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RESUMO

O tratamento de doencas que acometem o0 segmento posterior do olho é limitado
uma vez que as formas convencionais de administracdo de farmacos falham ao
disponibilizar doses terapéuticas no vitreo, retina e coroide. Injecdes intravitreas vém
sendo utilizadas, porém, sdo uma técnica invasiva que apresenta diversos riscos. Os
implantes biodegradaveis sdo capazes de disponibilizar o farmaco diretamente nos
tecidos oculares em doses terapéuticas e por um periodo prolongado. Os
poliuretanos (PUD) sdo polimeros sintéticos biodegradaveis amplamente utilizados
em sistemas de liberacdo de farmacos devido a sua biocompatibilidade,
propriedades fisicas e mecanicas ajustaveis de acordo com a necessidade e sintese
livre de solventes orgénicos, o que reduz a toxicidade. Neste trabalho, filmes de
PUD (dispersdo aquosa de poliuretano) e dexametasona (DX), um dos
corticosteroides mais utilizados no tratamento da uveite, foram desenvolvidos e
caracterizados por espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), além de ter sido determinado o perfil de liberacéo in vitro do farmaco.
Também foram avaliadas a biocompatibilidade e a eficacia do sistema em modelo
animal de uveite anterior aguda EIU (endotoxin-induced uveitis). Os resultados
obtidos mostram que foi possivel obter filmes de PUD contendo varias
concentracbes de DX, por meio de métodos reprodutiveis e que permitiram a
disponibilizacdo do farmaco presente nas matrizes poliméricas na sua forma
biologicamente ativa. Os sistemas foram inseridos com sucesso no espacgo
supracoroidal de olhos de ratos, apresentando biocompatibilidade e seguranca em
testes in vivo. O filme biodegradavel de PUD contendo a DX foi capaz de liberar
doses efetivas do farmaco, inibindo a resposta inflamatéria caracteristica da uveite
anterior por meio da diminui¢cdo da expressao de fatores pré-inflamatoérios e aumento
na expressao de fatores anti-inflamatorios, além da redugcdo do numero de células
inflamatorias e desativacdo de monocitos e células da microglia, tornando-se um

sistema promissor no tratamento de doencas inflamatorias oculares.

Palavras-chave: dexametasona, poliuretanos  biodegradaveis; implantes

intraoculares; espaco supracoroidal; uveite.



ABSTRACT

The treatment of diseases of the posterior segment of the eye is limited once the
conventional forms of drug administration fail to provide therapeutic levels drug to the
vitreous, retina and choroids. Intravitreal injections have been used to deliver drugs
to the posterior segment of the eye, but it is an invasive technique with a lot of
potential risks. The biodegradable implants are able to release drugs directly to the
vitreous and to maintain long-term vitreous concentration of drugs in therapeutic
range. The polyurethanes (PUD) are biodegradables synthetic polymers widely used
in drug delivery systems due to their biocompatibility, adjustable mechanical and
physics properties according to the necessity and synthesis free of organic solvents,
reducing toxicity. In this work, PUD (polyurethane aqueous dispersion) films and
dexamethasone (DX), one of the most widely used corticosteroids in the treatment of
uveites, were developed and characterized by Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) and the long-term in vitro release profile was determined.
Biocompatibility and effectiveness of the system were assessed in an animal model
of acute anterior uveites EIU (endotoxin-induced uveites). The results show that it
was possible to obtain PUD films containing different concentrations of DX, by
reproducible methods that provide drug in dispersed and active form in the polymeric
matrix. The systems were successfully implanted in suprachoroidal space, showing
biocompatibility and safety at in vivo tests. PUD biodegradable film containing DX
was able to deliver effective doses of the drug in ocular tissues, inhibiting the
characteristic inflammatory response of anterior uveites by downregulating the
expression of pro-inflammatory factors and increasing expression of anti-
inflammatory factors, while reducing the number of inflammatory cells and the
monocytes/microglial cells activation, becoming a promising system for the treatment

of ocular inflammatory diseases.

Keywords: dexamethasone; biodegradable polyurethanes; intraocular implants;

suprachoroidal space; uveitis.
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As inflamacdes oculares que acometem principalmente a Uvea, sdo doencas
oculares graves responsaveis pela maioria dos casos de cegueira irreversivel no
mundo. A uveite acomete principalmente individuos na idade socioeconomicamente
ativa, sendo o impacto econémico e social causado por elas devido as complicacdes
que encurtam a vida produtiva dos individuos, piorando a sua qualidade de vida e
onerando os servigos de saude publica.

Esse cenario, portanto, estimula o desenvolvimento de novos tratamentos para a
uveite e outras doencas inflamatdrias oculares. A eficacia do tratamento depende,
basicamente, do sucesso no transporte de doses efetivas de agentes farmacoldgicos
diretamente para os locais a serem tratados. Entretanto, as barreiras naturais do
olho, constituidas pela cornea, esclera e as barreiras hemato-oculares (barreira
hemato aguosa e hematorretiniana) promovem uma baixa penetracdo dos farmacos
no interior do olho limitando os tratamentos disponiveis e exigindo cuidado devido a

possiveis ocorréncias de efeitos adversos.

Visando a manutencao de niveis terapéuticos adequados nos tecidos oculares, em
particular, no corpo ciliar, iris, retina e corodide, sistemas de liberacdo prolongada de
farmacos tem sido desenvolvidos. Tais sistemas proporcionam inumeras vantagens,
como aumento da biodisponibilidade; liberacdo prolongada; reducdo de efeitos
adversos sistémicos e a freqiéncia de injecdes intravitreas, reduzindo as suas

complicagbes e aumentando o conforto e a adesdo do paciente ao tratamento.

Nos ultimos anos os poliuretanos biodegradaveis contendo, por exemplo, segmentos
de poli-e-caprolactona, tem sido utilizados em dispositivos biomédicos, implantes
para reparacdo tecidual e em sistemas de liberacdo de farmacos gracas a sua
biocompatibilidade, flexibilidade mecanica, sintese livre de solventes organicos e

reduzido efeito tdxico in vivo.

O espacgo supracoroidal, situado entre a esclera e a coro6ide, tem sido usado sem
reacoes locais adversas como local para a liberacdo de farmacos para o segmento
posterior do olho. As vantagens deste espaco incluem o fato dos farmacos nao
necessitarem passar pela barreira escleral e serem liberados diretamente na coréide

e potencialmente na retina, sem a necessidade da inser¢ao na cavidade vitrea.
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Neste trabalho, dispersbes aquosas de poliuretanos biodegradaveis e
biocompativeis foram sintetizadas a fim de se incorporar a dexametasona, um dos
corticosteroides mais utilizados no tratamento da uveite. Os filmes obtidos foram
entdo avaliados quanto a biocompatibilidade e eficacia in vivo em modelo de uveite

animal, visando a utilizacéo destes no tratamento de doencas inflamatérias oculares.
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1 ANATOMIA OCULAR

O bulbo ocular encontra-se situado em uma cavidade Gssea, a Orbita, cuja principal
funcdo é a sua protecdo. Ele é formado por estruturas que compdem 0s segmentos
anterior e posterior do olho (Figura 1). O segmento anterior € constituido pela iris,
cristalino, cornea, humor aquoso e esclera, sendo que esta Ultima circunda todo o
bulbo do olho. O segmento posterior compreende o corpo vitreo, a retina, coroide, o
nervo éptico e também a esclera (Kim et al., 2014; Kimura e Ogura, 2001; Yasukawa
et al., 2004).

2 Nervo optico
Vasos sanguineos

da retina

Corpo ciliar
e musculos

Canal de
Schlemm

Esclera

¥~ Lamina
supracoroidal

AN

N\
Vasos sangliinecs
da cordide

Cémara
posterior

Lente (cristalino)
Iris

Pupila

Humor aquose

na camara Cérnea
anterior

Corpo ciliar

Figura 1 - Esquema anatémico do bulbo do olho.

(Disponivel em: http://drmarciovargas.site.med.br/)
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Os anexos do bulbo ocular sdo constituidos pelas palpebras, pelo sistema lacrimal,
além dos cilios e sobrancelhas, que tem como funcéo a protecéo do olho.

O bulbo do olho é formado por trés camadas ou tunicas que recobrem os meios
transparentes por onde a luz passa antes de atingir a retina, sendo denominadas de
tunica fibrosa ou externa (cornea e esclera); tunica vascular ou intermediaria (Uvea,
ou seja, iris, corpo ciliar e cordide), tendo como principal funcdo o fornecimento de
nutrientes e o carreamento de metabdlitos para fora do olho; e tinica nervosa ou
interna (retina), onde os fotorreceptores transformam a energia luminosa em sinais
nervosos, 0s quais sdo transmitidos para o cérebro pelo nervo 6ptico (Kim et al.,
2014; Bron et al., 1997).

1.1 Cérnea

A cornea é constituida por um tipo especial de tecido conjuntivo denso que se
encontra disposto na forma lamelar, em uma estrutura unicamente modificada para
transmitir e refratar a luz, assim como proteger o olho de corpos estranhos. Ela é
formada por cinco camadas: o epitélio, camada de Bowman, estroma (mais
espessa), membrana de Descemet e endotélio (camada Unica de células
hexagonais). E avascular, sendo que os nutrientes difundem para o tecido a partir
dos vasos do limbo, pelo filme lacrimal ou pelo humor aquoso. A sua transparéncia é
inerente ao arranjo das fibras de coladgeno presentes no estroma e ao seu relativo
estado de desidratacdo, mantido pelo bombeamento continuo de ions pelo endotélio

em direcdo a camara anterior (Morrison, 2014, Lloyd et al., 2001).

1.2 Esclera

A esclera, formada principalmente por fibras colagenas, se estende do segmento
anterior ao posterior. Apesar de ser fina, com espessura maxima de 1 mm, serve de

suporte para a insercdo dos musculos extraoculares, além de conferir forma e



23

firmeza ao bulbo ocular, mantendo-se estavel durante variacbes da presséo
intraocular e movimentos do olho. As fibras do nervo Gptico atravessam a esclera,
através de uma area posterior desta estrutura denominada lamina cribrosa (Watson
e Young, 2004).

1.3 Cristalino

O cristalino ou lente € uma estrutura transparente e biconvexa situada
posteriormente a iris e ligada ao corpo ciliar por meio do ligamento suspensor
(Figura 2). E formado por uma massa de células alongadas, chamadas fibras
cristalinianas, compactadas e envoltas por uma capsula elastica capaz de se
deformar e acomodar, possibilitando a refracdo da luz (Kim et al., 2014; Lloyd et al.,
2001).

Canal de Malha

trabecular 4
Angulo da Schlemm Cérnea

camara superior

Limbo /

L

o

Camara anterior

Conjuntiva

. Iris

Mdsculo ciliar

| Camara

T posterior Cépsula anterior do

Corpo ciliar cristalino
Céapsula posterior do

cristalino

Figura 2 - Corte transversal do olho, evidenciando as estruturas da cAmara anterior, iris,
corpo ciliar e cristalino.

(Disponivel em: http://oftalmologiausp.com.br/graduacao.html)
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1.4 iris

A iris € a porcao colorida do olho, formada por tecido conjuntivo contendo fibras
musculares, vasos sanguineos e células pigmentares. Em seu centro ha uma
abertura, a pupila, pela qual a iris controla a entrada de luz na retina através da
contracdo autondmica de fibras musculares lisas radiais em resposta a variacdo da

luminosidade, reduzindo assim possiveis lesdes intraoculares (Coca-Prados, 2014).

1.5 Corpo ciliar

O corpo ciliar € uma estrutura especializada situada entre a iris e a cordide,
responsavel pelo fornecimento de nutrientes a cornea e ao cristalino, além da
remocdo de catabdlitos por meio do humor aquoso produzido pelas células dos
processos ciliares. Ele é ligado ao cristalino pela zénula, sendo que a contracéo de
fibras musculares presentes no musculo ciliar leva a acomodacao da lente, alterando
o foco para a visdo de perto ou de longe. O corpo ciliar pode ser dividido em duas
partes, a pars plicata (anterior) e a pars plana (posterior). A regiao posterior do corpo

ciliar une-se a retina através da ora serrata (Coca-Prados, 2014; Bron et al., 1997).

Choroid
Pars plana

Pars plicata

N

Figura 3 - Regides do corpo ciliar: Pars plana e pars plicata.

(Disponivel em: http://www.uveitis.org/)
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1.6 Cordide

A coréide esta localizada entre a esclera (camada externa) e a retina (camada
interna), que se estende do corpo ciliar ao nervo éptico. Ela é mais espessa na
regido posterior e se torna gradualmente mais fina ao se aproximar da regido
anterior. Encontra-se firmemente ligada a esclera, na regido do nervo Optico, onde
as artérias ciliares posteriores e 0s nervos ciliares penetram no olho. A cordide prové
nutrientes e oxigénio as ceélulas da retina, através da sua rede de capilares
fenestrados e permedveis. A retina e a corbide sdo separadas pela membrana de
Bruch (Bousquet et al., 2015; Lloyd et al., 2001).

Espaco supracoroidal

O espaco supracoroidal € um espaco virtual existente entre a cordide e a esclera.
Em condi¢cdes normais, o volume de liquido presente neste espaco € inferior a 10
puL. Quando este é preenchido por liquido de exsudacdo ou sangue torna-se real,
sendo limitado anteriormente pelo espordo escleral e posteriormente pelo nervo
optico. Entretanto, existem pontos de aderéncia nos varios vasos e nervos que
penetram o tecido uveal a partir da esclera (Rai et al., 2015; Chen et al., 2015; Kim
et al., 2014; Marback et al., 2009).

1.7 Humor aquoso

7z

O humor aquoso é secretado pelos processos do corpo ciliar e flui da camara
posterior, atravessa a pupila e chega a camara anterior, espago entre a cornea e a
lente. Sua composicdo é estritamente regulada para excluir proteinas de alto peso
molecular e células, contendo glicose, oxigénio e aminoacidos. Juntamente com o
corpo vitreo, desempenha um papel importante na manutencdo da pressao

intraocular (Lloyd et al., 2001).
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1.8 Corpo vitreo

A recepcéao dos raios luminosos pela retina é permitida pelo corpo vitreo, estrutura
gelatinosa, transparente e incolor localizada na camara vitrea. Representa cerca de
80% do volume ocular, sendo constituido por 98% de &gua, além de &cido
hialurénico, aminoacidos, proteinas soluveis, sais e acido ascoérbico, além de uma
rede de fibrilas de colageno. Seus filamentos proteicos sdo ordenados
tridimensionalmente e carregados negativamente devido & presenca do
glicosaminoglicano. A sua viscosidade e hidrofilia limita a difusdo de moléculas,

funcionando como um reservatorio.

O corpo vitreo estd em contato direto com a retina, o corpo ciliar e a porcéo posterior
da lente, e é capaz de promover estabilidade aos componentes posteriores do olho,
atenuando o estresse que pode ser gerado a retina devido aos subitos movimentos
(Kaur et al., 2014; Lloyd et al., 2001).

1.9 Retina

A retina (Figura 4) é a camada mais interna do segmento posterior do bulbo do olho,
e € a estrutura ocular responsavel pela captacdo dos estimulos luminosos, por meio
dos fotorreceptores nela presentes. A camada externa da retina encontra-se em
contato com a coréide, e a camada interna, com 0 corpo vitreo. Ela possui duas
regibes especiais: a févea centralis e 0 ponto cego. A fovea esta no eixo Optico do
olho, onde & projetada a imagem do objeto focalizado com grande nitidez. E a regi&o
da retina especializada para a visdo de alta resolucdao. A févea contém apenas
cones e permite que a luz atinja os fotorreceptores sem passar pelas demais
camadas da retina, maximizando a acuidade visual (Hoon et al., 2014; Behar-Cohen
et al., 2009).

Funcionalmente, a retina é constituida de duas partes, a neurorretina (retina
sensorial) e a camada de células do epitélio pigmentado da retina (EPR), e

classicamente, sob a luz da microscopia Optica, € composta por 10 camadas:
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e camada limitante interna;

e camada de fibras nervosas;

e camada de células ganglionares (CCG);

e camada plexiforme interna (CPI);

e camada nuclear interna (CNI);

e camada plexiforme externa (CPE);

e camada nuclear externa (CNE);

e camada limitante externa;

e camada dos segmentos externo e interno (cones e bastonetes);

e camada pigmentar (epitélio pigmentado da retina - EPR).

A)
Cordide
Bastonete
EPR Cone
Segmentos externos
Segmentos internos
CNE -
CNE
Célula bipolar
CRE Célula horizontal
CNI
Célula amacrina
CNI )
Célula de Muller -
CPI
CCG «
Células ganglionares
CcCG | ene

Figura 4 - Estrutura e organizag&o da retina. (A) Corte histol6gico da retina. (B) Esquema da
organizacdo celular da retina. EPR: epitélio pigmentado da retina; CNE: camada nuclear
externa; CPE: camada plexiforme externa; CNI: camada nuclear interna; CPl: camada
plexiforme interna; CCG: camada de células ganglionares.

Os bastonetes representam a maior parte da retina neuronal e sdo responsaveis
pela visdo periférica, deteccdo de movimentos e pela visdo noturna (escotépica). Ja

0S cones sdo responsaveis pela visédo diurna e de cores (fotdpica).
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7

A camada dos segmentos interno e externo € constituida pelas células
fotossensiveis da retina, denominadas cones e bastonetes. O segmento externo
contém rodopsina e esta em contato com as microvilosidades do EPR. A funcéo dos
fotorreceptores € converter a energia luminosa em impulso elétrico que sera
propagado pelas células bipolares e, em seguida, pelas células ganglionares cujos
axoénios constituem o nervo Optico, transmitindo assim a informagéo até o cortex
visual. Para isso, a CNE, onde se encontram os nucleos dos fotorreceptores (FR),
conduz o sinal elétrico até a CPE, onde se encontram juncfes entre os axénios dos
FR e os dendritos das células bipolares. A informacdo entdo é transmitida para a
CNI, onde se encontram os nucleos das células bipolares, horizontais e amacrinas,
além dos capilares dos vasos centrais da retina. A seguir, na CPI ocorre a sinapse
entre as células bipolares e as ganglionares, cujos ndcleos estéo situados na CCG e
axénios se agrupam na camada de neurofibras para formar o nervo 6ptico (Behar-
Cohen et al., 2009).

A camada mais externa da retina é o epitélio pigmentado da retina (EPR), o qual
estd em intimo contato com 0s segmentos externos dos fotorreceptores, sendo
formado por uma monocamada de células hexagonais. O EPR apresenta funcdes
extremamente importantes, dentre elas pode-se citar o transporte de agua, ions e
metabdlitos do espaco sub-retiniano para o sangue, além de nutrientes como glicose
e retinol do sangue para os FR (Figura 5). O EPR também tem como funcédo a
fagocitose dos segmentos externos dos fotorreceptores, reciclando substancias
como o retinal, que séo reenviadas a eles para restaurar o ciclo visual. Além disso,
secretam fatores de crescimento dos FR e das células endoteliais dos capilares da
cordide, e imunossupressores, essenciais na manutencdo do privilégio imune do
olho (Strauss, 2005).
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Vitamine A
Glucose

TR )

Secregdo Fagocitose Ciclo visual Nutrigdo Transporte Absorcio da
epitelial Luz

Figura 5 - Esquema das principais fungdes do epitélio pigmentado da retina. Adaptado de:
(Strauss, 2005).

1.10 Barreiras hemato-oculares

A barreira hemato-ocular separa fisiologicamente o olho do restante do corpo
através de componentes epiteliais e endoteliais, protegendo-o da entrada de micro-
organismos e células inflamatorias, conferindo um privilégio imune ao olho (Kim et
al., 2014). Essa barreira é composta por dois sistemas: a barreira hemato-aquosa
(BHA) e a barreira hematorretiniana (BHR) (Al-Halafi, 2014; del Amo e Urtti, 2008).

Barreira hemato-aquosa

A barreira hemato-aquosa é formada pelo endotélio dos capilares uveais e pelo
epitélio ndo pigmentado ciliar prevenindo a entrada de moléculas na cémara
anterior. A iris € composta por um endotélio, uma membrana limitante anterior, um
estroma e uma membrana limitante posterior. Farmacos dissolvidos no humor

aguoso podem facilmente difundir pela sua superficie porosa, porém, moléculas de
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tamanho superior a 40 kDa n&o difundem pelos seus vasos e permeiam entre as
fenestracbes dos capilares do corpo ciliar atingindo o humor aquoso (Kim et al.,
2014; Hardman e Limbird, 2006).

Ja o corpo ciliar é uma estrutura bastante vascularizada de 6 cm2 de superficie
composto por cilios organizados. O epitélio ndo pigmentado do corpo ciliar é ligado
por juncdes serradas ao epitélio pigmentado e contém células com inumeras
vesiculas que garantem a difuséo transcelular de moléculas de pequeno tamanho e
lipofilicas. As moléculas sé@o eliminadas pelas duas artérias ciliares longas

posteriores e duas anteriores presentes (Coca-Prados, 2014; Lloyd et al., 2001).

Barreira hematorretiniana

Juntos, as células endoteliais dos capilares retinianos e o EPR formam a barreira
hemato-retiniana (BHR) interna e externa, respectivamente, uma forte barreira contra
macromoléculas e leucdcitos, fazendo da retina neural um tecido imunologicamente
privilegiado e propiciando mecanismos para controlar o fluxo de fluidos e metabdlitos
(Figura 6). Os vasos da retina sdo caracterizados por células endoteliais continuas,
nao fenestradas e com juncdes intercelulares impermeaveis, rodeados, em
intervalos irregulares, por pericitos e células da microglia (Strauss, 2005). A
interacdo entre as células endoteliais, chamada de juncdo de oclusdo (tight
junctions), forma a barreira que permite ao endotélio criar condi¢des para um tecido
com integridade funcional, resultando em uma alta resisténcia elétrica transendotelial
e permeabilidade paracelular restrita. A juncéo intercelular apresenta um pequeno
poro (9 a 11nm) que € responsavel pelas trocas transcapilares de agua e outras

moléculas hidrofilicas menores que 15A (Klaassen et al., 2013).

No EPR as células epiteliais sdo unidas por meio das zonas de oclusdo e de
adeséao, caracterizadas pela fusdo das membranas de células adjacentes. Estas
juncdes sdo a base da barreira hematorretiniana (BHR) externa, uma vez que
impedem a difusdo passiva de substancias dos capilares fenestrados da circulagédo

coroideana a retina neurossensorial (Behar-Cohen et al., 2009).
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- Zonula occludens
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Figura 6 - Esquema representativo da BHR. As jungdes de oclus&o presentes entre as
células do EPR e também entre as células endoteliais dos capilares da retina limitam a
passagem de moléculas da circulagdo sanguinea para o segmento posterior do olho.

Fonte: Mitra (2010).
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2 LIMITACOES NA ADMINISTRACAO OFTALMICA DE FARMACOS

As caracteristicas anatdomicas e fisiologicas do bulbo do olho s&o fatores que limitam
o tratamento farmacoldgico de doencas oculares. Essas barreiras normalmente
protegem o olho da entrada de agentes toxicos e micro-organismos, mas também

dificultam a penetracédo de farmacos nos tecidos oculares.

2.1 Administracdo tépica

A administracdo de uma preparacéo pela via ocular topica, por meio de colirios, é a
mais utilizada em oftalmologia, principalmente quando a doenca acomete o
segmento anterior do olho. Essa via apresenta maior facilidade de aplicacédo e
comodidade para o paciente, entretanto, as preparacfes topicas sdo, muitas vezes,
ineficazes em razdo de sua baixa biodisponibilidade devido a fatores pré-corneanos
e anatdbmicos que protegem o olho e, consequentemente, limitam a entrada dos
farmacos. Tais fatores incluem o filme lacrimal, a drenagem nasolacrimal, o
lacrimejamento, a impermeabilidade relativa do epitélio corneano, e as
caracteristicas fisico-quimicas implicitas ao farmaco (Fialho et al., 2007; del Amo e
Urtti, 2008; Eljarrat-Binstock et al., 2010; Gaudana et al., 2010; Yasin et al., 2014).

O filme lacrimal (Figura 7), cuja composicdo e quantidade sdo determinantes para
uma superficie ocular saudavel, oferece a primeira resisténcia devido a sua alta taxa

de renovacao reduzindo assim, o tempo de contato do farmaco na superficie ocular.
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Figura 7 - Representag&o esquematica do filme lacrimal. Adaptado de: (Morrison, 2014).

Como dito anteriormente, a cérnea é constituida por cinco camadas: o epitélio,
camada de Bowman, estroma (mais espessa), membrana de Descemet e endotélio
(camada unica de células hexagonais), sendo o epitélio e 0 estroma 0s responsaveis
pela consideravel impermeabilidade deste tecido (Figura 8). A camada epitelial
hidrofébica constitui uma barreira importante a substancias hidrofilicas e é formada
por cinco ou seis camadas de células. Além disso, a presenca de desmossomas e
jungbes ocludentes entre as células epiteliais retarda a permeacdo de farmacos
pelos espacos intercelulares. O estroma constitui aproximadamente 90% da
espessura da cérnea, forma uma camada hidrofilica e organiza-se singularmente em
lamelas de colageno sintetizado pelos ceratinécitos, sendo seletivo a penetracdo de
moléculas lipofilicas que apresentam certa afinidade pela por¢cdo aquosa, expressa
pelo coeficiente de particdo 6leo em agua. O endotélio, situado mais posteriormente
e formado por uma camada simples de células aderidas entre si por juncbes
estreitas, mantem a integridade da cornea por processos de transporte ativo e
funcionam como uma barreira hidrofébica. Desse modo, a absor¢cdo de farmacos
pela cérnea depende da penetragdo nas estruturas hidrofilico-hidrofobicas
trilaminares das diversas camadas anatdomicas (Hardman and Limbird, 2006;Lee et
al., 2010; Gause et al., 2015).
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Figura 8 — Cérnea como uma barreira & absorgdo de farmacos pela via topica. Fonte: Mitra
(2010).

Mecanismos de renovacdo do humor aquoso e a propria existéncia de vasos
sanguineos sdo 0s principais responsaveis pela eliminacdo precoce dos farmacos,
impossibilitando que seja atingida a dose terapéutica efetiva. Os farmacos séo
eliminados da camara anterior pela drenagem do humor aquoso e pela drenagem
uveoescleral. Aqueles presentes no humor vitreo sdo eliminados pela camara
anterior, pela barreira hematorretiniana e pela prépria circulacdo sanguinea. Estima-
se que menos de 5% da dose administrada pela via tdpica € absorvida e atinge os
tecidos intraoculares, o que inviabiliza a utilizacdo desta via no tratamento de

doencas do segmento posterior do olho (del Amo e Urtti, 2008).
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2.2 Administracao sistémica

Os farmacos administrados pela via sistémica encontram um importante obstaculo
anatbmico a penetracdo ocular, a barreira hemato-ocular, que separa
fisiologicamente o olho do restante do corpo por componentes epiteliais e
endoteliais, cujas jun¢bes ocludentes limitam o transporte dos vasos sanguineos
para o olho. A barreira hemato-aquosa, composta pelo endotélio dos capilares
uveais e epitélio ndo pigmentado ciliar, previne a entrada de moléculas na camara
anterior; e a barreira hematorretiniana, formada pelas células endoteliais dos
capilares retinianos e pelo EPR, previne a entrada de farmacos no espaco
extravascular da retina e no corpo vitreo. Por esta razéo, a utilizacdo dessa via na
terapéutica ocular requer, geralmente, a administracdo de doses elevadas visando a
manutencdo de niveis terapéuticos intravitreos adequados por periodos
prolongados, 0 que pode levar a sérios efeitos adversos, contribuindo assim para a
nao adesédo do paciente ao tratamento (Kim et al., 2014; Thrimawithana et al., 2010;
del Amo e Urtti, 2008).

2.3 Administracéo periocular

A via periocular € utilizada no tratamento de doencas do segmento posterior do olho
por meio das inje¢cdes subconjuntival, subtenoniana, retrobulbar e peribulbar (Figura
9) (Fialho et al. 2003). Farmacos administrados por esta via podem atingir o
segmento posterior do olho por trés diferentes rotas: transescleral, circulagcéo
sistémica pelos vasos coroideanos e absor¢ao pelo epitélio corneano. Dentre estas,
a esclera constitui o principal tecido de entrada e algumas de suas caracteristicas,
tais como elevada area de superficie e facil acesso, alto grau de hidratacdo e
permeabilidade facilitam a administragcdo por meio de inje¢cdes perioculares. Os
principais riscos relacionados a esta via incluem a perfuracdo do bulbo ocular, a
fibrose dos musculos extra-oculares e a ocorréncia de endoftalmite (Eljarrat-Binstock
et al., 2010; Gaudana et al., 2010; Yasin et al., 2014; Rai et al., 2015).
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Figura 9 - Rotas de administracdo ocular de farmacos. Adaptado de: Gaudana et al., 2010.

2.4 Administracao intravitrea

A injecdo intravitrea constitui uma alternativa a aplicacdo topica e sistémica.
Utilizando essa via pode ser evitada a ocorréncia de efeitos adversos sistémicos
proporcionados por vias que ndo liberam o farmaco no local de acdo. No entanto, a
distribuicdo dos farmacos no vitreo ndo € uniforme: pequenas moléculas se
distribuem rapidamente, ao contrario da difuséo restrita de moléculas grandes. Além
disso, a meia-vida no vitreo € outro fator que pode determinar a eficacia terapéutica,
ja que o farmaco é eliminado pelas vias anterior e posterior. Assim, devido a rapida
eliminagdo, para que se obtenha uma terapia eficaz, sdo necessarias mdultiplas
injecdes de forma a manter a concentracdo do principio ativo dentro da faixa
terapéutica durante um periodo suficiente. As inje¢fes intravitreas repetidas, no
entanto, podem causar sérias complicacdes, tais como hemorragia intraocular,

descolamento de retina, endoftalmite e catarata, além de proporcionar um enorme
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desconforto ao paciente (Fialho e Cunha Junior, 2007; Lee et al., 2010; Yasin et al.,
2014).

Pesquisas tém sido realizadas a fim de desenvolver sistemas intraoculares de
liberacdo prolongada de farmacos, que permitam liberar concentragces terapéuticas
dos farmacos prolongadamente. Tais sistemas proporcionam inidmeras vantagens,
como o0 aumento da biodisponibilidade, liberacdo prolongada, reducdo de efeitos
adversos sistémicos e na frequéncia de injecdes intravitreas, reduzindo as suas

complicagbes e aumentando o conforto e a adeséo do paciente ao tratamento.
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3 SISTEMAS DE LIBERACAO PROLONGADA DE FARMACOS

Os termos liberacdo prolongada, lenta ou sustentada sdo aplicados as formas
farmacéuticas desenvolvidas para liberarem o farmaco gradualmente, mantendo a
concentracdo no local de acdo dentro de niveis terapéuticos, por periodo de tempo
prolongado. Essas formas farmacéuticas requerem administragdes menos
frequentes se comparadas as convencionais, aumentando a adesdo do paciente ao

tratamento.

Diversas tecnologias podem ser empregadas para promover a liberacdo gradual de
um farmaco veiculado em uma forma farmacéutica sélida e a possibilidade de
utilizacdo das mesmas em sistemas monoliticos (matriciais) ou multiparticulados
(sistemas do tipo reservatorio) aumenta a sua versatilidade. Esses sistemas serédo

posteriormente discutidos.

3.1 Sistemas de transporte de farmacos

O tratamento de doencas do segmento posterior do olho € limitado devido a
dificuldade de acesso aos tecidos dessa regido; a obtencdo de niveis terapéuticos
desejaveis, por meio das vias convencionais de administracdo, € praticamente
impossivel. A barreira hemato-ocular atua como um mecanismo protetor contra
substancias exégenas, que incluem os farmacos. Sistemas de liberacdo controlada
tornam-se, dessa forma, essenciais para o tratamento de doencas oculares (Herrero-
Vanrell et al., 2014; Del Amo e Urtti 2008).

Os materiais poliméricos desempenham um papel importante na taxa de liberacdo e
os do tipo biodegradaveis, principalmente, tém sido extensamente investigados nas
Ultimas décadas para aplicacdo em sistemas de liberacdo controlada destinados a
via ocular. Esses materiais podem promover um aumento da biodisponibilidade e

uma reducao de efeitos adversos, desde que a biocompatibilidade do polimero no
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olho, que € um importante fator para a aplicacao clinica, seja avaliada (Fialho et al.,
2003).

Para o tratamento de doencas do segmento posterior do olho, em que sé&o
necessarias administracées intraoculares frequentes, o desenvolvimento de
implantes de liberacdo prolongada de farmacos se torna promissor e constitui um
dos campos mais pesquisados em terapéutica oftdlmica atualmente (Morrison,
2014).

Implantes preparados a partir de sistemas poliméricos podem ser aplicados em
diferentes regibes do olho. Ordenando-se as regifes da mais superficial & mais
profunda, temos: regido subconjuntival, regido subtenoniana, esclera e o interior do
bulbo do olho (camara anterior e corpo vitreo). Em geral, quanto mais profunda a
regido, mais delicado o procedimento e mais eficaz a concentracdo do farmaco no
vitreo e na retina. Os implantes intravitreos evitam o problema de reducdo da
transparéncia do meio ocular, observado com a utilizagdo de outros tipos de
sistemas aplicados na forma de dispersdo, e tém sido investigados para o
tratamento de diferentes doencas intraoculares (Herrero-Vanrell et al., 2014;
Gaudana et al., 2010).

3.2 Sistemas poliméricos

Os polimeros utilizados nos sistemas de liberacao prolongada de farmacos devem
ser ndo-carcinogénicos, hipoalergénicos e ndo-causadores de resposta inflamatéria
no local de aplicagédo (Lloyd et al., 2001). Os implantes poliméricos podem ser de
dois tipos: matriciais (ou monoliticos) e reservatorios, e podem ser preparados a
partir de diferentes polimeros, os quais podem ser biodegradaveis ou néo (Kim et al.,
2014; Fialho e Cunha Janior, 2007).

No sistema matricial, o farmaco se encontra homogeneamente disperso na maitriz
polimérica ou adsorvido na superficie, e a sua liberagdo ocorre por difusdo pelos
poros da matriz, por degradacdo do polimero ou por uma combinacdo dos dois

mecanismos. Caso a velocidade de degradacdo do polimero seja inferior a difusao
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do farmaco pela matriz, a liberacéo inicial dessa é dependente de sua difusédo pelo
sistema, podendo diferir se ela estiver dissolvida molecularmente ou dispersa no
polimero. Quando se utilizam polimeros ndo-biodegradaveis, a liberacdo ocorre
apenas por um processo de difusdo lenta pela matriz. No sistema do tipo
reservatério, o farmaco encontra-se em uma cavidade central envolta por uma
membrana polimérica, a qual controla sua taxa de liberacdo. Mudangas na natureza
e espessura dessa membrana promovem alteracdes na velocidade de liberacdo dos
farmacos. Da mesma maneira que no sistema matricial, no sistema reservatorio
composto por polimeros ndo-biodegradaveis a liberacdo do farmaco ocorre apenas
por difusdo através da membrana (Fialho e Cunha Junior, 2007).

Sistemas compostos por polimeros nao-biodegradaveis, principalmente, o0s
derivados de celulose, silicones, polimeros acrilicos, polivinilpirrolidona e
copolimeros dos Oxidos de etileno e propileno, embora apresentem uma taxa de
liberacdo relativamente constante, precisam, geralmente, ser removidos
posteriormente, 0 que requer processos cirdrgicos. Ja os biodegradaveis podem
apresentar vantagens sobre o0s anteriores, pois sao totalmente absorvidos pelo
organismo, nao necessitando de uma remocao posterior, 0 que proporciona melhor

aceitacéo e adeséo do paciente ao tratamento (Lee et al., 2010).

Entre os polimeros classificados como biodegradaveis, encontram-se 0s

poliuretanos, os copolimeros do acido latico e glicolico e a poli-e-caprolactona.

Para que os sistemas poliméricos sejam eliminados do organismo, trés principais

mecanismos de degradacéo sdo descritos (Merkli et al,1998; Lee, 2015):

a) Erosdo simples: este mecanismo esta relacionado aos polimeros sollveis
em &agua e que se tornaram insollveis devido a formacdo de ligacdes
cruzadas. Desta forma, pode-se dizer que eles séo insollUveis em agua, mas
apresentam uma matriz fortemente hidrofilica. Estes polimeros, portanto, ndo
sdo adequados para a veiculacdo de substancias hidrossoluveis e de baixa
massa molar, pois elas se difundem por meio da rede polimérica,
independente da velocidade de degradacdo matricial. Entre os principais
polimeros desta categoria, destacam-se a gelatina, o colageno e o alcool

polivinilico;
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b) Erosdo sem clivagem: mecanismo que ocorre com 0s polimeros que se
tornam hidrossollveis apds reacdes de hidrolise ou ionizacdo sem alteracdes
significativas na sua massa molar. Por apresentarem dificuldade de
eliminacdo, tais polimeros ndo podem ser empregados na forma de
implantes. O Eudragit® (copolimero do éter metil vinilico e do anidrido maleico
- PVM/MA) € um exemplo de polimero que sofre este tipo de eroséo;

c) Erosao/clivagem: neste mecanismo, os polimeros sdo transformados em
pequenas e soluveis moléculas pela clivagem de suas cadeias. Durante este
processo de degradacgéo eles permitem a liberagéo da substancia ativa. Esse
mecanismo é o0 que esta relacionado a definicho de biodegradavel. Os
principais polimeros que sofrem este mecanismo de erosdo sédo os poliésteres
(poli-e-caprolactona, polimeros e copolimeros derivados dos &cidos latico e
glicdlico), as poliamidas, os poliaminoacidos, os polialquilcianacrilatos, os

poliortoésteres e os poliuretanos.

3.3 Poliuretanos

Poliuretanos sé@o polimeros que possuem ligacdes uretano, descobertos por Otto
Bayer e colaboradores em 1937. Sdo formados tipicamente por meio da reacéo de

policondensacdo de um diisocianato com um diol (ou poliol):

Poliuretano
Diisocianato Diol
e 9
n 0=C=N-R-N=C=0 + nHO-R-OH —> O—C-N-R-N-C-0O-R’

| |
H H

Il

Figura 10 - Reac&o de formag&o do poliuretano.
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As propriedades dos poliuretanos séo determinadas por caracteristicas como a
composicdo da cadeia polimérica, o grau de ramificacdo ou ligagbes cruzadas da
cadeia e a massa molar do polimero. As principais matérias primas empregadas na
sintese desses polimeros séo os di ou poliisocianatos e os polimeros hidroxilados de
baixa massa molar (poli6is), além de agentes de cura, expansdo, catalisadores,
aditivos e cargas. A escolha dos reagentes a serem utilizados na sintese esta
relacionada com a finalidade a qual se destina o poliuretano, jA que as suas
caracteristicas fisicas (aspecto borrachoso — baixa Tg; resinoso ou cristalino) séo
determinadas, entre outros fatores, pela estrutura da cadeia do diol e do diisocianato
(Pinto et al., 2012; Ayres, 2006).

Os poli6is utilizados na preparacao dos poliuretanos podem ser poliésteres ou
poliéteres, tais como a poli-e-caprolactona e o polietilenoglicol, respectivamente. Os
poliésteres sdo polimeros termoplasticos que apresentam ligacbes éster em sua
constituicdo quimica. Os poliéster uretanos sdo vulneraveis a hidrolise na ligacao
éster, levando a formacao de &cido carboxilico e &lcool. Esta instabilidade hidrolitica
das ligacbes éster € uma caracteristica importante no caso de poliuretanos
biodegradaveis. Os poliéteres sdo polimeros que apresentam ligacdes éter em sua

constituicdo quimica e sdo menos vulneraveis a hidrélise do que os poliésteres

(Cherng et al., 2013).

Os isocianatos utilizados na sintese podem ser aroméaticos ou alifaticos, sendo que
0s aromaticos geralmente déo origem a PU mais viscosos, e os alifaticos a PU mais
flexiveis e resistentes as intempéries. Os monémeros alifaticos mais usados sdo o
hexametileno diisocianato (HDI), o isoforona diisocianato (IPDI) e o 44'-

diciclohexilmetano diisocianato (H12MDI) (Figura 11).
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Figura 11 - Estruturas quimicas dos diisocianatos mais comumente utilizados na sintese de
poliuretanos.

Os isocianatos sdo compostos altamente reativos devido a presenca do grupo
funcional —NCO, ocorrendo reacdes de adicdo na dupla ligacdo C=N. A adicdo com
alcoois leva a formagdo de uretanos e com aminas sdo formadas ureias. Eles
também reagem com a agua formando aminas que entdo reagem com 0S grupos

isocianato formando ureias (Ayres, 2006).

Normalmente, na preparacdo de resinas de poliuretano usa-se excesso de
diisocianato para se obter um pré-polimero com grupos —NCO terminais que ficam
disponiveis para futuras reacdes. Isso permite o processo denominado extensao de
cadeia, no qual o pré-polimero terminado em —NCO reage com um diol de baixa
massa molar para formar ligacdes uretano ou com aminas para formar ligacoes
ureia, onde serd produzido um poli(uretano-ureia) que € mais rigido que o
homopoliuretano similar (Delpech e Coutinho, 2000). Geralmente os grupos NCO
residuais sdo medidos pelo método de titulagdo com n-butilamina. A concentracao
de NCO residual € importante para a determinacdo da quantidade de extensor de
cadeia a ser adicionado para a reagdo equimolar com o pré-polimero (Ayres, 2006).
Essa extensdo de cadeia geralmente é feita apds a dispersdo do pré-polimero em

agua, pois de outro modo o pré-polimero de alta viscosidade resultante ndo poderia
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ser disperso. A Figura 12 mostra alguns agentes extensores de cadeia comumente

utilizados, assim como um esquema da reacao de extensdo com didis e aminas.

| |
A) OC.\'—R—I:X-C—O-A-O—g—}'—RrNCO +  HO-R{OH
H H

PRE-POLIMERO DIOL
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-A-Q—C—N~- R'—N—Cfo—x,-o—c-:lv—a—\
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;) QPRGN (P,
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Figura 12 - Esquema da reagéo de extens&o de cadeia a partir de pré-polimeros com um diol
de baixa massa molar (A) e uma amina (B). C) Estrutura de alguns extensores de cadeia
comumente utilizados. Adaptado de: Rocha et al., 2013.
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Poliuretanos segmentados podem ser descritos como copolimeros em bloco lineares
do tipo (AB)n. Um bloco do polimero consiste do diol poliéster ou poliéter flexivel de
cadeia longa. Esse bloco é usualmente chamado de segmento macio ou segmento
flexivel, pois incorpora o carater elastomérico ao polimero. O segundo bloco do
copolimero é o segmento rigido, formado pela reagdo de diisocianatos com
extensores de cadeia, ou seja, com didis ou tribis de baixa massa molar ou
diaminas, dando origem a ligacfes uretano ou uréia que sdo altamente polares e
promovem a coeséo do polimero. Os dois tipos de segmentos tendem a uma micro-
separacédo de fases de maneira a formar micro-dominios. Geralmente, a segregacao
€ mais pronunciada com poliéteres que com poliésteres porque a estrutura do éter é
menos polar e interage menos com 0s segmentos mais polares de uretano e ureia

(Kim et al., 2004; Pinto et al., 2012; Cherng et al., 2013).

Dispersfes aquosas de poliuretanos (PUD)

Geralmente, a sintese dos poliuretanos é feita com o uso de solventes organicos,
entretanto, a preocupacdo crescente com o0 meio ambiente tem levado ao
desenvolvimento de produtos com baixa quantidade ou isentos de solventes
organicos. Além disso, a auséncia de solventes é altamente desejavel para a
aplicacdo de polimeros como biomateriais, uma vez que residuos destes que
permanecem no polimero apds seu processamento podem apresentar alguma
toxicidade as células e tecidos Vvizinhos, além de limitar os agentes
farmacologicamente ativos que podem ser incorporados a matriz polimérica, uma
vez que os solventes organicos poderiam ocasionar a desnaturacao dos farmacos

gue possuem estrutura proteica (Spaans et al., 2000).

No caso dos poliuretanos, obtém-se poliuretanos aguosos (PUD) dispersando-se o
poliuretano em agua com o auxilio de um emulsificante externo ou por meio da
incorporacdo de grupos promotores de emulsificacdo na cadeia do poliuretano,
produzindo filmes com propriedades superiores. Os grupos emulsificadores podem
ser segmentos nao iénicos de poliéter ou grupos idnicos. PUDs contendo grupos

ibnicos sdo chamados iondbmeros e 0 processo para obté-los € denominado
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processo do pré-polimero. Para inserir 0os grupos ibnicos, chamados de
emulsificantes internos, usa-se um composto com as funcgées &lcool e 4cido tal como
o acido dimetilolpropiénico (DMPA), sendo que a sua quantidade deve ser alta o
suficiente para garantir a estabilidade da dispersédo, porém baixa o suficiente para
minimizar a sensibilidade do filme curado a 4gua. Para alcancar a solubilidade, os
grupos &cidos sdo neutralizados com compostos béasicos, por exemplo, aminas
terciarias como a trietilamina (TEA) (Delpech e Coutinho, 2000; Ayres, 2006). Apos
isso, deve ser feita também a extensédo de cadeia para zerar as terminacées —NCO

da cadeia do polimero.

Degradacao e biocompatibilidade

PU sintetizados com isocianatos aromaticos apresentam menor biocompatibilidade
guando comparados aos PU nos quais foram utilizados diisocianatos alifaticos. Isto
deve-se aos produtos de degradacao toxicos, como aminas aromaticas liberadas
dos segmentos rigidos do polimero. Devido a isso, a poli-e-caprolactona € o diol
mais utilizado devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade (Da Silva et al.,
2010).

by

Os PU sédo susceptiveis a biodegradacdo principalmente devido a clivagem de
ligagbes sensiveis a hidrolise presentes nos segmentos flexiveis. Também foi
relatada a degradacdo oxidativa das ligacdes uretano dos segmentos rigidos.
Observou-se que as ligacdes éster do PU podem ser quebradas por enzimas como,
por exemplo, colesterol esterase, carboxil esterase e lipase, levando a formacéo de
a-hidroxiacidos (Figura 12). Enzimas proteoliticas podem quebrar ligacdes uretano
ou ureia, formando fragmentos de aminas livres ou com grupos hidroxila (Cherng et
al., 2013).

A velocidade de degradacdo dos PU é modulada pelos segmentos flexiveis da
cadeia polimérica. As ligacbes éster sdo mais susceptiveis a hidrolise que as
ligacbes éter, assim a composicdo poliéster/poliéter dos segmentos flexiveis é
extremamente importante para a velocidade de degradacdo. PU com segmentos

macios hidrofilicos (PEG) apresentam uma maior absorcdo de agua e assim



47

degradam mais rapidamente que os PU com segmentos macios hidrofébicos (PCL)
(Cherng et al., 2013; da Silva et al., 2010).
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Figura 13 - Mecanismos de degradag&o do poliuretano e estruturas dos produtos de
degradacdo. Adaptado de: Cherng et al., 2013.

3.4 Poliuretanos na oftalmologia

Nos ultimos 40 anos, os poliuretanos biodegradaveis e ndo biodegradaveis, tém sido
utilizados em dispositivos biomédicos gracas a sua biocompatibilidade e a sua
flexibilidade mecéanica. PU nao biodegradaveis apresentam excelente estabilidade
quimica, resisténcia a abrasdo e propriedades mecanicas, sendo utilizados no
desenvolvimento de dispositivos médicos e érgdos artificiais. PU biodegradaveis,
contendo, por exemplo, segmentos de poli-e-caprolactona, sdo normalmente usados
como implantes para a reparacao tecidual e em sistemas de liberacdo de farmacos
(Cherng et al., 2013).

Os poliuretanos vém sendo investigados como suporte para diversos tipos de

células, inclusive células de tecidos oculares. William e colaboradores (2005)
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estudaram a possibilidade de utilizacdo de poliuretanos nao biodegradaveis,
comercialmente disponiveis (Pellethane®, Tecoflex®, Zytar®), como suporte de
células do epitélio pigmentado da retina, permitindo o estabelecimento de uma
monocamada de células do EPR, que seriam posteriormente transplantados no
espaco subretiniano. Os resultados obtidos demonstraram que Pellethane® e
Tecoflex® nédo favoreceram a adeséo e proliferacédo das células RPE, enquanto que
sobre o Zytar®, as células proliferaram e apresentaram morfologia normal, devido a
sua superficie hidrofilica que permite o estabelecimento de interagcbes com as
proteinas do soro essenciais para a ancoragem das células. Apos o tratamento da
superficie dos PU Pellethane® e Tecoflex® a fim de aumentar a sua hidrofilicidade, as
células aderiram e proliferaram, formando uma monocamada de células funcionais
(Ayres, 2006).

Da Silva e colaboradores (2009) incorporaram acetato de dexametasona em
dispersdes aquosas de PU biodegradaveis. Foi observado que a presenca do PEG
juntamente com a PCL como segmentos flexiveis nos PU biodegradaveis levou ao
aumento da taxa de liberacdo do acetato de dexametasona quando comparado ao
PU contendo apenas PCL. O estudo demonstrou que os filmes desenvolvidos
promoveram a liberagcdo do farmaco in vitro por 53 semanas em uma taxa
praticamente constante, sugerindo assim o uso desses filmes no tratamento de
uveite posterior (Da Silva et al. 2009). Em outro trabalho, o mesmo grupo
desenvolveu implantes intraoculares para o tratamento da uveite, sintetizados a
partir da incorporacdo de acetato de dexametasona em um poliuretano
biodegradavel contendo nanoparticulas de argila. Os nanocompasitos de poliuretano
contendo PCL como segmento flexivel foram obtidos pela insercédo de particulas de
argila na dispersdo aquosa do PU. Foi observado que a presenca dessas
nanoparticulas levou a um aumento da velocidade de liberacdo do farmaco in vitro.
A fim de avaliar a biocompatibilidade dos implantes, células do EPR (ARPE-19)
foram cultivadas em contato com o PU e os nanocompdsitos de PU, e a viabilidade
dessas células (avaliada pelo ensaio do MTT apds 7 dias) mostrou que nao foram
liberados componentes toxicos durante o teste (Da Silva et al., 2011). Também foi
avaliado o efeito desses implantes em um modelo de angiogénese inflamatoria
induzida pelo implante de esponja em camundongos. Os sistemas de liberacédo de

acetato de dexametasona modularam os principais componentes da inflamacao,
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angiogénese e fibrose no modelo animal. Os resultados obtidos indicaram o uso dos
implantes desenvolvidos para a supressao/reducédo da inflamagdo e angiogénese
em doencas inflamatdrias cronicas (Moura et al., 2011).

Gomes e colaboradores (2011) desenvolveram um filme biodegradavel de
poliuretano e bevacizumabe, anticorpo monoclonal que se liga a todas as isoformas
do VEGF, destinado ao tratamento de doencas proliferativas. Este implante foi
inserido no espago subconjuntival de coelhos e testado em um modelo experimental
de cirurgia filtrante para glaucoma. O estudo demonstrou que o bevacizumabe foi
liberado por um tempo muito pequeno mas, no entanto, foram bem tolerados e
promoveram a reducéo do numero de fibroblastos que expressavam VEGF (Paula et
al., 2013; Gomes, 2011).

Da Silva e colaboradores (2010) avaliaram a toxicidade em células da retina (ARPE-
19) dos produtos de degradacao de PU contendo PCL e PEG como cadeias flexiveis
apos 4 meses de degradacdo. N&do observou-se nenhuma alteracdo na viabilidade
celular assim como nenhum sinal de toxicidade nestes ensaios in vitro, sugerindo o

uso de PU para aplicacfes oftalmicas (Da Silva et al., 2010).
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4 UVEITE

O termo uveite é utilizado para descrever uma série de inflamagfes oculares que
acometem principalmente a Gvea (iris, corpo ciliar e cordide), mas estruturas
adjacentes como a retina, nervo éptico e esclera, também podem estar envolvidas
(Figura 14) (Dunn, 2015). Os sintomas e sinais tipicos da uveite incluem vermelhidao
e dor ocular, sensibilidade a luz, visdo embacada e com pequenos pontos que se

movimentam, além de perda visual (Moschos et al., 2014).

Estudos mostram que o edema macular é a causa mais frequente de cegueira ou
perda visual e que complicagBes da uveite, como catarata e glaucoma normalmente

ocorrem em mais de metade dos pacientes (Larson et al., 2012).

A uveite e outras doencas inflamatérias oculares afetam todas as faixas etarias da
populacdo, apresentando maior frequéncia em adultos jovens, com idade média
entre 35 a 45 anos, sendo a quarta maior causa de cegueira na populacéo
economicamente ativa no mundo desenvolvido, causando 10% a 15% dos casos de
cegueira nos EUA e Europa (Yang et al. 2013; Lowder et al. 2011). Mais de US$ 240
milhdes sdo gastos anualmente nos EUA em cuidados de salde e sua consequente

morbidade para pacientes com uveite (De Smet et al., 2011; Dunn, 2015).
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Figura 14 - Estruturas que compdem a Gvea: iris, corpo ciliar e coroide.

(Disponivel em: http://www.vision-and-eye-health.com/uveitis.html)
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Anatomicamente a uveite pode ser classificada em anterior, intermediéria, posterior
e panuveite (SUN Group, 2005; Dunn, 2015).

Uveite anterior pode ser definida como uma inflamacéo localizada principalmente na
camara anterior. Estudos demonstram que ela € a forma mais prevalente de uveite e
gue aproximadamente metade dos casos séo idiopaticos. Manifesta-se clinicamente
por congestdo ocular, relacionada ao depdsito de células na cornea, seguida de um
halo vermelho, de sensacdo dolorosa, fotofobia, diminuicAo da visao e
lacrimejamento. Em quadros inflamatérios mais graves, surgem precipitados
ceraticos e agregados celulares no endotélio da cérnea (Yasin et al., 2014; Anesi e
Foster, 2011).

Na uveite intermediaria o principal local da inflamacdo € o vitreo e na uveite
posterior é a retina ou coréide (Tabela 1). J& o termo panuveite é utilizado nas
situacées em que ndo ha um sitio inflamatério predominante, mas onde pode ser
observada inflamacdo na camara anterior, vitreo e retina e/ou coréide, sendo
associada aos piores prognosticos, com a formacdo de catarata, edema macular,
glaucoma secundario, opacidade vitrea e descolamento da retina (SUN Group,

2005; Moschos et al. 2014).

Intermediate : .

Figura 15 - Classificagdo anatdmica das uveites: anterior, intermediaria e posterior.

(Disponivel em: http://dicionariosaude.com/uvea/)
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Tabela 1 — Classificagdo anatdémica das uveites

Tipo Local principal da Inclui
inflamacao
Uveite anterior Cémara anterior Irite
Iridociclite
Ciclite anterior
Uveite Vitreo Pars planite
intermediaria Ciclite posterior
Hialite
Uveite posterior Retina ou cordide Coroidite focal, multifocal
ou difusa

Coriorretinite
Retinocoroidite
Retinite
Neurorretinite

Panuveite Camara anterior, vitreo
e retina ou cordide

Adaptado de: (SUN Group, 2005)

Em relacéo aos fatores etioldgicos, as inflamacfes do trato uveal podem ter causas
traumaticas, infecciosas, tumorais e autoimunes. A uveite pode ocorrer de forma
isolada ou associada a outras doencas oculares ou sistémicas, como sarcoidose,
sindrome de Behget, artrite reumatoide, doenga de Crohn, sifilis, tuberculose e
toxoplasmose. A patogénese exata ainda continua indeterminada em varias formas
da doenca, mas evidéncias tém demonstrado que a uveite é uma doenca imuno-

mediada, influenciada por varios fatores endégenos (Yang et al., 2013).

4.1 Patogénese da uveite

O olho é protegido da invasdo de patdégenos por dois sistemas, uma barreira
anatbmica e uma imunoldgica. A barreira hemato-ocular bloqueia anatomicamente
patégenos e células inflamatorias do influxo para o olho a partir da circulagédo
sanguinea periférica, e assim o protege de subsequentes danos teciduais. A uveite

estd associada a quebra dessa barreira ocular por mecanismos ainda nao
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totalmente entendidos (Bousquet et al.,, 2012), entretanto, supfe-se que a

inflamacé&o possa ser a causa dessa ruptura (Klaassen et al., 2013).

Apesar de a uveite ser uma doenca heterogénea com influéncias poligénicas e
ambientais, a maioria das formas de uveite imunomediadas sdo causadas por um
desequilibrio entre mecanismos regulatérios que inibem o sistema imune e
mecanismos inflamatérios, que combatem organismos infecciosos, mas também
podem resultar em doencgas cronicas se forem ativados fora de um contexto
infeccioso. Esta ativagdo imune anormal parece resultar de uma combinagéo de
causas ambientais e fatores de risco genéticos que levam a um desequilibrio da

regulacdo imune e assim, a um quadro inflamatério (Mochizuki et al., 2013).

Um exemplo de componentes do sistema regulatério sdo os linfocitos T regulatorios,
que produzem citocinas anti-inflamatorias IL-10, TGF-B e IL-35 (Figura 15). Células
do EPR, na presenca do TGF-3, induzem a produgao de acido retindico por linfécitos
T regulatérios, além disso, células residentes da retina, incluindo células
ganglionares e fotorreceptores, produzem a IL-27, outra citocina com acdo anti-
inflamatdria. Componentes inflamatérios do sistema imune incluem os linfocitos T-
helper Thl e Th17, que produzem citocinas inflamatérias como a IL-17, IL-23 e IL-2,
assim como TNF-a, que recrutam leucdcitos da circulagéo (Lin et al., 2014; Dunn,
2015).

Estudos descritos na literatura avaliaram o perfil de citocinas nos liquidos e tecidos
oculares presentes na uveite. Foram observados que o0s niveis de citocinas e
mediadores inflamatérios como as interleucinas IL-12, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-15,
IL-1B8, fator de necrose tumoral TNF-a, IFN-y e VEGF estavam elevados. Foi
demostrado que o IL-1B induz uma série de alteragcbes nas barreiras hemato-
oculares, que incluem o recrutamento leucocitario, aumento da permeabilidade e
alteracdes morfologicas das células endoteliais (Takase et al. 2006; de Smet et al.
2011; Klaassen et al., 2013; Dugel et al., 2015).
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Figura 16 - Patogénese da uveite. Um desequilibrio entre os mecanismos regulatorios e
inflamatdrios contribui para a uveite. A combinacao de causas ambientais e fatores de risco
genéticos levam ao aumento de fatores inflamatérios, ocasionando ou levando a cronicidade

da uveite. Treg = células T regulatérias. Adaptado de: (Lin et al., 2014)

4.2 Tratamento

O tratamento da uveite esta relacionado a utilizacdo de medicamentos capazes de
prevenir ou tratar complicacbes visuais, aliviar o desconforto dos pacientes e
controlar a manifestacdo inflamatoria. Entre as diversas classes de farmacos,
encontram-se descritos na literatura a utilizacdo de midriaticos, antiinflamatoérios
esteroidais, agentes citotoxicos e imunossupressores (Damato et al.,, 2012; Dunn,
2015; Dolz-Marco et al., 2015).

A uveite ndo infecciosa, assim como o edema macular resultante da progresséo da
doenca, € tratada primariamente com corticosteroides pela via sistémica, mas
alcancar niveis terapéuticos intraoculares requer o uso de altas doses levando ao

aumento do risco de efeitos adversos, como hipertensdo, diabetes mellitus e
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osteoporose. Imunossupressores também séo utilizados, mas também apresentam

sérios efeitos adversos sistémicos (De Smet et al., 2011).

Como uma alternativa ao tratamento sistémico, as vias intravitrea e periocular sao
utilizadas, mas também estdo associadas a efeitos adversos oculares significantes
como endoftalmite, hemorragia vitrea e descolamento da retina. A triancinolona
acetonida é o corticosteroide intravitreo mais comumente utilizado, mas a duragéo
da acao é limitada, além de estar associada a um risco significante de aumento da
presséao intraocular. Entretanto, pesquisas recentes levaram ao desenvolvimento de
sistemas de liberacdo prolongada de diversos corticosteroides, assim como ao uso
de metotrexato, agentes inibidores do fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) e inibidores do fator de necrose tumoral (TNF-a) (Chen et al., 2015; Sallam
et al., 2011).

4.2.1 Injecoes intravitreas de corticosterdides

Os corticosteroides constituem a base do tratamento da uveite. Um dos mecanismos
de acédo destes farmacos € a inibicao da transcricdo de mediadores inflamatérios e a
inibicdo da sintese de prostaglandinas e interleucinas, embora eles também
reduzam a expressdo do VEGF e estabilizem a barreira hematorretiniana (Herrero-
Vanrell et al., 2014; Garweg et al., 2013).

Duas formulacdes de triancinolona foram aprovadas pelo FDA para uso intravitreo.
Diversos estudos demonstram a sua eficacia e melhora da visédo apés o tratamento.
Apesar dos beneficios, as injecfes intravitreas de triancinolona apresentam
desvantagens relacionadas, principalmente, ao tempo limitado de duracédo da acéao,
necessitando assim de multiplas injecdes, e da elevada taxa de efeitos adversos,
principalmente a elevacédo da pressao intraocular (PIO) e a formacdo de catarata.
Pesquisas relatam o desenvolvimento de catarata em 15 a 30 % dos pacientes apos
a primeira aplicacéo, e a elevacéo da PIO em 25 a 45% (Sallam et al., 2011).
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4.2.2 Imunossupressores

Com o objetivo de se reduzir a dose de corticosteroides utilizados no tratamento da
uveite, e assim os efeitos adversos relacionados ao seu uso, agentes

imunossupressores sdo empregados na clinica.

Estudos relatam que o uso de ciclosporina levou ao controle da doenca de 33% dos
casos, em 6 meses de tratamento, e 52% em 1 ano, sendo que 11% dos pacientes
tiveram que interromper o uso devido a toxicidade. Resultados semelhantes foram
encontrados com a azatioprina e o micofenolato de mofetila, obtendo-se o controle
da doenca em 62% e 73% dos individuos ap6s 1 ano, respectivamente, porém 25%
dos pacientes apresentaram efeitos adversos. Assim como os farmacos citados
anteriormente, o metotrexato apresentou beneficios similares, entretanto 42% dos
pacientes abandonaram o uso pela ineficacia do tratamento e 16% pelos efeitos
adversos (de Smet et al., 2011).

4.2.3 Implantes ndo biodegradaveis

A fim de aumentar o tempo de duracdo da acdo dos corticosteroides, sistemas de

liberacé@o prolongada de farmacos vém sendo desenvolvidos.

O Retisert® (Bausch & Lomb, Rochester, EUA) é um implante intraocular ndo
biodegradavel que contem fluocinolona acetonida (0,59 mg) aprovado pelo FDA
para o tratamento de uveite posterior cronica no infecciosa (Figura 16). E composto
por um comprimido de fluocinolona contendo celulose microcristalina, estearato de
magnésio e PVA, que promove a liberacdo do farmaco por aproximadamente 30

meses (Silva et al., 2010).

Diversos estudos demonstraram a eficacia do Retisert em reduzir as recorréncias,
melhorar a visdo e reduzir a necessidade de imunossupressores sistémicos de
pacientes com uveite severa nao-infecciosa (Pavesio et al., 2010), entretanto, quase

todos os pacientes desenvolveram catarata e grande parte apresentou aumento da
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P1O. Outros efeitos adversos relacionados sdo o descolamento da retina,
endoftalmite, afinamento da esclera, mau funcionamento do implante e o

desenvolvimento de infec¢cbes oportunistas (Sallam et al., 2011).

Figura 17 - Representagéo esquematica do local de implantag&o do Retisert. Disponivel em:
http://www.retinalphysician.com/

Outro fato importante € que o medicamento foi aprovado, inicialmente, com preco
extremamente elevado, chegando a custar aproximadamente 14 mil délares nos
EUA.

4.2 .4 Implantes biodegradaveis

O Ozurdex® (Allergan Inc., Irvine, EUA) é um implante intravitreo biodegradavel de
PLGA e dexametasona aprovado pelo FDA em 2009 para o tratamento de uveite
nao infecciosa. O sistema cilindrico contem 0,7 mg de dexametasona e € injetado na
cavidade vitrea com o auxilio de um dispositivo especialmente desenvolvido para
este fim, sem a necessidade de cirurgia, promovendo a liberacdo do farmaco por
aproximadamente 6 meses (Sallam et al., 2011). Estudos demonstraram a eficacia
do implante em controlar a uveite, com uma baixa incidéncia de aumento da PIO e

do risco do desenvolvimento de catarata (Yasin et al., 2014; de Smet et al., 2011).
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Figura 18 - Representagio esquematica da insergdo do Ozurdex na cavidade vitrea.

Fialho e colaboradores (2007) desenvolveram implantes biodegradaveis de PLGA e
acetato de dexametasona (25%) que promoveram a liberacdo do farmaco por
periodo superior a 8 semanas in vivo (Fialho e Cunha Junior, 2007). Esse sistema
possui uma forma de aplicacédo totalmente inovadora e ja foi avaliado clinicamente
em 10 pacientes com oclusdo de veia da retina, com resultados promissores
(Siqueira et al., 2013).

Implantes biodegradaveis de PLGA e ciclosporina foram desenvolvidos por Saliba e
colaboradores (2008) para o tratamento da uveite. O sistema promoveu a liberacéo
do imunossupressor por aproximadamente 22 semanas (Saliba et al., 2008).
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JUSTIFICATIVA




60

A uveite € um conjunto de doencgas inflamatorias oculares graves responsaveis por
boa parte dos casos de cegueira irreversivel no mundo. Ela acomete principalmente
individuos na idade socioeconomicamente ativa, sendo o impacto econémico e
social causado por elas devido as complicacdes que encurtam a vida produtiva dos
individuos, piorando a sua qualidade de vida e onerando os servicos de saude
publica. O uso de sistemas de liberacdo prolongada de farmacos proporciona
inlmeras vantagens, como aumento da biodisponibilidade do farmaco no local de
acao, liberacao prolongada, reducdo de efeitos adversos sistémicos e a frequéncia
de injecdes intravitreas, reduzindo as suas complica¢cdes e aumentando o conforto e
a adesao do paciente ao tratamento. A insercdo desses sistemas no espaco
supracoroidal, situado entre a esclera e a corbide, promoveria a liberacdo do
farmaco diretamente na cordide e potencialmente na retina, sem a necessidade da
insercdo na cavidade vitrea, ultrapassando as barreiras propiciadas pela cérnea e
esclera. O desenvolvimento de sistemas de liberacéo prolongada de dexametasona,
corticosteroide extensamente utilizado no tratamento da uveite, em matriz de PUD,
polimero biodegradavel e biocompativel, com propriedades mecanicas ideais para a
insergéo no espago supracoroidal, com o intuito de minimizar ou suprimir os efeitos
adversos, aumentar o tempo de residéncia do farmaco no segmento posterior do
olho e, consequentemente, diminuir a frequéncia de administracdo do farmaco
parece ser de relevancia 6bvia, pois pode representar um caminho importante para a

terapia de doencas inflamatérias oculares.

Na presente tese séo descritas as etapas de desenvolvimento e caracterizacdo dos
sistemas bem como estudos de biocompatibilidade e eficacia in vivo em modelo de

uveite anterior.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Desenvolver implantes de aplicacdo supracoroidal constituidos de poliuretanos

biodegradaveis e dexametasona visando a liberacdo prolongada do farmaco e

avaliar a biocompatibilidade e eficacia no tratamento de doengas inflamatorias

oculares.

5.2 Objetivos especificos

a)

b)

f)

9)

h)

Desenvolver os sistemas de liberagdo prolongada de poliuretano com
diferentes concentracdes de dexametasona;

Caracterizar os sistemas desenvolvidos assim como seus produtos de
degradacdo por espectroscopia na regido do infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR)

Avaliar o perfil de liberacao in vitro do farmaco.

Avaliar a citotoxicidade in vitro dos produtos de degradacdo do implante de

PUD contendo dexametasona.

Avaliar a insercdo do filme de PUD contendo ou ndo o farmaco
(dexametasona) no espac¢o supracoroideano em animais saudaveis;

Avaliar a biocompatibilidade, tolerancia e toxicidade desses sistemas
desenvolvidos;

Inducéo da uveite anterior por meio da injecdo subcutanea do polissacarideo
(LPS);

Avaliar a eficacia do sistema de liberacdo desenvolvido no modelo de uveite
experimental através da avaliagdo da resposta inflamatéria por meio de
avaliacao clinica dos animais, e das técnicas de histologia, imunohistoquimica
e PCR.
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A tabela 2 relaciona os materiais utilizados na sintese da dispersdo aquosa de

poliuretano:

Tabela 2 — Estruturas quimicas dos materiais utilizados na sintese da disperséo aquosa de

poliuretano.
PCL 1000
Diol PCL 2000 0 ﬁ ﬁ 0
H’( V\A%\O’RHU/(W/ \)n\H
PEG 1500
Isoforona diisocianato HyC
HC. | NCO
Diisocianato (IPD1)
i, CH,-NCO
Emulsificante | Acido dimetilol propi6nico CH.0H

interno (DMPA) CH;— cl.— COOH
CHZ0OH
Catalisador Dibutil dilaurato de
anh Bun.. o . 0OCR
estanno BU*  TNOOCR
Neutralizante Trietilamina (TEA) (CHa
HsC 3
NP AP,
Extensor de Hidrazina (HZ) H
. H /
cadeia \N—N\H
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Na tabela 3 estdo descritas as caracteristicas da dexametasona utilizada nos

implantes de poliuretano.

Tabela 3 — Caracteristicas da dexametasona utilizada no preparo dos implantes de
poliuretano.
Estrutura
Formula Molecular C22H29FOs
Massa Molar 392,46 g/mol
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7 METODOS

7.1 Sintese da disperséo aquosa de poliuretano

A dispersédo aquosa de poliuretano foi preparada pelo método convencional no qual
se produz um pré-polimero (por meio da reacdo entre diol e diisocianato) em cuja
cadeia sdo inseridos grupos hidrofilicos a partir do DMPA que, apés neutralizados
com TEA passam a agir como emulsificantes internos e possibilitam a dispersao do
poliuretano em agua. A reacdo de extensdo de cadeia com diamina (hidrazina) &
feita imediatamente apds a etapa de dispersdo, a fim de evitar a reacdo entre grupos
NCO e 4gua. Nessa etapa sdo produzidas ligacbes uréia que fazem parte dos
segmentos rigidos do poliuretano (Ayres, 2006). Abaixo encontra-se um esquema

com as reacfes da sintese e dispersdo do PU em agua (Figura 19).
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Figura 19 - Esquema de reagdes da sintese e dispersdo aquosa do poliuretano em agua.

Fonte: AYRES, 2006.
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Preparacao do pré-polimero

A sintese foi feita em um baldo de 3 vias sob agitacdo, aquecimento e atmosfera
inerte de N2. Transferiram-se quantidades exatas dos poliéis PCL 1000, PCL 2000,
PEG 1500, assim como DMPA para o reator. Esses reagentes foram mantidos sob
agitacdo, a uma temperatura de 60°C por cerca de 30 minutos para que 0S
componentes se dissolvessem no meio. Ao reator foi adicionada quantidade exata
de IPDI para obtencdo de uma razdo NCO/OH de 2,29 e a temperatura da mistura
reacional foi mantida em 70-75°C por 2 horas. Em seguida, adicionou-se o
catalisador dibutil dilaurato de estanho (DBDLT) em quantidade correspondente a
0,01% em massa sobre a quantidade total de reagentes, sendo a temperatura
mantida a 70-75°C por mais 1 hora, quando foi feita uma nova adi¢cdo de catalisador
idéntica a primeira. A mistura foi novamente mantida a temperatura de 70-75°C por 1
hora. Apés isso, a mistura reacional foi resfriada a temperatura de 50-60°C e retirou-
se uma amostra do pré-polimero para determinacao titulométrica da porcentagem de
NCO livre. O resultado deve ser o mais préximo possivel da porcentagem teorica,

calculada conforme a equagéao 1:

P NCGT — (Myco—Mop)*42100 "

Mpp

Onde:

% NCOrT = porcentagem tedrica de grupos NCO livres.

Nnco = nUmero de equivalentes-gramas do diisocianato usado.

NoH = somatério do numero de equivalentes-gramas de todos 0s reagentes
hidroxilados usados.

Mpp = Massa total do pré-polimero.
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Para realizar a titulacdo, foram colocados 50 mL da solucdo de di-n-butilamina e 10
g do pré-polimero em um erlenmeyer de 500 mL. A mistura foi agitada e aquecida
até inicio da ebulicdo. Apds resfriamento, foram adicionados 100 mL de metanol e 2
gotas de azul de bromofenol. O mesmo procedimento foi repetido para 0 ensaio em
branco. A titulacéo foi realizada com acido cloridrico 1 mol/L. O ponto de viragem foi
evidenciado pela mudanga de coloracdo de azul para verde e depois para amarelo

leitoso e a porcentagem de NCO livre foi calculada pela equacéo 2:

% NCO = (Viranco—Vamostral*f*4.202 (2)

Pamostra

Onde:

Vamostra = VOlume em mL de HCI 1 mol/L consumido na titulag&o.

Vbranco = Volume em mL de HCI 1 mol/L consumido na titulagdo de di-n-butilamina
pura (sem amostra).

f = fator de correcdo da concentracdo de HCI 1 mol/L especificado no frasco do
reagente.

Pamostra = P€S0 da amostra.

Para o preparo da solucao de di-n-butilamina pesou-se 206,8 g desta, diluiu-se em

tolueno e completou-se o volume da solugéo para 2 litros.

Adicionou-se TEA ao pré-polimero com grupos NCO terminais com o objetivo de
neutralizar os grupos carboxilicos do DMPA, mantendo-se a temperatura a 40°C por
40 minutos sob agitacdo vigorosa. Para tal, calculou-se a quantidade de TEA pela

equacao 3:

m=nx101 (3)
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Onde:

711 = massa de TEA

71 = numero de equivalentes-grama de grupamentos carboxilicos obtidos dividindo-

se a massa de DMPA usada no pré-polimero por 134, que é o equivalente grama do
DMPA, em relagdo ao grupamento carboxilico
101 = equivalente-grama da TEA

Reacao de extenséo da cadeia

Em seguida dispersou-se o pré-polimero neutralizado em agua e, imediatamente
apos, foi realizada a reacdo de extensao de cadeia com a adi¢do de hidrazina (HZ),
mantendo-se a temperatura da dispersdo aquosa em 40°C por 1 hora. A quantidade
do extensor de cadeia é calculada de acordo com a porcentagem de grupos NCO

livres encontrada por meio da titulacdo com di-n-butilamina, usando-se a equacéo 4:

&] 18
(100)(."-"{.'6;; X{D,Eud-)
m = o 4)

Onde:

m = massa de hidrazina (equivalente = 16 g/mol e concentracao de 64%)
Mpp = massa do pré-polimero
NCOp = % NCO obtido na titulagao

42 é o equivalente-grama do grupamento NCO.
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7.2 Preparo dos filmes de poliuretano e dexametasona

Os filmes foram preparados pela incorporacdo de dexametasona (DX) a dispersao
aguosa de poliuretano (PUD). Para tal, foram adicionados 6,0 mg, 18,8 mg ou 29,0
mg de DX a 2,0 g de PUD, sob agitacdo por 30 minutos, visando obter uma
concentracdo final de 8, 20 e 30% p/p do farmaco, respectivamente. As misturas
foram transferidas para moldes de Teflon® e deixadas a temperatura ambiente por 2
dias. Apds isso, os fiimes foram cortados no formato de retadngulos de
aproximadamente 1 x 3 mm. Também foram preparados filmes brancos (sem o

farmaco) pelo mesmo método.

7.3 Estudo de degradacéo in vitro do poliuretano

A degradacéo in vitro dos filmes de PUD branco e PUD-DX (30%) foi realizada em
incubadora, a 30 rpm e 37 °C. Os filmes (n = 6 para cada poliuretano), cortados em
forma de quadrados de 6 x 6 mm de comprimento, foram colocados em frascos de
vidro contendo 1 mL de PBS pH 7,4. Em intervalos de tempo pré-estabelecidos, os
filmes foram removidos do PBS, e os produtos de degradagédo, assim como 0S

proprios filmes foram caracterizados por espectroscopia na regido do infravermelho.

7.4 Caracterizacdo dos implantes de PUD e DX

Espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho (IV) é uma técnica empregada para a
identificacdo de grupos funcionais de moléculas expostas a uma radiacdo no
infravermelho. A interpretacdo dos espectros obtidos esta relacionada com a

identificacdo das bandas caracteristicas de cada grupo quimico.
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As andlises de FTIR foram realizadas no espectrofotdmetro Perkin Elmer, modelo
Spectrum 1000. Obtiveram-se o0s espectros dos filmes usando-se a técnica de
Reflexdo Total Atenuada (ATR). As amostras de DX, e dos filmes de PUD contendo
8, 20 e 30% de DX foram pressionadas contra um cristal de seleneto de zinco, e 0s
espectros foram obtidos a partir de 32 varreduras com uma resolucéo de 4 cm, no
intervalo de 4000 a 650 cm™.

7.5 Estudo de liberacao in vitro

O estudo de liberacdo in vitro da DX a partir dos implantes foi realizado em
recipientes plasticos contendo 2mL de PBS pH 7,4, obedecendo as condi¢des sink.
Esse estudo foi realizado em incubadora com temperatura mantida constante em
37° C (x 0,2° C), visando aproximar o experimento das condicbes encontradas in

Vivo.

Foram utilizados implantes de PUD brancos e PUD contendo 8, 20 e 30% de DX,
totalizando 24 implantes (n=6 para cada grupo analisado). Em intervalos de tempo
pré-estabelecidos, o meio de incubacdo dos implantes foi totalmente retirado para
posterior quantificacdo e a solucdo tampao dos frascos foi renovada. O farmaco
liberado no meio de incubacao foi quantificado por CLAE, de acordo com o método
analitico descrito na farmacopeia americana (EUA, 2006). Foi utilizado o
cromatografo a liquido de alta eficiéncia Waters® (bomba Waters® 515 e auto-injetor
Waters® 717 plus) acoplado a detector Waters® 2487. A coluna utilizada foi a
Chromolith® RP-18E, de 4,6 mm de diametro e 100 mm de comprimento, com
tamanho de particula de 2 ym (Merk KGaA Performance & Life Science Chemicals,
Alemanha). A fase movel utilizada foi composta de uma mistura de agua e
acetonitrila (45:55), em um fluxo igual a 1,0 mL/min e comprimento de onda de

deteccgéo no ultravioleta em 254 nm (Fialho et al., 2008).
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7.6 Avaliacdo da citotoxicidade in vitro dos produtos de degradacédo dos

implantes de PUD contendo dexametasona

Para avaliar a citotoxicidade dos produtos de degradacéo dos implantes de PUD-DX
(30%), foi utilizada a linhagem celular ARPE-19 (Figura 20). Essa linhagem celular
surgiu espontaneamente a partir da cultura primaria de células do EPR humano e
possui um alto potencial de crescimento (Dunn et al., 1996). O epitélio pigmentado
da retina (EPR) desempenha um papel critico no desenvolvimento e manutencao
dos fotorreceptores adjacentes a retina dos vertebrados, além de contribuir com
altos niveis de VEGF para os tecidos do segmento posterior do olho

(Ayalasomayajula et al., 2009).

Figura 20 - ARPE-19 em aumentos de 20X (A e B) e 100X (C).

A ARPE-19 (Invitrogen, Cergy Pontoise, Franca) foi cultivada em meio DMEM-F12
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e tampé&o hepes (afim de ajustar
0 pH para 7,2), sendo incubadas a 37°C e 5% de CO:..
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Os implantes de PUD-DX (30%) foram esterilizados em luz ultravioleta por 45
minutos cada lado no inicio do experimento. A seguir, os implantes (6 x 6 mm de
comprimento) foram incubados em 3 mL de PBS a 37°C por 4 meses, quando o PBS

contendo os produtos de degradacéo foi coletado.

As células foram semeadas em placas de poliestireno de 24 pocos na densidade de
4 x 10° células/poco. Ap6s 24 horas, o meio de cultura foi retirado e cada poco foi
lavado com PBS, quando se iniciou a aplicagcdo da mistura do meio de cultura com o
PBS contendo os produtos de degradacédo na propor¢édo de 10:1. As células controle
foram incubadas apenas com meio de cultura. Apés 1 e 4 dias, a viabilidade celular

foi avaliada através do ensaio colorimétrico MTT.

O ensaio colorimétrico de viabilidade celular MTT, descrito por Carmicheal e
colaboradores (1987), consiste na reducao do MTT (brometo de 3,4,5-dimetiltiazol-2-
iI-2,5-difeniltetrazolil) pela enzima desidrogenase mitocondrial presente somente nas
células viaveis, gerando formazan, composto azul-violeta, que uma vez precipitado
e solubilizado em DMSO ¢é quantificado por espectrofotometria a 550 nm
(Carmichael et al., 1987). As estruturas dos compostos acima estdo elucidadas na

Figura 21.
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Figura 21 - Transformacdo do MTT em formazan pela enzima desidrogenase mitocondrial
presente nas células vivas. Disponivel em: http://en.wikipedia.org/wiki/MTT_assay.

Os experimentos foram realizados em quadruplicata, sendo o resultado expresso
como a porcentagem de células viaveis em relacdo ao grupo controle (tratado com

meio de cultura).
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7.7 Animais

Foram utilizados fémeas de ratos da raca Lewis, com idade média de 8 semanas e
pesando aproximadamente 250 g (Janvier, Le Genest-Saint-Isle, Franca). Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais com racdo e agua ad libitum, em
ambiente com temperatura e umidade controladas. Os experimentos foram
aprovados pelo comité de ética em experimentagdo animal (Comité d’éthique en
expérimentation animale Charles Darwin» (ID Ceb/2012/122), INSERM U289,
Hopital Salpétriere, Paris) e realizados de acordo com as normas da Association for
Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) para uso de animais em pesquisa

em oftalmologia.

7.8 Insercédo dos sistemas no espaco supracoroidal

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados de acordo com procedimento descrito
na literatura (Einmahl et al., 2002), com o auxilio de microscoépio cirdrgico (OM-5,
TAKAGI, Nagano, Japao). Os animais foram anestesiados com uma injecéo
intramuscular de quetamina/xilasina (87 mg/mL e 13 mg/mL), 1mL/Kg, apoés isso, foi
administrada tetracaina 1% e tropicamida 2% topicamente. Uma incisdo de
aproximadamente 2 mm foi realizada na conjuntiva e esclera com uma agulha de 25
G a 5 mm do limbo, na regido da pars plana. A mesma agulha foi utilizada a fim de
se revelar o espacgo supracoroidal, entre a esclera e coroide. Os filmes de PUD e
PUD-DX (30%) foram inseridos sem necessidade de sutura da esclera e conjuntiva
(Fig 28C). Néao foi observado refluxo de material pela esclerotomia. Imediatamente
apos a cirurgia, o fundo do olho foi examinado com o auxilio de uma lampada de
fenda e por tomografia de coeréncia optica (OCT) para verificar a existéncia de

danos na retina ou sinais de hemorragia.
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7.9 Estudo da biocompatibilidade in vivo dos filmes de PUD e PUD-DX

A fim de se avaliar a biocompatibilidade dos filmes de PUD e PUD-DX (30%), assim
como a viabilidade e seguranca da insercdo destes no espacgo supracoroidal, foi
realizado um experimento no qual os implantes foram inseridos neste espaco,
utilizando a técnica descrita abaixo. Utilizaram-se 12 animais divididos em 2 grupos
experimentais (n=6), sendo que em um grupo foi implantado o filme de PUD branco
e em outro grupo, filme de PUD-DX 30%, sendo os filmes cortados em retangulos de
3 mm x 1 mm. Imediatamente ap0s a cirurgia, foi realizada uma tomografia de
coeréncia optica (OCT), avaliando-se o posicionamento do implante no espaco
supracoroidal, a integridade dos tecidos adjacentes e a existéncia ou nao de
hemorragia e descolamento da retina. Os animais foram avaliados diariamente e, ao
final de 15 dias, foram sacrificados com dose letal de pentobarbital (100 mg/kg) para

a retirada das amostras para estudos posteriores (avaliacédo histopatolégica).

7.9.1 Avaliacdo histopatoldgica

ApOs o sacrificio dos animais, os bulbos oculares foram imediatamente enucleados e
fixados com solucdo de para-formaldeido 4% e glutaraldeido 0,5% em PBS por 2
horas. Os bulbos oculares fixados foram lavados com PBS por 2 horas, e
desidratados com etanol 70% e 95% por 2 horas cada concentracdo. Em seguida,
os bulbos foram incubados em uma mistura de etanol 95% e meio de infiltracdo
historesina (1:1) por 2 horas. Finalmente, incubaram-se os bulbos em meio de
infiltracdo historesina por 12 horas a temperatura de 4 °C. Ao término do tempo
previsto, os bulbos foram inseridos no meio de inclusdo historesina, em suporte
plastico especifico. Aguardou-se a polimerizagdo do meio de incluséo historesina, e
entdo, colocou-se a tampa sobre o molde plastico. Esta tampa apresentava um
orificio central que possibilitou a introducdo de pequena quantidade de meio de
inclusdo historesina. Aguardou-se novamente a polimeragdo do meio de inclusao
recém acrescentado. Transferiu-se o molde plastico com tampa para banho de gelo,
por 30 minutos, e em seguida, transferiu-se para estufa a 37 °C por 24 horas.
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Preparou-se o meio de infiltracdo historesina conforme instrucdo do fabricante
(Leica): acrescentou-se 0,5 g de peroxido de dibenzoila (Activator) em 50 mL de 2-
(hidroxietil)- metacrilato (Basic Resin), sob agitacdo. O meio de infiltracdo historesina

foi conservado a 4 °C e ao abrigo da luz.

Os blocos foram cortados com o auxilio do micrétomo RM2055 Leica® em secdes de
5 um de espessura, e as laminas foram coradas com azul de toluidina a 1% para
andalise por microscopia de luz (microscopio Olympus IX70 acoplado & camara
digital), afim de se avaliar a integridade dos tecidos oculares, a presenc¢a ou nao de
células inflamatérias e hemorragia, e o correto posicionamento dos filmes no espaco

supracoroidal.

7.10 Estudo da atividade anti-inflamatéria dos filmes de PUD DX em modelo

animal de uveite - Modelo EIU (endotoxin-induced uveitis)

Com o objetivo de se avaliar a eficacia dos filmes de PUD DX, foi utilizado um
modelo animal de uveite. O modelo de uveite induzida por endotoxina (do inglés
endotoxin-induced uveitis — EIU) € um modelo de uveite humana aguda em ratos,
onde células residentes (células microgliais e células endoteliais e epiteliais da iris e
corpo ciliar) séo inicialmente ativadas e produzem citocinas, quimiocinas e iINOS
aproximadamente 4 horas apés a injecao de LPS. Apds 8 horas, macréfagos e
neutréfilos sob a influéncia de citocinas secretam prostaglandina 2 e éxido nitrico
(NO) levando a quebra da barreira hemato-ocular, resultando na migracdo de
leucdcitos polimorfonucleares e macrofagos para os tecidos do segmento anterior do
olho (Bousquet et al., 2012).

Inicialmente, os implantes foram inseridos no espaco supracoroidal de acordo com o
protocolo descrito acima. Utilizaram-se 18 animais divididos em 3 grupos
experimentais (n=6), sendo que no primeiro grupo foi implantado o filme de PUD
branco, no segundo grupo filme de PUD-DX 30% e no terceiro grupo nao foi
inserido nenhum filme, sendo este o grupo controle do experimento. Imediatamente

apos a cirurgia, foi realizada uma tomografia de coeréncia 6ptica (OCT), avaliando-
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se 0 posicionamento do implante no espacgo supracoroidal, a integridade dos tecidos

adjacentes e a existéncia ou ndo de hemorragia e descolamento da retina.

A uveite foi induzida em todos os animais 15 dias apds a implantacdo dos filmes
pela injecdo subcutdanea de 100 pL de solucdo salina contendo 200 pg de
lipopolisacarideo (LPS) de Salmonella typhimurium (Sigma-Aldrich) na pata dos
animais de acordo com protocolo descrito na literatura (Figura 22) (Touchard et al.,
2010). A inflamagéo aguda do segmento anterior do olho atinge sua intensidade
méaxima em 24 horas apés a indugdo, e entdo se resolve espontaneamente em 7
dias (Bousquet et al., 2012).

Figura 22 - Injec&o subcutanea de 100 uL de solug&o salina contendo 200 ug de LPS na pata
traseira para ainducédo da uveite induzida por endotoxina (EIU).

7.11 Avaliacdo da resposta inflamatoria

Para a avaliacdo da resposta inflamatéria e da eficacia dos implantes de PUD DX,

apos 24 horas da inducdo da EIU os animais foram avaliados clinicamente e
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sacrificados com dose letal de pentobarbital (100 mg/kg) para a retirada das
amostras para estudos posteriores (histopatologia, imunohistoquimica e PCR).

7.11.1 Avaliacédo clinica

O estado clinico de todos os animais foi avaliado com o auxilio de uma lampada de
fenda pela oftalmologista Dra. Francine Behar-Cohen, sendo a inflamagé&o

classificada de 0 a 5 de acordo com os seguintes critérios (SUN Group, 2005):

Tabela 4 - Graduacéo da inflamac&o ocular de acordo com avalia¢&o clinica.

Graduacao Sinais
0 Auséncia de inflamacao
1 Vasodilatacdo minima da iris e conjuntiva, sem células na

camara anterior

2 Vasodilatagdo moderada da iris e conjuntiva, sem células na
camara anterior

3 Vasodilata¢do intensa da iris e conjuntiva, menos de 10
células por campo na camara anterior

4 Sinais clinicos mais severos que na graduacédo 3, mais de 10
células na camara anterior com ou sem a formacéo de
hipépio (acumulacdo de células inflamatérias na camara

anterior)

5 Reacéao inflamatéria intensa, formacéo de fibrina na camara
anterior do olho, total secluséo pupilar (ndo reatividade da
pupila a luz devido a formacéao de coagulos de fibrina)

Fonte: Bousquet et al., 2012.

7.11.2 Avaliacdo histopatolégica

Apoés o sacrificio dos animais, os olhos foram imediatamente enucleados e tratados

de acordo com o protocolo descrito anteriormente. 4 olhos de diferentes animais de
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cada grupo experimental foram utilizados nessa andlise a fim de se avaliar a
integridade dos tecidos oculares, quantificar as células inflamatérias resultantes da

inducao da uveite anterior e avaliar a presenca de hemorragia.

7.11.3 Contagem das células inflamatorias

A fim de se quantificar o efeito da DX liberada do filme de PUD na inflamacéo ocular,
o0 numero de células inflamatdrias presentes no segmento anterior do bulbo ocular
foi quantificado nos cortes seriados de historesina ao nivel do nervo optico, apos a
coloracdo das laminas com azul de toluidina (minimo 5 sec¢des por olho). O nimero

de células foi expresso em funcao da média + desvio padrao.

7.11.4 Imunofluorescéncia

Olhos coletados apds o experimento da EIU (3 olhos por grupo experimental) foram
congelados no composto Tissue-Tek OCT (Bayer Diagnostics, Puteaux, Franca) e
posteriormente os blocos obtidos foram cortados em criostato, obtendo-se sec¢des de

10 um de espessura para as andlises imunohistoquimicas.

Primeiramente, as laminas foram fixadas com solucdo de para-formaldeido 4% por
15 minutos e em seguida passaram por 3 lavagens com PBS. Apds isso realizou-se
a permeabilizacdo dos cortes com triton (0,1%) por 30 minutos, passando também
por 3 lavagens com PBS. As laminas foram incubadas em camara Umida com soro
de cabra (5%) por 1 hora e lavadas com solugdo de triton 0,1%. Em seguida,
procedeu-se a incubacdo com os anticorpos primarios por 1 hora, seguida de
lavagens com triton e apds, a incubagdo com os anticorpos secundarios por 1 hora
ao abrigo da luz. Entdo, as laminas foram tratadas com DAPI (1:5000, Sigma-
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, Franca) para evidenciar os nucleos celulares. O

controle negativo foi realizado sem a adi¢cao de anticorpo primario.
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Os seguintes anticorpos primarios foram utilizados: mouse monoclonal anti-CD68
(ED1) (diluicdo 1:50, Serotec, Oxford, Inglaterra) para mondcitos, macréfagos e
células dendriticas; rabbit polyclonal anti-IBA-1 (diluicdo 1:400, Wako, Richmond,
EUA), um marcador especifico de microglia/macréfagos; mouse monoclonal anti-
INOS (diluicdo 1:75, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA).

Os anticorpos secundarios utilizados foram: goat anti-mouse Alexa 488 (1:250,
verde, Wako, Richmond, EUA); mouse anti-rabbit Alexa 564 (1:250, rosa, Invitrogen).

As imagens foram obtidas com microscopio de fluorescéncia (Olympus BX51,
Rungis, France), equipado com camera digital (Olympus DP70).

7.11.5 Contagem das células ED1 positivas

Com o objetivo de se confirmar o efeito da DX liberada do filme de PUD na
inflamacdo ocular, células polimorfonucleares e inflamatérias ED1 positivas,
identificadas pelo formato do ndcleo marcado com DAPI, foram quantificadas nos
cortes das laminas processadas. As andlises foram realizadas em todo o olho ao
nivel do nervo éptico (3 olhos de diferentes animais por grupo, 4 sec¢des por olho)
(Touchard et al., 2010). O numero de células foi expresso em funcdo da média +

desvio padréo.

7.11.6 PCR em tempo real

Imediatamente apds a enucleagéo, os olhos dos animais (5 olhos por grupo) foram
dissecados sendo a iris/corpo ciliar e retina retirados, imediatamente congelados em

nitrogénio liqguido e armazenados a -80°C para 0 uso posterior.

O RNA total foi extraido dos tecidos utilizando o kit RNeasy Mini-Kit® (Qiagen,
Courtaboeuf, Frangca) de acordo com as instru¢cdes do fabricante, e o cDNA foi

sintetizado utilizando random primers (Invitrogen, Cergy Pontoise, Franca) e
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transcriptase reversa (Superscript Il, Invitrogen). O PCR em tempo real (7500 Real-
Time PCR System, Applied Biosystems, Foster City, EUA) foi realizado com
deteccdo de corante de ligacdo ao DNA fluorescente (SYBR Green, Invitrogen) e
TagMan (Applied Biosystems). Foi avaliada a expressao dos genes IL1pB, IL-6, IL-23,
IL-10, CINC, NOS2, VEGF e ocludina, sendo HPRT utilizado como controle interno.
Na Tabela 5 estdo descritas as sequéncias dos primers utilizados e na figura 23 est4

representado um esquema da reacdo de PCR em tempo real.

Tabela 5 — Primers utilizados no PCR em tempo real.

Gene Primers TagMan

HPRT1 Rn01527840 m1l

TNF-a Rn01525859-g1

IL-18 Rn00676333_g1

IL-6 Rn01410330_m1l

iINOS Rn00561646-m1

Gene Primers SYBR Green

HPRT1 Sense 5-GCGAAAGTGGAAAAGCCAAGT-3
Antisense 5-GCCACATCAACAGGACTCTTGTAG-3

IL-10 Sense 5'-CCTCTGGATACAGCTGCGAC-3
Antisense 5'-GTAGATGCCGGGTGGTTCAA-3'

CINC Sense 5-GGGTGTCCCCAAGTAATGGA-3
Antisense 5-CAGAAGCCAGCGTTCACCA-3

IL-23 Sense 5-GCGTTCTCTTCTCCGTTCCA-3’
Antisense 5-TGCTCCGTGGGCAAAGAC-3

VEGF Sense 5'- GAAGTGGTGAAGTTCATGGATGTC -3
Antisense 5'-CGATCG TTCTGTATCAGTCTTTCC -3'

OCLUDINA Sense 5'-TCCAGAGTCTTCCTATAAATCCAC-3'

Antisense  5-ACCACCGCTGCTGTAACGT-3'



https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Rn01493105_g1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=ge&catID=601267&MFCSpeciesType=null&adv_kw_filter3=all&srchType=keyword&adv_kw_filter2=all&group1=noValue&SearchRequest.Common.QueryText=SCNN1A&adv_kw_filter1=all&species=Homo+sapiens&species=Rattus+norvegicus&adv_query_text3=&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&batchSpecies=&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=all&SearchRequest.Common.PageNumber=1&formatType=default&%20
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SYBR GREEN ®

1. Configuragdo da reagdo: os fluoroforos presentes no
SYBR Green® ligam-se em toda a dupla fita de DNA
formada, emitindo fluorescéncia

1 1

2. Desnaturagdo: Durante a desnaturagdo da dupla fita de
DNA a fluorescéncia é drasticamente reduzida

3. Polimerizagdo: Durante a extensdo, ocorre o anelamento
dos primers e o produto da PCR é gerado

PORMAND PR
o
o
o L
o
o
FEVERAE PANEY

4. Polimerizagdao completa: No final do processo de
polimerizagao, os fluordforos se ligam as duplas fitas
formadas, resultando na emissdo de fluorescéncia

e
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Figura 23 — Comparac&o dos sistemas utilizados para a realizagdo da PCR em tempo real.
Fonte: Adaptado de www.biosyn.com.

7.12 Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos em funcdo da média + desvio padrdo. As analises

estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5 (GraphPad

Software Inc., San Diego, CA). Os dados foram avaliados por meio da analise de

variancia (ANOVA one-way) seguida pelo pos-teste de Bonferroni. P< 0,05 foi

considerado estatisticamente significante.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

Doencas que afetam o segmento posterior do olho sdo uma das principais causas
de cegueira nos paises desenvolvidos. Estas doencas incluem uveite, a retinopatia
diabética, o edema macular, a degeneracdo macular relacionada a idade, entre
outras. O tratamento dessas doencas envolve a administracdo de injecdes
intravitreas, que proporcionam uma concentracdo elevada do farmaco na retina. No
entanto, para manter a concentracao terapéutica no local de acao, sdo necessarias
repetidas inje¢fes, que sdo associadas a um elevado risco de hemorragia vitrea,

descolamento de retina, elevacao da pressao intraocular, catarata e endoftalmite.

Uma das estratégias para melhorar a biodisponibilidade de farmacos e minimizar os
riscos das injecdes intravitreas no segmento posterior do olho envolve o
desenvolvimento de implantes intraoculares. Estes sistemas sao inseridos na
camara posterior, superando as barreiras naturais oculares, e sdo capazes de
fornecer niveis terapéuticos de farmacos diretamente no interior do olho por um
longo periodo. Além disso, os implantes intraoculares desenvolvidos com matriz
polimérica biodegradavel oferecem a vantagem de nao exigir a remoc¢ao cirdrgica

apos a completa liberacao dos farmacos.

Neste estudo, implantes intraoculares compostos de dexametasona incorporada em
poliuretano biodegradavel foram desenvolvidos e seu potencial para a liberacéo
prolongada do farmaco no espaco supracoroidal, visando a inibicdo/minimizacao de
processos inflamatorios e angiogénicos estabelecidos em doencas vitreorretinianas

foi avaliado.

8.1 Sintese da disperséo aquosa de poliuretano (PUD)

Para o desenvolvimento dos implantes, um poliuretano biodegradavel foi sintetizado
usando a policaprolactona (PCL) e o polietilenoglicol (PEG) como segmento flexivel,
e 0 grupo uretano como segmento rigido. O segmento rigido proporcionou

estabilidade dimensional, atuando como ligacbes cruzadas termicamente
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reversiveis, ja o segmento flexivel forneceu o carater elastico a cadeia polimérica.
Sendo assim, é possivel obter um filme polimérico resistente, com boas

propriedades mecanicas e ao mesmo tempo flexivel.

As reacOes de sintese do pré-polimero e da extensdo da cadeia possibilitaram a
obtencdo de uma dispersdo aquosa de poliuretano com aproximadamente 25% de
conteldo de sdlidos. A tabela 6 apresenta a composi¢cao do PUD sintetizado para o

preparo dos filmes poliméricos.

Tabela 6 - Composicéo da disperséo aquosa de poliuretano.

Reagentes Concentracao (% p/p)
Isoforona diisocianato (IPDI) 8,58
Policaprolactona (PCL 1000) 4,85
Policaprolactona (PCL 2000) 8,36
Polietilenoglicol (PEG 1500) 0,73
Acido dimetilol propiénico (DMPA) 0,97
Trietilamina (TEA) 0,73
Agua 74,70
Hidrazina (HZ) 1,08

8.2 Preparacao dos filmes de poliuretano e dexametasona

Os filmes desenvolvidos apresentaram-se como um sistema homogéneo, com
espessura igual a 0,3 mm, adequada para a posterior inser¢cdo no espaco

supracoroidal (Figura 24).
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Figura 24 - Filmes de poliuretano contendo dexametasona (30%). Barra =5 mm.

8.3 Caracterizacdo dos implantes de PUD sem farmaco e PUD-DX

A fim de se confirmar ou descartar uma possivel interacdo entre o farmaco e o
polimero, foram realizadas analises no infravermelho, j& que cada material possui
distintos grupos quimicos que apresentam bandas especificas nos espectros
obtidos. As Tabelas 7 e 8 apresentam as principais bandas de absorcédo na regiao

do infravermelho caracteristicas do PU e da DX, respectivamente.

Os poliuretanos séo capazes de formar interagdes de hidrogénio nas quais o doador
de prétons é grupo N-H da ligagdo uretano, ao passo que 0S grupos receptores
podem incluir tanto a carbonila adjacente a prépria ligacdo uretano como a carbonila
da ligacao éster, quando o segmento macio for um poliéster, ou o atomo de oxigénio
da ligacdo éter, quando o segmento macio for um poliéter. A presenca das
interacOes de hidrogénio se manifesta pelo deslocamento das bandas de absorcéo
do estiramento dos grupos N-H e C=0 para frequéncias mais baixas que aquelas
observadas quando estes grupos nao estao associados por meio de interacdes de
hidrogénio (Ayres, 2006).
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Tabela 7 — Principais bandas de absorcdo na regido do infravermelho caracteristicas de

poliuretanos.

Namero de onda (cm™) Atribuicédo

3446 Estiramento N-H (livre)

3330 Vibracéo de estiramento N-H (ligado) e O-H
3000 - 2840 Estiramento C-H

2270 Estiramento N=C=0

1729 Estiramento C=0 (éster e uretano livre)

1707 Estiramento C=0 (éster e uretano ligado)
1700 - 1690 Estiramento C=0 (ureia livre)

1640 Estiramento N-H (amida secundaria)
1610 - 1550 Estiramento simétrico COO-

1520 Estiramento C-N + deformacédo N-H
1470 - 1430 Deformacéao assimétrica CHs
1475 - 1450 Deformacéao CH:2
1192 - 1150 Estiramento de éter

Tabela 8 — Principais bandas de absorcdo na regido do infravermelho caracteristicas da

dexametasona.
Nimero de onda (cm™) Atribuicéao
3600 — 3140 Estiramento O-H (&lcool)
3122 - 2750 Estiramento C-H
1730 - 1650 Estiramento C=0 (éster e cetona)
1615 - 1600 Estiramento C=C

880 Estiramento C-F

A Figura 25d apresenta o espectro de infravermelho dos implantes de PUD branco.
As amostras de PUD apresentaram bandas de absor¢do no infravermelho tipicas,
como estiramento de grupos carbonila presentes no uretano, ureia e éster (~1730

cm?); deformacdo de grupos CHs (~1450 cm); estiramento dos grupos CH:2
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assimétrico e simétrico (2950 cm™) e vibracdo das ligacées N-H de amidas
secundarias (~1640 cm™). A banda caracteristica do grupo N=C=0 livre residual
proxima a 2270 cmt ndo é observada, o que confirma a reacéo total entre 0s grupos
NCO do diisocianato com a PCL, PEG e o extensor de cadeia utilizados na sintese
da dispersédo de poliuretano. Isso é vantajoso, visto que grupos NCO livres podem
gerar reagfes secundarias indesejaveis, formando ligagfes cruzadas que tornariam

o polimero mais rigido.

A policaprolactona (PCL) apresenta ligacOes labeis de éster alifaticos, que podem
ser hidrolisados no ambiente biolégico. No entanto, a taxa de degradacdo do PCL
isoladamente é bastante lenta devido a sua hidrofobicidade e estrutura semi-
cristalina. Para adaptar a velocidade de biodegradacdo do poliuretano, o
polietilenoglicol (PEG) pode ser também introduzido como um comondmero do
segmento flexivel, aumentando a hidrofilia e a absorcdo aquosa, 0 que leva a

maiores taxas de biodegradacao.

A figura 25 (a, b e c) apresenta os espectros de infravermelho dos produtos de
degradacdo dos implantes de PUD contendo PCL e PEG como segmentos flexiveis
em diferentes estagios de degradacao. O estudo de degradacéo foi realizado a 37°C

e pH 7,4 durante dois meses.
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Figura 25 - Espectros de absorg&o no infravermelho de amostras de PUD apds o estudo de
degradacéo in vitro: a) PUD ap6s 2 meses de degradacgdo; b) PUD ap6s 20 dias de degradacao;
c¢) filme de PUD apds 2 meses de degradacgao d) filme de PUD né&o degradado.

Nas amostras dos produtos de degradacdo do PUD com 20 dias e 2 meses de
degradacédo (espectro a e b da Figura 25), assim como no espectro relativo ao
implante de PUD ap6s 2 meses de degradacdo (Figura 25c) foi verificado que as
bandas de absorcéo caracteristicas do implante de PUD forma preservadas durante
a degradacéo. Entretanto, observou-se um aumento na intensidade da banda em
1730 cm, indicando o aumento de grupos carbonila livres. Pode ser notada uma
banda adicional em aproximadamente 3360 cm™ correspondente a vibracdes de
estiramento de grupos OH livres que nao estava presente no espectro do implante
de PUD ndo degradado. Também pode ser observada uma banda em
aproximadamente 1632 cm™ possivelmente relativa a vibragdo de grupos carbonila

de acidos carboxilicos obtidos da hidrolise de ligagbes éster. Poliuretanos séo
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susceptiveis a degradacado principalmente devido a quebra hidrolitica de ligacdes
presentes nos seus segmentos flexiveis. A degradacdo de ligagBes uretano dos
segmentos rigidos em aminas também foi reportada, o que explica o aumento da

banda relativa a aminas primarias livres.

A figura 26 apresenta os espetros no infravermelho da DX pura e dos filmes de PUD
contendo diferentes concentragcbes de DX. A DX pura (Figura 26d) apresentou
bandas de absorcdo caracteristicas relativas a deformacédo axial de ligagbes de
hidrogénio (3400 — 3675 cm™), deformacdo axial de C-H aromaéticos (3020 — 3050
cm?), estiramento de grupos carbonila de éteres e cetonas (1745 — 1723 cm™?) e
deformacéo do grupo C-F (=882 cm™). Comparando os espectros da DX incorporada
na matriz polimérica de PUD podemos observar que as principais bandas da DX
foram preservadas além de nao terem sido formados grupos adicionais mesmo
alterando-se a concentracdo de DX. Estes resultados sugerem que o aumento da
concentracdo de DX ndo interfere na estabilidade nem do farmaco nem do polimero.
Estes resultados também indicam que o farmaco foi incorporado com sucesso no
PUD e que os principais grupos quimicos da DX foram preservados durante o

processo de desenvolvimento dos filmes.
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Figura 26 - Espectro de absorg&do no infravermelho de amostras de PUD contendo DX em
diferentes concentracfes: a) PUD DX 8%; b) PUD DX 20%; c) PUD DX 30%; d) DX pura; e) filme
de PUD branco.

8.4 Teste de liberacéao

O estudo de liberacao in vitro da DX a partir dos filmes de PUD obtidos foi realizado
com o intuito de se determinar o perfil de liberacdo do farmaco e avaliar se 0 método
de obtencao dos sistemas é reprodutivel. O método fundamenta-se na tentativa de
simular o meio fisiol6gico em que os sistemas serdo aplicados, adotando-se as
condicBes experimentais descritas anteriormente (2,0 mL de PBS pH 7,4 a 37°C).

Para tal, foram utilizados implantes cortados em quadrados de 1 cm?.

O perfil de liberagdo acumulada (%) assim como o perfil de liberacdo em mg/mL em

funcdo do tempo (dias) da DX encontram-se representados na Figura 27.
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Figura 27 - Perfil de liberag&o de DX dos filmes de PUD contendo 8, 20 e 30% do farmaco
(n=6). A) Concentracdo de DX em funcédo do tempo (mg/mL); B) Liberacdo acumulada (%).

Diferentes concentragfes de DX foram veiculadas nas matrizes de PUD afim de se
observar o efeito desta variavel na degradacdo polimérica e na velocidade de
liberacdo do farmaco. Um burst inicial seguido de uma fase de liberacdo constante
do farmaco foi observado. Neste estudo, o uso do PEG como segmento flexivel para
poliuretanos teve um efeito tanto na solubilidade do farmaco quanto na
hidrofilicidade do sistema de PUD, o que levou a liberacdo de no minimo 50% da DX
em todas as curvas apos 7 dias (49,2%, 56,8% e 51,2% de liberagdo do farmaco
para os implantes de 8, 20 e 30% de DX, respectivamente). Uma vez que a doenca

alvo é a uveite aguda, o burst inicial € altamente desejavel.

A presenca de PEG (como formador de poros ou como uma parte do segmento

flexivel) afeta tanto a solubilidade do farmaco quanto a hidrofilicidade do PU,
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levando ao aumento da velocidade de liberacdo. Uma possivel explicacdo para isso
€ que a presenca do PEG resulta na formacdo de canais de difusdo do farmaco,

além de aumentar a solubilidade deste na matriz de PU.

N&o foram observadas diferencas significativas no perfil das curvas de DX a 8, 20 e
30%. A liberacdo do farmaco de sistemas poliméricos se refere ao processo em que
as moléculas do farmaco migram da matriz polimérica para o meio de liberacao e é
controlada pela composicao do polimero, inchaco e concentracéo inicial do farmaco.
Estes resultados sugerem que a liberacdo da DX da matriz de PUD é controlada
principalmente pela degradacdo do polimero, provando que o0 aumento da
concentracdo de DX néo interfere no perfil de liberacdo, o que qualifica o sistema

para a veiculacao de diferentes concentracdes do farmaco.

O terceiro estagio correspondente a um pico de liberagcdo da DX causado pelo
inchamento e erosdo do polimero ndo foi observado nas curvas, apesar do
inchamento da matriz de PUD nem sempre levar ao aumento da velocidade de

liberacdo do farmaco.

Ao final do estudo foi observada a liberacédo de 51,7%, 58,7% e 54,1% de DX a partir
dos filmes de 8, 20 e 30% de farmaco, respectivamente. Estudos posteriores devem
ser realizados afim de se avaliar o perfil de liberagdo destes filmes por tempos
superiores a 50 dias.

Moura e colaborados (2011) desenvolveram um sistema de liberagcdo de
dexametasona a partir de poliuretano sintetizado com IPDI, PCL e PEG, que foi
implantado subcutaneamente em camundongos. A matriz apresentou cinética de
liberac@o aproximadamente igual a zero do farmaco hidrofébico, por 120 e 45 dias
de liberacdo in vitro e in vivo, respectivamente. Resultados similares foram
encontrados por Da Silva e colaboradores (2011), que prepararam um poliuretano-
ureia a partir de IPDI, PCL e hidrazina para a veiculacdo de acetato de

dexametasona (Da Silva et al. 2011).

A liberacdo de farmacos dispersos em matrizes de PU (e nao ligadas
covalentemente a cadeia) é dependente da quantidade de farmaco e da sua
solubilidade na matriz, assim como da velocidade de degradacédo e absorcdo de

agua das matrizes poliméricas.
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A velocidade de liberacdo do farmaco também pode ser modulada pela degradacgéo
do polimero e pela diminuicdo da sua temperatura de transicdo vitrea (Tg). O
aumento da temperatura leva ao aumento da mobilidade das cadeias poliméricas e
da difusdo do farmaco. Além disso, as ligacbes de hidrogénio e as interacfes

hidrofébicas entre o PU e o farmaco sdo mais fracas sob aquecimento.

8.5 Avaliacdo da citotoxicidade in vitro dos produtos de degradacdo dos

implantes de PUD contendo dexametasona

As células ARPE-19 foram incubadas em contato direto com os produtos de
degradacdo dos implantes de PUD-DX (30%) ap6s 4 meses de acumulacdo em
PBS. Ap6s 1 e 4 dias de tratamento, as células ARPE-19 apresentaram 96,69 +
2,27% e 91,1 + 0,6 % de viabilidade, respectivamente, quando comparadas com o

controle.

A partir da analise preliminar desses resultados pode-se inferir que dentro do tempo
de degradagéao testado, 4 meses, os implantes de PUD-DX (30%) n&o apresentam
um efeito citotdxico significante, sugerindo que o tratamento prolongado poderia ser

seguro para tecidos oculares (células do epitélio pigmentado da retina).

Resultados semelhantes foram descritos por Da Silva e colaboradores (2010), que
avaliaram a toxicidade em células da retina (ARPE-19) dos produtos de degradacao
do PU contendo PCL e PEG como cadeias flexiveis apds 4 meses de degradacéo,
nao sendo observada nenhuma alteragéo na viabilidade celular assim como nenhum

sinal de toxicidade.

Além da importancia da biocompatibilidade dos produtos de degradacdo do
poliuretano, a capacidade de biodegradacdo deste polimero representa uma
caracteristica importante no desenvolvimento de dispositivos poliméricos
implantaveis para uso oftalmico, uma vez que estes ndo seriam removidos da

cavidade vitrea ap0s a completa liberacédo do agente terapéutico no local de acéo.
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8.6 Insercéo dos sistemas no espaco supracoroidal

Os filmes de PUD branco e PUD DX foram inseridos no espaco supracoroidal de 12
animais (n=6). A figura 28B apresenta o filme de PUD DX desenvolvido, de
espessura e comprimentos iguais a 0,5 e 3,0 mm, respectivamente. Essa pequena
espessura € necessaria para que nao haja a ruptura da coréide e da retina apés a
insercdo. A técnica cirdrgica realizada para insercdo dos filmes poliméricos no
espaco supracoroideano é demonstrada na figura 28A e 28C, onde se observa a
realizacdo de uma incisdo na regido da pars plana, para a insercdo do implante
entre a esclera e a coréide. Para verificar se 0 posicionamento do implante foi bem
realizado, logo apds a cirurgia foi feita uma tomografia de coeréncia Optica (OCT),
onde se pode observar a integridade da retina, a auséncia de hemorragia coroidal ou
subretiniana. Nos dias posteriores a cirurgia ndo foi observado a formacéo de edema
retiniano na regido proxima ao polimero, assim como a presenca substancias no
espaco subretiniano, além da auséncia de qualquer sinal inflamatério na regido

anterior e posterior do olho (Figura 28D).

A possibilidade de utilizacdo do espaco supracoroidal como nova via para
administracdo de farmacos foi também mostrada por Einmahl e colaboradores
(2002) ao realizarem injecdes de diferentes formulacdes baseadas no poli(orto éster)
(POE), um polimero viscoso e biodegradavel em olhos de coelhos. Foram injetadas
com sucesso formulacbes de POE puro e POE contendo 1% (p/p) de fosfato de
dexametasona, ndo sendo observados sinais inflamatorios e alteracées na estrutura

das camadas oculares adjacentes ao polimero.
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Figura 28 - validag&o da técnica de inserg&o do filme polimérico. (A) Filme de PUD-DX que
foi implantado; (B) Auséncia de hemorragia apds insercéo cirtrgica dos filmes nos olhos de
ratos Lewis; (C) Etapas da cirurgia: incisdo na esclera e coroide, insercédo do filme entre a
cor@ide e aretina, localizacdo do filme apds a sua completa insercéo; (D) Imagem da
tomografia de coeréncia éptica (OCT) mostrando a localizagéo do filme no espago
supracoroidal, sem danos aos tecidos adjacentes.

Gilger e colaboradores também utilizaram este espaco para a veiculacdo de um
sistema biodegradavel de PCL e ciclosporina para o tratamento de uveite recorrente
em equinos (Gilger et al. 2006, 2010). Os sistemas disponibilizaram elevados niveis
do farmaco na maioria dos tecidos oculares, como corpo ciliar, coréide, retina e
nervo oOptico. Os animais, monitorados por 3 anos, apresentaram tolerancia ao

sistema e uma diminuicado significativa dos episédios de uveite.

As vantagens desta via de administracdo de principios ativos incluem os seguintes
fatos: (1) farmacos néo necessitam de atravessar a esclera; (2) os farmacos podem
ser liberados diretamente na coroide e potencialmente na retina, sem a necessidade
de insercdo na cavidade do vitreo; (3) alta biodisponibilidade dos farmacos nos
tecidos intraoculares; (4) nao obstrucédo do eixo visual (Rai et al., 2015; Chen et al.,
2015; Kim et al., 2014).
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8.7 Estudo da biocompatibilidade in vivo dos filmes de PUD e PUD-DX

A biocompatibilidade e a tolerancia dos implantes foram confirmadas pelas analises
histoldgicas. Na Figura 29 podemos observar a auséncia de sinais inflamatorios
apos 15 dias da insercao dos filmes, como a inexisténcia de infiltracdo de células
inflamatorias e hemorragia nas areas proximas ao polimero, assim como a

integridade das camadas e células da neurorretina e da coroide.

CNI
CPE

CNE

SI/SE
EPR S —
Cordide ——> :

Figura 29 - A) Cortes histologicos dos olhos de ratos Lewis apds 15 dias da implantag&o do
filme PUD DX 30% no espaco supracoroidal, barra = 350 pm e 140 um. CC: corpo ciliar; B)
Imagem da retina, evidenciando a integridade de suas camadas. CNI: camada nuclear interna;
CPE: camada plexiforme externa; CNE: camada nuclear externa; SI/SE: segmentos internos e
externos; EPR: epitélio pigmentado da retina.

Na figura 30 esta representado o corte histoldgico cuja lamina foi corada com oil red,

com o objetivo de se confirmar a presenca do polimero no espaco indicado:
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Figura 30 - Coloragdo com oil red, confirmando a presenca do polimero. Barra = 140 um.

Considerando-se que a arquitetura da retina foi conservada, sugere-se que néo
houve nenhuma degeneracao de fotorreceptores causada pela ruptura das células
de epitélio pigmentado da retina. Portanto, as camadas da retina ndo sofreram
atrofia na presenca dos implantes poliméricos, da dexametasona liberada e dos

subprodutos do poliuretano, indicando que n&o houve toxicidade para a neurorretina

Além disso, a inexisténcia da citotoxicidade in vitro para as células ARPE-19
(conforme mencionado anteriormente) corroboram com a biocompatibilidade ocular
in vivo encontrada para os sistemas poliméricos, seus produtos de degradacao e a

dexametasona.

A dexametasona e outros corticoides sdo habitualmente utilizados para tratar a
inflamac&o ocular localizada no segmento posterior do olho. Os corticéides exercem
efeitos rapidos sobre o edema da retina, no entanto, eles estdo associados com
potenciais efeitos adversos na camara posterior do olho, incluindo a reducéo da
vascularizacéo da coréide e uma reducao na densidade vascular da retina durante o
seu desenvolvimento. Considerando esses potenciais efeitos adversos vasculares,
especial atencdo deve ser dada ao desenvolver dispositivos intraoculares de
liberacdo prolongada contendo estes farmacos. Neste estudo, as imagens in vivo da
tomografia de coeréncia optica (OCT) dos olhos que receberam implantes DX-PUD

durante 15 dias, n&do revelou qualquer sinal de toxicidade vascular da retina e
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cordide, sendo assim, sugere-se que as doses de dexametasona liberadas dos
implantes de PUD, mantiveram-se abaixo do limiar toxico para as células endoteliais.

8.8 Estudo da atividade anti-inflamatoéria dos filmes de PUD DX em modelo
animal de uveite - Modelo EIU (endotoxin-induced uveitis)

Apébs 24 horas da injecao subcutanea de 100 pL de solugéo salina contendo 200 pg
de LPS, a inflamacdo aguda no segmento anterior do olho atingiu a sua intensidade
maxima. Os 18 animais foram entdo avaliados clinicamente e ap6s este tempo foram

sacrificados e os olhos enucleados para as analises posteriores.

8.8.1 Avaliacao da resposta inflamatoria

A uveite e o edema macular resultante da sua progressao sao caracterizados pela
quebra da barreira hemato-ocular (BHO). Os corticosteroides apresentam

propriedades antiinflamatoria, antiangiogénica e a capacidade de estabilizar a BHO.

A intensidade da resposta inflamatdria foi classificada por meio de avaliagcéo clinica,
em uma escala de 0 a 5, como descrito previamente: 0, auséncia de inflamacéao; 1,
vasodilatacdo minima da iris e conjuntiva, com auséncia de células na camara
anterior; 2, vasodilatacdo moderada da iris e conjuntiva, com auséncias de células
na camara anterior; 3, vasodilatacdo intensa da iris e menos de 10 células por
campo na camara anterior; 4, sinais clinicos mais severos, mais de 10 células por

campo; 5, reacao inflamatoria intensa, formacao de fibrina na cAmara anterior.

O grupo tratado com PUD DX 30% (1,55 % 0,69) apresentou reducao significativa na
manifestagéo clinica da inflamag&o, quando comparado ao grupo controle (somente
EIU) (3,75 + 0,66) e ao grupo que recebeu o filme de PUD sem a DX (4 = 0,43)
(Figura 31). Entre esses dois ultimos grupos ndo houve diferenca significativa,
indicando que a DX presente no implante € a responsavel pela melhora clinica dos

animais.
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Manifestagao clinica

Figura 31 - Avaliag&o clinica dos animais submetidos a indugdo da uveite anterior pela
injecdo subcutanea de LPS (EIU). EIU: grupo controle; EIU PUD: grupo implantado com PUD
sem farmaco; EIU PUD DX: grupo implantado com PUD contendo 30% de DX.

Para melhor caracterizar o efeito da DX liberada do implante de PUD na uveite, as
células inflamatodrias infiltrantes foram quantificadas nos tecidos oculares dos cortes
histol6gicos. Observou-se que o0 numero de células inflamatérias foi
significativamente reduzido nos olhos que receberam o sistema contendo a DX,
confirmando o que foi observado na avaliagc&o clinica (Figura 32B).
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Figura 32 - A) Contagem de células inflamatérias na regido do corpo ciliar e iris; B) Cortes
histol6gicos evidenciando as células inflamatérias. Coloragéo azul de toluidina. Teste
estatistico ndo paramétrico Kruskall-Wallis seguido do p6s-teste de Dunn. *** p< 0.001, n = 6.
Barra =43,5 um.

Os leucdcitos polimorfonucleares sdo as principais células efetoras na inflamacao
aguda, que migram do sistema vascular em grande numero para fagocitar uma
grande variedade de particulas presentes nos locais da inflamacéo. No entanto, eles
também contribuem para a producéo de citocinas, eicosanoides e fator de ativacdo
de plaquetas e, consequentemente, para a manutencdo do processo inflamatorio.
Portanto, a regressao destas células no segmento anterior do olho indicaram que os
implantes supracoroidais de PUD-DX foram eficazes no controle da progressédo da

uveite.
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8.8.2 Imunofluorescéncia

Para caracterizar o infiltrado inflamatério presente nos olhos dos animais com uveite
(3 olhos por grupo), as laminas foram marcadas com o anticorpo primario anti-ED1,
para mondcitos, macrofagos e células dendriticas. Pode-se observar a presenca de
células inflamatodrias (marcadas em verde) na regido anterior do bulbo ocular, no
corpo ciliar e iris (Figura 33A) em maior concentracdo nas secfes do grupo controle
(EIU) em comparacao com o grupo tratado com PUD DX. Isso esta de acordo com o
grafico presente na figura 33B, referente a contagem de células anti-ED1 positivas.
24 horas ap0s a administracdo de LPS, o numero de células anti-ED1 positivas nos
olhos tratados com PUD DX 30% foi significativamente reduzido em comparagao

com os olhos que receberam os sistemas de PUD branco e controle.

Sabe-se que os leucdécitos sdo capazes de liberar mediadores, incluindo citocinas,
quimiocinas, superoxido e enzimas proteoliticas, que perpetuam a inflamacéo,
causam danos as células endoteliais e promovem a quebra da barreira hemato-
ocular (Dugel et al., 2015). A reducao da infiltracdo destas células inflamatdrias,
observada na histologia e na imunofluorescéncia dos animais tratados com o
implante de PUD-DX, € um resultado que sugere a eficacia do tratamento da

inflamagé&o ocular.
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A ED1 ED1/DAPI
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Células ED1 positivas

Figura 33 — (A) Marcagédo de macrofagos via anticorpo secundario anti-ED1 (verde);
contraste de nucleos em azul (DAPI). (B) Contagem de células ED-1 positivas na regido do
corpo ciliar e iris. Barra =20 yum.
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Com o objetivo de avaliar o efeito da DX veiculada no filme de PUD na ativacéo da
microglia e recrutamento macrofagico, foi realizada a marcagdo das laminas com o
anticorpo anti-IBA1 (rosa - especifico para microglia e macréfagos). As células IBA1
positivas arredondadas representam células ativadas enquanto as ramificadas séao
células ndo ativadas. Nos olhos tratados com o implante de DX, a maioria das
células da microglia no corpo ciliar e iris apresentam o formato ramificado quando
comparadas com 0s animais dos grupos controle e PUD sem farmaco, cujas células

IBA1 positivas apresentam-se em maior parte com forma arredondada (Figura 34).

IBA1 IBA1/NOS-2/DAPI

PUD EIU

PUD DX

Figura 34 — Marcag&o de microglia e macrofagos com anti-IBA1 e anti-NOS2. Observa-se que
a maioria das células IBA1 positivas nos grupos EIU e PUD branco apresentam formado
arredondado, ou seja, estao ativadas, ao contrério das células do grupo PUD DX que
apresentam forma ramificada (ndo ativadas). A expressao de NOS-2 pelas células IBA1
positivas também foi avaliada pela co-marcagao com anti-NOS2. Observa-se no detalhe, que a
DX reduziu a expressdo de NOS2 pela microglia. As setas indicam as areas da co-marcacéao
(pontos alaranjados), presentes nos grupos sem DX. Barra = 20 um.
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Também foi realizada a co-marcagdo das laminas com anti-IBA1 e anti-NOS2
(verde) (Figura 34). Observou-se que o NOS2 néao foi expresso pela microglia nos
olhos tratados com DX, mas foi expresso pelas células IBA1 positivas dos outros
grupos, sendo isso mais uma importante evidéncia da supressao da inflamacéo da
Gvea anterior pelos dispositivos implantaveis. A expressdo do NOS2 por células
residentes infiltrantes poderia contribuir para a ruptura da barreira hemato-aquosa

neste modelo de doenca.

8.8.3 PCR em tempo real

7

O modelo de uveite (EIU) estabelecido € considerado uma inflamacédo da lvea
anterior, no entanto, coroidite, vitrite, hemorragia da retina, e infiltracdo de células
inflamatorias da retina poderiam estar presentes. As células da retina lesada, tais
como as células do epitélio pigmentado, sdo capazes de expressar citocinas pro-
inflamatdrias que podem levar a atrofia dessas células, a quebra da barreira hemato-

ocular e 0 aumento da permeabilidade vascular.

Neste estudo, a expressdo de mMRNA de diversos mediadores pr6 e anti-
inflamatorios foi determinada por PCR em tempo real do corpo ciliar e da retina dos

trés grupos estudados.

Como pode ser observado na Figura 35, a expressao das citocinas pro inflamatérias
IL-6, IL-23 e IL-1B foi significativamente reduzida no grupo tratado com PUD DX,
qgquando comparado ao grupo controle. Sendo assim, as camadas da retina
apresentaram-se completamente preservadas, bem como a funcédo visual do

animais.

Um dos fatores pré-angiogénicos mais importantes ja identificados € o fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), um potente fator de permeabilidade
vascular produzido por macrofagos, linfécitos T, células tumorais e, no olho, pelas
células do EPR. O grupo tratado com PUD DX apresentou uma diminuicdo
significativa na expressao de VEGF em relacdo ao grupo controle, o que contribuiu

para a manutencgéo da integridade da barreira hematorretiniana.
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Altos niveis de VEGF no vitreo presentes na uveite, levam a uma diminuicdo dos
niveis de ocludina, proteina fundamental nas jun¢des intercelulares dos vasos da
retina, podendo assim, contribuir para o0 aumento da permeabilidade vascular e
consequentemente, quebra da BHR (Dugel et al., 2015). Foi observado que o filme
de PUD DX levou a um aumento da expressdo da ocludina, efeito contrario ao
VEGF, promovendo a integridade das jungbes de oclusdo e consequentemente,

podendo favorecer a restauracédo da BHR.

O fator quimiotético CINC-1 é uma quimiocina responsavel pela infiltracdo de células
polimorfonucleares, cuja secrecdo é induzida pelo LPS na EIU, e por vérias outras
citocinas como a IL-13 e TNF-a (Guex-Crosier et al., 1996). Tanto o PUD DX quanto
o PUD branco promoveram a reducéo da expressdo de CINC, contribuindo para a

diminuic&o da infiltragcdo de células inflamatorias.
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Figura 35 — Analise da expressdo de mRNAs de IL-6, 1I-23, IL-18, NOS-2, IL-10, ocludina,
VEGF e CINC-1 determinadas por PCR em tempo real de células do corpo ciliar e da retina de
animais do grupo controle e dos grupos PUD e PUD DX. Teste estatistico ndo paramétrico
Kruskall-Wallis seguido do pos-teste de Dunn. *** p< 0.001, n = 5.
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O NOS2 é considerado o mediador chave na patogénese da uveite. A expresséo de
NOS2 foi significativamente reduzida nos animais dos grupos PUD sem farmaco e
PUD DX, em relacdo ao grupo controle. Comparando-se esse resultado com a co-
marcacdo com 0s anticorpos anti-NOS2 e anti-IBA1 realizada nas analises
imunohistoquimicas, pode-se observar que nos animais nos quais foi administrado o
PUD DX houve a inibicdo da expressdo do NOS2 pelas células IBA1 positivas,

confirmando assim, o efeito inibitério da DX na expressao de NOS2.

Além disso, houve um aumento na expressao da citocina anti-inflamatoria 1L-10,
indicando que a DX liberada do filme de PUD promoveu ndo sé a reducdo de
mediadores pro-inflamatorios como aumentou a expressao de mediadores anti-

inflamatorios.

Como pode ser observado na Figura 35 o PUD sem farmaco também levou a
reducdo da expressado de mediadores pro-inflamatorios, como IL-23, CINC e NOS 2,
assim como aumentou a expressdo da citocina anti-inflamatéria IL-10. Estes
resultados sdo extremamente relevantes, corroborando para a utilizacdo deste
polimero como matriz para a liberagcdo prolongada de farmacos nos tecidos

oculares.

Além disso, como foi visto nos resultados anteriores, apenas o grupo tratado com
PUD DX apresentou melhora nos sinais clinicos da uveite, assim como reducgdo das
células inflamatorias na analise histopatoldgica, reducédo do numero de células ED1
positivas, reducdo do numero de células IBA1 positivas ativadas (arredondadas) e
também diminuicdo da expressdo de NOS2 pelas células IBA1 positivas. Assim
pode-se concluir que a presenca da DX é essencial para a eficacia do sistema.

O espaco supracoroidal, situado entre a esclera e a coréide, tem sido usado sem
complicacBes como local para a liberagdo de farmacos para o segmento posterior do
olho (Behar-Cohen et al., 1997; Gilger et al., 2010). As vantagens deste espaco
incluem o fato dos farmacos néo necessitarem passar pela barreira escleral e serem
liberados diretamente na coroide e potencialmente na retina, sem a necessidade da

insercéo na cavidade vitrea.

Diversos polimeros biodegradaveis tém sido propostos para a veiculagdo de

farmacos neste espaco e em outras areas dos tecidos oculares. Os polimeros
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derivados do &cido latico e glicélico tém sido extensamente utilizados nos ultimos 30
anos. Entretanto, esses polimeros se apresentam como sistemas rigidos, podendo
levar ao mal funcionamento dos implantes, assim como danificar os tecidos oculares
moles, ocasionando processos inflamatérios (Da Silva et al., 2011). Os poliuretanos
biodegradaveis apresentam-se como uma alternativa importante devido as suas
caracteristicas elasticas, sendo menos agressivos mecanicamente e de implantacédo
mais facil, além da sua sintese néo utilizar solventes organicos, reduzindo o risco de

efeitos toxicos.



110

9 CONCLUSAO

Neste trabalho, foi mostrado pela primeira vez a viabilidade e a seguranca da
insercdo de um filme de poliuretano capaz de disponibilizar farmacos no espaco
supracoroidal. Os produtos de degradagédo do poliuretano ndo apresentaram
toxicidade para as delicadas estruturas do olho. O filme biodegradavel de PUD
contendo a DX foi capaz de liberar doses efetivas do farmaco, inibindo a resposta
inflamatoria caracteristica da uveite anterior por meio da diminuicdo da expresséo de
fatores proé-inflamatérios e aumento na expressdo de fatores anti-inflamatorios,
condizendo com a reducdo do numero de células inflamatérias na camara anterior e
também com desativacdo de mondcitos e células da microglia observada nos
experimentos. A regulacdo desses parametros inflamatorios evidenciaram a eficacia
terapéutica do implante supracoroidal de PUD-DX em suprimir a uveite. Assim, o
implante desenvolvido se torna um sistema promissor no tratamento de doencas

inflamatérias oculares.
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10 PERSPECTIVAS

A fim de dar continuidade ao trabalho, pretende-se realizar o eletrorretinograma dos
ratos apos a insercdo dos sistemas, com o objetivo de avaliar se o uso dos
implantes leva a alguma alteragdo na funcédo retiniana dos animais. Além disso,
iremos realizar a quantificacdo da dexametasona do humor vitreo e aquoso dos
animais para determinar a farmacocinética da liberacdo do farmaco dos sistemas
desenvolvidos. Também serdo realizados experimentos afim de compreender os

mecanismos de regulacao das citocinas pelo poliuretano sem farmaco.
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