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X). A arquitetura da retina foi bem preservada, mas observaram-se pequenas
areas de descontinuidade das camadas celulares da retina [PUDG (F)].

Figura 37 — Cortes histologicos das camadas da retina apds a implantacdo do
PUD5 (A) e PUD6 (C) na cavidade vitrea de olhos de ratos (40 X) e ampliacéo
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arquitetura das camadas da retina.
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RESUMO

O tratamento de doencas do segmento posterior do olho é limitado pela dificuldade no
transporte de doses efetivas de farmacos para o vitreo, retina e cordide. Apesar dos farmacos
administrados por via sistémica atingirem o segmento posterior do olho, as barreiras oculares
naturais dificultam a absorcdo, e doses elevadas dos farmacos sdo requeridas para a
manutencdo da concentracdo dos farmacos em niveis terapéuticos eficazes dentro do olho.
Injecdes intravitreas sdo capazes de transportar os farmacos para 0 segmento posterior do
olho, mas é uma técnica invasiva, pouco tolerada pelos pacientes e apresenta riscos de
infeccBes oculares e danos aos tecidos. Visando a obtengdo de niveis terapéuticos adequados
de farmacos no segmento posterior do olho por longos periodos, sistemas de liberacdo
poliméricos implantados diretamente no vitreo estdo sendo investigados para o tratamento de
varias doencas vitreo-retinianas. Neste trabalho, poliuretanos denominados PUD5 e PUDS,
derivados de poli(e-caprolactona) e poli(etileno glicol), foram produzidos baseados em
dispersdes aquosas destes polimeros, e 0 acetato de dexametasona foi incorporado as
dispersdes aquosas destes poliuretanos. A partir desta incorporacdo, implantes constituidos de
poliuretanos e acetato de dexametasona foram desenvolvidos e explorados como dispositivos
intra-oculares de liberacdo controlada do farmaco, destinados ao tratamento de doencas
inflamatdrias graves que acometem o segmento posterior do olho. Estes implantes foram
caracterizados por FTIR, XRD e SAXS, e também foram submetidos ao estudo de liberacado
in vitro do acetato de dexametasona. Adicionalmente, os filmes de poliuretanos puros foram
submetidos aos estudos de biodegradacéo in vitro e biocompatibilidade in vitro e in vivo. As
diferentes técnicas de caracterizagdo revelaram que o acetato de dexametasona manteve sua
integridade quimica apos dispersdo nas matrizes poliméricas, e que 0 mesmo conduziu a uma
nova morfologia do PUD5, enquanto que alteragcfes significativas ndo foram detectadas na
nanoestrutura do PUDG6. Os sistemas poliméricos propiciaram a liberacdo controlada do
acetato de dexametasona por um periodo prolongado, sem que picos de liberacdo do farmaco
fossem detectados, representando uma vantagem dos sistemas. O processo de biodegradacgéo
dos poliuretanos conduziu a perda de massa e a formacao de cristalitos, devido a hidrolise das
ligacOes éster da poli(caprolactona) presentes nos segmentos macios destes biomateriais. Os
segmentos rigidos, formados pelas ligagdes uretano, foram preservados durante a
biodegradacdo. Além disso, células ARPE-19 incubadas em meio de cultura contendo os

produtos de degradacdo de PUD5 e PUDG6 apresentaram viabilidade, indicando que os
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mesmos ndo apresentaram efeitos citotoxicos significantes. Os poliuretanos demonstraram
biocompatibilidade in vitro, uma vez que as células ARPE-19 foram capazes de aderir,
migrar, proliferar e formar uma monocamada altamente organizada e funcional sobre as
superficies poliméricas. Os poliuretanos também demonstraram biocompatibilidade in vivo,
uma vez que sinais de inflamacéao e desorganizacdo dos tecidos oculares ndo foram detectados
apos implantacdo de PUD5 e PUDG6 no espago subretiniano e vitreo de olhos de ratos.
Portanto, PUD5 e PUDG, poliuretanos biodegradaveis e biocompativeis, possibilitaram o
desenvolvimento de implantes intra-oculares de liberagdo controlada de acetato de
dexametasona, destinados ao tratamento de doencgas oculares que atingem o segmento

posterior do olho.

Palavras-chaves: poliuretano, acetato de dexametasona, implante intra-ocular, sistema de

liberacdo controlada de farmacos, segmento posterior do olho
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ABSTRACT

The treatment of diseases of the posterior segment of the eye is limited by the difficulty in
delivering effective doses of the drug to the vitreous, retina and choroid. Despite of systemic
drug administration reaches the posterior segment of the eye, the natural ocular barriers make
difficult the absorption, and high doses of the drug are required to maintain the therapeutic
range of the drug. Intravitreal injection can deliver drugs to the posterior segment of the eye,
but it is an invasive technique and shows risk of infections and damages in ocular tissues.
Aiming to reach adequate therapeutic range of the drugs in the posterior segment of the eye
for long periods, controlled drug release systems implanted in the vitreous have been
investigated for the treatment of several ocular diseases. In this study, polyurethanes, PUD5
and PUDG, derived from poly(e-caprolactone) and poly(ethylene glycol), were synthesized
based on aqueous dispersion of these polymers, and dexamethasone acetate was incorporated
into the aqueous dispersion of the polyurethanes. Implants constituted by biodegradable
polyurethanes and dexamethasone acetate were developed and explored as intraocular devices
for controlled drug delivery for the treatment of posterior segment diseases of the eye. The
implants were characterized by FTIR, XRD and SAXS and were submitted to the in vitro
drug release study. Additionally, the pure polyurethane films were submitted to in vitro
biodegradation and in vitro and in vivo biocompatibility studies. The different techniques of
characterization revealed that dexamethasone acetate preserved its chemical integrity after
incorporation into the polymeric matrices, and the drug leaded to the new morphology of
PUDD5, while alterations were not detected in the nanostructure of PUD6. The polymeric
systems provided controlled dexamethasone acetate release for a long period, and it was not
observed liberation burst of the drug, which represented an advantage of these systems. The
biodegradation process of the polyurethanes leaded to the mass loss and formation of
crystallites, due to the hydrolysis of ester bonds present in poly(caprolactone) segments. The
hard segments, based on urethane bonds, were preserved during the biodegradation.
Moreover, APRE-19 cells cultured with medium containing the degradation products from the
polyurethanes showed viability, indicating their non-cytotoxic effect. The polyurethanes
showed in vitro biocompatibility, since ARPE-19 cells were able to adhere, migrate,
proliferate and form an organized and functional layer onto the polymeric surfaces. The
polyurethanes showed also in vivo biocompatibility, since no inflammatory response and

disorganization of the ocular tissues were observed after implantation of PUD5 and PUDG in
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the subretinal space and vitreous of mices’ eyes. Therefore, PUD5 and PUDG, biodegradable
and biocompatible polyurethanes, provided the development of intraocular implants for the
controlled release of dexamethasone acetate, applied to the treatment of diseases of the

posterior segment of the eye.

Keywords: polyurethane, dexamethasone acetate, intraocular implant, controlled drug release

systems, posterior segment of the eye
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Introducéo 21

As retinites, uveites e retinopatias sdo doencas oculares graves que acometem o0 segmento
posterior do olho e que frequentemente conduzem a deficiéncia visual ou a perda completa
da visdo. O tratamento destas doencas representa um desafio, uma vez que o olho apresenta
barreiras naturais, constituidas pelo epitélio e endotélio da cornea, epitélio da retina e
endotélio vascular da retina, que dificultam a penentracdo dos farmacos no interior do bulbo

do olho.

Geralmente o tratamento destas doencas oculares € realizado por meio das injecOes
subconjuntivais e intravitreas de farmacos ou por administracdo sistémica. As injecOes
subconjuntivais apresentam a desvantagem de ndo possibilitarem o controle da concentragédo
do farmaco que atinge o vitreo. Os farmacos administrados pela via sistémica somente
poderdo atingir o segmento posterior do olho se ultrapassarem, primeiramente, a barreira
hemato-retiniana. Como apenas uma pequena quantidade de alguns farmacos ultrapassa esta
barreira, vérias doses sistémicas sdo requeridas para a manutencdo da concentracdo dos
farmacos em niveis terapéuticos eficazes dentro do olho. Esta abordagem ndo € viavel para
farmacos potentes e com indice terapéutico estreito, pois podem provocar sérios efeitos
adversos e toxicos ao paciente (HUGHES et al., 2005; YASUKAWA et al., 2001, AMO e
URTTI, 2008). A utilizagdo da via intravitrea minimiza a ocorréncia de efeitos sistémicos
adversos. Porém, a rapida circulacdo sanguinea na coréide e na retina promove a diminuicéo
da meia-vida dos farmacos, reduzindo, rapidamente, suas concentragdes a niveis
subterapéuticos. Para que 0s niveis se mantenham dentro da faixa terapéutica, sdo necessarias
injecOes repetidas, as quais podem causar desconforto para o paciente e consequentemente, a
descontinuidade da terapia, além de hemorragia vitrea, endoftalmite, catarata e descolamento
da retina (OGURA et al., 2001; YASUKAWA et al., 2001). O aumento da dose do
medicamento poderia prolongar a eficicia das inje¢Oes individuais, mas também poderia
provocar picos de concentragdo do farmaco dentro do olho, expondo o paciente aos efeitos

toxicos indesejaveis.

Os implantes intra-oculares representam método alternativo viavel para o alcance de niveis
terapéuticos de farmacos no interior do olho. Os implantes intra-oculares sdo vantajosos, pois
inseridos apds a barreira hemato-retiniana, liberam o fa&rmaco diretamente no local de acéo;
de forma controlada e por tempo prolongado (o que é ideal para pacientes com doencas

oculares cronicas); reduzindo a possibilidade de efeitos adversos que freqiientemente estdo
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associados com a administracdo de farmacos pela via sistémica (BOURGES et al., 2006;
YASUKAWA et al., 2005).

Os implantes intra-oculares podem ser preparados a partir de diferentes polimeros
reconhecidamente biocompativeis, que podem ser ndo-biodegradaveis ou biodegradaveis
(DASH e CUDWORTH II, 1998). Os implantes intra-oculares ndo-biodegradaveis
apresentam a vantagem de controlar a liberagdo do farmaco, numa cinética previsivel, por
periodos prolongados. Porém, ao contrario dos implantes intra-oculares biodegradaveis, estes
sistemas devem ser removidos cirurgicamente do olho apés a liberagéo total do farmaco, o
que representa risco para o0 paciente e é uma desvantagem marcante dos implantes nédo-
biodegradaveis. Por esta razdo, os polimeros biodegradaveis naturais e sintéticos tém sido
amplamente investigados para o desenvolvimento destes dispositivos de implantagéo intra-
ocular (JAIN et al., 2000).

Poliuretanos especialmente projetados podem ser degradados por hidrdlise dos grupos
polares inseridos em sua arquitetura macromolecular (SANTERRE et al., 2005). Poliuretanos
biodegradaveis e biocompativeis podem ser preparados utilizando poliésteres de elevada
massa molar, tais como a poli(e-caprolactona) (PCL). O grupo éster alifatico da PCL pode
ser hidrolisado gerando produtos de degradacio no toxicos (FERNANDEZ et al., 2006).
Entretanto, a taxa de biodegradacdo dos poliuretanos constituidos de PCL € reduzida a
medida que a massa molecular da PCL é aumentada. Poli(etileno glicol) (PEG) é amplamente
usada como co-monémero na sintese de poliuretanos ou copolimeros em bloco
biodegradaveis e biocompativeis, ndo sé porque este componente controla a taxa de
biodegradacédo dos polimeros devido a sua hidrofilicidade (LEE et al., 2001; GUAN et al.,
2004), mas também devido a sua auséncia de antigenicidade e imunogenicidade, e formacédo
de produtos de degradagdo ndo toxicos (PIAO et al., 2003). Logo, poliuretanos que tiram
proveito das propriedades mecanicas proporcionadas pela PCL e das altas taxas de
degradacdo do PEG podem ser utilizados em aplicaces biomeédicas diversas que demandam
materiais flexiveis, e tém sido reportadas por diversos autores (GUAN et al., 2005; GUAN et
al., 2004; MAHKAM et al., 2003).

Neste trabalho, poliuretanos biodegradaveis e biocompativeis, derivados de PCL e PEG,
foram produzidos baseados em dispersfes aquosas destes polimeros. O acetato de

dexametasona, um farmaco antiinflamatorio esteroidal amplamente utilizado na oftalmologia,
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foi incorporado as dispersGes aquosas dos poliuretanos. A partir desta incorporacao,
implantes constituidos de poliuretanos biodegradaveis e acetato de dexametasona foram
desenvolvidos e explorados como dispositivos intra-oculares de liberacdo controlada do
farmaco, destinados ao tratamento de doencas inflamatdrias graves que acometem o

segmento posterior do olho.
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2.1 Anatomia ocular

2.1.1 Cavidade orbital e palpebras

O bulbo do olho é protegido pelas palpebras e oOrbita, que forma uma cavidade dssea
no cranio com varias fissuras e forames que permitem a passagem dos nervos,
musculos e vasos. Na Orbita, uma membrana de tecido conjuntivo denominada
capsula de Tenon, o tecido adiposo e seis musculos extra-oculares sustentam e
alinham o bulbo ocular para a visdo. As palpebras apresentam inervacdo sensorial
densa, e em conjunto com os cilios, protegem o bulbo ocular contra lesbes mecanicas
e quimicas. Movimentos coordenados dos musculos orbiculares, levantador das
palpebras e de Muller ajudam a distribuir as lagrimas sobre a cornea e conjuntiva. A
superficie externa das palpebras € coberta por uma camada fina de pele; a superficie
interna € revestida pela parte palpebral conjuntiva, uma mucosa vascularizada em
continuidade com a conjuntiva bulbar. Na reflex&o das conjuntivas palpebral e bulbar,
h& um espaco conhecido como fornix, que se localiza em posi¢des superior e inferior
por tras das palpebras superior e inferior, respectivamente. Em geral, os farmacos
topicos sdo aplicados no fornix inferior, também conhecido como fundo-de-saco
inferior (HARDMAN e LIMBIRD, 2003).

2.1.2 Bulbo ocular

O bulbo ocular é constituido de duas esferas modificadas fundidas uma & outra. A
anterior (que € formada pela cérnea) tem raio menor (7,8 mm) que a posterior
(formada pela esclera) que possui 12 mm de raio. A juncdo das duas é denominada
limbo. Adicionalmente, o bulbo ocular é formado por trés camadas ou tunicas
concéntricas que envolvem 0s meios transparentes: camada externa ou de sustentacao
(cornea e esclera), média ou vascular (iris, corpo ciliar e cordide — estruturas que
formam a uvéa) e interna ou sensorial (retina) (Figura 1). Finalmente, o bulbo ocular
pode ser dividido em dois segmentos: anterior e posterior. O segmento anterior
compreende cornea, iris, corpo ciliar e lente e é preenchido pelo humor aquoso. O

segmento posterior compreende o complexo retina-cordide e é preenchido pelo corpo



Revisdo bibliografica 26

vitreo. A esclera reveste parte do segmento anterior (excetuando-se a parte revestida
pela cornea) e posterior (HARDMAN e LIMBIRD, 2003).

Esclera Cordide

>
y

Retina

Cornea

Corpo ciliar

Figura 1 — Corte sagital vertical do olho humano adulto.
Fonte - http://webvision.med.utah.edu/anatomy.html

2.1.3 Cérnea

A clrnea é uma estrutura transparente que refrata a luz antes que esta atinja a pupila e
entre no interior do bulbo do olho. Ela € uma estrutura avascular, e por isso recebe
nutrientes provenientes do humor aquoso e oxigénio proveniente do meio ambiente.
Ela apresenta 5 camadas distintas: epitélio, membrana de Bowman, estroma,
membrana de Descement e endotélio. Estas camadas desempenham fungoes
fisiologicas diferentes. As células epiteliais sdo achatadas e formam juncdes
intercelulares localizadas na sua superficie apical. Estas jun¢des funcionam como
barreiras a difusdo dos farmacos administrados no segmento anterior do olho. A
membrana de Bowman mantém a integridade e a organizacdo epitelial (SNEEL e
LEMP, 1998; MANNERMAA et al., 2006).

A penetracdo de farmacos nos tecidos oculares anteriores, via absorgdo trans-corneal,
é determinada por dois fatores: o tempo de contato do farmaco com o olho e a
permeabilidade do farmaco na cérnea. A permeabilidade na cornea pode acontecer
por meio da difusdo passiva, da difusdo facilitada ou pelo transporte ativo. O

transporte ativo e a difusdo facilitada requerem a expressdo de transportadores pelo
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epitélio corneal. A difusdo passiva ndo € dependente dos transportadores, mas
somente acontece se o farmaco apresenta coeficientes de particdo e de difuséo
apropriados para transpor a bicamada lipidica das membranas celulares
(MANNERMAA et al., 2006).

2.1.4 Esclera

A esclera (a parte branca do olho) é a camada mais externa do segmento anterior e se
estende até o segmento posterior. A esclera forma uma camada protetora aos tecidos
intra-oculares e € um suporte que se mantém estavel durante variacfes da pressao
interna e movimentos do olho, os quais poderiam perturbar 0 processo de Vvisdo
devido a distor¢Bes na retina, na lente ou no diafragma da iris. Esta estabilidade,
essencial para a viséo, é propiciada pela organizacao e propriedades viscoelasticas dos
tecidos conectivos da esclera (WATSON e YOUNG, 2004).

2.1.5 Lente

A lente € uma estrutura transparente e biconvexa. Situa-se posteriormente a iris e a
pupila e esta ligada ao corpo ciliar por meio do ligamento suspensor. O ligamento
suspensor pode relaxar ou distender de acordo com o0s movimentos das fibras
musculares conectadas ao corpo ciliar. Este processo leva a acomodacgédo da lente,
possibilitando-a refratar precisamente a luz na retina (SNELL e LEMP, 1998). A lente
e a cornea recebem nutrientes provenientes do humor aquoso, uma vez que estas
estruturas ndo possuem vasos sanguineos. O humor aquoso é produzido pelas células
do corpo ciliar, passa através da pupila e é drenado pelo canal de Schlemn. Como
resultado deste processo, 0 bulbo apresenta uma pressao intraocular mensuravel, a
qual é dependente do balango entre a taxa de producdo do humor aquoso e a taxa de
drenagem deste liquido (LLOYD et al., 2001).

2.1.6 Iris e Corpo ciliar

A iris é a porgdo colorida do olho, que impede o espalhamento da luz dentro do bulbo.

O corpo ciliar se situa posteriormente a iris. Esta estrutura é responsavel pelo



Revisdo bibliografica 28

fornecimento de nutrientes a cornea e a lente, e também pela remocéo de catabdlitos
por meio do humor aquoso (liquido produzido pelas células do corpo ciliar). A iris
controla o tamanho da pupila, pois esta conectada com fibras musculares que relaxam
e contraem de acordo com uma resposta autdbnoma a variacdo da luz recebida
(LLOYD etal., 2001).

2.1.7 Cordide

A coroide se estende do corpo ciliar ao nervo éptico. Ela € mais espessa na regido
posterior e gradualmente se torna 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. Esta estrutura prove
nutrientes para as células da retina, uma vez que é altamente vascularizada. A retina e
a coroide sdo separadas pela membrana de Bruch (LLOYD et al., 2001;
COLTHURST et al., 2000).

2.1.8 Retina

A retina é funcionalmente constituida de duas partes: a neuroretina ou retina sensorial
e a camada de células do epitélio pigmentar da retina. Contudo, a retina é dividida em
10 camadas na direcdo da Orbita para o corpo vitreo, a saber: (1) camada pigmentar;
(2) camada dos segmentos externo e interno (cones e bastonetes); (3) camada
limitante externa; (4) camada nuclear externa; (5) camada plexiforme externa; (6)
camada nuclear interna; (7) camada plexiforme interna; (8) camada ganglionar; (9)

camada de neurofibras; (10) camada limitante interna (Figura 2).

A camada dos segmentos externo e interno é constituida pelas células fotosensiveis da
retina ou fotorreceptores denominados cones e bastonetes. Existem aproximadamente
100 milhdes de bastonetes e 5 milhdes de cones no olho humano. Eles sdo compostos
do segmento interno, segmente externo, nucleo e axénio. O segmento externo dos
fotorreceptores contém rodopsina e estdo em contato com as microvilosidades das
celulas epiteliais pigmentares da retina. A funcdo dos fotorreceptores € converter a

energia luminosa em impulso elétrico que serd propagado pelas células bipolares, e



Revisdo bibliografica 29

em seguida, pelas células ganglionares, as quais 0s axénios constituem o nervo 4ptico,
transmitindo a informacdo até o cortex visual. A camada limitante externa é por onde
passa a parte interna dos fotorreceptores. Esta camada é constituida por desmossomas
que ligam as células de Muller entre elas e com os fotorreceptores. A camada nuclear
externa contém os nucleos dos fotorreceptores. A camada plexiforme externa é
constituida pelas jungdes entre os axonios dos fotorreceptores e dendritos das células
bipolares da retina. A camada nuclear interna é constituida pelos nucleos das células
bipolares, horizontais, Muller e amécrinas. Encontram-se nesta camada os capilares
dos vasos centrais da retina. A camada plexiforme interna representa a sinapse entre
as células bipolares e as células ganglionares. A camada ganglionar é constituida
principalmente pelos nucleos das células ganglionares. A camada das neurofibras é
constituida pelos axdnios das células ganglionares e gliais e de vasos derivados da
artéria central da retina. A camada limitante interna forma o limite interno da retina
(RODIECK, 2003).

Figura 2 — Corte histolégico da retina humana. As dez camadas da retina sdo: camada
pigmentar (A), camada dos segmentos externo e interno (cones e bastonetes) (B),
camada limitante externa (C), camada nuclear externa (D), camada plexiforme externa
(E), camada nuclear interna (F), camada plexiforme interna (G), camada ganglionar
(H), camada de neurofibras (I) camada limitante interna (J).

As células epiteliais pigmentares da retina (RPE) (camada pigmentar) formam uma
monocamada de células hexagonais. Estima-se que o olho adulto contenha cerca de 4
a 6 milhdes de células RPE. Posteriormente, o epitélio pigmentar se encontra sobre a
membrana de Bruch. Lateralmente, as células do epitélio sdo unidas por meio das
zonulas de oclusédo, zénulas de aderéncia e desmossomas (BRON et al., 1998). As
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zonulas de ocluséo constituem as junc@es intercelulares caracterizadas pela fuséo das
membranas celulares de duas células RPE adjacentes. Estas juncfes sdo a base da
barreira hemato-retiniana externa, uma vez que elas impedem a difusdo passiva de
substancias da circulacdo coroidiana a retina neurosensorial. A superficie apical
(anterior) das células RPE esta em frente ao espaco subretiniano. O espago
subretiniano é ocupado pelos segmentos externos dos fotoreceptores e a matriz
extracelular secretada, em sua grande maioria, pelas células epiteliais. O espaco
subretiniano é limitado anteriormente pela camada limitante externa, formado pelas
zonulas de aderéncia que se aderem aos fotorreceptores. O polo apical das células
RPE apresenta numerosas microvilosidades que estdo em contato direto com a
camada do segmento externo dos fotorreceptores. Além disso, as células RPE

apresentam granulos de melanina.

As ceélulas epiteliais pigmentares da retina sdo responsaveis por diversas funcdes que
sdo indispensaveis para o sistema visual. As células RPE transportam ions, agua e
metabdlitos que vém do espaco subretiniano para o sangue, e também transportam os
nutrientes, tais como, glicose, retinol e acidos graxos provenientes do sangue para 0s
fotorreceptores. As células RPE sdo tambeém responsaveis pela fagocitose dos
segmentos externos dos fotorreceptores. Os segmentos externos dos fotorreceptores
sdo digeridos, e substancias essenciais, tais como o retinal, sdo recicladas e reenviadas
aos fotorreceptores a fim de restaurar a sua sensibilidade a luz. Adicionalmente, as
células RPE sdo capazes de secretar uma variedade de fatores de crescimento que
ajudam a manter a integridade estrutural dos fotorreceptores e do endotélio dos
capliares da coroide. Além disso, as células RPE também secretam fatores
imunossupressores que sao importantes no estabelecimento do privilégio imune do
olho. Finalmente, o processo de visdo comeca quando a rodopsina, presente nos
fotorreceptores, absorve a energia luminosa. A rodopsina, que constitui 0 pigmento
visual, € uma molécula transmembrana formada por uma proteina, a opsina, e pelo
isdbmero 11 cis-retinal. No momento em que um foton é absorvido pela rodopsina, o
11 cis-retinal é isomerizado em 11 trans-retinal, que se desloca da opsina. Esta
iIsomerizagdo culmina na hiperpolarizagdo dos fotorreceptores que origina o influxo
nervoso visual que sera enviado ao cérebro. Paralelamente, o 11 trans-retinal €

reduzido em 11 trans-retinol, que por sua vez, é isomerizado pelas células RPE em 11
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cis-retinol. Este é estocado sob a forma de éster ou 0xido em 11 cis-retinal. O 11 cis-
retinal € entdo secretado pelas células RPE no espacgo subretiniano, que por sua vez, €
recaptado pelos fotorreceptores, a fim de reconstituir a rodopsina. Devido a estas
diferentes e complexas funcdes, as células RPE sdo essenciais para a visdo, e a falha
em uma destas funcdes pode levar a degeneracdo da retina, diminuicdo da acuidade
visual e cegueira (STRAUSS, 2005).

2.1.9 Corpo vitreo

O corpo vitreo € constituido de colageno, proteinas do plasma e &acido hialurénico.
Esta Gltima substancia proporciona viscosidade ao corpo vitreo, pois forma um gel em
baixas concentracbes. O corpo vitreo estd em contato direto com a retina, corpo ciliar
e porcdo posterior da lente. O corpo vitreo é capaz de promover estabilidade aos
componentes posteriores do olho, atenuando o estresse que pode ser gerado a retina,
devido aos subitos movimentos. Esta observacdo € justificAvel quando se considera
que a primeira etapa no processo de descolamento da retina é sua separagdo do corpo
vitreo (LLOYD et al., 2001).

2.2 Implantes intra-oculares

Os implantes intra-oculares sdo sistemas de liberagcdo controlada de farmacos
preparados a partir de diferentes polimeros reconhecidamente biocompativeis,
biodegradaveis ou ndo biodegradaveis. A insercdo intra-ocular dos implantes deve ser
realizada por meio de procedimento cirargico. Em geral, eles sdo introduzidos no
vitreo a partir de uma incisdo na pars plana do olho, que se situa posteriormente a
lente e anteriormente a retina. Embora a técnica cirdrgica seja invasiva, os implantes
apresentam diversas vantagens que sobrepdem os transtornos provocados pelo ato
cirurgico. Estas vantagens sdo: (1) ultrapassar a barreira hemato-retiniana,
possibilitando a liberagdo do farmaco em niveis terapéuticos diretamente no sitio de
acao; (2) possibilitar a liberacdo do farmaco por tempo prolongado; (3) evitar 0s
efeitos colaterais associados frequentemente as inje¢Ges intravitreas e administracdo

sistémica; (4) diminuir a quantidade de farmaco necessario para o tratamento.
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2.2.1 Implantes intra-oculares ndo-biodegradaveis

Os implantes intra-oculares podem ser confeccionados a partir de varios tipos de
polimeros ndo-biodegradaveis que controlam a cinética dos farmacos nos sistemas de
liberacdo. Os implantes poliméricos ndo-biodegradaveis apresentam-se em dois tipos:
matriciais (sistemas monoliticos) e reservatorios. No sistema matricial, o farmaco é
disperso, homogeneamente, na matriz polimérica ou absorvido na superficie. A
difusdo lenta do farmaco através da matriz polimérica proporciona a sua liberacéo
controlada. No sistema reservatério, o farmaco esta envolvido por uma membrana néo
degradavel e permeavel. Neste sistema, o fluido (dgua) se difunde através da
membrana, dissolvendo o farmaco e criando uma solucdo saturada no interior do
reservatorio. Uma vez que ha uma solucdo saturada, o farmaco se difunde para o
exterior numa taxa de liberacdo em estado estacionario que persiste pela maior parte
do periodo de implantacdo. Essa taxa de liberacdo, baseada na lei de Fick, é
determinada pela area de liberacdo, pela espessura da cobertura polimérica, pela
forma do implante e pela difusibilidade do farmaco a partir da cobertura polimérica.
Os polimeros comumente utilizados no processo de manufatura destes implantes sdo o
silicone, o alcool polivinilico (PVA) e o poli(etileno-co-acetato de vinila) (EVA).
Polimeros, tais como silicone e PVA, sdo livremente permeaveis a uma variedade de
farmacos lipofilicos, devido ao seu carater hidrofébico, e mantém integro o
reservatorio do farmaco. O EVA é impermeavel a maioria dos farmacos e é utilizado
como uma cobertura em torno do reservatério para diminuir a velocidade de difuséo
do farmaco através do implante (BOURGES et al., 2006; YASUKAWA et al., 2005;
DASH e CUDWORTH II, 1998; SMITH et al., 1992).

2.2.1.1 Implantes intra-oculares ndo-biodegradaveis para o tratamento da retinite

por citomegalovirus

A retinite por citomegalovirus (CMV) é a infeccdo oportunista ocular de maior
prevaléncia em pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA).
Existem duas formas clinicas de retinite por CMV. A forma fulminante ¢é
caracterizada pela necrose da retina posterior e hemorragia. Neste caso, 0s pacientes

freqlientemente apresentam perda de visdo. A outra forma é reconhecida como uma
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leséo granular na retina periférica com ou sem hemorragia. Os implantes intravitreos
de ganciclovir sdo indicados para o tratamento da retinite por CMV, pois reduzem a
freqiiéncia de infecgdes recorrentes que poderiam resultar em perda de visdo, o que é
inevitdvel em pacientes que ndo respondem satisfatoriamente a terapia HAART
(Highly Active Antiretroviral Therapy) (VRABEC, 2004).

Diversos estudos foram conduzidos com o intuito de desenvolver implantes intra-
oculares ndo-biodegradaveis de ganciclovir destinados ao tratamento da retinite por
CMV em pacientes com SIDA (ASHTON et al., 1992; SANBORN et al., 1992;
MARTIN et al., 1994; CHARLES e STEINER, 1996). Estes estudos, realizados em
animais e em humanos, levaram ao desenvolvimento e a aprovacdo do Vitrasert®
(Bausch & Lomb, USA), em 1996, pela Food and Drug Administration (FDA)
(BOURGES et al., 2006).

O Vitrasert® é um implante intra-ocular de liberacdo controlada de 4,5 mg de
ganciclovir. Este implante ndo-biodegradavel do tipo reservatorio é constituido de um
comprimido de ganciclovir recoberto por PVA/EVA. O Vitrasert® foi desenvolvido
antes da evolucdo da terapia anti-retroviral, quando a expectativa de vida dos
pacientes era de aproximadamente 12 meses, 0 que impedia a avaliacdo das possiveis
complicagbes do implante ao longo do tempo. Com a introducdo da HAART, a
expectativa de vida dos pacientes com SIDA aumentou significantemente, e 0
tratamento da retinite por CMV, bem como as complicacfes associadas com a
utilizacdo do implante e ao procedimento cirurgico, puderam ser avaliadas por um
periodo prolongado. Dentre as complicagdes cirargicas relatadas, a hemorragia vitrea
foi a mais comum. Também aconteceram hemorragias operatdrias principalmente
durante o procedimento de retirada do implante. Dentre as complicacdes pOs-
operatorias relacionadas especificamente com o implante, cita-se o aparecimento de
feridas, que foram observadas em 1 dia e 28 meses apds a cirurgia de implantacéo; e o
deslocamento do implante, que foi a Unica complicacdo observada ap6s 3 anos. Ha
também o relato de complicacdes possivelmente relacionadas com o implante, a
saber: catarata, descolamento da retina, hemorragia vitrea, hipotonia, formacédo de
membrana epiretinal, edema macular e endoftalmites. Estas complica¢des foram mais

comuns durante os primeiros 2 anos de implantag&o, o que leva a crer que a incidéncia
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das mesmas esta associada a maltiplos fatores e ndo unicamente devido a presenca do
implante. Observou-se também que a incidéncia de descolamento da retina foi menor
em pacientes no esquema de tratamento HAART e aqueles que haviam se
reconstituido imunologicamente. Portanto, pacientes que apresentavam maior controle
da infecgédo, devido a administragdo dos medicamentos anti-retrovirais Sistémicos,
apresentaram menores riscos de descolamento da retina, € que a presenca dos
implantes em longos periodos ndo implicou num aumento substancial dos riscos de
descolamento. Em resumo, os resultados da pesquisa, realizada entre 1995 e 2001,
sugeriram que as complicaces diretamente relacionadas com o procedimento de
implantacdo ou a presenca do implante no olho s&o incomuns, mas podem ocorrer ao
longo de 7 anos, o0 que indica a necessidade de selecionar os casos em que o implante
deve ser utilizado. Evidenciou-se também que o uso continuo do implante, associado
a HAART, realmente protege contra a perda de visdo, em virtude de sua habilidade
em modular os fatores relacionados com a doenca (KAPPEL et al., 2006).

2.2.1.2 Implantes intra-oculares ndo-biodegradaveis para o tratamento das uveites

nao infecciosas

Uveite é o termo originalmente utilizado para designar inflamacdes da uvéa (estrutura
do olho formada pela iris, corpo ciliar e cordide), embora na pratica também seja
usado para designar inflamacbes que acometem a retina, 0 nervo éptico e o0 corpo
vitreo (HERRERO-VANRELL e REFOJO, 2001). O tratamento das uveites
infecciosas ou ndo-infecciosas requer terapia farmacoldgica com esteroides,
imunossupressores, antibioticos ou todos estes farmacos em conjunto, para suprimir
processos inflamatdrios cronicos ou prevenir a recorréncia em casos especificos
(YASUKAWA et al., 2004). Estas inflamacdes instaladas na uvéa podem provocar a
diminuicdo da acuidade visual até a perda completa da visdo. Para minimizar tais
efeitos, implantes intra-oculares de liberagdo controlada de farmacos devem ser

utilizados.

O Retisert®, um implante intra-ocular de liberacdo controlada de acetato de
fluocinolona (AF), foi desenvolvido e é comercializado pela empresa americana

Bausch & Lomb, para o tratamento de uveites ndo infecciosas que afetam o segmento
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posterior do olho. O Retisert® é constituido de um comprimido de AF, celulose
microcristalina, estearato de magnésio e PVA. Este comprimido é revestido por um
elastomero de silicone que apresenta um orificio de liberacdo. Uma membrana
semipermeavel de PVA esta posicionada entre o comprimido e o orificio, para criar
uma barreira para a difuséo e liberacdo do farmaco. Estudos clinicos realizados em
pacientes com uveite ndo infecciosa severa demonstraram a eficacia do Retisert®, uma
vez que o AF, liberado em aproximadamente 30 meses, reduziu significantemente a
recorréncia da doenca, possibilitou o aumento da acuidade visual, e diminuiu a
necessidade das terapias topica, sisttmica e periocular suplementares. A progressédo da
catarata e o aumento da pressdo intra-ocular (IOP) foram os efeitos adversos

relacionados & utilizacdo do Retisert® (JAFFE et al., 2006).

Estudos realizados por Debra et al. (2007) confirmaram que o aumento da IOP é um
dos principais efeitos adversos relacionados ao uso do Retisert®. A incidéncia e a
magnitude do aumento da IOP foram significativas nos olhos que receberam o
implante, sendo necessario tratamento farmacologico ou procedimento cirdrgico para
diminuir a I0P. Portanto, a elevacdo da IOP € um evento adverso que frequentemente
pode estar associado ao tratamento com o Retisert®, mas que deve ser balanceado
com a eficacia do implante intravitreo em reduzir as uveites recorrentes. Logo, 0s
pacientes devem ser conscientizados da possibilidade real de aumento da IOP e
prepara-los para a necessidade de monitora-la periodicamente e para 0 risco

significante de desenvolvimento de glaucoma.

Outros estudos foram conduzidos no intuito de desenvolver dispositivos nao
biodegradaveis intra-oculares de liberagdo controlada de farmacos destinados ao

tratamento das uveites ndo infecciosas. Estes estudos estdo descritos a seguir.

Cheng et al. (1995) confeccionaram implantes ndo-biodegradaveis para a liberacéo
sustentada de dexametasona para o tratamento de uveite experimental em olhos de
coelhos. Estes implantes foram altamente efetivos na supressdo da inflamacéo
induzida por aproximadamente 105 dias. Sugeriu-se que 0s mesmos poderiam ser
eficazes no tratamento de uveites posteriores cronicas em pacientes que nao toleraram

as terapias sistémica e periocular.
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Jaffe et al. (1998) prepararam implantes de PVA/EVA destinados a administragao
intravitrea de ciclosporina A (CsA) para o tratamento de uveite experimental em olhos
de coelhos. Os cortes histolégicos demonstraram que os olhos ndo tratados
apresentavam inflamag@o exacerbada e desorganizacdo das camadas de células da
retina, enquanto que os olhos que receberam os implantes contendo CsA apresentaram
uma reducdo significante da inflamacéo e a arquitetura da retina foi preservada. Além
disso, os implantes liberaram o farmaco em niveis terapéuticos por, no minimo, 6
meses, sem que o farmaco fosse detectado na circulagdo sanguinea. Portanto, os
implantes ndo-biodegradaveis de CsA foram eficazes na supressdo do processo
inflamatério induzido em olhos de coelhos, e este sistema poderia ser Gtil em
pacientes que apresentam uveite posterior cronica, e que sao intolerantes as terapias

sisttmica com imunossupressora.

Okabe et al. (2003) desenvolveram implantes de PVA/EVA de aplicacdo intra-
escleral para liberacdo controlada de betametasona. Os implantes liberaram
betametasona numa cinética de pseudo ordem zero por 4 semanas. As concentragdes
de betametasona na coroide e retina permaneceram acima das concentragdes efetivas
para suprimir varios processos inflamatorios por, no minimo, 28 dias. Estes resultados
sugeriram que a via intra-escleral também pode ser considerada para a implantacéo de
sistemas de liberacdo controlada de farmacos destinados ao tratamento das uveites

posteriores.

2.2.1.3 Implantes intra-oculares ndo-biodegradaveis para o tratamento das doengas

relacionadas a retinopatia diabética

A retinopatia diabética € a segunda maior causa de cegueira em pacientes adultos nos
paises ocidentais, correspondendo a cerca de 19% dos casos de cegueira. A
maculopatia diabética, cuja principal manifestacdo € o edema macular, € a causa mais
frequente de perda significativa da funcéo visual em diabéticos, com prevaléncia de
18 a 20%, tanto em pacientes com diabetes tipo | quanto em pacientes com diabetes
tipo Il. A perda visual pelo diabetes pode ser evitada ou minimizada com controle

clinico adequado e a realizacdo de tratamentos local e sistémico. Na retinopatia
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diabética, o rompimento da barreira hemato-retiniana permite o extravasamento de
liquidos e constituintes plasmaticos (principalmente lipoproteinas) para o espaco
insterticial da retina, levando a formacdo dos edemas. O edema pode ser focal ou
difuso e se manifesta clinicamente como retina espessa e opacificada. No edema
focal, ha areas de vazamento a partir das lesdes capilares especificas, que pode estar
associado aos exsudatos duros (precipitacdo de residuos lipidicos, apds a reabsorcéo
do fluido derivado do extravasamento de lipoproteinas plasmaticas). No edema
difuso, h& dilatacdo capilar e vazamento devido as quebras extensas na barreira
hemato-retiniana, sendo que os exsudatos duros sdo menos comuns (MOTTA et al.,
2008).

O tratamento da retinopatia diabética, e consequentemente, do edema macular
diabético deve ser realizado por meio de diferentes abordagens nas vertentes da
prevencdo, intervencdo e restauracdo. No tratamento preventivo, deve-se administrar
medicamentos anti-hipoglicemiantes e anti-hipertensivos; na intervencdo, deve-se
utilizar esteroides intravitreos, antiangiogénicos e antiproliferativos; e finalmente na

restauracio, a abordagem cirdrgica é necessaria (AVILA, 2003).

Implantes ndo-biodegradaveis contendo AF, destinados ao tratamento do edema
macular diabético, estdo sendo avaliados em estudos clinicos de fase Ill. Estes
implantes, denominados Illuvien® (Allimera Sciences Products), s&o pequenos tubos
de 3,5 mm de comprimento e 0,37 mm de diametro que devem ser inseridos no vitreo
por meio de uma injecdo ao invés de uma incisdo cirdrgica, e possibilitaram a

liberacdo controlada de AF por 24 a 36 meses.

2.2.1.4 Implantes intra-oculares ndo biodegradaveis contendo células para o

tratamento das desordens da retina

Recentemente, McDonald et al. (2007) demonstraram a funcionalidade de uma nova
abordagem terapéutica destinada ao tratamento das desordens da retina em pacientes
(estudos clinicos de fase I). Trata-se de um implante intraocular ndo-biodegradavel
que contem células humanas epiteliais pigmentares da retina encapsuladas capazes de

produzir o fator neurotréfico ciliar (CNTF). O CNTF é uma proteina da familia da
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interleucina-6 que se liga ao receptor CNTF-a presente nas células epiteliais
pigmentares da retina, cones, bastonetes, células ganglionares da retina e seus
axonios. Quando o CNTF se liga ao receptor, ha a ativacdo do mecanismo regulado
por quinases em cones e bastonetes, o que induz a neuroprotecdo. Pacientes com
retinite pigmentosa que receberam estes implantes intravitreos apresentaram melhora
da acuidade visual. Além disso, os implantes ndo provocaram efeitos adversos, tais
como aumento da IOP, descolamento da retina, infeccdo ou inflamagéo severa.
Adicionalmente, as células do implante liberaram CNTF em niveis terapéuticos por 6
meses. Os resultados obtidos nesta pesquisa encorajam a realizacdo de estudos
clinicos de fase Il e Ill para investigar se CNTF diminui a neurodegeneracdo e

prolonga as fungées visuais.

Em resumo, os implantes intra-oculares ndo-biodegradaveis apresentam a vantagem
de controlar a liberacdo do farmaco, numa cinética previsivel, por periodos
prolongados. Além disso, elevadas concentracbes do farmaco sdo quantificadas no
vitreo, e baixas concentracdes sdo detectadas no humor aquoso ou no sangue. Porém,
ao contrario dos implantes intra-oculares biodegradaveis, estes sistemas devem ser
removidos cirurgicamente do olho apds a liberagdo total do farmaco, o que representa
risco para o paciente e uma desvantagem inerente dos implantes nao-biodegradaveis.
Por esta razdo, diversos estudos véem sendo realizados visando o desenvolvimento de
implantes intra-oculares de liberagdo controlada de farmacos constituidos de

polimeros biodegradaveis.

2.2.2 Implantes intra-oculares biodegradaveis

Os implantes constituidos de polimeros biodegradaveis também se apresentam em
dois tipos: matriciais (sistemas monoliticos) e reservatorios. No sistema matricial, o
polimero se degrada lentamente nas condi¢des fisioldgicas e o farmaco € liberado a
medida que acontece a degradacdo. Neste caso, o farmaco também pode ser liberado
por difusdo através dos poros da matriz. No sistema reservatorio, a membrana se
degrada numa velocidade mais lenta que a de difusdo do farmaco (DASH e
CUDWORTH I, 1998; FIALHO et al., 2003).
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Uma grande variedade de polimeros biodegradaveis naturais ou sintéticos tem sido
estudada para o desenvolvimento dos implantes. Dentre os polimeros naturais citam-
se as albuminas bovina e humana, colageno, gelatina e hemoglobina. Porém, o uso
destes polimeros € limitado devido ao alto custo e pureza questionavel. Dentre os
polimeros sintéticos citam-se as poliamidas, poliaminoacidos, polialquil-a-ciano
acrilatos, poliuretanos, poliacrilamidas, poliésteres, poli(orto-ésteres) (POE), polimero
poliglicolico (PGA), copolimero poli(D,L-lactico-glicdlico) (PLGA) e polimero
poli(D,L-lactico) (PLA) (JAIN, 2000).

Os polimeros dos acidos lactico e glicélico (PGA, PLA e PLGA) sdo poliésteres
alifaticos que podem ser degradados por hidrélise enzimatica ou ndo-enzimatica. As
ligagBes éster destes polimeros séo suscetiveis & degradacdo hidrolitica nas condigdes
fisiologicas, e os produtos de degradacdo gerados, os &cidos lactico e glicolico, séo
metabolitos naturais do organismo, que entram no ciclo de Krebs, e sdo finalmente
metabolizados em gas carbonico e agua (YASUKAWA et al., 2005, CHANDRA e
RUSTGI, 1998).

O PGA apresenta rapida taxa de degradacdo, com perda de massa entre 6 € 12 meses.
Entretanto, os produtos de degradacdo rapidamente gerados levam a acidificagdo do
meio, 0 que limita a aplicacdo biologica do PGA puro, fazendo com que ele seja
utilizado na preparacdo de co-polimeros que ndo apresentam a desvantagem acima
mencionada (MAURUS e KAEDING, 2004).

O PLA e sintetizado a partir do &cido lactico, que por sua vez, apresenta duas formas
opticamente ativas: &cido L-lactico e &cido D-lactico. A polimerizacdo destes
mondémeros leva a formacgdo de PLA semicristalino, altamente hidrofébico, e com
taxas de degradacdo extremamente lentas, que variam conforme o grau de
cristalinidade do polimero, bem como a porosidade da matriz. Por outro lado, a
polimerizacdo de misturas racémicas dos &cidos L-lactico e D-lactico resulta na
formacdo do PLA amorfo, que sofre perda de massa entre 12 e 16 meses devido a
hidrolise (NAIR e LAURENCIN, 2007).
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A taxa de degradacdo do PLGA varia conforme a propor¢cdo dos &cidos lactico e
glicolico na matriz polimérica e a massa molecular do polimero. A utilizagédo do
PLGA tem sido extensivamente investigada como biomaterial para liberacdo
controlada de farmacos e para suporte na engenharia de tecidos, ja que este polimero
apresenta taxas de degradacao controlaveis, excelente biocompatibilidade e aprovacéo
do FDA para uso em humanos (NAIR e LAURENCIN, 2007).

A poli(e-caprolactona) (PLC) é um poliéster semicristalino e hidrofobico, que é
sintetizado a partir da polimerizagdo dos monémeros e-caprolactona. A PCL sofre
degradacdo hidrolitica devido a presenga das ligacbes éster. Entretanto a taxa de
degradacédo da PCL é relativamente lenta (2 a 3 anos) (BORUGES et al., 2006; NAIR
e LAURENCIN, 2007). A degradacéo lenta, a excelente biocompatibilidade e a alta
permeabilidade aos farmacos sdo caracteristicas da PCL que vem sendo exploradas
para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada de farmacos no interior
do olho (PEYMAN et al., 1996, DONG et al., 2006, FIALHO et al., 2008).

Os implantes intra-oculares contendo polimeros biodegradaveis, tais como o PLA,
PLGA ou PCL, podem ser preparados pelas técnicas de moldagem, extrusdo e
preparacdo de filmes. Na moldagem, o polimero e o farmaco podem ser aquecidos e
submetidos a compressdo em moldes de tamanho e forma desejados. Na extruséo, o
polimero e o farmaco séo propulsionados continuamente, sob pressdo, através de
areas de alta temperatura, provocando a fuséo e a compactacdo da mistura de pds na
forma do implante. A preparagéo de filmes pode ser realizada por meio de fuséo e
pressdo do polimero e do farmaco ou por adicdo de solu¢do. No método de adicéo de
solugdo, os componentes sdo solubilizados no solvente apropriado, seguido pela
evaporacao do solvente. O filme seco é removido da superficie (KIMURA e OGURA,
2001).

Em geral, implantes preparados por compressdao dispdem um perfil trifasico de
liberacdo do farmaco, a saber: (1) a fase inicial é derivada da liberacdo de uma dose
maior do farmaco presente na superficie da matriz polimérica, e é dependente da area
superficial total do implante, da porcentagem de farmaco adicionada ao implante, e da

solubilidade aquosa do farmaco. Portanto, quanto maior a area superficial do sistema,
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maior a concentragdo e hidrofilia do farmaco adicionado, maior a probabilidade de
acontecerem efeitos toxicos devido a exacerbacdo da fase inicial; (2) a fase de difuséo
caracterizada pela liberacdo gradual do farmaco devido a sua dissolucédo e a erosao da
superficie da matriz polimérica. Esta fase é regulada pela velocidade de degradacédo
do polimero, a éarea superficial total do implante, a porcentagem de farmaco
adicionado e a solubilidade aquosa do farmaco; (3) a fase final é caracterizada pela
hidrolise no interior da matriz e liberacdo repentina de uma dose mais elevada de
farmaco. A liberacdo de uma dose elevada de farmaco é possivelmente problemética e
representa uma desvantagem dos sistemas biodegradaveis (YASUKAWA et al.,
2002).

Os poli(orto-ésteres) (POE) sdo polimeros biodegradaveis hidrofébicos especialmente
projetados para a liberacdo controlada de farmacos. Desde 1970, quatro familias de
POE tém sido investigadas em aplicagdes biomédicas. As familias POE | e POE Il
ndo sdo usadas na oftalmologia. O POE Ill apresenta cadeias poliméricas altamente
flexiveis, sendo um gel a temperatura ambiente. A natureza viscosa deste polimero
possibilita a incorporagdo de agentes terapéuticos na matriz sem a necessidade de
utilizar solventes. Alem disso, POE Ill pode ser injetado diretamente no olho com
agulhas apropriadas. A taxa de degradacdo do POE Il pode ser acelerada pela
incorporacdo de substdncias acidas na matriz polimérica, uma vez que POE llI
apresentam ligacOes sensiveis a variacdo do pH. Ja a incorporacdo de substancias
bésicas estabiliza a matriz polimérica (BOURGES et al, 2006; NAIR e
LAURENCIN, 2007). A biocompatibilidade intracameral e intravitrea de POE Il foi
extensivamente investigada. Observou-se que a biocompatibilidade intracameral é
dependente da quantidade de polimero injetada na cdmara anterior. Quando 50 pL
foram administrados, o polimero degradou em 2 semanas, € as observacdes clinicas
demonstraram boa biocompatibilidade do POE I, sem toxicidade dos tecidos
oculares ou aumento da IOP. A injecdo de volumes maiores, 100 puL de POE llI, foi
inadequada porque o contato direto do material com o endotélio corneal provocou
edema reversivel e inflamagdo na cdmara anterior, que regrediu apos alguns dias. A
administracdo intravitrea de POE IlI foi bem tolerada, pois resposta inflamatoria ndo
foi desenvolvida. Além disso, o polimero se degradou lentamente no vitreo
(EINMAHL et al.,, 2000). Apesar das caracteristicas atrativas do POE Ill em
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aplicacdes oculares, a consisténcia do gel e a dificuldade em produzi-lo em escala
industrial sdo limitacOes deste polimero. O POE IV apresenta degradagédo apreciavel
devido & incorporacgdo de segmentos curtos baseados nos acidos lactico e glicolico na
matriz polimérica. A taxa de degradacéo pode variar de dias a meses, de acordo com a
proporcdo de segmentos acidos adicionados. A biocompatibilidade do POE IV foi
investigada no espago subconjuntival, intracameral, intravitreo e supracoroidal de
olhos de coelhos (EINMAHL et al., 2003). Apo6s a inje¢do subconjuntival, o polimero
foi bem tolerado e degradou completamente em cerca de 5 semanas. Na injecdo
intracameral, a biocompatibilidade do polimero foi satisfatoria e a degradacdo na
camara anterior ndo foi completa ao final de 6 meses. Apds as injecdes intravitrea e
supracoroidal, o polimero se degradou em aproximadamente 3 e 6 meses,
respectivamente, e a biocompatibilidade foi excelente sem respostas inflamatdrias

detectaveis.

2.2.2.1 Implantes intra-oculares biodegradaveis para o tratamento da retinite por

citomegalovirus

Kunou et al. (1995) prepararam implantes biodegradaveis a base de PLGA (75:25) e
25% (pp) de ganciclovir destinados ao tratamento da retinite por CMV. Estes
implantes apresentaram um perfil trifasico de liberacdo do farmaco. Na primeira fase,
cerca de 40% do farmaco foi liberado em apenas 1 semana. Na fase difusional, cerca
de 10% do ganciclovir foi liberado em 8 semanas, e na fase final, que aconteceu
durante 4 semanas, aproximadamente 100% do principio ativo foi liberado. Houve o
desaparecimento completo do implante ap6s 5 meses de implantagdo, devido a

hidroélise ndo enzimatica do PLGA.

As principais desvantagens dos implantes a base de co-polimeros dos acidos lactico e
glicolico séo a liberacdo de uma grande quantidade de farmaco (overdose) na etapa
final, e a dificuldade em prolongar e aumentar a taxa de liberacdo do farmaco na etapa
difusional. Para tentar superar tais complicagdes, Kunou et al. (2000) prepararam
implantes contendo uma mistura de PLA com diferentes massas moleculares (70-kDa
e 50-kDa), na proporcdo 80:20. Estes sistemas propiciaram uma liberacdo mais

homogénea de ganciclovir na etapa final, e também tiveram uma melhor taxa de
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liberacdo de farmaco na fase difusional, com duracdo prolongada (mais de 25
semanas). Sugeriu-se que o PLA de alto peso molecular restringiu a degradacéo do
PLA de baixa massa molecular, e que este segundo p6de regular a liberagcdo do
farmaco durante a fase difusional, devido a formagdo mais lenta de poros na matriz.
Adicionalmente, o PLA de baixa massa molecular sofreu hidrolise, mas a associagéo
a0 PLA de massa molecular elevada impediu a quebra da estrutura, e
consequentemente a liberagdo de grande quantidade de farmaco na etapa final. Estes
implantes biodegradaveis apresentaram um perfil de liberagdo do ganciclovir, por

tempo prolongado, comparavel ao perfil de liberacéo de sistemas ndo-biodegradaveis.

2.2.2.2 Implantes intra-oculares biodegradaveis para o tratamento das uveites

O Surodex® (Oculex Pharmaceuticals, Sunnyvale, Califérnia) é um sistema
monolitico constituido de PLGA e 60 pg de dexametasona que estdo
homogeneamente dispersos. Este implante biodegradavel é utilizado apds a cirurgia
de catarata com o intuito de evitar inflamagdes. Inicialmente, foi demonstrado que
este sistema, implantado na camara anterior de olhos de coelhos, proporcionava a
liberacdo controlada da dexametasona numa cinética de ordem zero, durante 7 dias. A
seguranca deste implante foi demonstrada em estudos toxicologicos de Fase |
(protocolo FDA numero 94001). Em seguida, estudos em humanos foram realizados
com o intuito de comparar os desempenhos do Surodex® e de um colirio contendo
0,1% de dexametasona, em olhos de pacientes que se submeteram a cirurgia de
extracdo da catarata e implantacdo de lente intra-ocular. Os resultados mostraram que
0 Surodex® foi mais efetivo na reducéo do processo inflamatdrio pés-cirrgico (TAN
et al., 2001). Wadood et al. (2004) também compararam a seguranca e eficacia do
Surodex® e de um colirio contendo 0,1% de dexametasona, em pacientes que se
submeteram a facoemulsificacdo. Novamente, o Surodex® se mostrou mais efetivo
contra o desenvolvimento de resposta inflamatéria. Portanto, de acordo com o0s
estudos realizados, podem-se considerar trés vantagens importantes destes implantes
intra-camerais em relacdo aos colirios oftalmicos: (1) utilizacdo de quantidade menor
de farmaco, e consequente reducdo das reagdes adversas e da toxicidade sistémica; (2)
controle da liberacdo do farmaco no segmento anterior numa cinética de ordem zero;

(3) reducdo das complicacbes em pacientes que ndo administram corretamente 0s
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colirios devido & baixa adesdo & terapia. Atualmente, 0 Surodex® esta sendo avaliado
em estudos clinicos de fase 111 (SEAH et al., 2005).

O Posurdex® (Allergan) é um implante intravitreo biodegradavel constituido de
PLGA e dexametasona. Este sistema de liberacdo controlada tem sido estudado em
pacientes que apresentam edema macular persistente provocado por retinopatia
diabética, oclusdo de veias, uveites e sindrome Irvine-Gass (estudos clinicos na Fase
1) (AMO e URTTI, 2008). Kuppermann et al. (2007) pesquisaram a eficacia e
seguranca do Posurdex® contendo 350 e 700 ug de dexametasona, durante 6 meses,
em 315 pacientes com edema macular persistente por, no minimo, 90 dias. Os
resultados mostraram que em 3 meses de tratamento, 35% e 24% dos pacientes que
receberam a dose de 700 pg e 350 pg de dexametasona, respectivamente,
apresentaram melhora de 10 letras ou mais na acuidade visual, e 18% dos pacientes
tratados com 700 pg de farmaco melhoraram 15 letras ou mais na acuidade visual.
Concluiu-se que o Posurdex® contendo a maior dose de dexametasona é mais eficaz
no tratamento do edema macular persistente. Os resultados obtidos até 0 momento
indicaram que o Surodex® e o Posurdex® poder&o ser importantes no tratamento de

uveites dependendo do esquema posoldgico necessario (AMO e URTTI, 2008).

Fialho et al. (2006) prepararam implantes biodegradaveis de PLGA contendo 1000 pg
de dexametasona visando o tratamento de desordens inflamatérias que acometem o
segmento posterior do olho. Os implantes foram inseridos no vitreo de olhos de
coelhos por meio de uma incisdo na pars plana. O farmaco foi liberado por 8
semanas, dentro da faixa terapéutica necessaria para suprimir uma inflamacéo ocular
(0,15 a 4,00 pg/mL). Alem disso, demonstrou-se a biocompatibilidade dos implantes,
uma vez que reacgdes toxicas ndo foram observadas por meio de eletrorretinografia e
exame histologico. Os resultados satisfatérios obtidos e a semelhanca entre estes
implantes e o Posurdex® encorajam estudos adicionais para a aplicacdo clinica destes

sistemas.

Dong et al. (2006) prepararam implantes intravitreos constituidos de CsA e do
copolimero glicdlico-co-lactico-co-caprolactona (PGLC) que foram utilizados no

tratamento de uveite cronica experimental induzida em olhos de coelhos. Os
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resultados obtidos demonstraram que a inflamacé@o nos olhos dos animais que néo
receberam o implante ou que receberam doses orais de CsA foi mais severa do que
nos olhos dos animais que se beneficiaram do tratamento com os implantes
biodegradaveis. A terapia sistémica foi intencionalmente incluida neste estudo para
comparar a toxicidade do farmaco administrado por via oral e por meio do implante
intra-ocular. Observou-se que os animais que receberam a CsA por via oral
apresentaram distarbios renais e hepaticas graves, com grande risco de faléncia dos
Orgdos; enquanto que 0s animais dos outros grupos nao apresentaram estes mesmos
problemas. Por outro lado, a concentracdo de CsA liberada no olho, a partir dos
implantes, estava dentro da faixa terapéutica necessaria para suprimir uma resposta

inflamacdo, além de ndo induzirem toxicidade aos tecidos oculares.

Fialho et al. (2008) desenvolveram implantes intravitreos biodegradaveis contendo
PCL e dexametasona. Estes implantes liberaram concentragdes de dexametasona in
vitro que poderiam suprimir varios processos inflamatérios e que ndo causariam
reacOes toxicas aos tecidos oculares. Além disso, estes sistemas foram bem tolerados
apos 30 dias de implantacdo em olhos de coelhos, uma vez que células inflamatorias
nédo foram detectadas no vitreo ou na cdmara anterior. No estudo de liberagdo in vivo
utilizando olhos de coelhos, o farmaco foi liberado em concentracdo terapéutica por

mais de 9 meses.

Kim et al. (2008) desenvolveram implantes biodegradaveis intraesclerais constituidos
de PLA e acetato de triancinolona. Concentragdes do principio ativo liberado foram
mensuradas no vitreo, humor aquoso, retina e corodide de olhos de coelhos apés 1, 2,
4, 8 e 12 semanas de implantacdo. A triancinolona foi proporcionalmente liberada no
humor aquoso, retina e cordide por 4 semanas. Entretanto, o farmaco nao foi
detectado no humor aquoso em 8 semanas e na retina e cordide em 12 semanas apos a
implantacdo. A triancinolona foi quantificada em concentragGes constantes no vitreo
durante 12 semanas. A razdo pela qual a triancinolona foi detectada no vitreo por mais
tempo que na retina, cordide e humor aquoso pode estar relacionada ao maior
clearance do farmaco por meio dos vasos sanguineos coroidais. Apesar dos resultados

promissores obtidos, novos estudos devem ser conduzidos com o intuito de se avaliar
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se concentragdes sistémicas do farmaco poderdo ser detectadas e se existirdo efeitos

toxicos nas celulas epiteliais pigmentares da retina.

2.2.2.3 Implantes intra-oculares biodegradaveis para o tratamento da

vitreoretinopatia proliferativa

A vitreoretinopatia proliferativa (PVR) € o processo no qual hd migracdo e
proliferacdo de células no espago subretiniano, no vitreo e na retina, que levam a
formacdo de membranas fibrosas constituidas de células do epitélio pigmentar da
retina, células gliais, macrofagos e fibroblastos. Estas membranas fibrosas contracteis
conduzem ao descolamento da retina e consequente perda da visdo (YASUKAWA et
al., 2004). Acredita-se que a PVR poderia ser inibida impedindo simultaneamente o
curso de formagdo da doenca que é dividido em trés fases: inflamacéo, proliferacéo
celular e cicatrizagédo, a qual conduz a tragdo da retina. Portanto, para tratar a PVR €
necessaria a utilizacdo de dispositivos intravitreos de liberacdo controlada de
farmacos, seguida da cirurgia corretiva de descolamento da retina (ZHOU et al.,
1998).

Existem diversos estudos que reportaram o tratamento da PVR experimental, induzida
em olhos de coelhos, a partir da utilizagdo de dispositivos intra-oculares contendo
diferentes antimetabdlitos, capazes de inibir o mecanismo de proliferacdo celular.
Rubsamen et al. (1994) prepararam implantes intravitreos de PLGA contendo 1 mg de
5-fluoruracila (5-FU) que permitiram a liberagdo do antimetabolito na concentragéo
entre 1 e 13 pg/L durante 14 dias. Esta liberagdo sustentada auxiliou na involugdo da
PVR, uma vez que a retina de 8 dos 9 coelhos utilizados permaneceu aderida. Por
outro lado, apenas 1 animal do grupo controle (aquele que recebeu implante sem 5-
FU) néo apresentou descolamento da retina.

Yasukawa et al. (2002) prepararam implantes a partir de uma mistura de PLGA e
varias concentracdes de cis-hidroxiprolina (CHP). Os implantes de PLGA 65:35 (MM
= 103.000) contendo 20% de CHP e os de PLGA 50:50 (MM = 93.000) contendo
15% de CHP foram selecionados para realizacdo do estudo in vivo, baseado no perfil

de liberagdo trifésico in vitro. Porém, estes implantes foram efetivos no tratamento da
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doenca apenas na primeira semana, pois a taxa da liberacdo do principio ativo e a
duracdo da fase difusional ndo foram satisfatorias. Para tentar superar estes
problemas, um implante de PLGA 65:35 e outro de PLGA 50:50 foram inseridos
juntos nos olhos dos coelhos, e estes diminuiram a incidéncia de descolamento da
retina de 89% para 57%, 28 dias apds a implantagdo. A diminuicdo da incidéncia de
descolamento da retina foi similar aquela observada quando 20 pg de CHP foram
diretamente injetadas em olhos de coelhos com PVR induzida. Dois implantes de
PLGA 50:50 também foram implantados juntos e estes ndo apresentam efeito
inibitdrio significante da PVR. Estes resultados sugeriram que os perfis de liberacao
combinados de diferentes implantes sdo mais efetivos na inibicdo da incidéncia de

descolamento da retina em olhos com PVR.

Dong et al. (2006) desenvolveram implantes de PLGA contendo 420, 650 e 1.040 ug
de all-trans acido retindico (at-RA). Os implantes com a menor concentracdo de at-
RA falharam na inibicdo da PVR. Por outro lado, os implantes com as maiores doses
de at-RA apresentaram efeito anti-proliferativo satisfatério, com a liberacdo do

antimetabolito em altas concentragdes durante 8 semanas.

Em todos os estudos anteriormente relatados, os farmacos liberados no vitreo nédo
provocaram reacOes toxicas aos tecidos oculares e os implantes biocompativeis
apresentaram a potencialidade de aplicacdo clinica. Mas, para que estes implantes
possam ser futuramente utilizados em pacientes, estudos adicionais deverdo ser
conduzidos para que se possa solucionar algumas questdes ainda pendentes, tais como
a necessidade de manter altas concentragcdes dos agentes terapéuticos durante a etapa
de proliferacdo celular na PVR, o que induzird mudangas ndo sé na constitui¢do
polimérica do implante, mas também na proporcao entre farmaco e polimero. Além
disso, serdo necessarios estudos detalhados da farmacocinética intra-ocular dos

diferentes antimetabdlitos.

Implantes a base de POE IV (POE7oLA3z0, Mm = 6900) e 5-FU puro, 5-FU associado a
dexametasona ou dexametasona pura foram preparados com o intuito de prevenir a
PVR experimental em olhos de coelhos. A PVR induzida foi clinicamente classificada

da seguinte maneira: grau 0 - ndo hd PVR; grau 1 - membranas epiretinais; grau 2 -
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tracdo focal, vasos anormais e tortuosidade; grau 3 - descolamento localizado da
retina; grau 4 - descolamento extensivo da retina e descolamento peripapilar; grau 5 -
descolamento total da retina, dobras fixas e descontinuidade da retina. Os implantes
que continham POE 1V puro ndo afetaram o desenvolvimento da PVR, e 0s graus 4 e
5 foram observados. Por outro lado, os graus 2 e 3 foram observados em olhos
tratados com POE contendo 1% de 5-FU ou 1% de dexametasona. Os olhos tratados
com POE contendo os dois principios ativos apresentaram o menor grau de PVR (1,0
+ 0,5), demonstrando que a combinacdo destes farmacos em sistemas POE IV foi
mais eficaz no tratamento da PVR (BOURGES et al., 2006).

Zhou et al. (1998) prepararam implantes de PLGA contendo 3 agentes terapéuticos: 5-
FU (antimetabdlito), triancinolona (antiinflamatorio esteroidal) e o ativador
plasminogénio tecidual (t-PA) (agente trombolitico). Estes agentes poderiam prevenir
a PVR por meio de trés mecanismos distintos: (1) inibi¢do da proliferagéo celular; (2)
inibicdo da resposta inflamatoria; (3) inibicdo da formacdo da matriz de fibrina.
Estudos de liberagdo in vitro demonstraram que o 5-FU e a triancinolona foram
liberados numa taxa de 1 pg/dia durante 4 semanas e 10 a 190 pg/dia durante 2
semanas. Apos 2 dias, o t-Pa foi liberado numa taxa de 0,2 a 0,5 pg/dia em 2 semanas.
Apesar dos resultados promissores, estes implantes multi-farmacos ainda devem ser

avaliados in vivo.

Observam-se que pesquisas foram realizadas com implantes intra-oculares contendo
apenas uma substancia anti-proliferativa, enquanto que outros estudos foram
conduzidos com implantes contendo dois ou mais farmacos, uma vez que a
administracdo de multiplos agentes terapéuticos potencializaria a eficacia do
tratamento da PVR, j& que as etapas de proliferacdo e migracao celular, e de sintese

das membranas seriam conjuntamente atacadas.

Portanto, para o tratamento das doencas intra-oculares cronicas, faz-se necessaria a
elaboracdo de implantes que possibilitem a liberagdo controlada e prolongada do
principio ativo exatamente no local de acdo. Entretanto, exaustivos estudos pré-
clinicos e clinicos deverdo ser realizados para avaliar a eficacia e seguranga dos

diversos implantes intra-oculares até entdo desenvolvidos.
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Como descrito nesta revisdo, os implantes ndo biodegradaveis permitem a liberacéo
controlada dos farmacos e o tratamento de doencas oculares experimentais e em
pacientes, mas devem ser removidos apoés a liberagdo completa do principio ativo. Por
outro lado, os implantes biodegradaveis nao precisam ser removidos do olho, pois
serdo degradados e absorvidos ou excretados pelo organismo, o que elimina a
necessidade de nova cirurgia para remoc¢do do reservatério vazio, aumentando a
adesdo do paciente a terapia. Entretanto, o desenvolvimento de sistemas
biodegradaveis € mais complicado do que o desenvolvimento de sistemas néo
biodegradaveis, pois algumas varidveis devem ser consideradas. Por exemplo, a
cinética de degradacdo do polimero in vivo deve acontecer numa taxa constante para
manter a liberacdo do principio ativo dentro da faixa terapéutica. Entretanto, a taxa de
degradacdo destes sistemas pode ser afetada pelas variacbes de pH e temperatura
corporal. Outra variavel que deve ser considerada é a lenta difusdo do farmaco a partir
da matriz polimérica. A difusdo acontence mais lentamente que a degradacdo do
sistema. Logo, ajustes devem ser realizados na composi¢do quimica do polimero
utilizado na preparacdo do implante para miminizar o problema relatado. Enfim,
desafios devem ser considerados e ultrapassados a fim de se elaborar implantes
biodegradaveis que possibilitem a liberacdo prolongada do principio ativo dentro da

faixa terapéutica para o efetivo tratamento das doencas intra-oculares graves.

2.3 Sintese dos poliuretanos

Poliuretanos sdo polimeros nos quais a cadeia principal é composta por segdes
alifaticas ou aromaticas R e R fixadas pela ligacdo uretano (Figura 3), enquanto que
R é um radical alifatico ou aroméatico do monémero diisocianato, e R é um grupo
derivado de um poliol [poli(éter) ou poli(éster)]. A sintese dos poliuretanos é baseada
num processo de poli-adi¢cbes que envolve os diisocianatos, os polidis com grupos
hidroxila e os extensores de cadeia (KROL, 2007).

A decisdo entre usar um diisocianato aromético ou alifatico vai depender da aplicagdo
a que se destina o poliuretano a ser preparado. De uma maneira geral, os diisocianatos

alifaticos dao origem a poliuretanos mais flexiveis e resistentes as intempéries. Os
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diisocianatos aromaticos dao origem a poliuretanos mais viscosos. 1sso muitas vezes
dificulta a preparacdo de poliuretanos isentos de solventes. Os monémeros alifaticos
mais usados séo o hexametileno diisocianato (HDI), o isoforona diisocianato (IPDI) e
0 4,4’-diciclohexilmetano diisocianato (H1,MDI) (AYRES, 2006).
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Figura 3 — Formacéo da ligagdo uretano.
Fonte — TATAI et al., 2007

Os isocianatos sdo0 compostos altamente reativos, pois possuem o grupo NCO com
ligagbes duplas que reagem prontamente com compostos que contém hidrogénios
reativos, gerando produtos de adi¢do. As reacdes bésicas dos isocianatos com
diferentes reagentes estdo apresentadas na Figura 4. Os isocianatos reagem com
hidroxilas para formar uretanos (a), e com aminas para formar uréias (b). Os
isocianatos também reagem com a agua formando, inicialmente, um acido carbamico
instavel, o qual decompde gerando amina (c). A amina é um reagente nucleofilico que
reage com o isocianato, gerando uréias (d). Outros produtos, tais como o biureto (e) e
0 alofanato (f) podem ser gerados a partir das reacdes dos isocianatos. Além disso,
reacOes secundarias também podem acontecer, em menor escala, levando & formacéo
de anéis uretidiona (g), isocianurato (h), e carbodiimina (j) (CHATTOPADHYAY e
RAJU, 2007). Estas reagBGes secundarias podem acontecer durante a sintese e

estocagem e sdo inconvenientes na formacao dos poliuretanos.

Os poliois utilizados na preparacdo dos poliuretanos podem ser poli(ésteres) ou
poli(éteres), tais como a poli(e-caprolactona) e o poli(etilenoglicol), respectivamente.
Os poliésteres sdo polimeros termoplasticos que apresentam ligacdes éster em sua
constituicdo quimica. Os poli(éster uretanos) sdo vulneraveis a hidrdlise na ligacéo
éster, levando a formacéao de &cido carboxilico e alcool. Esta instabilidade hidrolitica
das ligacBes éster € uma caracteristica importante em se tratando de poliuretanos
biodegradaveis. Os poli(éteres) sdo polimeros que apresentam ligagdes éter em sua

constituicdo quimica e s&o menos vulneraveis a hidrolise do que os poli(ésteres).
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Figura 4 — Reagdes dos isocianatos.
Fonte - CHATTOPADHYAY e RAJU, 2007

Os catalisadores devem ser adicionados a sintese dos poliuretanos para tornar mais
rapida a reacdo entre o diisocianato e a hidroxila do poliol. Véarios catalisadores
podem ser utilizados na formacdo do uretano, tais como, as aminas terciarias,
especialmente o 1,4-diazabiciclo-[2,2,2]-octano (DABCO), e 0s compostos
organometalicos, principalmente os dibutiltindilauratos (DBTDL) e o0s
dibutiltindioctanatos (KROL, 2007).

Poliuretanos segmentados podem ser descritos como copolimeros em blocos lineares.
Um bloco do polimero consiste de um diol poli(éster) ou poli(éter) flexivel de cadeia
longa. Esse bloco € usualmente chamado de segmento macio, pois incorpora o carater
elastomérico ao polimero. O segundo bloco do co-polimero é o segmento rigido
formado pela reacdo de diisocianatos com extensores de cadeia, com diois ou tridis de
baixa massa molar ou com diaminas, dando origem a liga¢fes uretano ou uréia que
sdo altamente polares e promovem a coesdo do polimero. Os dois tipos de segmentos
tendem a uma micro-separacdo de fases de maneira a formar micro-dominios. De

modo geral, a segregacdo € mais pronunciada com poli(éteres) do que com
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poli(ésteres) porque a estrutura do éter € menos polar e interage menos com 0S

segmentos mais polares de uretano e uréia (CRAWFORD et al., 1998).

O interesse pela sintese de poliuretanos segmentados dispersos em agua tem
aumentado nos altimos anos, devido a reducdo da emissdo de solventes organicos,
potenciais poluidores do ambiente, e tambeém devido a possibilidade de sintese de

biomateriais.

Uma dispersdo aquosa de poliuretanos é um sistema binario coloidal, no qual as
particulas de poliuretano estdo dispersas em agua. Usualmente, os poliuretanos néo
sdo sollveis em agua, e para que a dispersdo agquosa possa ser formada é necessaria a
incorporagdo de grupos hidrofilicos aos polimeros pela adicdo de emulsificante. O
emulsificante € um diol que contém um grupo iénico (carboxilato, sulfonato ou
amoOnio quaternario) ou um grupo ndo i6nico [oxido poli(etileno)]
(CHATTOPADHYAY e RAJU, 2007). Os poliuretanos que contém grupos idnicos
sdo chamados ionémeros e 0 processo para obté-los é denominado processo do pré-

polimero.

Os pré-polimeros catibnicos podem se auto-organizar em micelas com 0s grupos
hidrofilicos carregados positivamente localizados na superficie e as cadeias
hidrofobicas concentradas no interior das micelas. Formam-se ligacdes de hidrogénio
entre os grupos hidrofilicos e as moléculas de &gua, e entdo as micelas séo solvatadas
pela agua. Para a preparacdo dos pré-polimeros cationicos, o 3-dimetilamino-1,2-
propanodiol pode ser utilizado para promover a dispersao aquosa dos poliuretanos, e
em seguida, acontece a neutralizagdo com um 4acido fraco (CHATTOPADHYAY e
RAJU, 2007).

Os pré-polimeros anibnicos sdo formados a partir da incorporagdo de &cido
dimetilpropionico (DMPA) aos polimeros, seguida da neutralizagdo dos grupos
carboxilicos do DMPA com a trietilamina (TEA). O ion carboxilico do DMPA é
hidrofilico e serve como um centro anidnico nos poliuretanos, bem como
emulsificador interno. Os grupos hidrofilicos aniénicos se localizam na superficie das

micelas e permitem a distribuicdo homogénea das mesmas na dgua. A Figura 5 mostra
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o diagrama esquematico das micelas dos pré-polimeros catidnicos (a) e anidnicos (b)
dispersas em agua (CHATTOPADHYAY e RAJU, 2007).
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Figura 5 — Diagrama esquematico das micelas dos pré-polimeros catidnicos (a) e
aniodnicos (b) dispersas em agua.
Fonte - CHATTOPADHYAY e RAJU, 2007

Ap0s a realizacdo da dispersdo dos poliuretanos em agua, faz-se posteriormente uma
reacdo denominada extensdo de cadeia, na qual o pré-polimero terminado em NCO
reage com um diol de baixa massa molecular para formar ligagGes uretano, ou com
grupos NH; para formar ligacGes uréia. Neste caso, serd produzido poli (uretano-
uréia). Geralmente os grupos NCO residuais sdo medidos pelo método de titulagédo
com n-butilamina. A concentracdo de NCO residual € importante para a determinagéo
da quantidade de extensor de cadeia a ser adicionado para a rea¢do equimolar com o
pré-polimero (AYRES, 2006).

2.4 Poliuretanos aplicados na oftalmologia

Os poliuretanos sao biomateriais amplamente utilizados na confecgéo de dispositivos
médicos, pois apresentam propriedades mecanicas excelentes associadas a
biocompatibilidade. Valvulas cardiacas, membranas de dialise, cateteres, proteses
ortopédicas e implantes mamarios séo exemplos de dispositivos fabricados a partir de
poliuretanos bioestaveis (JIANG et al., 2007).
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Os poliuretanos ndo biodegradaveis também ja foram empregados no
desenvolvimento de dispositivos oculares. Por exemplo, Lee et al. (2000)
desenvolveram queratopréteses destinadas a readaptacdo visual de pacientes que
sofreram queimadura quimica na cdrnea. Pacientes que receberam o dispositivo
apresentaram alta tolerabilidade e aumentaram a acuidade visual significativamente
apos 8 meses de implantacdo. A queratoprotese projetada € constituida de uma parte
Optica feita com polimetil metacrilato (PMMA), de uma esfera de poliuretano, e alcas
de polipropileno (Figura 6). As alcas de polipropileno permitiram a ancoragem do
dispositivo na esclera ndo danificada. A maioria das queratopréteses e fixada na
cornea danificada, resultando em complicagcdes ndo somente na capacidade curativa

corneana, mas também em problemas de rejeicdo do dispositivo.
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Figura 6 — Queratoprotese feita de poliuretano.
Fonte - LEE et al., 2000

Nuyts et al. (1999) demonstraram que um poliuretano, denominado NeuroPatch, pode
ser utilizado no fechamento provisério de perfuragdes corneanas. O NeuroPatch é um
poliuretano microporoso, de féacil manipulagdo, que apresenta excelente
biocompatibilidade. Um pedago de Neuro-Patch de 2 mm foi suturado sobre a
perfuracdo corneana de um paciente, e ap0s um més, a sutura foi retirada e a leséo

havia se reconstituido, sem sinais de inflamacéo no segmento anterior.

Existem pacientes que s&o refratarios aos medicamentos dilatadores da pupila. A ndo
dilatacdo da pupila pode impedir a visualizagdo e a utilizagdo dos instrumentos
necessarios durante uma cirurgia de catarata. Os métodos atualmente utilizados para

promover a dilatacdo da pupila apresentam limitagdes. Kershner (2001) desenvolveu
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um dispositivo alternativo de dilatacdo da pupila que pode ser utilizado durante o
procedimento cirurgico de remocdo da catarata. Este dispositivo temporario foi
projetado a base de um poliuretano biocompativel, flexivel e com excelente memoria
de forma, pois apos a introducdo no olho, ele retoma o seu tamanho original de

aproximadamente 8 mm.

Na Figura 7 esta demonstrado o mecanismo de utilizacdo do dispositivo dilatador da
pupila feito de poliuretano. Na etapa 1, o dispositivo € removido do suporte estéril e a
extremidade distal esta embebida com uma pequena quantidade de hialuronato de
sodio. Na etapa 2, esta extremidade do dispositivo € introduzida na cdmara anterior
por meio de uma incisdo corneana. Na etapa 3, um instrumento é introduzido na
incisdo corneana para auxiliar o posicioamento da parte superior do dispositivo. Na
etapa 4, a esfincter da iris € completamente capturada pelo dispositivo, e
consequentemente, a pupila se dilata. Ao término da cirurgia de remocéao de catarata,

o dispositivo é retirado e a pupila retorna ao seu diametro original.

Este dispositivo foi utilizado em 30 pacientes que se submeteram a cirurgia de
remocao de catarata. ComplicacGes operatorias, tais como dano da esfincter da iris ou
sangramento ndo foram observadas durante a operagdo. O tamanho médio da pupila
destes pacientes, antes da cirurgia, era de aproximadamente 3,2 mm, e ap0s a insercao
do dispositivo era de cerca de 7,8 mm, e ap6s a retirado do dispositivo era de

aproximadamente 4,3 mm.

Os poliuretanos vém sendo investigados como suporte para diversos tipos de células,
inclusive células de tecidos oculares. William et al. (2005) estudaram a possibilidade
de utilizacdo de poliuretanos ndo biodegradaveis, comercialmente disponiveis, como
suporte de células epiteliais pigmentares da retina (RPE). Supos-se que estes
poliuretanos, denominados Pellethane®, Tecoflex®, Zytar®, permitiriam o
estabelecimento de uma monocamada de células RPE, e que seriam posteriormente

transplantados no espaco subretiniano como auxiliares na terapia celular.
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Etapa 3 Etapa 4

Figura 7 — Fotografias das etapas 1 a 4 de insercéo e retirada do dispositivo dilatador
da pupila feito de poliuretano. Etapa 1 - a extremidade do dispositivo é introduzida na
camara anterior por meio de uma incisdo corneana. Etapa 2 - um instrumento é
introduzido na incisdo corneana para auxiliar o posicioamento da parte superior do
dispositivo. Etapa 3 - a esfincter da iris € completamente capturada pelo dispositivo, e
consequentemente, a pupila se dilata. Etapa 4 - o dispositivo é retirado e a pupila
retorna ao seu diametro original.

Fonte - KERSHNER, 2001

Os resultados obtidos demonstraram que Pellethane® e Tecoflex® ndo favoreceram a
adesdo e proliferacdo das células RPE, enquanto que sobre o Zytar®, as células
proliferaram e apresentaram morfologia normal. Sugeriu-se que a superficie do
Zytar®, mais hidrofilica que as superficies dos outros poliuretanos, permitiu o
estabelecimento de interagcbes com as proteinas do soro, que Sdo essenciais para a
ancoragem inicial das células RPE. Uma vez aderidas, estas células proliferaram e
formaram uma monocamada sobre a superficie do biomaterial. Em seguida, os
poliuretanos Pellethane® e Tecoflex® foram tratados com a técnica gas-plasma, com o
intuito de aumentar a hidrofilia das superficies destes polimeros devido a
incorporacgéo de grupos polares funcionais, que poderiam otimizar a interagdo com as
proteinas do soro requeridas para a adesdo celular. Os resultados obtidos foram
satisfatorios, uma vez que as células RPE aderiram e proliferaram sobre as superficies

tratadas dos poliuretanos, e formaram uma monocamada de células funcionais.

Atualmente, observa-se uma nova tendéncia, ou seja, a substituicdo dos dispositivos

de aplicacdo terapéutica temporaria por dispositivos biodegradaveis que poderiam
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ajudar o corpo a reparar e regenerar os tecidos danificados. Num sentido mais amplo,
surge a necessidade de desenvolvimento de poliuretanos e outros biomateriais
biodegradaveis auxiliares em novas tecnologias biomédicas, tais como, a engenharia
de tecidos, a medicina regenerativa, os sistemas de liberacdo controlada de farmacos e
as nanotecnologias (NAIR e LAURENCIN, 2007).

A suscetibilidade dos poliuretanos a biodegradacdo é extremamente dependente da
sua composic¢do quimica, ou seja, da biodegradagdo dos poli(ésteres) e poli(éteres),
presentes no segmento macio. As ligacOes éster alifaticas em poli(éster uretanos)
sofrem degradacdo hidrolitica (Firgura 8), enquanto que os poli(éter uretanos) estéo
envolvidos em fendmenos degradativos de formacdo crack e propagagéo.
Adicionalmente, os poli(éter uretanos) que contém metais tém sido objeto de
oxidacdes catalisadas por produtos de corrosdo dos componentes metalicos
(SANTERRE et al., 2005). As ligacdes uretano também podem sofrer degradagéo
hidrolitica, mas estudos indicam que grupos hidrolisaveis presentes no segmento
macio sdo preferencialmente clivados, e estes conduzem a taxa de degradacdo
hidrolitica dos poliuretanos (Figura 9) (WANG et al., 1997).
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Figura 8 — Hidrdlise da ligag&o éster gerando &cido carboxilico e &lcool.
FONTE - TATAI et al., 2007
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Figura 9 — Hidrdlise da ligacdo uretano gerando alcool, amina e dioxido de carbono.
FONTE — TATAI et al., 2007

As enzimas também promovem a degradagdo dos poliuretanos. Apesar das enzimas
serem planejadas para interacGes altamente especificas com substratos biologicos

particulares, algumas sdo capazes de reconhecer substratos “ndo naturais”, tais como
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os poliuretanos (SANTERRE et al., 2005). Estudos feitos por Aktusu et al. (1998)
demonstraram que as esterases apresentam um dominio hidrofébico, que possibilita a
adsorcdo na superficie do polimero, e um dominio catalitico, que promove a hidrolise
da ligacdo éster. Estudos realizados por Labow et al. (2002) demonstraram que as
enzimas colesterol esterase e carboxil esterase (obtidas a partir da ruptura de
macrofagos derivados de mondcitos, presentes em abundancia em dispositivos
removidos do corpo e secretores de muitas enzimas hidroliticas), foram capazes de
degradar poliuretanos e as evidéncias apontaram uma contribuicdo significativa das
mesmas na degradacado in vivo de biomateriais poliméricos. Adicionalmente, Wang et
al. (1997) investigaram os produtos de degradacdo de um poliuretano em contato com
a enzima colesterol esterase, e concluiram que a clivagem enzimatica do poliuretano
foi predominantemente associada as ligacOes éster do segmento macio e ndo as

ligacGes uretano, o que também ocorre em degradac6es hidroliticas dos poliuretanos.

Estudos tém sido realizados a fim de investigar os mecanismos de degradacdo
oxidativa dos poliuretanos. Diferentes condi¢cBes tém sido exploradas para tentar
mimetizar o ambiente oxidativo in vivo. Sabe-se que este ambiente oxidativo pode ser
formado devido a presenca de células do sistema imune, que tentam degradar o
biomaterial. Os mecanismos de degradacdo oxidativa de poliuretanos séo totalmente
dependentes da constituicdo quimica dos segmentos rigidos e macios, e da

susceptibilidade dos mesmos em serem oxidados.

A complexidade do ambiente in vivo possibilita que outros mecanismos de
degradacédo sejam ativados, além dos hidroliticos, enziméticos e oxidativos. Mdltiplos
parametros bioquimicos e celulares podem estar diretamente envolvidos na
biodegradacéo, e quando existem danos provocados pela degradacdo do biomaterial
ou auséncia de biocompatibilidade, a resposta inflamatoria aguda € iniciada
imediatamente, caracterizada pela vasodilatacdo local transitéria e aumento da
permeabilidade capilar. Em seguida, ha uma fase retardada e subaguda, caracterizada
por infiltracdo de leucocitos e celulas fagocitarias. Por ultimo, hd uma fase
proliferativa crénica, na qual ocorrem degeneracdo tissular e fibrose (MARQUES,
2004).
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A avaliacdo da biocompatibilidade dos biomateriais € realizada por meio de estudos
de toxicidade in vitro e in vivo. Os estudos de citotoxicidade in vitro sdo feitos por
meio da analise qualitativa de células colocadas em contato com o biomaterial. Esta
analise envolve o exame morfoldgico das células e os distarbios homeostaticos
celulares, caracterizados por mudancas bioquimicas. Os estudos de citotoxicidade in
vivo envolvem a implantacdo do biomaterial no local ao qual se destina. Uma fase
inflamatoria aguda sempre acontece apds a implantacdo de qualquer material. Se a
acdo deletéria do material permanece, a resposta crénica se instala, conduzindo a
falhas no implante. A avaliagdo do tipo e extenséo da resposta inflamatoria é baseada
em analises histoldgicas dos tecidos ao redor do implante. A presenca e a quantidade
de certos tipos de células, tais como, neutrofilos, monadcitos, macréfagos, eosinéfilos,
linfocitos, fibroblastos e células gigantes, na interface do tecido-implante, sdo
indicativas da resposta gerada pelo implante. Estas células, quando ativadas,
produzem enzimas hidroliticas, responsaveis pela lesdo tissular (MARQUES, 2004).

Diversos poliuretanos biodegradaveis e biocompativeis tém sido investigados em
diferentes aplicagdes biomédicas, principalmente na engenharia de tecidos
(ADHIKARI et al., 2008; GOGOLEWSKI e GORNA, 2007; CHIA et al., 2006;
YEGANEH et al., 2005; GUAN et al., 2005; POUSSARD et al., 2004; GRAD et al.
2003). A extensiva utilizacdo dos poliuretanos nesta area esta relacionada com as
caracteristicas extremamente atrativas destes biomateriais, listadas a seguir: (1)
porosidade elevada, que permite o estabelecimento e proliferacdo de células, e
também a facil nutricdo destas células pelos vasos sanguineos; (2) propriedades
mecanicas controlaveis, pois estas sdo dependentes da estrutura quimica, porosidade,
método de fabricacdo, cristalinidade, etc; (3) taxas de degradacdo controlaveis, o que
¢ fundamental pois a medida que a matriz polimérica se degrada, acontece o
preenchimento simultdneo do espaco resultante pelo tecido em crescimento; (4)
formacéo de produtos de degradacdo que podem ser absorvidos ou excretados pelo
organismo, e que consequentemente ndo geram efeitos toxicos para o organismo; (5)
excelente biocompatibilidade com os tecidos e hemocompatibilidade (no caso de
poliuretanos que estardo em contato direto com o sangue). As tentativas para

aumentar a hemocompatibilidade dos poliuretanos se baseiam na insercdo de grupos
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funcionais carregados negativamente nos segmentos rigidos, que por sua vez, irdo

repelir as proteinas sanguineas.

Outras aplicagdes biomédicas podem ser propostas para 0s poliuretanos
biodegradaveis e biocompativeis, como por exemplo, a possibilidade de torna-los
sistemas de liberacdo controlada de farmacos, a partir da incorporacao prévia destes
farmacos. Estes sistemas poderiam ser implantados em 6rgéaos ou tecidos especificos,
para o tratamento de doengas crénicas diretamente no sitio de acdo. Na oftalmologia,
os sistemas de liberacdo de principios ativos poderiam ser implantados no olho, e
permitiriam o tratamento de doencas oculares graves que acometem o segmento
posterior do olho, ja que estes dispositivos distribuiriam o principio ativo no proprio
local de acdo, em niveis terapéuticos eficazes, por um periodo de tempo prolongado e

com risco minimo de efeitos colaterais local e sistémico.

Neste trabalho, poliuretanos biodegradaveis e biocompativeis, derivados de PCL e
PEG, foram produzidos baseados em dispersGes aquosas destes polimeros. Acetato
de dexametasona, um farmaco antiinflamatorio esteroidal amplamente utilizado na
oftalmologia, foi incorporado as dispersdes aquosas dos poliuretanos. A partir desta
incorporagdo, implantes constituidos de poliuretanos biodegradaveis e acetato de
dexametasona foram desenvolvidos e explorados como dispositivos intra-oculares de
liberag&o controlada do farmaco, destinados ao tratamento de doencas inflamatorias

graves que acometem o segmento posterior do olho.
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Objetivo geral

- Desenvolver implantes intra-oculares constituidos de poliuretanos biodegradaveis e acetato

de dexametasona, destinados a liberagdo controlada deste farmaco no segmento posterior do

olho para o tratamento de doengas oculares inflamatorias graves.

Obijetivos especificos

- Desenvolver e caracterizar os implantes a base de poliuretanos e acetato de dexametasona.

- Avaliar o perfil de degradacéo in vitro dos poliuretanos.

- Avaliar o perfil de liberagéo in vitro do acetato de dexametasona a partir dos implantes.

- Avaliar a biocompatibilidade in vitro e in vivo dos poliuretanos.
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Acetato de dexametasona 99,99% - Sigma-Aldrich

Acido cloridrico 1 mol/L - Merck

Acido dimetilol propidnico 98,3% — Fluka

Anticorpo primario anti-ocludina (rabbit anti-occludin) — Zymed Laboratories
Anticorpo secundario Alexa Fluor 488 (goat anti-rabbit Alexa 488) — Molecular Probes
Azul de bromofenol

Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltertraz6lio — Sigma Chemical
Células epiteliais pigmentares da retina (ARPE-19) — linhagem de células ARPE-19
cedidas pelo Prof. Dr. Hjelmeland (Universidade da California, EUA)

Dibutil dilaurato de estanho M, = 631,55 g/mol — Miracema Nuodex
Di-n-butilamina

Etanol absoluto — Merck

Faloidina FITC — Sigma-Aldrich

Gel Mount - Biomeda

Glutaraldeido - Sigma-Aldrich

Hexametildisilazina - Sigma-Aldrich

Hidrazina 64% - Arch Quimica Brasil Ltda.

lodeto de propideo - Sigma-Aldrich

Isoforona diisocianato — Desmodur | Bayer

Isopropanol — Merck

LabTek de 4 pogos - Nunc™ (Nalge Nunc International)

Meio de cultura Dubelcco’s modified Eagle meio/Ham’s F-12 — Invitrogen-Gibco
Meio de inclus&o historesina — Leica Historesin Embedding Kit (7022 31731)
Meio de infiltragdo historesina — Leica Historesin Embedding Kit (7022 31731)
Metanol - Merck

Ouro - Balzer MD 010

p-formaldeido - Merck Eurolab

Poli(e-caprolactona) diol MM = 1000 g/mol — Tone™ Polyol 2221 Dow
Poli(e-caprolactona) diol MM = 2000 g/mol — Tone™ Polyol 0249 Dow
Poli(etileno glicol) MM = 1500 g/mol — Sigma-Aldrich

Soro fetal bovino — Invitrogen-Gibco

Tetroxido de ésmio - Merck

Trietilamina 98% - Vetec

Tripsina-EDTA - Gibco 25300
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Triton X-100 - Sigma-Aldrich
Tolueno - Merck
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5.1 Desenvolvimento e caracterizagdo dos implantes a base de poliuretanos

biodegradaveis e acetato de dexametasona

5.1.1 Sintese das dispersdes aquosas de poliuretanos (PUD5 e PUD6)

Prepararam-se as dispersdes aquosas de poliuretanos (Tabela 1) pelo método
convencional do pré-polimero e todo o procedimento de sintese foi realizado em
ambiente de N,. Transferiram-se quantidades exatas de poli(e-caprolactona) (PCL 1000,
PCL 2000), poli(etileno glicol) (PEG 1500) e acido dimetilol propiénico (DMPA) para o
reator. Agitou-se por cerca de 30 minutos, a temperatura de 60 °C, para que os polidis e 0
DMPA se dissolvessem completamente. Adicionou-se ao reator quantidade exata de
isoforona diisocianato (IPDI) para uma razdo NCO/OH = 2,3. Aqueceu-se a mistura
reacional a 70-75 °C, por 2 horas. Em seguida, adicionou-se o catalisador dibutil dilaurato
de estanho (DBDLT) e manteve-se a temperatura a 70-75 °C por 1 hora. Resfriou-se a
mistura reacional a 50-60 °C e retiraram-se 10 g do pré-polimero para determinacdo da
porcentagem tedrica de grupos NCO residual. A determinacdo titulométrica dos grupos
NCO residuais deve ser proxima & porcentagem tedrica, calculada por meio da equacéo 1
(AYRES, 2006).

06NCO, = (Moo ~Now)x42100 |

mPP

em que:

%NCO+r = porcentagem teorica calculada de grupos NCO residuais

Nnco = NUmero de equivalente-grama do isocianato

Non = somatorio do nimero de equivalente-grama de todos os reagentes hidroxilados

Mpp = Massa total do pré-polimero

Para realizar a titulacdo, colocaram-se 50 mL de solugdo de di-n-butilamina e 10 g do
pré-polimero em erlenmeyer de 500 mL. Aqueceu-se até iniciar a ebulicdo. Apods o
resfriamento, adicionaram-se 100 mL de metanol e 2 gotas de azul de bromofenol.
Titulou-se com acido cloridrico 1 mol/L até a mudanca da cor para amarelo claro.

Realizou-se ensaio em branco. Evidenciou-se o ponto de viragem pela mudanca de cor de
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azul para levemente amarelado. Calculou-se a porcentagem de NCO residual por meio da
equacéo 2 indicada abaixo (AYRES, 2006).

%BWNCO = (Vbranco _Vamostra) x f x4,202 @

p amostra

em que:
Vamostra = VOlume em mL de HCI 1 mol/L consumido na titulagédo

Vbranco = Volume em mL de HCI 1 mol/L consumido na titulagdo de di-n-butilamina
f = fator de correcéo da concentracdo de HCI 1 mol/L

P amostra = P€SO da amostra

Para preparar a solucdo de di-n-butilamina pesaram-se 206,8 g de di-n-butilamina,
adicionou-se quantidade suficiente de tolueno que garantiu a dissolu¢do completa de di-
n-butilamina e completou-se o volume para 2 litros com o mesmo solvente (AYRES,
2006).

Adicionou-se trietilamina (TEA) ao pre-polimero com grupos NCO terminais, a fim de
neutralizar 100% dos grupos carboxilicos do DMPA. Calculou-se a quantidade de TEA
utilizando a equacdo 3. Manteve-se a temperatura a 40 °C, por 40 minutos, sob agitacdo
vigorosa (AYRES, 2006).

3)

em que:

m = massa de trietilamina

n = namero de equivalentes-grama de grupamentos carboxilicos obtidos dividindo-se a
massa de DMPA usada no pre-polimero por 134 que é o equivalente grama do DMPA em
relacdo ao grupamento carboxilico

101 = equivalente-grama da trietilamina

Em seguida, dispersou-se o pré-polimero neutralizado em agua e imediatamente apos
adicionou-se a hidrazina (HZ), como extensor de cadeia, para finalizacdo da sintese.
Manteve-se a temperatura da dispersdo aquosa a 40 °C, por 1 hora. Calculou-se a

quantidade de HZ substituindo os termos da equacdo 4, que leva em consideracdo a
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porcentagem de grupos NCO residuais, encontrada por meio da titulacdo (AYRES,
2006).

Mo 16
X
100x NCO, 0,64

42

m =

(4)

em que:
m = massa de hidrazina (equivalente = 16 g/mol e concentracdo de 64%)
Mpp = Massa de pré-polimero

NCOp = %NCO obtido na titulagéo

42 é o equivalente-grama do grupamento NCO

Como descrito na Tabela 1, produziram-se dois tipos de dispersbes aquosas de
poliuretanos: (1) PUDS5 contendo apenas poli(e-caprolactona) no segmento macio e (2)
PUD6 contendo poli(e-caprolactona) e poli(etileno glicol) no segmento macio. Na Figura
10 é mostrada uma representacdo esquematica da sintese de PUD5 e PUD6 (AYRES,
2006).

Tabela 1 — Formulagio (% em massa) das dispersdes aquosas de poliuretano?

IPDI PCL PCL PEG DMPA TEA H,O HZ NCOr NCOp
1000 2000 1500 % %

PUD-5 8,58 4,85 9,09 - 0,97 0,73 74,70 1,08 7,80 7,58
PUD-6 8,58 4,85 8,36 0,73 0,97 0,73 74,70 1,08 7,88 7,50

0,01 % de DBDLT baseado nas quantidades de IPDI, PEG e DMPA

% NCO+ - porcentagem de grupos NCO terminais calculada pela equacéo (1).

% NCOp — porcentagem de grupos NCO terminais calculada pela equagdo (2) apos
titulacdo da amostra.

5.1.2 Incorporagéo do acetato de dexametasona (ACT)

Dissolveram-se 300 mg de ACT nas dispersdes aquosas de poliuretanos, por meio de

agitacdo vigorosa por 60 minutos, visando obter concentracdo de 5% (p/p) de farmaco.
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Figura 10 — Representagdo esquematica da sintese das dispersfes aquosas de poliuretanos
(PUD5 e PUDS).

5.1.3 Formacéo dos implantes de poliuretanos e acetato de dexametasona

As dispersdes aquosas de poliuretanos que continham ACT dissolvido foram transferidas
para moldes de Teflon® e deixadas a temperatura ambiente por 7 dias. Em seguida, 0s
filmes formados foram colocados em estufa e mantidos a 60 °C, por 24 horas, para a pds-
cura. Prepararam-se também filmes sem ACT. Os filmes foram cortados no formato de

circulos de 4,5 mm de didmetro (Figura 11).

) Sl Il R -

Figura 11 — Implantes constituidos dos poliuretanos [(A) PUD5 e (B) PUD6] e de acetato
de dexametasona.
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5.1.4 Caracterizacao dos implantes de poliuretanos e acetato de dexametasona
5.1.4.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi
realizada em espectrofotdbmetro Perkin Elmer, modelo Spectrum 1000. Obtiveram-se 0s
espectros dos filmes usando-se a técnica de Reflexdo Total Atenuada (ATR), na faixa de
4000 a 650 cm™, a partir de 32 varreduras com resoluco de 4 cm™.

5.1.4.2 Difracao de raios-X (XRD)

A difragdo de raios-X foi realizada em difratbmetro de raios-X Philips modelo PW 3710
com alvo de cobre (A = 1,54 A) ¢ equipado com filtro de niquel. Foram feitas varreduras

a partir de 26 na faixa de 1 a 90° a uma taxa de 1°/min.
5.1.4.3 Espalhamento de raios-X em baixo angulo (SAXS)

Os espectros de espalhamento de raios-X em baixo angulo foram coletados usando a
linha SAS do Laboratério Nacional de Luz Sincrontron (LNLS, Brasil). As condicfes de
analise foram: % = 1,608 A e tempo de coleta de 900 s. Os espectros foram corrigidos

guanto ao background (espectro parasita) e ndo homogeneidade do detector.
5.2 Estudo de degradacéo in vitro dos poliuretanos
5.2.1 Degradacéo in vitro dos poliuretanos

A degradacéo in vitro dos filmes de poliuretanos foi realizada em incubadora, a 30 rpm e
37 °C. Colocaram-se os filmes (n = 3 para cada poliuretano) em frascos de vidro
contendo 3 mL de PBS. Em intervalos de tempo pré-estabelecidos, os filmes foram
removidos do PBS, lavados com &gua deionizada e secadas por 48 horas em dessecador a
vacuo a temperatura ambiente. A perda de massa foi calculada por meio da equacgédo 5
(GUAN et al., 2005). Os resultados obtidos foram expressos como sendo a média +

desvio padréo.
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Perda de massa (%) = 100 x m; / m{(5)

em que:
m; = massa inicial do poliuretano

m; = massa final do poliuretano no intervalo de tempo pre-estabelecido

5.2.2 Caracterizagéo dos poliuretanos degradados

Os filmes de poliuretanos degradados foram caracterizados por meio das técnicas de
FTIR, XRD e SAXS conforme descrito anteriormente.

5.2.3 Teste de citotoxicidade dos produtos de degradacéo

Avaliou-se a viabilidade de células humanas do epitélio pigmentoso da retina (ARPE-19)
em contato com os produtos de degradacdo dos poliuretanos por meio da dosagem
colorimétrica baseado na conversdo mitocondrial do sal de tetrazolio (MTT). As células
foram semeadas na densidade de 2 x 10* em placas de poliestireno de 96 pogos. Apés 24
horas, incubaram-se as células em uma mistura de solu¢do contendo os produtos de
degradacdo do poliuretano, coletada ap6s 4 meses de degradacdo, e meio de cultura
DMEM contendo 10% de SFB, nas proporcdes de 1:10 e 3:10 (GUAN et al., 2005). Apds
48 horas, removeu-se 0 meio de incubagéo e adicionaram-se 100 pL de sal de tetrazolio
(1 mg/mL em PBS) em cada pogo. Apés 2 horas de incubacdo a 37 °C, as células foram
lisadas com 100 uL de isopropanol, e os valores de absorvancia foram medidos a 570 nm
versus 630 nm usando o leitor BioRad (San Diego, CA) (VALAMANESH et al., 2007).
Os resultados obtidos foram expressos como sendo a média + desvio padrdo. Os dados
foram avaliados quanto & normalidade e a significancia estatistica foi investigada por
meio da analise de variancia de uma classificagdo (ANOVA). Valor p menor que 0,05 foi

considerado significante.
5.3 Estudo de liberacéo in vitro do acetato de dexametasona a partir dos implantes
A liberacéo in vitro do acetato de dexametasona a partir dos implantes foi realizada em

incubadora, a 30 rpm e 37 °C. Colocaram-se os implantes (n = 4 para cada implante) em

frascos de vidro contendo 3 mL de PBS. Em intervalos de tempo pré-estabelecidos, 1 mL
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do meio de incubagdo foi coletado e 1 mL de PBS recém preparado foi adicionado a cada
frasco. Quantificou-se o acetato de dexametasona liberado no meio por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (GARCIA et al., 2003). O método analitico foi previamente
validado considerando os seguintes parametros: linearidade, precisdo, exatidao e limites
de quantificagdo e deteccdo. A porcentagem de farmaco liberado a cada tempo foi
expressa como sendo a média + desvio padrdo. Os dados obtidos para PUD5 e PUD6
foram avaliados quanto & normalidade e a significancia estatistica foi investigada por
meio do teste t de Student. Valor p maior que 0,05 foi considerado significante.
Observou-se que o tempo de retencdo do acetato de dexametasona liberado a partir dos
implantes era particamente idéntico ao tempo de retencdo do farmaco padréo.
Considerando este fato, sugeriu-se que 0 acetato de dexametasona liberado dos implantes

se apresentava integro e ativo no meio de incubacao.

5.4 Estudo de biocompatibilidade in vitro dos poliuretanos

5.4.1 Cultura de células ARPE-19 sobre os poliuretanos

Os filmes de poliuretanos foram esterilizados por meio da exposic¢éo a luz ultravioleta (A
= 254 nm) por 60 minutos cada lado. Os filmes esterilizados foram caracterizados por
meio da técnica FTIR. Os espectros FTIR obtidos revelaram que as absorcdes tipicas dos
poliuretanos foram preservadas ap0s a exposicdo a luz ultravioleta. Os filmes
esterilizados foram transferidos para o LabTek de 4 pocos. Incubaram-se as células sobre
os poliuretanos e controle de poliestireno na densidade de 2 x 10* células/poco. Utilizou-
se 0 meio de cultura DMEM associado a 10% de SFB. Mantiveram-se as placas em
estufa a 37 °C contendo 5% de COs.

5.4.2 Adesao celular sobre os poliuretanos

Ap0s 8 horas de incubacao, aspirou-se 0 meio de cultura e lavaram-se as células sobre os
filmes de poliuretanos e do controle com PBS (n = 3 para cada poliuretano e controle).
Fixaram-se as células com uma solucdo de para-formaldeido 4% em PBS por 15 minutos.
As células fixadas foram lavadas novamente com PBS por 5 minutos, e imersas em

solugdo Triton X-100 0,3% em PBS por 15 minutos. Apos lavagem com PBS por 5
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minutos, os ndcleos das células foram marcadas com solugdo de iodeto de propideo em
PBS (1:100) por 10 minutos, a temperatura ambiente. Finalmente, lavaram-se as células
com PBS, por 5 vezes consecutivas, em intervalos de 5 minutos, e 1 vez com agua
destilada. Montaram-se as laminas utilizando Gel Mount. As células foram visualizadas
por meio do microscopio Olympus 1X70 acoplado a camara digital. Cinco campos foram
fotografados por poliuretano e controle (total de 15 campos por superficie). Contaram-se
0s nucleos de cada campo de visdo. O numero medio de nucleos na superficie do controle
foi estabelecido como sendo 100% e o numero médio de ndcleos + desvio padrdo em
cada superficie polimérica foi calculado como sendo a porcentagem em relacdo ao
controle. Os dados obtidos para controle e poliuretanos foram avaliados quanto a
normalidade e a significancia estatistica foi investigada por meio da analise de variancia
de uma classificagdo (ANOVA). Valor p menor que 0,05 foi considerado significante. Os
dados obtidos para os poliuretanos PUD5 e PUD6 foram comparados estatisticamente por

meio do teste t de Student. Valor p maior que 0,05 foi considerado significante.

5.4.3 Proliferagéo celular sobre os poliuretanos

Apbs 1, 2, 7 e 15 dias em cultura, as células sobre os filmes de poliuretanos e controle
foram submetidas ao mesmo procedimento descrito no item Adesdo celular sobre os
poliuretanos. Os resultados obtidos foram expressos como sendo a média do nimero de
nucleos * desvio padrdo em cada superficie polimérica e controle. Os dados obtidos para
controle e poliuretanos foram avaliados quanto a normalidade e a significancia estatistica
foi investigada por meio da analise de variancia de uma classificagdo (ANOVA). Valor p
menor que 0,05 foi considerado significante. Os dados obtidos para os poliuretanos
PUD5 e PUDG6 foram comparados estatisticamente por meio do teste t de Student. Valor

p maior que 0,05 foi considerado significante.

5.4.4. Microscopia eletronica de varredura

Apdbs 1 dia em cultura, as células sobre os filmes de poliuretanos foram fixadas em
solucdo de glutaraldeido 4% em PBS por 60 minutos a temperatura ambiente. Lavaram-
se as celulas com PBS, por 3 vezes consecutivas, em intervalos de 10 minutos, a
temperatura ambiente. Procedeu-se pos-fixacdo com a solugédo de tetroxido de dsmio 2%

em PBS (1:1) por 30 minutos a temperatura ambiente. As células foram desidratadas
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numa série etandlica progressiva (50, 70, 95 e 100%), a 4 °C, em intervalos de 5 minutos
e 2 vezes consecutivas para cada concentracdo de etanol. Em seguida, os filmes de
poliuretanos, contendo as células, foram transferidos para dessecador e foram embebidos
em hexametildisilazano, para induzir a secagem das células. Em seguida, os filmes foram
colados num suporte de aluminio e as células foram metalizadas com ouro por meio de
pulverizacdo catodica. As células foram examinadas por meio do microscopio eletrénico
JEOL 840A a 10 kV. Este procedimento foi realizado conforme instru¢6es do Servico de
Microscopia Eletrénica da Universidade Pierre e Marie CURIE — Paris VI.

5.4.5 Imunofluorescéncia

ApoOs 7 em cultura, as células sobre os filmes de poliuretanos e controle foram
submetidas ao mesmo procedimento descrito no item Adesdo celular sobre os
poliuretanos. Apos a marcacdo dos nucleos com iodeto de propideo, as fibras de actina
foram marcadas com uma solucgéo de Faloidina FTIC em PBS (1:250) por 30 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas, inseridas em Gel Mount e

fotografadas utilizando o microscopio Olympus 1X70 acoplado a camara digital.

Apos 15 dias em cultura, as células sobre os filmes de poliuretanos e controle foram
fixadas em solucdo de para-formaldeido 4% em PBS por 30 minutos a temperatura
ambiente. As células fixadas foram incubadas em solucdo Triton X-100 0,1% em PBS
por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se a solu¢do do anticorpo primario anti-ocludina
(rabbit anti-occludin) em PBS contendo 0,1% de Triton X-100 (1:100) por 60 minutos.
Lavaram-se as células com PBS, 2 vezes consecutivas, por 10 minutos, e adicionou-se a
solucdo do anticorpo secundario Alexa Fldor 488 (Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit) por
60 minutos, ao abrigo da luz. Finalmente, as células foram lavadas com agua destilada,
inseridas em Gel Mount e fotografadas utilizando o microscopio Olympus 1X70 acoplado
a camara digital.

5.5 Estudo de biocompatibilidade in vivo dos poliuretanos

5.5.1 Animais
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Utilizaram-se 16 ratos da raca Lewis fémeas, com idade media de 2 meses e pesando
entre 100 e 120 g. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com racéo e dgua
ad libitum, em ambiente com temperatura e umidade controladas. Os experimentos foram
realizados de acordo com as normas da Association for Research in Vision and
Ophthalmology (ARVO) para uso de animais em pesquisa em oftalmologia. Este estudo
também foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade

Federal de Minas Gerais.

5.5.2 Implantacao dos poliuretanos no espaco subretiniano e corpo vitreo

Para a realizacdo dos procedimentos cirurgicos, utilizou-se um microscopio de operagédo
(OM-5, TAKAGI, Nagano, Japdo). Os ratos foram anestesiados com injecéo
intraperitoneal de uma mistura de cloridrato de cetamina (80 mg/kg) e cloridrato de
xilasina (20 mg/kg) e os olhos receberam anestesia local de oxibuprocaina 0,4%. A
pupila foi dilatada usando tropicamida (Mydrin P 1%). Para introducdo do poliuretano no
espacgo subretiniano, realizou-se incisdo na conjuntiva no quadrante temporal superior.
Realizou-se incisdo na esclera a 2 mm do limbo, e em seguida, uma incisdo na cordide.
Uma tesoura microcirdrgica foi utilizada para revelar o espago subretiniano. O
poliuretano foi introduzido no espago subretiniano em dire¢cdo ao polo posterior. A
esclera e conjuntiva foram suturadas com fio absorvivel. Para introdugédo do poliuretano
no vitreo, realizou-se incisdo na conjuntiva no quadrante temporal superior. Realizou-se
incisdo na esclera @ 2 mm do limbo. Introduziu-se o poliuretano no vitreo. A esclera e
conjuntiva foram suturadas com fio absorvivel. Imediatamente ap6s a cirurgia, o fundo
do olho foi examinado para verificar se houveram danos na retina ou sinais de
hemorragia. Os animais que apresentaram estes problemas foram removidos do estudo e

ndo foram incluidos nos resultados.

5.5.3 Avaliacéo histopatologica

Os ratos foram sacrificados com dose letal de pentobarbital (100 mg/kg) 2 semanas apds
a implantacdo, e os olhos 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 concentragdo. Em seguida, realizou-se uma incisdo proxima a jungdo cornea-
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esclera, incubaram-se os bulbos 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, que por sua vez, estava presente num
molde plastico. Aguardou-se a polimerizagdo do meio de inclusdo historesina, e entéo,
colocou-se a tampa sobre 0 molde plastico. Esta tampa apresentava um orificio central
que possibilitou a introducdo de pequena quantidade de meio de inclusdo historesina.
Aguardou-se novamente a polimeracdo do meio de inclusdo recém acrescentado.
Transferiu-se 0 molde plastico com tampa para banho de gelo, por 30 minutos, e em
seguida, transferiu-se para estufa a 37 °C por 24 horas. As se¢des semifinas de 5 um de
espessura foram coradas com azul de toluidina para analise por microscopia de luz

(microscopio Olympus IX70 acoplado a camara digital).

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

a4 °C e ao abrigo da luz.

Os procedimentos acima descritos para realizagdo do Estudo de bicompatibilidade in
vitro dos poliuretanos (exceto a Microscopia Eletronica de Varredura) e do Estudo de
biocompatibilidade in vivo dos poliuretanos foram fornecidos pelo Laboratério de
Histopatologia de Doencas Oculares e Inovacfes Terapéuticas pertencente ao Instituto
Nacional de Saude e Pesquisa Médica (INSERM) e localizado no Instituto de Cordelier —

Paris.
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6.1 Desenvolvimento e caracterizacdo dos implantes a base de poliuretanos

biodegradaveis e acetato de dexametasona

Na Figura 12 estdo representados os espectros FTIR para PUD5 puro (Figura 12-a),
ACT puro (Figura 12-b), PUDS5 contendo ACT (Figura 12-c) e o resultado da subtragédo
espectral entre PUDS5 contendo ACT e PUDS puro (Figura 12-d). Absorgdes tipicas de
poliuretanos foram detectadas no espectro das Figuras 12-a e 12-c, tais como (JEAN et
al., 2007): 3297 cm™- estiramento de aminas primarias que participam de ligacées de
hidrogénio; 2921-2851 cm™ - estiramento dos grupos —CH, assimétrico e simétrico;
~1450 cm™ - deformagéo do grupo —CHs; 1730 cm™ — estiramento dos grupos carbonila
presentes no uretano, uréia e éster. Ndo foram detectadas bandas em aproximadamente
3500 cm™ que corresponderiam as aminas livres, significando que todas as aminas
formaram ligacGes de hidrogénio com grupos polares, tais como as carbonilas dos
grupos uretano, uréia e éster. O espectro equivalente & subtracdo espectral entre PUD5
contendo ACT e PUDS5 puro (Figura 12-d) evidenciou as bandas de absorcéo referentes
ao ACT, que também foram observadas no espectro correspondente ao ACT puro
(Figura 12-b). Absorcdes tipicas do ACT foram detectadas, tais como: 1650-1730 cm™ -

estiramento dos grupos carbonila presentes no éster e cetona; ~882 cm™ - deformacéo do

grupo C-F.
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Figura 12 — Espectros FTIR do PUDS5 puro (12-a), ACT puro (12-b), PUD5 contendo
ACT (12-c) e subtracéo espectral entre PUD5 contendo ACT e PUDS puro (12-d).
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Na Figura 13 estdo representados os espectros FTIR para PUD6 puro (Figura 13-a),
ACT puro (Figura 13-b), PUD6 contendo ACT (Figura 13-c). Absorcdes tipicas de
poliuretanos foram detectadas no espectro das Figuras 13-a e 13-c, tais como: 3329 cm™-
estiramento de aminas primarias que participam de ligaces de hidrogénio; 2800-3000
cm™ - estiramento dos grupos —CH, assimétrico e simétrico; ~1460 cm™ - deformacéo
do grupo —CHs; 1730 cm™ — estiramento dos grupos carbonila presentes no uretano,
uréia, éster e éter. Uma banda pouco intensa foi detectada em aproximadamente 3500
cm™ que corresponde s aminas livres, ou seja, que ndo participaram de ligacdes de
hidrogénio com grupos polares. Observou-se também uma banda intensa em 1101 cm™,
caracteristica de deformagdo axial assimétrica da ligagdo C-O-C de éteres alifaticos, que
ocorre entre 1150 e 1085 cm™ (SILVERSTEIN, 2000). Absorcdes tipicas do ACT foram
detectadas no espectro da Figura 13-c, semelhantes aquelas presentes no espectro da
Figura 13-b, a saber: 1650-1730 cm™ — estiramento dos grupos carbonila presentes no

éster e cetona e ~893 cm™ - deformacéo do grupo C-F.
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Figura 13 - Espectros FTIR do PUDG6 puro (13-a), ACT puro (13-b), PUD6 contendo
ACT (13-c).

Os resultados obtidos a partir da analise dos espectros FTIR indicaram que as absor¢oes
tipicas dos grupos funcionais do ACT foram preservadas apds incorporagao aos sistemas
poliméricos, sugerindo que a integridade quimica do farmaco foi mantida. Além disso,
estes resultados também demonstraram o sucesso do método de incorporagdo do ACT

nos sistemas poliméricos.
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Na Figura 14 esta representado o padrdo de difracdo de raios-X (XRD) para PUD6 puro
(Figura 14-a). Bandas de difracdo amplas foram observadas em 20 = 20° e 20 = 40°,
demonstrando a natureza amorfa deste polimero segmentado. A deteccdo da natureza
amorfa do PUDG6 deveu-se a presenca da poli(e-caprolactona) de baixa massa molecular
(MM = 1,000 e 2,000 g/mol), incapaz de cristalizar como poli(e-caprolactonas) de alta
massa molecular. Na Figura 14, os padrdes XRD de PUDG6 contendo ACT (Figura 14-b)
e ACT puro (Figura 14-c) também estdo representados. Os picos de difracdo do ACT
ndo puderam ser visualizados no padrdo XRD do PUD6 ACT (Figure 14-b), sugerindo a
inexisténcia de aglomerados cristalinos do farmaco dentro da estrutura polimérica, e
indicando também que o ACT se encontrava disperso e dissolvido na matriz. O mesmo
tipo de resultado foi obtido para PUD5 puro e PUDS5 contendo ACT.
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Figura 14 — Padrdes XRD para PUDG6 puro (14-a), PUDG6 contendo ACT (14-b) e ACT
puro (14-c).

O espalhamento de raios-X em baixo &ngulo (SAXS) é uma técnica de caracterizacao
amplamente utilizada para avaliar a morfologia de nanocompdsitos poliméricos,
copolimeros em bloco e polimeros segmentados (OREFICE et al., 2005; CHU et al.,
2001). SAXS aplicado a poliuretanos, por exemplo, fornece uma série de informacGes
relacionadas a sintese dos polimeros e as mudancas na morfologia das fases em funcéo

da composicao quimica dos sistemas (AYRES, 2006).
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Uma segunda fase de dimensbes coloidais em uma matriz de densidade eletrdnica
constante apresenta espalhamento de raios-X em baixo angulo se existir diferencas de
densidades eletronicas entre as fases. Para sistemas bifasicos, como sistemas poliméricos
constituidos de microfases separadas, a invariante Q descreve a variacdo de densidade
eletronica em todo o polimero e fornece uma boa estimativa do grau de separacdo das
fases (LI et al., 2002). A invariante Q pode ser obtida pela integracéo g21(q) dos angulos

de espalhamento. A invariante Q pode ser definida pela equagéo (6).
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em que:
I(g) = intensidade do feixe de espalhamento

g = (4n/))sin(6/2), sendo 6 o angulo de espalhamento, A o comprimento de onda do
feixe de raios-X.

An = média do contraste de densidade eletrénica

® = volume da fragdo de fase dispersa

V = volume de irradiacéo

Neste trabalho, SAXS foi utilizado para fornecer informacGes a respeito do efeito da
arquitetura macromolecular dos poliuretanos na morfologia dos polimeros e no
fendmeno de separacgdo de microfases. SAXS foi também utilizado para estudar como a
incorporagdo de ACT nos sistemas poliméricos afetou a morfologia. Além disso, SAXS
foi aplicada para analisar a estrutura de nanodominios criada pela separacdo de
microfases derivada da baixa compatibilidade entre os segmentos macio e rigido das
cadeias dos poliuretanos e como estes dominios foram modificados pela incorporacdo do

farmaco.

Os dados de espalhamento de raios-X de baixo angulo em funcdo do vetor de
espalhamento (q) para os sistemas PUD5 e PUD6 sdo apresentados na Figura 15. As
curvas de espalhamento para o PUD5 puro (Figura 15-a) apresentou um pico de

espalhamento pouco intenso e amplo em valores de g proximos a 0,72 nm™. O valor de q
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na altura maxima do pico (qmax) pode ser convertido na distancia entre fases (L) por
meio da equacdo de Bragg (L = 27/ Qmax, L ~ 8,7 nm para PUD5). Este pico de
espalhamento esta relacionado com a separacédo de fase tipica de poliuretanos, na qual 0s
dominios rigidos, baseados em ligacOes uretano, ndo foram compativeis com o0s
dominios macios, baseados em unidades polidis. O formato da curva de espalhamento
para PUD5 foi alterada ap6s a incorporagdo do ACT (Figura 15-b). O pico de
espalhamento, gerado devido ao processo de separacdo de fases nos poliuretanos, se
tornou menos perceptivel para PUD5 contendo ACT. Além disso, as intensidades de
espalhamento em valores baixos de g aumentaram quando o ACT foi incorporado ao
PUDS5. Estes fatos podem ser associados com a presenca de novas regides de
espalhamento e estruturas menos definidas com diferentes tamanhos, uma vez que o
ACT provavelmente interagiu com os segmentos macios e rigidos do PUDD5, alterando o
curso do processo de separacdo de microfases, levando a estabilizacdo da nova
nanoestrutura do sistema. A fim de revelar com mais detalhes os picos de espalhamento
escondidos pelo background, um procedimento matematico foi usado para filtrar os
dados de espalhamento relacionados com a difragédo de Bragg dentro de um background
devido ao espalhamento do tipo Guinier (KOO et al., 2002). Este procedimento
matematico envolve ajustar, a curva experimental, uma combinacgéo de fatores ligados a
um decaimento exponencial (espalhamento de Guinier) e uma fungdo Gausiana (capaz
de identificar os picos de difracdo de Bragg). Na Figura 16 estd demonstrada a utilidade
deste procedimento matematico em aumentar a resolucdo dos picos de espalhamento
para os sistemas PUD5 e PUDG6. Observou-se que o pico de espalhamento principal do
PUDS5 se deslocou para valores menores de q ap6s a incorporacdo do ACT. Este
deslocamento para q menor pode significar que as moléculas do ACT podem ter
interagido com os segmentos do poliuretano, levando a densificagdo dos dominios
rigidos hidrofilicos, e consequentemente, ao estiramento das cadeias dos dominios
macios (VELANKAR et al., 2000).

Na Figura 15 também estédo representadas as curvas de espalhamento para PUD6 (Figura
15-c) e PUDG6 contendo ACT (Figura 15-d). Observou-se que a introducdo de ACT nao
alterou significativamente o perfil de espalhamento do sistema PUDG, sugerindo que a
morfologia deste poliuretano ndo apresentou modificacbes detectaveis apds a introducéo

do farmaco. Estes dados de espalhamento associados com PUD6 e PUD6 ACT também
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foram convertidos matematicamente a fim de permitir a identificagdo de picos de

espalhamento fracos, tais como o pico em 0,28 nm™ (L = 22 nm) (Figura 16).
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Figura 15 — Curvas SAXS para PUD5 puro (15-a), PUD5 contendo ACT (15-b), PUD6
puro (15-c) e PUDG6 contendo ACT (15-d).
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Figura 16 — Dados SAXS processados por tratamento matematico para aumentar a
resolucéo dos picos de espalhamento pequenos. No topo da figura: exemplo de como o0s
dados SAXS foram explorados neste trabalho para aumentar a resolucdo de picos de
espalhamento pequenos: (16-a) dados SAXS originais; (16-b) ajuste de Guinier dos
dados originais; (16-c) resultado da subtracéo entre os dados originais e ajuste Guinier.
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O grau de separagcdo de microfases em poliuretanos pode ser estudado mais
eficientemente pelo calculo da invariante Q (equacdo 6). Na Figura 17 estdo
representados os resultados deste tipo de calculo em funcédo do vetor de espalhamento g
para os sistemas PUD5 e PUDG. Valores mais altos da invariante Q foram obtidos para o
poliuretano PUD5 contendo ACT, indicando que esta amostra possui fases com
densidades eletrénicas mais bem definidas e que espalhou significativamente raios-X.
Estes resultados também sugeriram que a incorporacdo de ACT no PUDS5 conduziu a um
rearranjo das fases, nas quais as moléculas do farmaco poderiam estar preferencialmente
préximas dos dominios rigidos hidrofilicos, e, portanto, aumentaram a diferenca de
densidade eletrdnica, enquanto que a presenca de ACT em PUD6 ndo provocou
mudanca na separacao de fases do PUD6 puro, possivelmente porque as moléculas do
ACT foram distribuidas ao longo dos segmentos macios e rigidos.
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Figura 17 — Invariante Q extraida dos dados de espalhamento SAXS para PUD5 e PUD6
contendo ACT.

Conclui-se, portanto, que foi possivel incorporar o ACT nos poliuretanos
biodegradaveis. As dispersdes aquosas de poliuretanos permitiram a incorporagdo do
principio ativo por simples mistura, a temperatura ambiente, sem a necessidade de uso
de solventes. Esta caracteristica é considerada extremamente interessante, pois pode ser
aplicada a outros principios ativos termolabeis ou frageis. Os resultados FTIR sugeriram
que o farmaco introduzido as matrizes poliméricas ndo apresentou modificacGes
quimicas detectaveis. Os resultados SAXS possibilitaram a identificacdo dos efeitos da

incorporagdo do ACT na morfologia dos polimeros. A incorporacdo do farmaco no
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PUDS5 (sistema que contém apenas PCL no segmento macio) conduziu a uma nova
morfologia do sistema, enquanto que alteragdes significativas ndo foram detectadas na

nanoestrutura do PUDG (sistema que contém PCL e PEG no segmento macio).

6.2 Estudo de degradacéo in vitro dos poliuretanos

Na Figura 18 estdo representados os padrdes de difracdo de raios-X (XRD) para o PUD5
ndo submetido ao processo de degradacdo e para o PUD5 apds 4 meses de
biodegradacio. E possivel observar que o PUD5 apresentava uma natureza basicamente
amorfa e se tornou parcialmente cristalina ap6s incubacdo. Uma explicagdo para este fato
é que provavelmente a hidrolise das ligagbes quimicas da PCL resultou na quebra de
cadeias poliméricas, permitindo o empacotamento mais eficiente destas cadeias e a
formacédo dos cristalitos. Na Figura 18 também esta representado o padrdo XRD para a
PCL pura. Este padrdo foi incluido para demonstrar que a fase cristalina gerada a partir

da hidrdlise do poliuretano pode estar associada com uma fase cristalina da PCL.
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Figura 18 - Padrdes XRD para PUD5 ndo degradado (PUD5_0) (18-a), PUDS5 submetido
a biodegradacédo por 4 meses (18-b) (PUD5_4). O padrdo XRD para a PCL pura (18-c)
foi incluido como referéncia.

o

Na Figura 19 estdo representados os padroes XRD para o PUD6 ndo submetido ao
processo de degradacdo e para 0 PUD6 ap6s 4 meses de biodegradacdo. Como
observado para o PUDS5, os segmentos macios do PUDG6 provavelmente se cristalizaram
devido a hidrdlise das ligacdes éster da PCL. A quebra destas ligacGes permitiu maior
mobilidade e liberdade das cadeias de pequena massa molecular, levando ao seu

empacotamento numa estrutura cristalina.
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Figura 19 - Padrdes XRD para PUD6 ndo degradado (PUD6_0) (19-a), PUD6 submetido
a biodegradacédo por 4 meses (19-b) (PUD6_4). O padrdo XRD para a PCL pura (19-c)
foi incluido como referéncia.

Na Figura 20, o espectro de espalhamento de raios-X de baixo angulo (SAXS) para o
sistema PUD5 ndo degradado apresentou um pico de espalhamento amplo em g = 0,52
nm™. Ap6és 4 meses de biodegradacio, este pico de espalhamento ndo pode ser
claramente visualizado. Por outro lado, a intensidade do espalhamento foi aumentada
particularmente em baixos valores de q, indicando que provavelmente as lamelas
cristalinas presentes no segmento macio atuaram como sitios de espalhamento de raios-
X. A presenca das lamelas cristalinas mudou a estrutura do material de um sistema de
duas fases (PUD5 ndo degradado) para um sistema de trés fases. Esta estrutura mais
complexa contendo multiplos sitios de espalhamento foi responsavel pelo aumento do

espalhamento dos raios-X e a restri¢do da estrutura de microfase tipica dos poliuretanos.
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Figura 20 - Curvas SAXS para PUDS5 ndo degradado (PUD5_0) (20-a) e PUD5
submetido a 4 meses de biodegradacdo (PUD5_4) (20-b).

A curva SAXS para o PUDG6 ndo degradado, apresentada na Figura 21, mostrou que a
incorporacdo de PEG no segmento macio provocou a modificacdo significativa da
nanoestrutura tipica destes poliuretanos, uma vez que o principal pico de espalhamento
de raios-X foi deslocado para valores de q menores (quando comparado ao PUDS5), o
gue indica que a distancia entre os dominios rigidos foi aumentada como consequéncia
do alto grau de mistura de fases. A presenca de lamelas cristalinas formadas durante a
biodegradagdo do PUDG resultou na formag&o de uma nanoestrutura mais complexa, e
consequentemente, na presenca de mdaltiplos picos de espalhamento que se

sobrepuseram, levando a um perfil de espalhamento com picos ndo definidos.
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Figura 21 - Curvas SAXS para PUD6 ndo degradado (PUD6_0) (21-a) e PUD6
submetido a 4 meses de biodegradacdo (PUD6_4) (21-b).
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A biodegradacédo in vitro do PUD5 e PUD6 foi demonstrada pela perda de massa dos
filmes, imersos em tampéao fosfato pH 7,4 mantido a temperatura de 37 °C e agitacdo a 30
rpm. Estas condi¢Ges foram utilizadas para tentar simular o ambiente encontrado no
vitreo. Como apresentado na Figura 22, o PUD6 apresentou perda de massa maior que
aquela exibida pelo PUD5 ao longo de 38 semanas de realizacdo do experimento. A
maior taxa de biodegradacdo do PUDG6 pode ser associada & sua maior hidrofilicidade,
devido a presenca do PEG no segmento macio. O PEG favoreceu a penetracdo e difuséo
da agua na matriz polimérica, 0 que aumentou a taxa de hidrolise dos grupos éster
presentes no PCL, assim como a formacdo de produtos de degradacdo de baixa massa
molecular. Adicionalmente, os segmentos contendo PEG hidrofilico possivelmente
interagiram com os segmentos rigidos polares, conduzindo a maior mistura de fases no
PUDG6 (como detectado pelo SAXS), o que poderia aumentar a permeabilidade a agua, e
consequentemente, aumentar a degradacdo hidrolitica deste polimero. Ao contrario do
PUD6, o poliuretano PUD5 apresenta uma estrutura mais hidrofobica, o que
provavelmente diminuiu a penetracdo e difusdo da agua nas cadeias do polimero,
resultando numa menor taxa de degradacdo hidrolitica. Estes resultados sdo similares
aqueles descritos por Zhang et al. (2007), que descreveram que poliuretanos contendo
maior proporcdo de PEG no segmento macio exibiram maior absorcdo de &gua, maior

taxa de degradacéo in vitro, e ainda menor resisténcia mecanica no estado hidratado.
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Figura 22 — Porcentagem de perda de massa do PUD5 e PUD6 em condigdes fisioldgicas
simuladas (tampdo fosfato pH 7,4, temperatura de 37 °C e agitagdo de 30 rpm). Os dados
obtidos representam a média + desvio padrdo (n = 3 para cada poliuretano).
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Os espectros FTIR para o0 PUD5 e PUDG6 antes e ap6s 4 meses de biodegradacdo estdo
representados nas Figuras 23 e 24, respectivamente. As bandas FTIR tipicas dos
poliuretanos podem ser visualizadas nestes espectros e estdo descritas na Tabela 2. A
presenca de PEG no PUDG6 néo introduziu uma banda de absorc¢do nova no espectro do
PUD6 quando comparado com o espectro do PUDS5, simplesmente porque 0S grupos

quimicos presentes no PEG estdo também presentes nos outros componentes do

poliuretano.

Tabela 2. Atribui¢des das bandas FTIR para PUD5 e PUDS.

Banda Origem Frequéncia (cm™)

Atribuicédo

1 N-H ~3300 Vibragdo N-H com ligacdo de
O-H hidrogénio e do O-H
2 —-CH,  ~2900 Modos de vibragao de estiramento
assimétricos do metileno
—-CH,  ~2800 Modos de vibragao de estiramento
simétricos do metileno
3 C=0 ~1630 Vibracdo de estiramento do C=0 da
uréia com ligacao de hidrogénio
~1660 Vibracdo de estiramento do C=0 da
ureia livre
~1700 Vibracdo de estiramento do C=0 do
uretano com ligacéo de hidrogénio
~1720 Vibracao de estiramento do C=0 do
uretano livre
1750-1725 Modos de vibracao de estiramento do
C=0 do éster
4 >N-H  1640-1540 Modos de vibracdo de amida
sencundéria
5 —-CH,  1470-1430 Modos de vibracao de deformacéo
assimétrica do metileno
6 C-N 1292-1226 Modos de vibracao de estiramento de
amida terciaria
7 C-O0-C 1192 Vibracao de estiramento do éter
1150 Vibracao de estiramento do éter
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Figura 23 - Espectros FTIR do PUD5 nédo degradado (PUD5_0) (22-a) e do PUD5
submetido a biodegradagéo por 4 meses (PUD5_4) (22-b).
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Figura 24 - Espectros FTIR do PUDG6 nédo degradado (PUD6_0) (23-a) e do PUD6
submetido a biodegradagéo por 4 meses (PUDG6_4) (23-b).

Na Figura 25 estd indicado que as principais bandas de absorcdo associadas com 0s
poliuretanos estdo presentes em todos os sistemas e que a frequéncia de cada banda nao
foi significativamente deslocada devido ao teste de biodegradagdo realizado com os
materiais. Por outro lado, observou-se que a absorvancia de algumas bandas FTIR foi

dependente de alguns fatores, tais como a biodegradacéo e a morfologia.
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Figura 25 — Principais bandas de absorcéo FTIR observadas para os poliuretanos
(PUD5_0 e PUD6_0) ndo degradados e submetidos & biodegradagdo (PUD5_4 e
PUD6_4).

Na Figura 26 estdo indicados os valores de absorvancia das principais bandas de
absorcéo dos sistemas de poliuretanos. A fim de se obter maiores informacgdes sobre os
grupos carbonila em diferentes ligacGes e expostos a diferentes ambientes quimicos, um
procedimento de deconvolugdo matematica foi realizado numa ampla regido de absor¢ao
do C=0 (entre 1750 e 1600 cm™), para demonstrar freqiiéncias de absorcdo mais
especificas e descritas na Tabela 2. Por exemplo, na Figura 27 encontra-se representado

0 procedimento de deconvolugdo aplicado para o PUD5 antes e ap0s o teste de
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biodegradagéo. Os resultados obtidos pela deconvolugdo foram normalizados dividindo-
se o valor da banda de absorcéo pela soma deste valor adicionado ao valor de absorg¢do
da banda presente em 1460 cm™ (referéncia — vibracdo de deformagdo do CH,). Os
valores de absorvancia normalizados estdo indicados na Figura 26, e estes revelaram
informagdes importantes, a saber:

(1) a absorvancia normalizada da carbonila da uréia e do uretano com ou sem ligacao de
hidrogénio aumentou para os dois polimeros ap0s o periodo de biodegradacdo. Uma vez
que a técnica de FTIR com Reflexdo Total Atenuada monitora a superficie das amostras
em até 3 um, o resultado observado pode significar que as cadeias pequenas contendo
C=0 produzidas pela hidrolise das ligacGes éster da PCL teriam mobilidade suficiente e
estariam mais livres para movimentar para a superficie. Adicionalmente, um aumento na
concentragdo das carbonilas livres é usualmente associado com um aumento na mistura
de fases; ou seja, a hidrdlise das ligacGes éster aumentou a natureza hidrofilica dos
dominios macios, aumentando sua compatibilida em relacdo ao dominio polar rigido e
conduzindo a maiores niveis de mistura de fase.

(2) Diferengas significantes na absorvancia de amidas secundarias (presentes nos
segmentos rigidos) ndo puderam ser notadas, 0 que seria uma indicacdo de que 0s
segmentos rigidos foram preservados durante a biodegradacé&o.

(3) O modo de vibracao de estiramento das ligacdes C-O das cadeias de poli(éster) nos
cristalitos foi observado em comprimento de onda préximo a 1192 cm™. Entretanto, as
conformacBes da cadeia de poli(éster) que ndo apresentavam 0s niveis de simetria e
organizacao da fase cristalina, tiveram vibracGes de estiramento das liga¢des proximas a
1160cm™. Como pode ser visualizada na Figura 26 (e na Figura 28), a biodegradacéo
conduziu ao aumento na absorvancia normalizada correspondente a 1192 cm™ para os
dois poliuretanos. Este resultado estd de acordo com aqueles obtidos por difracdo de
raios-X, que demonstraram que o teste de biodegradagcdo provocou a cristalizagdo dos
segmentos macios. Adicionalmente, considerando que nd&o foram observadas
modificacBes na banda correpondente a 1160 cm™ e que houve aumento da absorvancia
em 1192 cm™, sugeriu-se que a concentracdo das ligagdes C-O aumentou devido a
degradacéo hidrolitica das ligacOes éster e também aconteceu a migracdo dos segmentos
macios livres para a superficie. Na Figura 28 esta indicado como as bandas C-O
cristalinas e amorfas estavam dispostas no espectro do PUD5 antes e apds a

biodegradagéo.
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Figura 26 — Absorvancias normalizadas das principais bandas de absorcdo FTIR do
PUD5 e PUDG antes (PUD5_0 e PUD6_0) e ap6s a biodegradagdo (PUD5_4 e PUD6_4)
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Figura 27 — Deconvolucéo da regido espectral da carbonila (C=0): PUD5_0 (antes da

biodegradacdo) e PUD5_4 (apds biodegradagéo).
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Figura 28 — Regido espectral C-O.

Neste estudo, os reagentes usados como precursores dos poliuretanos foram
cuidadosamente selecionados, de modo que o processo de degradacdo hidrolitica fosse
favoravel, e que os possiveis produtos de degradacdo ndo fossem tdxicos e sollveis em
agua. A fim de verificar a ndo citotoxicidade dos produtos de degradacdo destes
poliuretanos, as células do epitélio pigmentar da retina (ARPE-19) foram cultivadas em
contato direto com estes produtos de degradacao, e a viabilidade celular foi avaliada por
meio do teste de conversdo mitocondrial do sal de tetrazolio (MTT).

As células ARPE-19 foram incubadas, por 48 horas, em uma mistura de solucéo
contendo os produtos de degradacdo dos poliuretanos, coletada apos 4 meses de
biodegradacéo in vitro dos polimeros, e meio de cultura, nas proporcdes 1:10 e 3:10. Na
Figura 29 esta representada a porcentagem de células viaveis (aquelas que estiveram em
contato direto com os produtos de degradagdo do PUDS5 e PUDG6) em relagéo ao controle
(células que ndo estiveram em contato com os produtos de degradagdo). Na proporcéo
1:10, a viabilidade das células submetidas aos produtos de degradacdo do PUD5 e PUD6
foi similar a viabilidade das células do controle (99,46% + 3,86 e 95,88% + 2,10,
respectivamente). Na propor¢gdo 3:10, a viabilidade das células incubados com os
produtos de degradagdo do PUD5 e PUDG6 diminui ligeiramente (94,67 + 2,00 and 92,37
* 3,39, respectivamente). Entretanto, a analise estatistica (ANOVA) demonstrou que néo
existe diferenca estatisticamente significativa entre a viabilidade das células ARPE-19

cultivadas em meio de cultura adicionado de solucdo de produtos de degradacdo dos
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poliuretanos e cultivadas em meio de cultura simples (controle), em ambas as proporgdes
avaliadas (p > 0,05). De acordo com os resultados obtidos, sugeriu-se que os produtos de
degradacdo dos poliuretanos PUD5 e PUDG6 apresentaram um efeito citotoxico nédo
significante, e que diferencas consistentes em citotoxicidade dos produtos de degradacéo
de cada poliuretano ndo foram visualizadas. Entretanto, considerou-se que existe uma
limitacdo neste teste de citotoxicidade in vitro: a concentracdo dos produtos de
degradacdo dos poliuretanos pode ndo ser representativa daquela que poderia existir in
Vivo, uma vez que, a taxa de biodegradacéo in vivo de biomateriais pode ser mais elevada

que a taxa de biodegradacdo em condicdes fisiologicas simuladas.
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Figura 29 — Porcentagem de células ARPE-19 viaveis incubadas numa mistura de
solucdo de produtos de degradacdo dos poliuretanos PUD5 e PUDG, coletada apds 4
meses de degradacdo dos polimeros, e meio de cultura, nas proporc¢des de 1:10 e 3:10
(n = 5 para cada PUD e controle, para cada propor¢do). A viabilidade das células
incubadas no meio de cultura contendo os produtos de degradacdo foi expressa em
relacdo a viabilidade das células incubadas no meio de cultura sem os produtos de
degradacéo (controle), fixada em 100%.

Concluiu-se, portanto, que estes polimeros apresentaram perda de massa progressiva ao
longo de 38 semanas em condicdes fisiologicas simuladas. As ligacGes éster da PCL no
segmento macio foram preferencialmente hidrolisadas, e esta degradagéo provavelmente
favoreceu a mobilidade das cadeias de baixa massa molecular, levando a formacao de
uma estrutura cristalina. Sugeriu-se também que a hidrdlise das ligacdes éster da PCL
aumentou a natureza hidrofilica dos dominios macios, aumentando a sua interagdo com
os dominios rigidos polares e mudando a estrutura de separacdo de fases tipica dos
poliuretanos. As células ARPE-19 incubadas em meio de cultura contendo os produtos
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de degradacdo dos poliuretanos nas proporcoes de 1:10 e 3:10 apresentaram viabilidade,

indicando que 0os mesmos ndo apresentam efeitos citotdxicos significantes.

6.3 Estudo de liberacdo in vitro do acetato de dexametasona a partir dos implantes

Na Figura 30 estdo representados os perfis de liberacdo acumulada in vitro do ACT a
partir de PUD5 e PUDG. Os sistemas polimericos propiciaram a liberacdo controlada do
farmaco que, por sua vez, pode ser dividida em trés estagios diferentes. Durante as
primeiras 10 semanas, cerca de 12% e 18% do ACT foi lentamente liberado a partir do
PUDS e PUDG, respectivamente. Neste primeiro estagio, considera-se que a liberagéo do
farmaco foi controlada por um processo de difusdo através de poros e canais recém-
formados ou pré-existentes. No segundo estagio, que aconteceu entre 10 e 30 semanas
de teste, cerca de 70% e 80% do ACT foi liberado a partir de PUD5 e PUDS,
respectivamente. Neste segundo estagio, as rédpidas dissolucdo e difusdo do farmaco
foram atribuidas ao aumento da permeabilidade aquosa das matrizes polimericas, devido
a degradacdo hidrolitica das ligacGes éster presentes no PCL do segmento macio. Esta
degradacéo resulta na formagdo de novos canais aquosos que passaram a conectar a
superficie ao interior das matrizes. No terceiro estadgio, a menor taxa de liberacdo do
ACT po6de ser observada novamente para ambos os polimeros, como conseqiiéncia da
reducdo da concentracdo de ACT dentro dos materiais. Em 46 semanas, quase 100% do
farmaco foi liberado dos sistemas. Sugere-se que o ACT, presente no interior dos
polimeros, tenha sido liberado por difusdo através dos canais de dgua. Neste momento, a
agua pdde mover-se livremente no interior do ambiente, e a degradacdo do polimero
ocorreu de maneira homogénea (KUNOU et al., 2000). Por esta razdo, ndo se observou
um pico de liberacdo do ACT, o que representou uma vantagem destes sistemas. Se
ocorresse uma degradacgdo intensa, a espessura da matriz polimérica poderia alterar o
perfil de liberacdo do ACT, e em casos extremos, uma dose excessiva de farmaco

poderia ser liberada.
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Figura 30 — Perfis de liberacdo acumulada in vitro do acetato de dexametasona (ACT) a
partir de PUD5 e PUDG6. Os dados representam média + desvio padrdo (n = 4 para cada
poliuretano).

A sintese de poliuretanos biodegradaveis baseados em PCL e PEG tem sido reportada
por diversos autores (GUAN et al., 2005; GUAN et al., 2004; MAHKAM et al., 2003), e
estes demonstraram que existe uma relagéo entre a estrutura quimica destes poliuretanos
e a biodegradacdo. Sugeriu-se que o PCL aumenta a cristalinidade dos poliuretanos,
enquanto que o PEG aumenta a hidrofilicidade e absor¢do aquosa. Neste trabalho,
considerou-se que a insercao de cadeias hidrofilicas (PEG) na estrutura macromolecular
do poliuretano biodegradavel PUD6 favoreceu a penetracdo da agua na matriz
polimérica, e conseqlientemente, favoreceu o0 aumento da taxa hidrolitica das ligacGes
éster dos segmentos contendo PCL, permitindo a maior difusdo do farmaco para 0 meio
e provocando um ligeiro aumento na taxa de liberagdo do ACT em relagdo a taxa de
liberacdo deste farmaco pelo PUDS. Entretanto, a anélise estatistica, utilizando o teste t
de Student ndo pareado, revelou que os perfis de liberacdo in vitro do ACT a partir de
PUD5 e PUDG6 ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05),
sugerindo que a introducéo de apenas 3% de PEG no segmento macio do PUD6 néo foi
suficientemente grande para provocar uma modificagdo significativa nos perfis de
liberagcdo do ACT.

6.4 Estudo de biocompatibilidade in vitro dos poliuretanos

A adesdo das células ARPE-19 nas superficies do PUD5, PUDG6 e controle foi expressa

como sendo a média dos nucleos por campo de visdo (%) + desvio padrdo, apos 8 horas
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de incubagdo (Figura 31). Observou-se que a taxa de adesdo celular na superficie de
PUDS5 (86,57 + 6,33%) foi superior a taxa de adesdo celular na superficie de PUD6
(81,59 £ 7,54%). Entretanto, as porcentagens de células aderidas em ambos os polimeros
ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa (teste t-Student, p < 0,05) apés
8 horas de cultura. Por outro lado, a analise de variancia (ANOVA) demonstrou que
existe diferenca estatisticamente significativa entre as taxas de adesdo celular sobre os

poliuretanos e controle (p < 0,05) em 8 horas de incubacé&o.
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Figura 31 — Adesédo das células ARPE-19 nas superficies PUD5 e PUD6 ap0s 8 horas
em cultura. Os dados foram expressos como sendo a porcentagem de células aderidas em
relacdo ao controle (n = 15 para cada poliuretano e para o controle). As porcentagens de
celulas aderidas sobre os poliuretanos ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa (teste t de Student - p < 0,05) apds 8 horas em cultura. As porcentagens de
celulas aderidas sobre o controle e poliuretanos apresentaram diferenga estatistica
significativa (ANOVA - p < 0,05) apos 8 horas de incubac&o.

A taxa de proliferagéo das células ARPE-19 nas superficies do PUDS5, PUDG e controle
foi expressa como sendo a média dos nucleos por campo de visao + desvio padrdo, em 1,
2, 7 e 15 dias de incubacdo (Figura 32). Em 2 dias, a densidade celular foi similar nas
superficies do controle, PUD5 e PUD6 (205 + 7,54, 200 + 10,43 e 195 + 9,58,
respectivamente). Em 7 dias, o numero de ndcleos aumentou significativamente sobre as
superficies do controle, PUD5 e PUD6 (290 + 10,71, 242 + 541 e 221 + 1,31,
respectivamente). Em 15 dias, a densidade celular sobre PUD5 e PUDG6 (402 + 5,81 e
371 + 9,85, respectivamente) foi cerca de trés vezes maior do que a densidade celular
obtida no primeiro dia de incubacdo, demonstrando que houve proliferacdo celular
intensa em ambos os substratos. Em relagdo ao controle, a densidade celular foi de
aproximadamente quatro vezes maior (525 = 7,01). Observou-se, portanto, a seguinte
ordem de proliferacéo celular sobre os substratos: controle > PUD5 > PUDG6. A anélise

estatistica (ANOVA) demonstrou que existe diferenca estatisticamente significativa
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entre as taxas de proliferagdo celular sobre os poliuretanos e controle (p < 0,05) em
todos os dias de incubagdo. Por outro lado, a média do nimero de nucleos contados
sobre as superficies de PUD5 e PUD6 em 1, 2, 7 e 15 dias de incubagdo ndo apresentou

diferenca estatisticamente significativa (teste t-Student, p < 0,05).
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Figura 32 — Cinética de proliferacdo das células ARPE-19 nas superficies controle,
PUDS5 e PUDG6. Os dados foram expressos como sendo a média dos nucleos * desvio
padrdo em cada tempo (n = 15 para cada poliuretano e controle, para cada dia) (p <
0.05).

Neste estudo, os poliuretanos biodegradaveis foram usados como substratos para a
adesdo e proliferacdo das células ARPE-19. Sabe-se que PUD5 e PUDG6 apresentam uma
estrutura complexa que consiste em dominios hidrofobicos e hidrofilicos criados pela
micro separacdo de fases derivada da baixa compatibilidade entre os segmentos macios e
rigidos. PUD5 apresenta uma separacdo de fases mais bem definida, enquanto que o
PUDG6 exibe maior grau de mistura de fases possivelmente porque existem interacfes
entre os segmentos rigidos polares e o PEG hidrofilico presente nos segmentos macios, o
que conduz a uma estrutura menos heterogénea (da SILVA et al., 2009). As diferencas
nas estruturas macromoleculares destes poliuretanos poderiam promover modificacfes
nos perfis de adsorcdo de proteinas do soro, e consequentemente, modificacbes nas
interacOes entre as células e os substratos. De acordo com Zhang et al. 2007, as cadeias
de PEG podem se deslocar para as superficie dos polimeros, em contato com o ambiente
aquoso, provocando repulsdo de proteinas e prevenindo a aproximagdo das células.
Entretanto, os perfis de adesdo e proliferacdo das células ARPE-19 nas superficies dos

polimeros PUDS5 e PUDG6 ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa (teste
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t de Student, p < 0,05), sugerindo que a introducdo de apenas 3% de PEG no segmento
macio do PUDG6 ndo foi suficientemente grande para prevenir a adsorcdo de proteinas do
soro. Portanto, sugere-se que a adsor¢do de proteinas nas superficies poliméricas
aconteceu devido as diversas interac6es hidrofobicas e hidrofilicas estabelecidas entre os
grupos funcionais das proteinas e os dominios dos poliuretanos, culminando na adesdo e

proliferagéo celular.

Adicionalmente, a carga eletrostatica presente na superficie dos biomateriais representa
outro fator importante que poderia influenciar a adsorcdo de proteinas do soro. PUD5 e
PUDG6 apresentam superficies carregadas negativamente devido a presenca dos grupos
carboxilicos (COQ") provenientes do acido dimetilol propiénico (DMPA), inseridos nos
segmentos rigidos durante o processo de sintese. Estas cargas negativas distribuidas nas
superficies destes polimeros provavelmente promoveram interacOes eletrostaticas com as
proteinas do soro, resultando na sua adsorcao, que foi auxiliar na ancoragem das células
ARPE-19.

Sugere-se, portanto, que o fendbmeno de adsorcdo de proteinas nas superficies PUDS5 e
PUDG6 se deveu aos diferentes tipos de interagOes estabelecidas entre elas, incluindo
hidrofilicas, hidrofébicas e eletrostaticas, que por sua vez, foram essenciais para 0

estabelecimento das interagdes entre as células e os substratos.

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para avaliar a morfologia das células
ARPE-19 aderidas nas superficies de PUD5 e PUDG6 apo0s 1 dia em cultura. A descricéo
da morfologia celular é similar para ambos os polimeros. Parte das células apresentava
forma arredondada e estavam em processo de adesdo sobre os substratos (Figura
33.A,B,C). Estas células foram visualizadas em areas de maior densidade celular. A outra
parte das células exibiu forma alongada e achatada, e apresentava projecbes (Figura
33.D,E). Estas células de forma irregular foram observadas em areas de baixa densidade
celular, sugerindo que as mesmas apresentavam mobilidade sobre os substratos e,

portanto, ndo estavam extensivamente conectadas as superficies poliméricas.
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Figura 33 — Microscopia eletrbnica de varredura de pequenos aglomerados de células
ARPE-19 arredondadas sobre as superficies de PUD5 (A) e PUD6 (C), apds 1 dia em
cultura. Ampliagdo das micrografias: células com microvilosidades apicais sobre PUD5
(B), e células alongadas sobre PUDG6 (D) com projecbes PUDG (E).

Apos 7 dias em cultura, as células ARPE-19 alcangaram confluéncia sobre PUD5 e
PUDSG, e cobriram toda a superficie polimérica como uma monocamada organizada. A
marcagdo com faloidina revelou fibras de actina intensamente concentradas ao redor de
todo o perimetro das células, sendo auxiliares na adesdo das células aos substratos
(KORTE et al., 1995). A actina se apresentou também na forma de grandes filamentos
distribuidos em paralelo, na parte superior do citoplasma celular, e inseridos na
membrana intercelular de células adjacentes, propiciando conexao entre elas. A marcacéo
com iodeto de propideo demonstrou que os nucleos ocupavam a regido central das

celulas, e que ndo estavam sobrepostos, sugerindo a formacdo da monocamada celular.



Resultados e discussdo 103

Células binucleadas foram observadas, o que representou a divisao celular. Esta descri¢éo
morfoldgica das células ARPE-19 confluentes sobre as superficies de PUD5, PUDG6 e
controle esté ilustrada na Figura 34. As areas sdo representativas de toda a populacéo

celular presente nos polimeros.

Controle (A) Controle (B)

PUDS (C) PUDS5 (D)

PUDG (E) PUDG (F)
Figura 34 — Micrografias das células ARPE-19 nas superficies do controle (A), PUD5 (C)
e PUDG (E) demonstrando a marcacédo das fibras de actina com faloidina FITC ap6s 7 em
cultura. Micrografias (B), (D) e (F) representam a fusdo das fibras de actina e dos
nucleos, marcados com iodeto de propideo. Barra - 100 pum.
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Observou-se que a medida que o nimero de células aumentou nos substratos, o tamanho
das células regrediu gradativamente, e elas adquiriram a forma poligonal. Portanto, pode-
se afirmar que a forma celular foi influenciada diretamente pela densidade celular
(HADLOCK et al., 1999; CASTERLLARIN et al., 1998). Sugere-se ainda que a forma
das células epiteliais tornou-se mais homogéneo devido ao estabelecimento de interacoes
dos filamentos de actina em duas regides diferentes: (1) com a membrana intercelular de
células adjacentes (um local de adesdo célula-célula); (2) em todo o perimetro das
células, representando largas superficies de adesdo (um local de adesao célula-substrato).
Embora as células endoteliais sobre os polimeros tenham alcangado um nivel de
organizacdo adequado, sua forma ndo foi tdo uniforme quando aquela vista em células
epiteliais no proprio tecido. Este fato pode ser atribuido as diferengas existentes entre os
sistemas de cultura artificiais e o ambiente natural (BURKE et al., 1996).

A zbnula de oclusdo é formada por moléculas adesivas transmembrana, tais como a
ocludina. Elas atuam como uma barreira a difusdo dos solutos para o espaco intracelular
(TSUKITA et al., 1991). Neste estudo, as celulas ARPE-19 sobre PUD5 e PUDG6
apresentaram a habilidade de expressarem ocludina. Este fato representa ndo sO a
funcionalidade das células epiteliais, mas também o estabelecimento de interacfes entre

as células (Figure 35).

Conclui-se, portanto, que PUD5 e PUD6 foram citocompativeis, uma vez que
possibilitaram o estabelecimento de importantes interacbes com as células ARPE-19,
permitindo sua adesdo, migracao, proliferagdo e manutencdo sobre os substratos, as quais
sdo essenciais para a formacdo de uma monocamada epitelial. A marcacéo dos filamentos
de actina revelou uma rede complexa que estava conectada com a membrana intercelular
e também compuseram as fibras de estresse. A identificacdo da expressédo de ocludina

demonstrou a funcionalidade das células epiteliais nas superficies de PUD5 e PUDS6.
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Controle (A)

PUD5 (B) PUDSG (C)

Figura 35 — Zonulas de oclusdo formadas entre as células ARPE-19 adjacentes nas
superficies do controle (A), PUD5 (B) e PUDG6 (C) apds 15 dias em cultura. As zénulas
de ocluséo foram reveladas devido & marcacédo da ocludina (cor verde). Barra - 500 pm.

6.5 Estudo de biocompatibilidade in vivo dos poliuretanos

Os poliuretanos PUD5 e PUDG6 foram inseridos no espaco subretiniano de olhos de ratos,
e a avaliacdo histologica foi realizada 15 dias ap6s a implantacdo (Figura 36).
Hemorragia coroidal ou subretiniana ndo foi observada apds a implantagdo dos
polimeros. Além disso, os sistemas poliméricos foram bem tolerados, uma vez que sinais
da inflamagéo ndo foram visualizados. Os tecidos oculares, que ndo estiveram em contato
direto com os polimeros, ndo apresentaram anormalidades. A retina sobre os polimeros
apresentou arquitetura preservada, mas foram observadas pequenas areas de
descontinuidade das camadas que compGem a retina. A desorganizagdo destas camadas
celulares foi atribuida a espessura dos polimeros implantados (100 um), que era

suficientemente grande para comprometer a integridade destas células. Para evitar a
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descontinuidade das camadas da retina, deve-se simplesmente diminuir a espessura dos

poliuretanos a serem implantados.

PUDS (A) | PUDEG (B)

PUD5(C) PUD6 (D)

|

— io“".?:_&b/‘p,— — . =

PUDS5 (E) PUDSG (F)
Figura 36 — Observacdo macroscopica do PUD5 (A) e PUDG6 (B) implantados por 15 dias
no espaco subretiniano de olhos de ratos. Os filmes de poliuretanos se apresentam na
forma triangular e cor branca. Corte histologico do olho mostrando que PUDS5 (C) (4 X) e
PUDG6 (D) (20 X) se encontram no espaco subretiniano: os poliuretanos se encontram
degradados no espaco subretiniano (a degradacdo ocorreu durante o processo de fixacéo
dos bulbos oculares); os circulos (O) indicam as camadas da retina sobre os poliuretanos.
Cortes histoldgicos da retina localizada sobre os poliuretanos PUD5 (E) e PUD6 (F) (60
X). A arquitetura da retina foi bem preservada, mas observaram-se pequenas areas de
descontinuidade das camadas celulares da retina [PUDG6 (F)].
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Os poliuretanos PUD5 e PUD6 foram também inseridos no corpo vitreo dos olhos de
ratos, e a avaliacdo histologica foi realizada 15 dias apos a implantagdo. Os sistemas
poliméricos foram bem tolerados, uma vez que sinais da inflamacdo nao foram
observados nos olhos dos animais. A cavidade vitrea manteve-se integra, € ndao foram
visualizadas células inflamatérias neste tecido. Outros tecidos que compdem o olho, tais
como, cornea, iris, corpo ciliar, cordide, esclera, nervo Optico ndo apresentaram
anormalidades. As camadas da retina também foram especialmente analisadas e
constatou-se que a arquitetura da neuroretina e das células epiteliais pigmentares da retina

estava completamente preservada (Figura 37).
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Figura 37 — Cortes histolégicos das camadas da retina apds a implantacdo do PUD5 (A) e
PUDG (C) na cavidade vitrea de olhos de ratos (40 X) e ampliacdo dos mesmos: PUD5
(B) e PUDG6 (D) (80 X). Os cortes histolégicos foram obtidos 15 dias ap6s a introdu¢édo
dos poliuretanos e demonstram a integridade da arquitetura das camadas da retina.

A biocompatibilidade intraocular deve ser avaliada em todos os tecidos do olho onde os
materiais estardo em contato. Considerando que os polimeros biodegradaveis PUD5 e

PUDG serdo aplicados como sistema de liberagdo controlada de acetato de dexametasona
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destinado ao tratamento de doengas inflamatorias do segmento posterior do olho, fez-se
necessaria a implantacdo destes polimeros puros em dois sitios oculares frequentemente
envolvidos como via de acesso aos dispositivos intraoculares (espago subretiniano e
corpo vitreo), para posterior investigacdo da biocompatibilidade in vivo nos diversos
tecidos do olho. Além disso, os produtos de degradacdo destes polimeros também estardo
em contato direto com as estruturas oculares e estardo sujeitos ao transporte e aos
sistemas difusionais de eliminacdo, que podem ser através da retina (EINMAHL et al.,
2000) para os sistemas biodegradaveis implantados no corpo vitreo. Portanto; faz-se

necessario novamente o acesso da biocompatiblidade in vivo em vérias partes do olho.

PUDS5 e PUDG6 foram altamente tolerados pelos tecidos oculares, uma vez que estes se
apresentavam totalmente integros apos 15 dias de implantacdo dos poliuretanos. A
arquitetura da retina mostrou-se preservada na presenca dos polimeros. Células
envolvidas no processo inflamatdrio, tais como leucdcitos, neutréfilos, macrofagos ou
células gigantes, ndo foram observadas no espaco subretiniano; nas camadas da retina ou
no vitreo. Além disso, os polimeros implantados no espaco subretiniano ndo foram
envolvidos por capsula fibrotica perceptivel e ndo se observou necrose dos tecidos
adjacentes ao sitio de implantacdo. Estes resultados sdo melhores do que aqueles
apresentados por Foulds et al. (1988), apos implantacdo supracoroidal de um poliuretano
hidrofilico. Neste estudo foram observadas: (1) resposta macrofagica mononuclear contra
0 polimero; (2) fibrose da cordide adjacente ao sitio de implantacdo; (3) fuséo
corioretinal. Em algumas espécies, a fibrose da cordide pode conduzir a atrofia completa
da retina, enquanto que em outras, pode existir proliferacdo reacionaria de células RPE
atroficas (EINMAHL et al., 2002). Finalmente, os resultados obtidos apds insercdo dos
poliuretanos no vitreo sdo interessantes como aqueles apresentados por Einmahl et al.
(2000). Neste estudo, a biocompatibilidade intravitreal do POE foi avaliada e considerou-
se que este polimero viscoso foi bem tolerado, como observado por oftalmoscopia

indireta e avaliacdo histologica de todos os tecidos oculares, especialmente a retina.

Conclui-se, portanto, que os resultados obtidos neste estudo demonstraram a excelente
biocompatibilidade in vivo dos poliuretanos PUD5 e PUDG6 frente ao diversos tecidos
oculares, especialmente a retina, e demonstraram também que estes polimeros séo

biomateriais promissores para aplicacéo intra-ocular.
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Foi possivel incorporar o ACT nos poliuretanos biodegradaveis. As dispersdes aquosas
de poliuretanos permitiram a incorporacdo do principio ativo por simples mistura, a
temperatura ambiente, sem a necessidade de uso de solventes. Os resultados FTIR
demonstraram que o farmaco introduzido as matrizes poliméricas ndo apresentou
modifica¢fes quimicas detectaveis. Os resultados SAXS possibilitaram a identificacéo
dos efeitos da incorporacdo do ACT na morfologia dos polimeros. A incorporagdo do
farmaco no PUD5 conduziu a uma nova morfologia do sistema, enquanto que alteragdes

significativas ndo foram detectadas na nanoestrutura do PUDG.

Os poliuretanos foram submetidos ao estudo de biodegradacéo in vitro por 4 meses em
condigdes fisioldgicas simuladas. Os resultados FTIR indicaram que 0s segmentos
rigidos dos biomateriais foram preservados durante o teste de biodegradacgéo, e que as
ligaghes ésteres da PCL incorporada aos segmentos macios foram hidrolisadas. Os
resultados XRD também indicaram que o0s grupos ésteres da PCL presentes nos
segmentos macios hidrolisaram, levando a reorganizacdo de uma fase amorfa, e
conseqiente cristalizacdo da fase. Como a biodegradacdo do PUD5 e PUDG6 induziu a
formacéo de lamelas cristalinas, uma nanoestrutura complexa se formou, resultando no
aumento do espalhamento dos raios-X em baixo angulo. Adicionalmente, os produtos de
degradacdo destes poliuretanos ndo apresentaram citotoxicidade frente as células do
epitélio pigmentar da retina.

Os sistemas poliméricos propiciaram a liberacdo controlada do ACT por 46 semanas.
Observou-se que a insercdo de cadeias hidrofilicas (PEG) na estrutura macromolecular
do poliuretano biodegraddvel PUD6 favoreceu a penetracdo da agua na matriz
polimérica, e conseqlientemente, favoreceu o0 aumento da taxa hidrolitica das ligacGes
éster dos segmentos contendo PCL, permitindo a maior difusdo do farmaco para 0 meio
e provocando um ligeiro aumento na taxa de liberagdo do ACT em relagdo a taxa de

liberacdo deste farmaco pelo PUDS.

PUDS5 e PUD6 foram citocompativeis, uma vez que possibilitaram o estabelecimento de
importantes interacdes com as células ARPE-19, permitindo sua adesdo, migracdo e
proliferagéo, as quais foram essenciais para a formagdo de uma monocamada epitelial

funcional sobre os poliuretanos.
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PUD5 e PUDG6 apresentaram biocompatibilidade intraocular, uma vez que sinais de
inflamacdo ou necrose dos tecidos oculares ndo foram observados apds 15 dias de
implantagdo dos poliuretanos no espago subretiniano e vitreo de olhos de ratos. Além
disso, os tecidos oculares que estiveram ou ndo em contato com os poliuretanos se
apresentavam completamente preservados, e a arquitetura da retina se mateve integra,

sem quaisquer anormalidades.
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