamente a integridade das barreiras hemato-aquosa (BHA) e
hemato-retiniana (BHR), importantes na progressdo da uveite, foi realizada a dosagem de
proteinas no humor aquoso e humor vitreo de coelhos ao final do experimento conforme a
metodologia proposta por Lowry et al. (1951). 50 pL de cada amostra foram transferidos para
outro eppendorf devidamente identificado, adicionou-se 200 pL do reagente A (CuSOy,
tartarato de sodio e Na,COs, na proporcdo de 1:1:100, respectivamente). Em seguida 25 pL
do reagente B (Reagente de Folin diluido em &agua deionizada na proporcdo 1:2) foram
colocados em cada eppendorf, seguidos de agitacdo em voértex. ApoOs trinta minutos de
repouso a temperatura ambiente, 200 puL de cada amostra foi adicionado, em duplicata, em
microplacas. A absorbancia foi lida a 660 nm (Varioskan Flash, Thermo). Utilizou-se a média

dos valores obtidos em cada duplicata para determinacdo da concentracao de proteinas.
1.9. Anadlise de infiltrados celulares por quantificacao das enzimas MPO e NAG

A avaliacéo do infiltrado inflamatdrio ocular consistiu na medida indireta da atividade das
enzimas mieloperoxidase (MPO) e n-acetilglicosaminidase (NAG), presentes nos neutrofilos
e macrofagos, respectivamente. O humor aquoso e humor vitreo coletados (50 pL de cada)
foram homogeneizados com NaCl (0,2%, p/v) e depois adicionado NaCl a 1,6% gelado
acrescido de 5% de glicose. As amostras foram rapidamente homogeneizadas, divididas
igualmente nos ensaios NAG e MPO, e centrifugadas a 10.000 RPM (5000g) durante 10
minutos a 4°C. Depois de processar 0 humor aquoso e humor vitreo, o sobrenadante restante

foi descartado.

A fim de avaliar a extensdo do acimulo de neutréfilos em humor vitreo e humor aquoso de
coelho com uveite tratados ou ndo com implante de SRL-PLGA, a atividade da MPO foi
quantificada. Para o ensaio de MPO, metade do sedimento resultante de cada amostra foi
ressuspenso em tampdo NazPO, (0,05 M, pH 5,4) contendo 0,5% (p/v) de brometo de
hexadeciltrimetilamonio, seguido de trés ciclos de congelamento-descongelamento utilizando
nitrogénio liquido e centrifugado a 10.000 RPM (5000g) por 15 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi plaqueado em triplicata em placa de 96 pogos. Apds, foi adicionado
substrato de 3,3', 5,5'-tetrametilbenzidina (TMB; 3,8 mg/mL diluido em DMSOQ) e a placa foi
incubada a 37°C por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se H,O, (0,002%, v/v) e as amostras
foram novamente incubadas a 37°C durante 5 minutos. A incubacdo, a reacdo foi
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interrompida pela adigdo de 100 pL de H3SO4 (1M). A leitura da absorbancia foi a 450 nm.
Os resultados foram expressos como a média dos valores obtidos em cada triplicata para

determinar a atividade da enzima.

A enzima lisossomal N-acetil-b-D-glicosaminidase (NAG) esta presente em altos niveis em
macrofagos ativados. Assim, para avaliar o infiltrado de células mononucleares no humor
vitreo e humor aquoso de coelho com uveite tratados ou ndo com implante de SRL-PLGA o0s
niveis desta enzima foram medidos. Para quantificacdo indireta da atividade NAG em
macrofagos, a outra metade do pellet inicialmente obtido foi homogeneizada em solucéo de
NaCl (0,9%, p/v) com adicdo de Triton X-100 (0,1%, v/v; Sigma-Aldrich, Brasil) e
centrifugada a 10.000 RPM (5000g) por 10 min a 4 °C. Os niveis de NAG foram
quantificados utilizando um ensaio colorimétrico de acordo com as recomendacbes do
fabricante (Kit de Ensaio de Atividade de p-N-acetilglucosaminidase, Sigma-Aldrich). O
sobrenadante foi plaqueado em triplicata em placa de 96 pocos e incubado durante 10 min
com 100 pL de p-nitrofenil-N-acetil-b-glucosaminida (2,24 mM; Sigma-Aldrich, Brasil)
preparado em tampao citrato/fosfato de sédio (0,1 M acido citrico, Na,HPO, 0,1 M, pH 4,5).
Em seguida, foram adicionados 100 pL de tampdo de glicina 0,2 M (pH 10,6) para
interromper a reacdo e a hidrolise do substrato foi determinada medindo a absorbéncia usando
um espectrofotdmetro ajustado a 405 nm. A média dos valores obtidos em cada triplicata foi

usada para determinar a atividade da enzima.

1.10. Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos em funcdo da média + desvio padrdo. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA). Os dados foram avaliados através de analise de variancia paramétrica One-Way
ANOVA seguida de pos-teste de Bonferroni. p<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1. Avaliacéo clinica da uveite

A inflamacdo ocular é medida e graduada atualmente por exames clinicos utilizando
biomicroscopia de lampada de fenda, oftalmoscopia binocular indireta e a escala SUN. Essa
abordagem é considerada o padrdo ouro para o diagndstico clinico, em que a amostragem de
tecidos oculares ndo pode ser facilmente obtida (EDMOND et al., 2016).

O score inflamatorio total, score do segmento anterior, células no segmento anterior e haze
vitreo durante o periodo do estudo sdo apresentados na Figura 24. O score inflamatorio total
(Figura 24A) foi significativamente menor nos animais que receberam o tratamento SRL-
PLGA implante nos dias 7, 28 e 35. Uma semana ap0s o0 inicio do tratamento e logo antes de
uma segunda inducdo intravitrea, que simula uma inflamacédo crénica com exacerbacdes (Dia
7), 0s animais tratados apresentaram reducdo significativa da resposta inflamatoéria (grupo
controle UAE: 14,10 versus grupo tratamento: 7,42; p= 0,0004). Apo6s 28 dias 0 grupo
controle UAE apresentou score total de 15,10 e o grupo tratamento 8,33 (p= 0,0004). Ao final
do experimento grupo controle UAE apresentou score total de 14,40 e o grupo tratamento
6,75 (p< 0,0001). Além disso, foi observado edema do disco Optico, densas membranas
inflamatorias, hemorragia e descolamento de retina nos animais néo tratados apés 35 dias do

inicio do tratamento.

A Figura 24B mostra a mudanca nos scores inflamatdrios do segmento anterior em relacédo a
méaxima inflamacéo que foi observada no dia 7, onde o grupo tratado apresentou diminuicao
significativa do score (p= 0,0002). Os sinais clinicos de inflamacdo no segmento anterior
foram discretos em todos os animais apos 28 e 35 dias da inducdo da uveite, o que dificulta a
observacao de diferencas significativas entre o grupo controle e o grupo tratamento utilizando
lampada de fenda. No entanto, durante todo o experimento o score inflamatério do segmento
anterior do grupo tratado foi menor do que 5,2; enquanto que para controle UAE esses valores
foram superiores a 7,8. Assim como observado por outros autores utilizando metodologia
semelhante, a inflamacéo ocorreu mais significativamente no segmento posterior do que no
segmento anterior, provavelmente devido & administracdo do antigeno neste local
(PAPANGKORN et al., 2017).
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O mesmo padréo foi observado para as células no segmento anterior (Figura 24C), onde ap0s
7 dias da indugdo ocorreu o pico maximo da inflamacéo, com intensa presenca de células na
camara anterior no grupo controle UAE (score superior a 3) e presenca moderada de células
para o grupo tratado (score inferior a 2) durante o periodo avaliado. Os resultados encontrados
neste trabalho para a inflamag&o no segmento anterior s&o semelhantes aos descritos por Jaffe
e colaboradores (1998) que avaliaram a eficdcia dos implantes contendo ciclosporina usando
um modelo de uveite experimental semelhante ao deste estudo. No trabalho mencionado o
pico da inflamacdo no segmento anterior acontece entre o primeiro e o terceiro dia apos a
primeira injecdo do antigeno com posterior redugdo. Para simular a inflamacéo cronica os

animais foram novamente desafiados com antigeno no dia 15.

O haze vitreo representa a turvacdo do humor vitreo observada na oftalmoscopia, que é
resultante da presenca de células inflamatorias, glébulos vermelhos, proteinas e outras células
que pode ocorrer durante o processo inflamatério, causando um grau variavel de opacidade
vitrea. No dia 7 os animais tratados apresentaram reducdo significativa do haze vitreo (grupo
controle UAE: 2,9 versus grupo tratamento: 1,1; p= 0,0090). Apos 28 dias o grupo controle
UAE apresentou haze de 3,2 e o grupo tratamento 2,0 (p= 0,0013). Apos 35 dias da inducéo
da uveite trés dos seis animais tratados apresentaram haze vitreo leve, com score inferior a
0,9; significativamente menor do que o grupo controle UAE, onde todos os animais
apresentaram haze vitreo intenso (score médio > 2,6) (Figura 24D). A opacidade no vitreo é
um importante achado no exame oftalmoldgico que contribui na avaliacdo da gravidade da
doenca. Assim como descrito em outros trabalhos na literatura, o vitreo permaneceu opaco em
todos os olhos ndo tratados até o final do experimento, enquanto que nos olhos que receberam
tratamento essa opacidade foi diminuida (CHENG et al., 1995; PAPANGKORN et al., 2017)

As fotografias obtidas com a lampada de fenda estdo dispostas na Figura 25. Pode-se
observar que o grupo controle UAE apresenta uma congestdo iriana e hiperemia conjuntival
mais intensa, células na camara anterior e flare quando comparado aos animais tratados com
implante de SRL-PLGA. Além disso, € possivel observar sinéquia (asterisco vermelho) no

grupo néo tratado.



CAPITULO III-RESULTADOS E DISCUSSAO |103

Figura 24 - Resposta clinica dos animais com uveite ao tratamento com o implante de SRL-PLGA
comparado aos animais ndo tratados. Os valores representam os score clinico total (A); score segmento
anterior (B); células no segmento anterior (C) e score do haze vitreo (D) apés 7, 28 e 35 dias da inducdo da
uveite. Barras de erro representam médiatSD. (n=4) * p<0,05.
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Figura 25 - Fotografias representativas de animais saudaveis, ndo-tratados (Controle UAE) e tratados
com implante de SRL-PLGA apds 35 dias da inducdo da uveite. Setas pretas: flare e células na camara
anterior; ponta de seta preta: hiperemia conjuntival; seta vermelha: implante de SRL-PLGA, seta azul:

precipitados inflamatérios; asterisco: sinéquia.
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2.2 Avaliacédo histopatologica

A Figura 26 mostra as alteracdes histopatoldgicas causadas pela UAE nos olhos de coelhos
guando comparada aos olhos saudaveis e tratados com implante de SRL-PLGA ap0s 35 dias
da inducdo. Consistente com os achados clinicos a extensdo do infiltrado inflamatério foi
significativamente maior no grupo ndo tratado tanto para o corpo ciliar quanto para a retina
(Figura 26C e D, respectivamente). Estes resultados sugerem que grande quantidade de
células inflamatorias permaneceu na retina durante o periodo avaliado. Em contraste, o
infiltrado inflamatorio do grupo tratado foi menor no corpo ciliar e retina (Figura 26E e F,
respectivamente). Além disso, o grupo controle UAE apresentou parcial destruicdo da
camada de células fotorreceptoras e parcial perda dos segmentos externos nesses animais
guando comparados aos animais tratados com implante de SRL-PLGA (Figura 26D e F,

respectivamente).

Em nosso estudo observamos que, uma semana apOs a inducdo da UAE, os coelhos
apresentaram alteragbes mais severas no segmento anterior nos animais nédo tratados com o
implante, como: miose, sinéquias, hiperemia conjuntival, congestdo iriana, células na camara
anterior aumento dos vasos sanguineos e aumento da permeabilidade vascular devido ao
processo inflamatério. Devido a alteracdo da permeabilidade vascular, é provavel que o SRL
liberado no segmento posterior tenha alcangado o segmento anterior. Por meio do exame
histopatologico foi possivel confirmar de forma mais precisa que o infiltrado de células
inflamatdrias no segmento anterior era maior no grupo controle UAE em relacdo ao grupo

tratado com os implantes.

Os resultados deste estudo sdo comparaveis a outros trabalhos anteriores que revelaram os
mesmos danos na retina durante uveite experimental, com alteraces, infiltrados inflamatérios
extensos e desorganizacdo de diferentes camadas da retina (CHENG et al., 1995; JAFFE et
al., 1998; LI et al., 2014; KHALILI et al., 2018). Alguns autores atribuem o0s danos nos
tecidos oculares & producdo de citocinas por células inflamatérias (MERIDA et al., 2015;
TOURI et al., 2018; GUO et al., 2019).

Embora a classificacdo da inflamacéo ocular por exames clinicos seja o padrdo ouro para o
diagnostico clinico da uveite, a precisdo em modelos animais é altamente dependente da

qualidade da amostra. Por isso a necessidade de técnicas complementares para um
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delineamento mais preciso da eficicia do sistema de liberagdo no tratamento efetivo da

doenca.

Figura 26 - Fotografias representativas de cortes histologicos de olhos saudaveis (A e B); ndo tratados
(C e D) e tratados com implante de SRL-PLGA (E e F) ap6s 35 dias da inducdo da uveite. Se¢des do corpo
ciliar (A, C e E) e retina (B, D e F). Podem ser observados infiltrados inflamatorios extensos nos animais
ndo tratados e pouca inflamacao ou infiltrados celular nos olhos tratados com implante SRL-PLGA. Setas

pretas: sinais de infiltrado inflamatdrio; asterisco: desorganizacdo das camadas da retina.
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2.3 Quantificacdo de proteinas no humor aquoso e humor vitreo

A integridade das barreiras BHA e BHR, a intensidade da inflamag&o intraocular induzida
pelo modelo de UAE e a eficicia do tratamento podem ser avaliadas indiretamente pela
medida da concentracdo de proteina no humor aquoso e humor vitreo, respectivamente
(ALAMI-MILANI et al., 2019). As concentracdes de proteinas no humor aquoso e humor
vitreo encontradas neste estudo vao de encontro com as observagdes clinicas e os achados
histopatolégicos entre olhos tratados e nao-tratados ao final do tempo avaliado (Figura 27).
Nos olhos tratados, os implantes de SRL-PLGA reduziram a concentracdo de proteina no
humor aquoso em comparacao com os olhos ndo tratados (p= 0,0046). A presenca de células e
proteinas no segmento anterior sdo parametros indicadores e quantificaveis da gravidade da
inflamacdo, bem como da integridade da BHA (BOLLIGER et al., 1980; RATAY et al.,
2017; YU et al., 2019). No presente estudo, os scores clinicos e de células no segmento
anterior, os achados histopatoldgicos e a quantificacdo de proteinas no humor aquoso, quando
analisados em conjunto, sugerem que os implantes de SRL-PLGA inibiram a quebra da BHA.
Figura 27 - Quantidade total de proteina presente no humor aquoso e humor vitreo ap6s 35 dias da

inducdo da uveite, quantificadas pelo método Lowry. *Representa diferenca estatistica do controle UAE e
# representa diferenca do controle saudavel (n=4; p<0,05)
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Da mesma forma que observado para a dosagem de proteinas do humor aquoso, nos olhos
tratados com implante de SRL-PLGA a concentracdo de proteinas no humor vitreo foi
significativamente menor que nos olhos nédo tratados (p= 0,0037). A extensdo dos danos na
BHR pode ser estimada diretamente usando angiografia com fluoresceina e fluorofotometria
do vitreo ou indiretamente usando exame clinico, ensaios de acimulo de proteina vitrea ou

subprodutos de inflamag&o e contagem de células inflamatérias (METRIKIN et al., 1995).
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Metrikin e colaboradores (1995) avaliaram o efeito de diferentes doses de endotoxina na
funcdo da BHR de coelhos pigmentados e observaram que para doses de 0,01pg a 500 pg de
antigeno as concentracOes de proteina produzidas no humor vitreo foram significativamente
maiores do que o grupo controle. Além disso, foi demonstrada correlacdo entre a
concentracdo de proteina no humor vitreo e o score clinico. Resultados semelhantes ao
descritos no estudo acima foram encontrados neste estudo, pois os sinais clinicos de flare,
haze e opacidade vitrea foram maiores nos animais controle UAE, bem como a concentracao
de proteinas no humor vitreo em relacdo aos animais que receberam os implantes de SRL-

PLGA ap6s 35 dias da inducéo da uveite.
2.4 Andlise de infiltrados celulares por quantificacdo das enzimas MPO e NAG

A UAE é um modelo animal que mimetiza as caracteristicas clinicas e histopatologicas da
doenca humana, mediada por células T CD4", na qual células polimorfonucleares (PMN) e
mondcitos/macréfagos desempenham um importante papel como células efetoras da
inflamacéo intraocular (KERR et al., 2008; KEZIC; MCMENAMIN, 2010; GOLDBERG et
al., 2016). A quebra da barreira BHR leva a infiltracdo de células inflamatdrias nos segmento
anterior e posterior do olho, seguida de danos as células fotorreceptores (BOUSQUET et al.,
2012; KLAASSEN et al., 2013)

Para a analise do infiltrado de macréfagos no humor aquoso e humor vitreo, foi avaliada a
atividade da enzima NAG ap6s 35 dias da inducdo da uveite pela administracdo intravitrea do
BCG. Os macrofagos, tanto residentes quanto os infiltrados apdés a quebra da BHR,
desempenham papéis relevantes na uveite como efetores da imunidade inata e indutores da
imunidade adquirida. Os resultados mostram que a atividade da NAG no humor aquoso dos
animais tratados com implante de SRL-PLGA ndo foi diferente do grupo controle UAE
(Figura 28A). A atividade da NAG semelhante entre os grupos controle saudavel, controle
UAE e tratados com o implante contendo SRL no humor aquoso pode estar relacionada a
presenca de macrofagos residentes, os quais desempenham papéis como celulas sentinela e
responsaveis por reconhecer moléculas ligadas a patdogenos ou causadoras de danos no olho c.
Além disso, os scores clinicos corroboram com este resultado uma vez que a reacdo
inflamatdria no segmento anterior diminui tanto para o grupo controle UAE quanto para o

grupo tratado com implante SRL-PLGA.
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No entanto, a atividade da NAG no humor vitreo foi reduzida no grupo tratado em relagdo ao
grupo ndo tratado (p= 0,0003) e foi semelhante ao grupo controle saudavel (p= 0,1980) apo6s
35 dias da inducdo da uveite (Figura 28B). Embora existam relatos na literatura que
descrevam o aumento de macrdfagos, principalmente nos estagios iniciais, alguns estudos
também demonstraram a presenca de macrdéfagos na fase de resolucdo da doenca (MERIDA
et al., 2015b).

Ao contrario do que ocorre com a enzima NAG, a MPO ndo é encontrada em tecidos
saudaveis. Durante o processo inflamatorio ha o extravasamento vascular e o recrutamento de
células PMNs circulantes para o local da lesdo. Clinicamente, a presenca de PMNs na cdmara
anterior do olho pode ser prontamente detectada pelo exame com lampada de fenda. No
entanto, devido a natureza imuno privilegiada do olho, apenas uma fracdo das células PMNs
se infiltra nos tecidos oculares. Desse modo, uma abordagem bioquimica da atividade da
MPO, uma enzima dos granulos azurofilos de células PMNs (neutrofilos), permite uma
quantificacdo precisa do numero de células PMNs infiltradas nos tecidos oculares (GRAFF et
al., 1998; KARIM et al., 2009).

Como ilustrado na Figura 28C e D, a atividade da MPO no humor aquoso e humor vitreo foi
menor nos animais tratados com o implante de SRL-PLGA comparadas aos animais controle
UAE (p=0,0023 e 0,0002; respectivamente). Além disso, ndo houve diferenca estatistica entre
0s animais tratados com implante e animais controle saudaveis (p= 0,8735 e 0,6054;
respectivamente), o que reflete a reducdo do acimulo de neutréfilos, tanto no segmento
anterior quanto no segmento posterior, em niveis comparaveis com 0s animais saudaveis apos
35 dias da inducéo da uveite. A melhora nos scores clinicos (Figura 24) pode, portanto, estar
relacionada a uma reducdo de células inflamatérias evidenciada pela menor atividade da MPO
e demonstrada pela histologia no grupo de animais que foram tratados os implantes de SRL-
PLGA (Figura 26).
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Figura 28 - Avaliagio da infiltracio de macraéfagos e neutréfilos pela atividade das enzimas NAG (A e
B) e MPO (C e D) no humor aquoso (HA) e humor vitreo (HV), respectivamente, de animais controle
saudaveis, controle UAE e tratados com implante de SRL-PLGA ap6s 35 dias. n=5, resultados expressos
em média £ erro padrdo; one-way ANOVA. *Representa diferenca estatistica do controle UAE e #
representa diferenga do controle saudavel (n=4; p<0,05).
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Em decorréncia da natureza recorrente da uveite autoimune, sistemas de liberagdo prolongada
tém sido desenvolvidos a fim de evitar injecdes intravitreas frequentes que podem
desencadear catarata, endoftalmite, aumento da PIO, além do desconforto ao paciente.
Atualmente existem dois implantes biodegradaveis de liberacdo prolongada aprovados pelo
FDA, o Retisert® (Bausch + Lomb, Rochester, NY, USA) e o Ozurdex® (Allergan, Irvine,
CA, USA), capazes de liberar de maneira sustentada fluocinolona acetonida e dexametasona,
respectivamente (PEPPLE et al., 2015). Os estudos pré-clinicos destes sistemas de liberacéo
foram inicialmente conduzidos em modelo de uveite autoimune desenvolvido em coelhos e a
eficacia neste modelo foi associada a eficacia final no tratamento de doengas humanas
(CHENG et al., 1995; JAFFE et al., 1998; MRUTHYUNJAYA et al., 2006; CALLANAN et
al., 2008). Para isso foi realizada a pré-imunizacdo subcutanea do antigeno Mycobacterium
tuberculosis, seguida por injecdo intravitrea do mesmo. Com a intengdo de avaliar a eficacia
dos sistemas na recorréncia da doenca, uma nova injecéo intravitrea do antigeno foi realizada
(CHENG et al., 1995; JAFFE et al., 1998).
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Como elucidado nos estudos do perfil de liberacdo realizados no Capitulo 11, o implante de
SRL-PLGA apresenta liberacdo prolongada e fornece altas concentracoes de SRL na 42
semana (28 dias), seguido por niveis mais baixos de manutencdo do farmaco. Esse fato
corrobora com os scores significativamente menores em relagdo aos animais nao tratados
durante todo o periodo avaliado. Com base na literatura, a UAE é uma doenca ocular
progressiva que pode aumentar gradualmente em seu efeito, e 0 SRL liberado gradualmente
de implantes poliméricos biodegradaveis correspondera ao progresso da doenca e, portanto, 0s

implantes de SRL-PLGA apresentaram um bom efeito terapéutico no modelo testado.

Os resultados do presente trabalho sugerem que o implante de SRL pode fornecer uma melhor
relacdo risco-beneficio quando comparado a repetidas inje¢des de SRL e a administracdo oral
para o tratamento da uveite posterior. Além disso, os modelos animais de uveite autoimune
tem sido uma importante ferramenta tanto para elucidacdo dos aspectos fisiopatoldgicos da
doenca, quanto para a avaliacdo da eficacia de novos farmacos e de sistemas de liberacdo
prolongada (CHENG et al., 1995; JAFFE et al., 1998).



CAPITULO III-CONCLUSAO |112

3 CONCLUSAO

A administracdo intravitrea de SRL a partir de um sistema biodegradavel de liberacdo
prolongada foi eficaz no controle da inflamacdo intraocular em um modelo de uveite
autoimune experimental em coelhos. Os scores clinicos obtidos por avaliacdo clinica foram
significativamente reduzidos nos animais tratados com o implante de SRL-PLGA em relagéo
aos animais controle durante UAE apds 35 dias do estudo. Por meio da avaliacdo
histopatoldgica foi possivel observar infiltrado inflamatério mais intenso no grupo controle
UAE em relagdo ao grupo tratado, tanto no segmento anterior quanto no segmento posterior.
A reducdo da quantidade de proteinas no humor aquoso e humor vitreo no grupo que recebeu
o implante sugere efeito protetor do tratamento na integridade das BHA e BHR. Alem disso, a
guantificacdo indireta de macrofagos e neutrofilos corrobora os achados clinicos e
histologicos. Desta forma, o desenvolvimento de um sistema de liberacdo prolongada
biodegradavel contendo um farmaco imunossupressor e com atividade anti-VEGF como o

SRL se torna uma alternativa muito atraente para o controle da uveite autoimune.
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CONSIDERACOES FINAIS

Para desenvolver sistemas de liberacdo intraocular de farmacos mais seguros e eficazes se faz
necessario conhecer o perfil de liberacdo deste no vitreo a fim de predizer a duracéo do efeito
terapéutico. A primeira etapa deste trabalho permitiu o desenvolvimento e validacdo de um
método seletivo e sensivel por UPLC-MS/MS para a quantificacdo do SRL liberado em olhos
de coelhos a partir de implantes de SRL-PLGA previamente desenvolvidos. Os implantes
permitiram a liberacdo SRL no vitreo de coelhos albinos por até oito semanas com

concentracdo de farmaco eficaz, com pico maximo de liberacdo na quarta semana.

O implante de SRL-PLGA ndo causou alteracdo significativa da pressao intraocular,
alteracdes clinica relevantes, alteracdes morfologicas ou funcionais da retina, demonstrando a

seguranca do uso intraocular dos implantes de SRL-PLGA.

A liberagédo prolongada de SRL a partir do sistema desenvolvido foi eficaz no controle da
inflamagdo em modelo de uveite autoimune em coelhos, com melhora significativa dos sinais
clinicos e reducdo do infiltrado inflamatdrio. Assim, o presente trabalno mostrou que o

implante de SRL-PLGA é uma promissora alternativa para o tratamento da uveite autoimune.
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PERSPECTIVAS

Futuros estudos que avaliem a toxicidade de diferentes doses de SRL no sistema desenvolvido
em animais com uveite por eletrorretinografia e tomografia de coeréncia optica (OCT, Optical
Coherence Tomography) sdo necessarios para confirmar a auséncia de alteracOes
morfologicas e funcionais na retina desses animais. Adicionalmente, estudos usando a técnica
de espectrometria de massas do tipo MALDI Imaging (do inglés - Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization) poderdo contribuir para melhor elucidacdo da biodistribuicdo do SRL
liberado dos implantes desenvolvidos, bem como de seus metabdlitos nos tecidos oculares.
Além disso, estudos que avaliem a eficacia do implante em outros marcadores inflamatérios

sdo de fundamental importancia para prosseguir para estudos clinicos.
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ANEXOS
ANEXO | - Certificado de aprovacédo do projeto para testes in vivo pela Comissdo de

Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais.

S
A@ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
s ¢ o CEUA
el e COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
UFMG
CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 4 / 2016, relativo ao projeto intitulado “AVALIACAO DA
SEGURACA E ATIVIDADE DE SISTEMAS BIODEGRADAVEIS CONTENDO SIROLIMUS EM
MODELO DE UVEITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL”, que tem como responsavel Armando da
Silva Cunha Junior, esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentagio Animal, adotados pela
Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 05/04/2016.
Este certificado espira-se em 05/04/2021.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 4 / 2016, related to the Project entilted “EVALUATION OF THE
SAFETY AND ACTIVITY OF BIODEGRADABLE SYSTEMS CONTAINING SIROLIMUS IN
EXPERIMENTAL AUTOIMMUNE UVEITIS MODEL”, under the supervision of Armando da Silva
Cunha Junior, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 05/04/2016. This
certificates expires in 05/04/2021.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 05/04/2016.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa 11 — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592

www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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ANEXO Il - Resultados do Capitulo
Ophthalmologica.

Il publicado no periédico Documenta

Doc Ophthalmol
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Abstract
Purpose To assess the in vivo release profile and the
retinal toxicity of a poly (lactic-co-glycolic acid)
(PLGA) sustained-release sirolimus (SRL) intravitreal
implant in normal rabbit eyes.

Methods PLGA intravitreal implants containing or
not SRL were prepared, and the viability of ARPE-19
and hES-RPE human retinal cell lines was examined
after 24 and 72 h of exposure to implants. New
Zealand rabbits were randomly divided into two
groups that received intravitreal implants containing
or not SRL. At each time point (1-8 weeks), four
animals from the SRL group were euthanized, the
vitreous was collected, and drug concentration was
calculated. Clinical evaluation of the eyes was
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performed weekly for 8 weeks after administration.
Electroretinography (ERG) was recorded in other
eight animals, four for each group, at baseline and at
24 h, 1,4, 6, and 8 weeks after the injection. ERG was
carried out using scotopic and photopic protocols. The
safety of the implants was assessed using statistical
analysis of the ERG parameters (a and b waves, aand b
implicit time, B/A ratio, oscillatory potential, and
Naka—Rushton analysis) comparing the functional
integrity of the retina between the PLGA and SRL-
PLGA groups. After the last electrophysiological
assessment, the rabbits were euthanized and retinal
histopathology was realized.

Results  After 24 and 72 h of incubation with PLGA
or SRL-PLGA implants, ARPE-19 and hES-RPE cells
showed viability over 70%. The maximum concen-
tration of SRL (199.8 ng/mL) released from the device
occurred within 4 weeks. No toxic effects of the
implants or increase in the intraocular pressure was
observed through clinical evaluation of the eye. ERG
responses showed no significant difference between
the eyes that received PLGA or SRL-PLGA implants
at baseline and throughout the 8 weeks of follow-up.
No remarkable difference in retinal histopathology
was detected in rabbit eyes treated with PLGA or SRL-
PLGA implants.

Conclusions Intravitreal PLGA or SRL-PLGA
implants caused no significant reduction in cell
viability and showed no evident toxic effect on the
function or structure of the retina of the animals. SRL

@ Springer
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ANEXO 11l - The ABCF Young Investigator Award 2018
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ANEXO 1V - Oficio de aprovacao do projeto para testes in vivo pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais da Fundacao Ezequiel Dias.

\ 7|’7ﬂ FUNED

Fundacéo
7|7| Ezequiel Dias
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada " Avaliagdo da seguranca e atividade -
de sistemas biodegradaveis contendo sirolimus em modelo de uveite
autoimune experimental ", registrada com -0 n° 112/2017, sob a
responsabilidade de Silvia Ligério Fialho - que envolve a utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009

e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da.
Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Fundacéo Ezequiel Dias,.em reunigo de

20/09/2017 ; L
Finalidade Pesquisa/
Vigéncia da autoriza¢do 27/09/2017 a.27/09/2018
Espécie/linhagem/raca Coelhos Nova Zelandia
N° de animais ' 24 .animais
Peso/Idade 2a2,5kg/2a3 meses .
: Sexo Fémeas -
i Origem Fazenda Experimental da Escola de Veterinaria da UFMG

Informagao aos pesquisadores:

/
/

Reiteramos a importancia deste Parecer, e lembramos que o(a) pesquisador(a)
responsavel devera encaminhar @ CEUA-FUNED o Relatorio Final baseado na
conclusdo do estudo e na incidéncia de publicacdes decorrentes deste, de acordo com
o disposto na Lei n° 11.794 de 08/10/2008, e Resolucio Normativa n°. 01, de

- 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo Animal-CONCEA. O
prazo para entrega do Relatério € de até 30 dias apds o encerramento da pesquisa ou .
até 27 de Outubro de 2018. :

/

Belo Horizonte, 27 de Setembro dé 2017.

Mo Il Yo~

Heloisa Helena Marques Oliveira
Coordenadora da CEUA/Funed




