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“Ora, ndo percebeis que com os olhos alcancais toda a beleza do mundo? O olho é o
senhor da astronomia e o autor da cosmografia; ele desvenda e corrige toda a arte da
humanidade; conduzem os homens as partes mais distantes do mundo; é o principe da

matematica, e as ciéncias que o tém por fundamento sédo perfeitamente corretas.

“O olho mede a distancia e o tamanho das estrelas; encontra os elementos e suas

localiza¢Ges; deu origem a arquitetura, a perspectiva, e a divina arte da pintura.”
“... Que povos, que linguas poderao descrever completamente sua funcdo? O olho € a

janela do corpo humano pela qual ele abre os caminhos e se deleita com a beleza do

mundo.”

Leonardo Da Vinci 1452-1519
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RESUMO

Colirios e pomadas representam a principal forma de tratamento das oftalmopatias
necessitando de administracbes frequentes. Os implantes mucoconjuntivais
biodegradaveis sédo capazes de liberar os farmacos de forma prolongada permitindo maior
eficacia na terapéutica ocular. A quitosana € um polissacarideo biodegradavel, hidrofilico,
nao téxico e biocompativel obtido através da desacetilagdo da quitina. Por isto, a
quitosana vem despertando o interesse da comunidade cientifica como matriz polimérica
no desenvolvimento de implantes. Neste trabalho, desenvolveram-se implantes
mucoconjuntivais constituidos de quitosana e maleato de timolol e ofloxacino para
prevencao e tratamento do glaucoma e infecgdes oculares superficiais, respectivamente.
Os implantes foram produzidos empregando-se técnica de solvatacdo e evaporagao. A
caracterizacdo pelo teste de hidratacdo, calorimetria exploratéria diferencial,
espectroscopia na regido do infravermelho e teste de liberagc&o in vitro confirmaram a
presenca e estabilidade dos farmacos na matriz polimérica. Na avaliacdo de eficacia in
vitro ndo houve diferenca significativa no halo de inibicAdo bacteriana do implante de
ofloxacino em comparagdo com disco estéril embebido em ofloxacino 0,3% em meio de
cultura com Staphyloccocus aureus e Pseudomonas aeruginosa (P<0.05). Os implantes
de ofloxacino e maleato de timolol liberaram 80% farmacos em aproximadamente 1 h e 14
dias in vitro, entretanto, o tempo maximo de liberacdo in vivo foi de cinco dias e 10
semanas, respectivamente. Ndo houve diferenca estatistica na reducdo da pressao
intraocular de coelhos normotensos entre os tratamentos com maleato de timolol 0,3% e
implante com mesmo farmaco (P<0.05). A concentracdo maxima do ofloxacino nos
animais que receberam ofloxacino 0,3% foi 121,09 + 10,84 (Cmnax Mg/mL) as 0,5 h e
minima de 12,61 + 1,78 (Cmin pg/mL) as 7 h com AUCo5.7n) = 191,36 + 16,60 pg/mL. Nos
animais que receberam implantes de ofloxacino, a concentracdo do mesmo foi maxima
em 1095,54 + 121,59 (Cnax Mg/mL) as 0,5 h reduzindo para o minimo de 12,78 + 1,39
(Cmin pMg/mL) as 120 h com AUCps.120n = 13524,09 + 2263,81 pg/mL. N&o houve
diferenca estatistica na concentracdo do ofloxacino coletado as 2 h no primeiro grupo
(35,13 £ 5,26) e as 72 h no segundo grupo (33,60 * 3,23) (P=0.4544) e as 7 h no primeiro
grupo (12,61 £+ 1,78) comparado com 120 h no segundo grupo (12,78 = 1,39) (P=0.8336).

Nenhuma alteracao clinica significativa foi observada e nenhum sinal de toxicidade celular



nas estruturas em contato direto com os implantes foi identificado no estudo
histopatologico. Implantes mucoconjuntivais desenvolvidos representam alternativa
segura, eficiente e inovadora a terapéutica convencional com futuro promissor na

prevencao e tratamento do glaucoma e nas infec¢gfes oculares superficiais.

Palavras-chave: Sistema de liberagcdo de farmacos; Implantes oculares; Oftalmopatias;

Maleato de timolol; Ofloxacino; Coelho



ABSTRACT

Colliryum and ointment represent the majority of topical preparations for ophthalmic
diseases. Mucoconjunctival films represent alternative methods aimed at improving
conventional ocular therapy. Chitosan is a polysaccharide obtained through the
deacetylation of chitin. Biodegradability, biocompatibility, and non-toxicity are included in
favorable biological properties, which allow for their use as vehicles for ophthalmic
formulations. Mucoconjunctival films with timolol maleate and ofloxacin were produced and
evaluated in vivo for the treatment and prevention of glaucoma and external ocular
infection. Chitosan drug-loaded films were produced by a casting/solvent evaporation
technique. The presence of the drugs on biopolymers was confirmed by means of swelling
studies, attenuated total reflectance fourier transformed infrared spectroscopy spectral
data, differential scanning calorimetry analyses, and in vitro studies. No significant
difference could be observed between ofloxacin-loaded chitosan films and sterile disks
soaked in 0.3% ofloxacin within a bacterial kill zone of Staphyloccocus aureus and
Pseudomonas aeruginosa (P<0.05). In thisin vitro study, 80% of the drug was released
from the films atl h and 14 days after application for timolol maleate and ofloxacin,
respectively. Maximum release in vivo was 5 days after application for timolol maleate and
10 weeks for ofloxacin. No significant difference in the lowering of intraocular pressure in
rabbits treated with 0.5% timolol maleate, as compared to those that received the films
(P<0.05), could be observed. Ofloxacin concentration on tears of animals that received
0.3% ofloxacin was 121.09 * 10.84 (Cnax Hg/mL) and leveled off at 7 h at 12.61 + 1.78
(Cmin pg/mL) with AUCs.7n) = 191.36 + 16.60 pg/mL. In rabbits that received ofloxacin-
loaded chitosan films, the tear concentration of the drug peaked at 0.5 h to a level
0f1095.54 + 121.59 (Cpax Hg/mL) and leveled off at 120 h at 12.78 + 1.39 (Cmin ig/mL) with
AUC05.120n = 13524.09 + 2263.81ug/mL. No statistically significant difference could be
observed in ofloxacin concentrations in animals treated with 0.3% ofloxacin at 2 h after
administration (35.13 = 5.26) and 72 h following drug-loaded chitosan administration
(33.60 *+ 3.23) (P=0.4544). Similarly, no statistically difference could be observed at 7 h in
animals treated with 0.3% ofloxacin (12.61 + 1.78) and 120 h or 5 days using chitosan
films (12.78 + 1.39) (P=0.8336). No important signs of ocular discomfort or irritations

could be identified. Ophthalmic structures that came in direct contact with the films



revealed no alterations within histopathologic studies. Moreover, the animals showed no
signs of ocular discomfort during the experimental assays. These findings suggest that the
drug-loaded chitosan film is safe and efficient and presents a promising future as an ocular
drug delivery system in the treatment and prevention of glaucoma and external ocular

infection.

Key-words: Drug delivery system; Ocular delivery; Ophthalmic disease; Timolol maleate;
Ofloxacin; Rabbit
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Introducao

1. INTRODUCAO

A administracdo topica é a forma mais comum e aceitavel de utilizacdo de medicamentos
na oftalmologia humana e veterinaria devido as suas vantagens como pequena absorgao
sistémica, poucos efeitos adversos, facilidade de aplicacdo e conveniéncia (Lee e
Robinson 1986; Ludwig, 2005; Urtti, 2006; Regnier, 2007). Por outro lado, a rapida
depuracdo ocular e instilacbes freqientes que demandam tempo e cuidados dos
pacientes e proprietarios de animais de estimacdo sdo problemas correntes (Saettone e
Salminen, 1995; Baeyens et al., 1997; Urtti, 2006). Mecanismos protetores como o ato de
piscar o olho, lacrimejamento intermitente e a drenagem lacrimal necesséarios para
preservar a integridade e higidez dos tecidos oculares também favorecem a remocéo de
farmacos administrados sobre a superficie do bulbo do olho, dificultando o tratamento das
oftalmopatias (Urtti, 2006; Regnier, 2007).

A terapéutica da maioria das doencas oculares é realizada pela aplicacdo tépica de
colirios e pomadas (Ali e Lehmussaari, 2006; Regnier, 2007; Viana et al., 2011). Essas
formas farmacéuticas representam 90% das formula¢des comercializadas atualmente. As
razdes para a escolha destas apresentacbes comerciais sdo, principalmente, a
simplicidade no desenvolvimento farmacotécnico e a boa aceitabilidade pelos pacientes
(Ali e Lehmussaari, 2006). Entretanto, apds administragdo topica, menos de 5% da dose
aplicada penetra na cornea e atinge os tecidos intraoculares, enquanto a maior fracdo é
absorvida sistemicamente através da conjuntiva ou drenada através do ducto
nasolacrimal (Maurice e Mishima, 1984). Esta absorcao sistémica deve ser evitada, pois,
esta diretamente relacionado com efeitos adversos indesejaveis (Jarvinen et al., 1995;
Jarvinen e Jarvinen, 1995; Urtti, 2006).

Véarios biomateriais tém sido utilizados na preparacdo de implantes oculares com
destaque para a quitosana (Fialho et al., 2003; Grabovac et al., 2005; Ludwig, 2005; Ali e
Lehmussaari, 2006; Bourges et al., 2006; Sandri et al., 2006). Esta Ultima € obtida a partir
da quitina, polissacarideo biodegradavel e ndo toxico encontrado em exoesqueleto de de
varios animais (Alpar e Groves, 2006). A quitosana apresenta caracteristicas

biofarmacéuticas interessantes como a biocompatibilidade com boa toleréncia ocular e
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capacidade de adesdo na mucosa baseado na interacdo idnica de ambas (Lerh et al.,
1992; Henriksen et al., 1996; Felt et al., 1999). Devido as essas e outras propriedades
favoraveis, o interesse da quitosana em sistemas de liberagcdo prolongada de farmacos

tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos.

Com a utilizacdo de sistemas de liberagcdo de farmacos, o tratamento e o sucesso da
terapéutica ocular ndo depende da adesdo dos pacientes. Ja na medicina veterinaria,
independem da cooperacdo dos animais e da disponibilidade de tempo dos proprietarios.
Nesse contexto, justifica-se o desenvolvimento de sistemas de liberacdo prolongada de
farmacos inovadores objetivando, principalmente, a manutencdo da concentracdo dos
farmacos nos tecidos oculares, reducdo da absorcdo sistémica propiciando comodidade
para 0s pacientes e proprietarios de animais de companhia em tratamento de

enfermidades oftalmicas.

Neste trabalho foram desenvolvidos implantes mucoconjuntivais de quitosana e maleato
de timolol (MT), beta-bloqueador largamente utilizado para prevencdo e tratamento do
glaucoma. Posteriormente, foram produzidos implantes com ofloxacino, fluoroquinolona
de segunda geracdo amplamente utilizado em infec¢des oculares externas. Ambos foram

avaliados in vivo em relagéo a eficacia, toxicidade e o tempo de liberacdo maximo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomo-fisiologia ocular

O olho ou bulbo ocular € um complexo 6rgdo do sentido, que consiste basicamente de
uma extensdo do cérebro, responséavel pela captacdo da luz que reflete dos objetos,
portanto, diretamente responsavel pela visdo. Evoluiram de pontos fotossensiveis
primitivos na superficie de invertebrados e, em algumas espécies, desenvolveram muitas
variagfes notaveis, proporcionando vantagens especiais a diversos nichos ecologicos. De
modo geral, cada bulbo ocular tem uma camada de receptores, um sistema de lente para
focalizar uma imagem nesses receptores e um sistema de axo6nios para transmitir os

potenciais de acao para o cérebro (Dyce et al., 1997).

Além do bulbo ocular existem varios anexos, estruturas acessorias como os musculos
oculares que movem o bulbo do olho, as pélpebras que protegem e o aparelho lacrimal
que mantém Uumida suas partes expostas. A maioria destas estruturas é mantida na orbita,
onde o bulbo do olho fica envolto em grandes quantidades de gordura. As palpebras
emergem das margens 0sseas da Orbita e sdo intermitentemente dirigidas sobre a parte

exposta do bulbo ocular, objetivando a distribuigdo das lagrimas (Samuelson, 2007).

A orbita € um compartimento 6sseo formado por véarias partes de ossos do créanio, como o
frontal, maxilar, zigomatico, esfendide, etméide, lacrimal e palatino que tem a funcdo de
proteger o bulbo ocular e seus anexos. Possui varios forames por onde passam vasos
sanguineos e nervos que estdo diretamente relacionados com o mesmo. Estes forames
diferem em tamanho e formato em diversos cranios, entretanto, permanece na mesma

posicéo relativa (Samuelson, 2007).

Anatomicamente, o bulbo ocular dos mamiferos domésticos € quase esférico com alguma
compressdo antero-posterior. E formado por trés camadas delgadas ou tinicas
concéntricas, ou seja, os tecidos que se sobrepdem em torno de um ponto central
estando em rigorosa aposicdo. S&o conhecidas como tunica fibrosa ou externa, tunica

vascular ou média e tunica nervosa ou interna. Além disso, o bulbo do olho é formado por
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dois segmentos, anterior e posterior e trés camaras, a saber. camara anterior, posterior e
camara vitrea (Samuelson, 2007) (Figura 01).

Glandul da nictitante

Figura 01. Corte sagital do bulbo ocular e seus anexos na espécie humana.
Fonte: Adaptagao Slatter (2007, p.2)

2.1.1 Palpebras e a conjuntiva

As palpebras sdo duas pregas musculofibrosas, das quais a superior € mais extensa e
movel. As margens livres unem-se nos angulos medial e lateral do bulbo do olho e limitam
uma abertura conhecida como rima palpebral (Dyce et al., 1997). Anatomicamente, as
palpebras podem ser divididas em quatro camadas: mais externamente a pele; seguida
da camada fibromuscular formada de musculos estriados e lisos, pela placa tarsa ou
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tarso, estrutura de tecido conjuntivo denso que molda a pélpebra superior contendo
glandulas tarsais ou meibomianas e, por Uultimo, pela conjuntiva palpebral mais
internamente (Figura 02). As glandulas tarsais concentram-se na pélpebra superior,
sendo encontradas também, mas em quantidade menor, na palpebra inferior, que nao
contem cilios nos cédes ao contrario do que ocorre na palpebra superior. A pele da
palpebra é uma das mais finas e delicadas do corpo e coberta por pélos curtos; também
pode conter alguns pélos tateis. Apresenta grande concentracdo de mastocitos, razao
pela qual responde facilmente com inflamacéo e, consequiente, edema a injuria (Gum et
al., 2007).

As funcbes béasicas das palpebras sdo as de proteger o bulbo ocular de agressdes
externas, regular a quantidade de luz que adentra ao bulbo do olho pela contracdo das
palpebras e, consequente, reducdo rima palpebral, remover corpos estranhos para o
corpo medial do olho, homogeneizar o filme lacrimal sobre a cérnea e facilitar a drenagem
da lagrima pelo aparelho lacrimal (Gum et al., 2007). Como ja mencionado anteriormente,
a placa tarsal contem as glandulas tarsais que sao responsaveis pela secrecao do filme
lipidico da lagrima. Associados aos cilios existem outros dois tipos de glandulas: as
glandulas de Zeis e de Moll; as primeiras secretam uma secre¢ao sebacea modificada, as

ultimas séo glandulas sudoriparas também modificadas (Dyce et al., 1997).

A superficie posterior da pélpebra é revestida de conjuntiva, uma membrana mucosa fina
e transparente. A conjuntiva palpebral é refletida na base das palpebras, para continuar
sobre a esclerdtica como a conjuntiva bulbar que termina no limbo, embora o epitélio
continue-se com o epitélio anterior da cérnea. O espaco potencial entre as palpebras e o
bulbo do olho é conhecido como saco conjuntival, cuja extremidade dorsal e ventral é o
fornice. Uma discreta elevacdo da mucosa, a caruncula lacrimal, situa-se no angulo
medial do bulbo do olho (Dyce et al., 1997).

Entre a carincula lacrimal e o bulbo do olho, h4& uma prega conjuntival orientada
dorsoventralmente no fundo do saco conjuntival, conhecida como terceira palpebra ou
membrana nictitante. E sustentada por uma porgédo de cartilagem em forma de “T”, cuja

barra, localiza-se na margem livre da prega e cuja haste se orienta em sentido inverso
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para a Orbita, medial ao bulbo do olho. Ao contrario de uma palpebra verdadeira,

é

recoberta por conjuntiva nas duas faces: palpebral (anterior) e bulbar (posterior) e invisivel

guando o olho esta fechado (Samuelson 2007). A haste da cartilagem € circundada por

uma glandula lacrimal acessoéria, a glandula da terceira palpebra ou glandula da nictitante,

que produz cerca de 30 a 50% do filme aquoso da lagrima (Giuliano e Moore, 2007).

SEFTO ORBITAL

MUSCULD ORBICULAR
OCULAR
" 5 gl
- j;-— FORNIX
- & 4 - CONIUNTIVAL
[M. LEVANTADOR PALPEBRAL
GLANDULA SUDORIPARA SUPERIOR
PLACA TARSAL
- GLANDULA TARSAL (MEIBOMIO)

CGLANDULA DE MOLL

GLANDULA DE ZEIS M. DE RIOLAN

CiLo

Figura 02. Desenho esquematico das palpebras superior e inferior.
Fonte: Adaptacgédo Slatter (2007, p.159)
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2.1.2 Tunica fibrosa: cornea e esclerética

A tunica fibrosa é composta de tecido colageno muito denso que, resistindo a presséo
interna, confere forma e firmeza ao bulbo ocular. Além disso, representa a camada mais
externa do bulbo ocular com fun¢éo importante na protecio do mesmo. E a Unica tnica
completa e constituida pela cornea e esclerética que se encontra em uma linha
enegrecida, o limbo (Dyce et al., 1997).

A esclerdtica é a parte posterior opaca da tunica fibrosa. Consiste em uma densa rede de
fibras colagenas e elasticas e geralmente tem coloracédo branca embora com tom azulado.
Ventral ao pélo posterior apresenta uma pequena area cribriforme, por onde passam as
fibras do nervo optico. Este nervo é rodeado por uma bainha de tecido conjuntivo que
prolonga a dura-méater até a esclerética (Samuelson, 2007). Esta ultima também é
perfurada por varias pequenas artérias ciliares, nervos e por veias vorticosas maiores
(Van Buskirk, 1979). A esclerdtica confere fixacdo aos tendfes dos musculos oculares,
anterior ao equador. Posteriormente, com exce¢do das areas abrangidas pelo muasculo
retrator do bulbo ocular, € recoberta por uma membrana delgada, que a separa da
gordura retrobulbar, fornecendo uma cavidade onde o bulbo do olho pode se movimentar

(Samuelson, 2007).

Localizada na porgéo anterior, a cérnea constitui cerca de um quinto da tunica fibrosa do
bulbo ocular. E formada por cinco camadas sendo a mais externa o epitélio, membrana
basal, estroma, membrana de Descemet e a mais interna, o endotélio (Dyce et al., 1997)
(Figura 03). A transparéncia da cornea ndo € somente um fendmeno estrutural, mas
também fisiologico e depende de um bombeamento continuo de liquidos intersticiais, um
processo localizado no epitélio posterior. Além disso, ndo possui vasos sanguineos e as
fibras nervosas sao desprovidas de mielina. Seus nutrientes difundem na substancia
propria a partir de vasos no limbo ou sao transportados a superficie pelo liquido lacrimal e
pelo humor aquoso (Ofri, 2007). A superficie da cornea € muito sensivel devido a
presenca de terminagfes nervosas livres proximas ao epitélio anterior. Estas terminagdes

emergem dos nervos ciliares longos, ramos do nervo oftalmico (Shively e Epling, 1970). A
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cérnea contém as estruturas intraoculares e exerce importante funcdo na refracdo e
transmisséo da luz (Samuelson, 2007).

Figura 03. Fotomicrografia da cérnea do coelho. HE 50x

2.1.3 Tunica vascular: Uvea

A tunica vascular do bulbo ocular, também conhecida como Uvea, situa-se profundamente
a esclerética, a qual se fixa. Consiste em trés camadas: coroéide, corpo ciliar e iris, citados
em sequéncia poéstero-anterior. Embora a irrigacao seja a sua funcdo principal, a tanica
vascular suspende a lente, regula sua curvatura e ajusta o tamanho pupilar por meio da
musculatura lisa no corpo ciliar e na iris (Samuelson, 2007).

A cordide contém uma densa rede de vasos sanguineos embutida em tecido conjuntivo
intensamente pigmentado (Figura 04). Esta rede é irrigada pelas artérias ciliares
posteriores e drenadas pelas veias vorticosas (Auker et al., 1982). Na parte dorsal do

fundo, a coréide forma uma area levemente refletora, de coloracédo variada conhecida
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como tapete lucido. Este tapete € responsavel pela reflexdo da luz ao olharem em direcao
a luz no escuro quando, por exemplo, da aproximacdo de um carro. Esta estrutura € uma
adaptacdo a vida noturna, pois reflete a luz incidente, potencializando o estimulo de
células receptoras sensiveis a luz na retina, facilitando a visdo em ambientes escuros. A
coloracdo do tapete varia entre as espécies até mesmo dentre as racas podendo
apresentar do verde ao amarelo-ouro e ao avermelhado como tonalidade verde-azulada
(Ollivier et al., 2004). A cordide adere tdo estreitamente a camada externa pigmentada da
retina que esta permanece quando a parte principal da retina € removida durante a
dissecacdo. Dentre as principais funcdes da cordide estdo regulacdo térmica, imunologia

do bulbo do olho, nutrir a retina e remover os seus catabdlicos (Auker et al., 1982).

Figura 04. Fotografia da retina de gato e cdo onde ndo ha pigmento no epitélio pigmentar da retina
possibilitando a visualizagéo dos vasos da coréide (asterisco), respectivamente.

Aproximadamente a meia distancia entre o equador e o limbo, a cordide se espessa para
formar o corpo ciliar. Esse € um anel em relevo com cristas irradiando-se em dire¢do ao
cristalino no centro; anteriormente, o anel continua-se com a iris. O corpo ciliar € mais
bem compreendido quando observado em sua totalidade, examinando-se por detras a

parte anterior do bulbo ocular. As cristas radiais, conhecidas como processos ciliares
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emitem fibras zonulares para o equador da lente, suspendendo-a ao redor da periferia
(Dyce et al., 1997). Entre o corpo ciliar e a esclerdtica localiza-se o musculo ciliar liso que
atua na acomodacgdo, ou seja, capacidade de focar objetos. Além da acomodagéo, o

corpo ciliar € responséavel pela producdo do humor aquoso (Samuelson, 2007).

Suspensa entre a cornea e o cristalino localiza-se a menor estrutura da tunica vascular, a
iris. Constitui um anel plano de tecido ligado em sua periferia a esclerética e ao corpo
ciliar. A iris divide o espaco entre a lente e a cornea em camara anterior e posterior, que
se comunicam através da pupila. Ambas séo preenchidas pelo humor aquoso. A abertura
formada no centro da iris € a pupila e permiti que a luz alcance o segmento posterior do
olho (Dyce et al., 1997). O tamanho da pupila e, conseqientemente, a quantidade de luz
que atinge a retina sdo regulados pelos musculos lisos esfincter e dilatador da iris.
Histologicamente pode ser dividida em trés porcdes: epitélio anterior, estroma adjacente e
camada posterior de epitélio pigmentado (Shively e Epling, 1970). A cor da iris determina
a “cor do olho” e esta diretamente relacionado com o numero de células pigmentadas

presentes em seu estroma e no tipo de pigmento nas células (Gum et al., 2007).

2.1.4 Tlnica nervosa: retina

A tunica interna ou nervosa do bulbo do olho contém células fotossensiveis e € conhecida
como retina. Possui dez camadas e constitui um prolongamento do encéfalo, ao qual
permanece ligada ao nervo 6ptico (Samuelson, 2007). Apenas os dois ter¢cos posteriores
da retina podem ser atingidos pela luz que adentra através da pupila. Consequentemente,
apenas esta porcdo é guarnecida de células receptoras. O terco restante é “cego” sendo
representado por uma fina camada pigmentada que se prolonga até o corpo ciliar. A
borda formada pela repentina diminuicdo na espessura da juncao das partes oOpticas € a

ora serrata (Dyce et al., 1997).

A parte posterior da retina, ou a porcao desde o disco éptico (DO) até a ora ciliar da retina
representa a porcado nervosa. Na porcao Optica das retinas, as camadas sdo as seguintes,

comecando na coroide: camada Unica de células pigmentadas ou epitélio pigmentar da
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retina (EPR), camada neuroepitelial contendo células receptoras (bastonetes e cones),
camada de células ganglionares (CG) bipolares e camada de CG multipolares (Figura
05). Os axobnios amielinicos da camada de CG multipolares passam para o DO para
formar o nervo optico (Rapaport e Stone, 1984). O DO dos animais domeéstico é diferente
podendo ser redonda, oval, triangular e até quadrangular (Figura 06). A coloragéo
também varia bastante como muitos padrdées normais dentro da mesma espécie, como

ocorre no caso dos cées (Figura 07) (Dyce et al., 1997).
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Figura 05. Representacéo esquematica das camadas da retina de céo.
Fonte: Adaptacédo Slatter (2007, p.453)
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Figura 06. Fotografia de retina e disco éptico da espécie canina (a), felina (b), equina (c) e bovina (d).
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Figura 07. Fotografia de retina com varia¢cdes normais da espécie canina.

2.1.5 Meio de refracdo do bulbo do olho

Os raios luminosos que adentram no bulbo do olho passam por estruturas e meios
diferentes capazes de alterar sua direcdo. Neste contexto, podemos citar a cérnea, humor
aquoso, cristalino, e humor vitreo (Gum et al., 2007). A cOrnea € uma estrutura densa,
resistente e, a0 mesmo tempo transparente considerada o primeiro meio de refragdo do
bulbo do olho. Desempenha um importante papel na refracdo da luz, ou seja, € capaz,
como o cristalino, de curvar o feixe de luz para focaliza-lo na retina (Ofri, 2007).
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Em seguida, os raios encontram o humor aquoso preenchendo o espaco entre a cornea e
a lente. O humor aquoso é um liquido transparente formado por 98% de agua, cloreto de
sodio, albumina e outros, continuamente produzido pelas células dos processos ciliares.
Adentra na caAmara posterior, de onde passa pela pupila para a cAmara anterior e, deste
ponto, através dos espacgos no ligamento pectineo no angulo iridocorneal. Esses espacos
0 transportam para 0s seios venosos e a esclerética e, consequentemente, para a
corrente sanguinea (Gum et al.,, 2007). Além das suas propriedades de refracao,
desempenha um importante papel de na manutencdo da pressdo intraocular (PIO) e
remocdo de metabdlicos de tecidos adjacentes. Em condi¢cdes normais, a velocidade de
producdo do humor aquoso a de drenagem, mantendo uma pressdo constante.
Deficiéncia na drenagem permite o acumulo excessivo de liquido provocando o aumento
da PIO comprometendo a irrigacao da retina causando a morte das CG da retina. Esta

oftalmopatia degenerativa € conhecida como glaucoma (Gelatt et al., 2007).

O cristalino ou lente, ao contrario dos liquidos adjacentes, € uma estrutura sodlida,
entretanto, suficientemente elastica para mudar a forma. E uma lente biconvexa onde a
superficie posterior € mais convexa que a anterior. Possui um polo anterior e posterior,
um equador e um eixo central que coincide com o eixo Optico do olho. A cdpsula externa
€ mais espessa anteriormente e espessa-se a0 maximo no equador, onde as fibras
zonulares do corpo ciliar se fixam (Dyce et al., 1997). O cristalino é formado por fibras
dispostas regularmente e de tal forma que fazem uma lagcada de um ponto na superficie
anterior até outro na superficie posterior. Na parte periférica ou cortical da lente, as fibras
sdo relativamente mais macias, entretanto maos firmes em direcdo ao centro onde
formam um nucleo mais compacto (Daniel et al., 1984). Devido as suas propriedades
elasticas, o cortex pode ser moldado alterando o formato da lente durante a acomodacéao.
Defini-se por acomodacéo a mudanca repentina do cristalino objetivando trazer a imagem
dos objetos em diferentes distancias em foco na retina (Wang e Ciuffreda, 2004). Quando
um animal quer focalizar um objeto proximo, musculo ciliar contrai-se, espessando-o. Isto
desloca os processos em direcdo ao cristalino relaxando as fibras zonulares. A lente, livre
de tens&@o no equador, arredonda-se colocando o objeto em questdo em foco (Figura 08).
Em comparacdo com os humanos, o musculo ciliar e, portanto, a capacidade de

acomodar-se é pouco desenvolvida nos animais domeésticos (Ofri, 2007).

34



Revisdo de literatura

Fibras meridionais
Fibras radiais
Fibras circulares

Fibras zonulares
(ligamento suspensdrio)

acomodada

Cornea

;. r Processo ciliar
Fibras do musculo

ciliar relaxadas 98 Fibras do misculo

§ ciliar contraidas

Figura 08. Representacdo esquemadica da acomodacgdo visual necesséria para focar objetos préximos ao
observador.
Fonte: Adaptacgédo Slatter (2007, p.5)

Ao passar pelo cristalino, os raios de luz adentram ao corpo vitreo. Esse consiste em uma
massa gelatinosa constituida principalmente de &agua, acido hialurdénico e fibrilas de
coldgeno semelhante aquela da cartilagem articular. O corpo vitreo fornece suporte fisico
ao cristalino e mantém a retina ao encontro da cordide (Gum et al., 2007). Como nao
existem barreiras entre 0os humores aquoso e vitreo ou entre o Ultimo e a retina,
gradientes de nutricdo e produtos de excrecdo circulam livremente. Portanto, alteragbes
fisico-quimicas no humor vitreo podem constituir causa de luxacdo de cristalino e
descolamento de retina (Hendrix et al., 1993) (Figura 09). No embrido, a lente é nutrida
pela artéria hialdide, um ramo da artéria central da retina que passa através do corpo

7

vitreo. A artéria degenera ap0s 0 nascimento e o cristalino € nutrido por difusdo. Ao
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contrario do humor aquoso, o humor vitreo ndo é constantemente reposto mantendo o

volume constante (Samuelson, 2007).

\ N

,, S \\,‘;\ N
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Figura 09. Fotografia de olho de gato com luxag&o anterior do cristalino (seta).

2.1.6 Aparelho lacrimal

Consiste em uma parte secretora, a glandulas lacrimais (glandula lacrimal orbitaria ou
principal, glandula da terceira palpebra e pequenas glandulas lacrimais acessorias), seus
ductos, o lago lacrimal e o ducto nasolacrimal. A localizacdo da glandula lacrimal orbitaria
¢é dorso-lateral ao bulbo do olho, cujo tamanho, varia entre as espécies domésticas. E
responsavel pela producdo da maior parte da lagrima e possuem alguns ductulos
excretores que se esvaziam no férnice dorsal (Dyce et al., 1997). A glandula nictitante ou
da terceira palpebra pode produzir até 50% da totalidade da lagrima, cujos ductos, se
abrem no foérnice ventral da conjuntiva (Giuliano e Moore, 2007).
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Movimentos de piscar distribuem o liquido lacrimal sobre a superficie do bulbo ocular
mantendo-a umida. Dentre as funcdes da lagrima podemos citar remog¢ao de substancias
e supre a cérnea com nutrientes. O liquido acumula-se ventralmente no angulo medial do
olho, na fossa lacrimal, ou seja, na depresséo rasa que circunda a caruncula lacrimal,
antes de ser removido por acdo capilar para o sistema de ductos, através dos pontos
lacrimais (Figura 10). As lagrimas escorrem pela face apenas quando produzido em
guantidade excessiva, ou quando a drenagem encontra-se diminuida, recebendo o nome

de lacrimejamento e epifora, respectivamente (Gum et al., 2007) (Figura 11).

Pontos lacrimais /Glandula lacrimal
i gann o

Canaliculos

Glandulas tarsais

Glandula da terceira pélpebra

Ducto nasolacrimal

Figura 10. Representacdo esquematica do aparelho lacrimal.
Fonte: Adaptado Slatter (2007, p.260)
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Figura 11. Fotografia de cdo com epifora causada pela obstru¢cdo do canal nasolacrimal do lado direito
evidenciado pela auséncia do corante de fluoresceina na narina ipsi-lateral (Teste de Jones negativo).

Os pontos lacrimais sdo aberturas mindsculas, uma na borda de cada palpebra, préximos
a caruncula. Cada ponto leva a um canaliculo curto e estreito, através do qual o liquido
segue até o ducto nasolacrimal. O inicio deste ducto é levemente dilatado, formando o
saco lacrimal, que ocupa uma fossa afunilada junto a margem éssea da Orbita. Estende-
se rostralmente, primeiro na parede da maxila, em seguida sobre uma superficie interna
onde é revestido por mucosa nasal. Em algumas espécies, 0 ducto nasolacrimal termina

na narina e, em outras, mais profundamente, na cavidade nasal (Dyce et al., 1997).

A pelicula lacrimal que banha o bulbo do olho é constituida de trés camadas. A mais
externa ou lipidica origina-se da secrecdo das glandulas tarsais que auxiliam na
distribuicdo da lagrima de maneira uniforme e retarda a dissolu¢céo da pelicula. A espessa
camada aquosa média é derivada das glandulas lacrimais que exercem a funcao de

umedecer e nutrir a cornea. A camada mucilaginosa mais interna é produzida pelas
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células calicifornes na conjuntiva mantendo a pelicula lacrimal junto a cornea. O fluxo
lacrimal sobre influéncia dos farmacos e pode ser aumentado reflexamente pelo estimulo
da conjuntiva, cornea e narina. O choro como manifestacdo emotiva restringe a espécie
humana (Davison e Kuonen, 2004).

2.1.7 Barreiras hematooculares

As barreiras hematooculares (BHO) contém juncOes endoteliais e epiteliais serradas, ou
seja, formada pela por vasos e células justapostos, que impedem o movimento moléculas
de baixa massa molecular e grande maioria das proteinas. A complexidade destas
estruturas varia em relacdo aos diferentes endotélios vasculares que permitem o livre
movimento de algumas substancias entre os compartimentos (Gum et al., 2007). Existem
duas barreiras importantes dentro do bulbo do olho, barreira hematoretiniana (BHR) e
barreira hematoaquosa (BHA); outras barreiras secundarias, como o epitélio da cornea e
endotélio de vasos sanguineos da iris exercem alguma resisténcia a entrada de
substancias incluindo moléculas de diversos farmacos (Bellhorn, 1981).

A porcdo endotelial da BHR € constituida pelo endotélio dos capilares da retina.
Apresenta juncdes serradas e sao do tipo nao fenestrado, portanto, impede a entrada e
saida de substancias. Ja a porcdo epitelial desta barreira é formada pelo EPR e €
responsavel pela separacéo do fluido da coroide e da retina (Gum et al., 2007). O ponto
mais permeavel da BHR € o DO por onde substancias da cordide passam atraveés do
nervo optico para a retina (Rodriquez-Peralta, 1975). Os coriocapilares sdo permeéveis e
permitem a passagem de moléculas de baixa massa molecular. Assim, nutrientes
presentes nos vasos da cordide prontamente atravessam o EPR onde existem
mecanismos passivos que o0 levam as camadas mais internas da retina (Gum et al.,
2007).

Dentre as fun¢des da BHR incluem regular a entrada de leucécitos, de nutrientes e outras
moléculas provenientes da circulagdo sanguinea a fim de preservar a homeostasia da

retina. Mecanismos de transferéncia através destas barreiras sdo controlados por
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processos passivos por difusdo aquosa da retina para o vitreo. Entretanto, a passagem
de oxigénio e substancias lipidicas da retina para os vasos retinianos se da por transporte
ativo (Gum et al., 2007). A ruptura da BHR pode ocorrer durante intervencgéo cirargica ou
em patoldgicas. A vasodilatacdo decorrente desta quebra permite que células
inflamatérias e sangue ganhem o espaco subretiniano provocando coriorretinite,

hemorragia e descolamento de retina (Regnier et al., 1986) (Figura 12).

Exam Date: 03/10/2010
Owner: teresa cristina
Patient: tass

Eye: Righttass

Figura 12. Fotografia da retina de cdo com erliquiose. Notar coriorretinite, hemorragia (seta) e descolamento
de retina (asterisco).

A BHA depende primariamente das juncdes serradas do epitélio ndo pigmentado do corpo
ciliar que controla o fluxo de liquidos dentro da camara anterior. Essa barreira ndo é
eficiente como EPR, pois, as proteinas ganham o humor aquoso por pinocitose através de
aberturas na Gvea anterior. Ja 0s vasos sanguineos do corpo ciliar sdo fenestrados e

exercem funcgdo similar aos coriocapilares permitindo alguma permeabilidade a proteinas
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de elevada massa molecular, portanto, grande parte dos constituintes do plasma pode

adentrar ao estroma do corpo ciliar (Gum et al., 2007).

Nenhuma barreira esta presente entre 0 humor aquoso e o vitreo, permitindo a difusédo de
solutos entre os mesmos como também entre a Uvea anterior e a esclerética (Freddo e
Sacks-Wilner, 1989). A BHA permite a passagem de algumas substancias presentes no
humor aquoso para os tecidos adjacentes como também dentro da corrente sanguinea
(Rodriquez-Peralta, 1975). Da mesma maneira, farmacos dissolvidos no humor aquoso
podem facilmente difundir pela sua superficie porosa, porém, moléculas de elevada
massa molecular ndo atravessam pelos seus vasos, porém, permeia entre as
fenestracdes dos capilares do corpo ciliar ganhando o humor aquoso (Hornof et al., 2005).
A quebra da BHA pode ser diagnosticada clinicamente como uveite anterior onde pode

existir “flare” aquoso, ou seja, aumento de celularidade do humor aquoso, miose,

presenca de hifema ou hipopio dentre outros (Ward, et al., 1992; Fulgéncio et al., 2009)
(Figura 13).

Figura 13. Fotografia de uveite anterior em céo e gato. (A) Notar presenc¢a de sangue (hifema) (asterisco)
em olho de céo tripanossomiase. (B) Notar “flare” aquoso e precipitados ceraticos (seta) em olho de gato
com leucemia felina a virus.
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2.2 Glaucoma

Glaucoma é definido como uma neuropatia optica multifatorial onde ha degeneracdo das
CG da retina e escavacgado do DO, provocando déficit visual, sendo o principal fator de
risco o aumento da PIO, que pode até estar ausente. Ainda ndo existe consenso de como
a elevada PIO provoca lesdes nas CG da retina e DO (Ofri et al., 1994; Gelatt et al.,
2003). De fato, em certas condi¢cdes, estas mesmas lesbes ocorrem com a PIO normal.
Portanto, parecem existir outros fatores que contribuem para a degeneragcdo das CG da
retina. Alteracfes independentes da PIO, tais como aminoacidos excitotoxicos, defeitos
na microcirculagdo do DO e anormalidades na matriz extracelular do mesmo, também
podem contribuir para degeneracao do nervo Optico dos animais domésticos e do homem
(Gelatt et al., 2007).

Em relagdo aos animais de companhia, o glaucoma € mais frequente em cédes que em
gatos, ndo havendo predisposicdo sexual. De modo geral, acomete de 0,5% a 1% dos
cdes, mas em algumas racas, pode chegar a 5%. Nos felinos, a maioria dos casos é
secundaria a outras doencas oculares ou enfermidades sistémicas (Gelatt et al., 2007).
No homem, o glaucoma € um problema de salude publica e uma das mais importantes
causas de cegueira (Wilson e Martone, 1996). Acomete cerca de 65 milhdes de pessoas
no mundo sendo 4 milhdes somente no Brasil constituindo a principal causa de cegueira
irreversivel. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a incidéncia de glaucoma é

estimada em 2,4 milhdes de novos casos por ano (WHO, 2012).

Uma ampla variedade de sinais é observada no paciente glaucomatoso. No inicio da
doenca, os olhos apresentam midriase discreta, congestdo dos vasos episclerais e
aumento da PIO, acompanhados por déficit visual importante e até cegueira (Figura 14).
Se nédo tratado corretamente, o glaucoma se torna subagudo ou cronico, podendo
desenvolver edema e vascularizagdo corneanas, luxagdo do cristalino, pupila fixa em
midriase, escavacdo do DO e buftalmia, dentre outros (Figura 15). Os sinais clinicos
dependem do estagio da doenca, tipo de glaucoma e da intensidade e duracdo do
aumento da PIO (Gelatt et al., 2007; Ofri e Narfstrom, 2007).
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Figura 14. Fotografia de olho de cao com glaucoma agudo. Notar midriase moderada e hiperima conjuntival.

Figura 15. Fotografia de olho de cdo com glaucoma crdnico. Notar congestdo dos vasos episclerais, edema
de cérnea e midriase.
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Tonometria, gonioscopia e oftalmoscopia sdo os trés procedimentos principais para o
diagnostico e manejo clinico dos pacientes com glaucoma. A afericdo da PIO ou
tonometria é fundamental para o correto diagndstico, cujos valores normais dos cées e
gatos €, variam entre 15 mmHg a 25 mmHg (Gelatt et al., 2007). Os seres humanos
apresentam niveis menores de PIO quando comparado aos animais de companhia,
variando entre 12 mmHg a 20 mmHg (Wilson e Martone, 1996). Uma grande combinacé&o
de terapias médicas e cirurgicas pode ser utilizada. A escolha do tratamento é complexa e

esta diretamente relacionada com os diferentes tipos de glaucoma (Gelatt et al., 2007).

2.2.1 Tratamento medicamentoso do glaucoma

A terapéutica topica para o glaucoma inclui quatro classes de farmacos:
parasimpaticomiméticos, adrenérgicos, inibidores da anidrase carbbnica (IACs) e
andlagos das prostaglandinas (Gelatt et al., 2007). Os parasimpaticomiméticos ou
mioticos incluem pilocarpina e brometo de demecario e sdo utilizados na maioria dos
glaucomas, exceto aqueles onde ha uveite anterior e luxacdo do cristalino. Reduzem a
PIO devido a constricdo pupilar facilitando a drenagem do humor aquosos através da
malha trabecular. Atualmente apresentam uso restrito devendo ser associado a outros
farmacos como beta-bloqueadores adrenérgicos e IACs (Ward et al., 2003; Gelatt et al.,
2007). Em alguns animais de companhia e pacientes, a pilocarpina causa ardor e irritacao

a instilacdo devido ao pH &cido da apresentacdo comercial (Gelatt et al., 1997).

Dentre os farmacos adrenérgicos, destacam-se 0s beta-bloqueadores como o maleato de
timolol (MT) e o betaxolol. Apesar do mecanismo de a¢cdo néo estar totalmente elucidado,
postula-se que reduzem a producdo do humor aquoso através do bloqueio dos receptores
beta localizados no corpo ciliar, portanto, diminuindo a PIO (Frishman et al., 1994). O MT
€ um dos antiglaucomatosos mais utilizados em humanos com glaucoma apesar dos
graves efeitos adversos no sistema cardiorrespiratério (Kiel e Patel, 1998). E eficiente nas
principais espécies domesticas, entretanto, ndo existe consenso sobre a sua eficacia
terapéutica em caes (Liu et al., 1980; Wilkie e Latimer, 1991; Van der Woerdt et al., 2000).

Além da reducédo da PIO ha diminuicdo do tamanho pupilar, porém este efeito € minimo
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em humanos (Wilkie e Latimer, 1991; Gelatt et al., 1995). Curiosamente, MT reduz a PIO
e o tamanho pupilar do olho contralateral, ou seja, o olho néo tratado; este efeito decorre
da absorc¢ao sistémica pela via transconjuntival e do ducto nasolacrimal (Wilkie e Latimer,
1991). Gum e colaboradores sugeriram que MT a 0,25% e 0,5% ¢€ ineficiente em Unica e
multiplas instilacbes em cdes normotensos, entretanto, reduziu a PIO em
aproximadamente 4 mmHg a 5 mmHg em olhos glaucomatosos (Gum et al., 1991a). Por
outro lado, o aumento da concentragdo do MT para 2% a 8% foi responséavel pela

diminuicdo da PIO de 8 mmHg a 14 mmHg em caes normotensos (Gelatt et al., 1995).

Dorzolamida e brinzolamida s&o os principais IACs para administracdo topica. A enzima
anidrade carbdénica € importante para a producdo do humor aquoso. Uma vez inibida, ha
reducdo na producdo do mesmo e, consequentemente, reducdo na PIO. A dorzolamida
pode provocar gosto metalico na boca dos seres humanos quando instilada nos olhos
(Kass, 1989; Maren et al., 1997). Apresenta efeito importante em pequenos animais com
destaque nos caes, porém, € pouco eficiente na espécie equina sendo recomendado
nesta ultima, como adjuvante a outros farmacos (Willis et al., 2001; Cawrse et al., 2003;
Rainbow e Dziezyc, 2003). Em relag&o a eficacia clinica, brinzolamida é bastante similar a
dorzolamida, porém € pouco eficiente na reducédo da PIO em gatos normotensos (Gray et
al., 2003; Regnier 2007).

Os analagos das PGs tornaram-se um grupo de antiglaucomatosos apés descoberto que
pequenas doses de uma determinada PG, PGF,,, poderia diminuir a PIO. A partir dai,
derivados das PGs foram aprovados para terapéutica topica de pacientes glaucomatosos
(Bito, 1984; Alm, 1998). Estes farmacos atuam aumentando a drenagem do humor
aquoso através da via ndo convencional, ou seja, via uveoescleral (Hurwitz, et al., 1991).
Além disso, na espécie canina, causam miose favorecendo também a drenagem do
humor aquoso através da malha trabecular (Gum et al., 1991b). Latanoprost, bimatoprost
e unoprostona isopropilica promovem uma reducao significativa da PIO em pacientes
normais e glaucomatosos (Gum et al., 1991b; Studer et al., 2000; Gelatt e MacKay, 2004;
Ofri et al., 2000). Efeitos adversos do uso cronico de latanoprost incluem pigmentacéo da
iris, cilios e hipertricose em humanos, outros primatas e coelhos pigmentados (Studer et
al., 2000; Gelatt et al., 2007).
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2.3 Infeccdes da superficie ocular

A superficie ocular € uma extensdo da pele possuindo propriedades imunoldgicas
semelhantes & das mucosas. Células dendriticas do tipo CD1" e macréfagos abundam no
tecido conjuntival atuando como sentinelas na protecdo aos patdégenos (Gillette et al.,
1982). Além deste, células CD4*, CD8" e linfocitos B também modulam a resposta
imunologica nas infec¢cbes da superficie do olho. Existe uma flora enddégena que
permanece em equilibrio na superficie ocular. Quando ha multiplicacdo exagerada de um
agente em questao ha quebra deste equilibrio ocorrendo entédo as infec¢des na superficie
dos olhos (Chandler e Gillette, 1983).

Agentes infecciosos causam uma grande variedade de enfermidades oculares e de seus
anexos como celulite orbitaria, blefarite, dacriocistite, conjuntivite, ceratite, uveite e
endoftalmite (Galle e Moore, 2007). Véarios patdgenos sdo isolados nas ceratites e
conjuntivites em humanos com destaque para as bactérias Gram-positivas como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus pneumoniae. Dentre
o grupo das Gram-negativas, ha maior prevaléncia de Pseudomonas aeruginosa (Bourcier
et al., 2003; Daniell et al., 2003; Hovding, 2008; Bertino, 2009). S. aureus e P. aeruginosa
estdo frequentemente envolvidas em enfermidades da cornea e da conjuntiva de caes,
gatos e cavalos, entretanto, sdo também isolados na flora normal da superficie ocular de
animais saudaveis (Moore et al., 1995; Whitley, 2000; Keller e Hendrix, 2005). Na ceratite
ulcerativa, a P. aeruginosa pode causar uma lesédo grave e profunda com potencial de

perfuracdo ocular e, consequente, perda da visao (Whitley, 2000; Keller e Hendrix, 2005).

Baseado no espectro de agéo e baixa toxicidade, as fluorquionolonas constituem primeira
escolha no tratamento das enfermidades na superficie ocular nos animais domésticos e
em seres humanos (Whitley, 2000; Daniell et al., 2003; Keller e Hendrix, 2005). Nesse
contexto, o ofloxacino é comumente utilizado no tratamento de infec¢cdes oculares
externas causadas por bactérias nos animais de companhia e humanos (Moore et al.,
1995; Keller e Hendrix, 2005; Martinez et al., 2006). E um agente bactericida e
classificado como fluoroquinolona de segunda geracédo atuando na inibicdo das enzimas

DNA-girase e topisomerase 1V, essenciais na duplicagéo, transcricéo e reparagdo do DNA
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(Hussy et al., 1986; Blondeau, 2004). Embora fluoroquinolonas de terceira e quarta
geracdo tenham sido desenvolvidas, o ofloxacino representa excelente escolha na
prevencdo e tratamento das infeccbes oculares superficiais nos animais e em seres
humanos (Whitley, 2000; Bourcier et al., 2003; Daniell et al., 2003; Keller e Hendrix, 2005;
Martinez et al., 2006).

2.4 Farmacocinética da administracao tdpica por mei o da via ocular

A maioria dos farmacos instilados na superficie ocular é rapidamente drenada. Além
disso, apresentam elevada concentracao logo apds sua administracdo que diminui abaixo
dos niveis terapéuticos apos alguns minutos. De fato, apenas uma pequena quantidade
do farmaco instilado sobre o olho é absorvida, representando, no maximo 10% de sua
concentracdo na camara anterior (Patton e Robinson, 1976; Lee e Robison, 1986). O
tempo de absorcdo do farmaco € apenas de alguns minutos, cuja biodisponibilidade, é

geralmente menor que 5% (Maurice e Mishima, 1984).

A capacidade das moléculas dos farmacos adminstrados sobre a superficie ocular em
transpor as diversas barreiras biolégicas existentes esta diretamente relacionada com a
efichcia terapéutica durante o tratamento das oftalmopatias. De modo geral, estas
moléculas podem seguir através em trés diferentes vias; drenadas através do aparelho
lacrimal, penetrar dentro do olho através da cornea ou da via conjuntivoescleral (VCE) e,
finalmente, ser absorvido até a circulagdo sistémica através da conjuntiva e nasofaringe
como explicado na figura 16 (Jarvinen, et al., 1995; Regnier, 2007).
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Figura 16. Representacdo esquematica da via de absor¢do de farmacos administrados através das vias
sistémica e tépica. A absor¢éo é indicada pelas setas finas e excrecédo pelas setas em negrito. As barreiras
oculares estdo representadas como BHR E/I (barreira hematoretiniana externa / interna) e BHA (barreira
hematoaquosa).

Fonte: Adaptado de Hornof et al. (2005, p.210)

Quando o colirio é administrado ha mistura da solugdo com o filme corneano pré-lacrimal,
cujo volume estimado, é de 7 pl a 10 pl (Shell, 1982). O volume médio de uma gota das
apresentacbes comerciais de colirios é 40 ul, com variacbes entre 25 pl a 70 pl
dependendo do formato do bico do frasco e das propriedades fisico-quimicas do
medicamento (Lederer e Harold, 1986; Van Santvliet e Ludwig, 2004). Como a fissura
palpebral apresenta a capacidade de retencdo de até 30 pl da solugcdo, o volume
excedente é rapidamente drenado pelo sistema nasolacrimal como também escorre sobre

a palpebra inferior (Mishima et al., 1966; Hegeman et al., 1984). Concomitantemente, um
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segundo mecanismo de depuracdo ocular é representado pela producdo e drenagem
intermitente da lagrima. No olho humano higido, a secrecdo e drenagem da lagrima
ocorre aproximadamente 1 pl/min, portanto, farmacos instilados por meio de colirios
permanecem na superficie ocular brevemente sendo praticamente drenados através do

aparelho lacrimal em aproximadamente 10 minutos (Davies, 2000).

Na segunda opcédo, o farmaco € absorvido através da coérnea, cuja taxa e a propor¢cao
esta diretamente relacionada com as caracteristicas estruturais das membranas
biolégicas a serem transpostas e das propriedades fisico-quimicas destes farmacos
(Doane et al.,, 1978; Lee e Robinson, 1986). A cdrnea consiste basicamente de trés
camadas; epitélio, estroma e endotélio, sendo uma camada hidrofilica (estroma) envolvido
por duas camadas lipofilicas (epitélio e endotélio) (Regnier, 2007). A camada mais
externa ou epitélio é funciona como uma barreira aos farmacos polares (Grass e
Robinson, 1988a e Grass e Robinson, 1988b). A camada intermediaria ou estroma é
constituido por 78% de &agua, portanto admiti a entrada livre de moléculas polares. O
endotélio, por¢do mais interna da cornea, € uma camada unicelular sendo sua
permeabilidade influenciada pelo tamanho das particulas e coeficiente de particdo oleo /
agua. Devido a estas caracteristicas, esta camada ndo apresenta dificuldade a
penetracdo dos farmacos (Hegeman et al., 1984; Prausnitz e Nooman, 1998). Portanto,
para absorcao eficiente através da cornea, os farmacos devem apresentar um coeficiente

de particdo 6leo / 4gua equilibrado (Grass e Robinson, 1984).

A absorcao através da VCE, ou seja, através da conjuntiva e escleroética é importante para
farmacos com caracteristicas hidrofilicas e moléculas grandes que ndo séo capazes de
transpor as barreiras corneanas (Ahmed e Patton, 1985). Uma vez que o farmaco penetra
pela conjuntiva, ha duas possibilidades para que o mesmo alcance os tecidos
intraoculares. A primeira envolve a difusdo pela esclerdtica e outras camadas oculares
chegando a camara anterior (Regnier, 2007). O acesso ao segmento posterior do olho é
também possivel através da esclerdtica para farmacos com caracteristicas hidrofilicas,
cuja passagem, é até quatro vezes mais eficientes em comparacdo com a via corneana
(Sasaki et al., 1996). A outra possibilidade ocorre quando o farmaco absorvido alcanca os
vasos esclerais, e finalmente, o corpo ciliar. Embora a propor¢cédo de farmacos que entra
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através da VCE seja desconhecida, é sabido que determinados farmacos penetram

melhor por uma ou outra via (Schoenwald et al., 1997).

Por ultimo, h& drenagem do farmaco através do sistema nasolacrimal sendo absorvido
pela vascularizacdo local (Shell, 1982; Bartlett e Cullen, 1984). Em coelhos, epitélio do
canal nasolacrimal absorve substancias lipofilicas e, portanto, moléculas lipofilicas
oriundas dos medicamentos e dos constituintes da lagrima séo provavelmente também
absorvidas pelo canal lacrimal em outras espécies (Paulsen et al., 2002). A absorcao
sistémica de farmacos através das fenestracdes dos vasos que irrigam a conjuntiva e a
esclerética também devem ser consideradas (Shell, 1982; Bartlett e Cullen, 1984,
Hegeman et al.,, 1984). Esta absorcdo conjuntival e nasal pela via nasolacrimal é
geralmente indesejavel, pois, esta fracdo que € removida pela circulacdo sistémica nao
promove efeito ocular, portanto, com potencial de efeitos adversos sistémicos. Farmacos
absorvidos pela mucosa do ducto lacrimal, consequentemente, ganham a circulagdo e
ndo sdo sofrem efeito de primeira metabolizacdo hepatica. Em relacdo a absor¢éo
sistémica, a administracdo de colirios pode ser comparada a injecdes endovenosas de
forma lenta com potencial de causar efeitos adversos (Mealey, 2000). Esta toxicidade
sistétmica é bem conhecida e foi observada em cées que utilizaram administracdes

topicas de fenilefrina, MT e corticoide (Pascoe et al., 1994; Mealey, 2000).

2.5 Quitosana

Alguns polimeros séo utilizados como biomateriais, termo que vem sendo utilizado para
descrever matrizes poliméricas usadas na terapéutica de tecidos vivos. S&do largamente
utilizados na medicina como material cirargico, proteses odontoldgicas e ortopédicas ou
mesmo como forma de veiculacdo de farmacos em sistemas de liberagdo prolongada
(Griffth, 2000; Roldo et al., 2004; Takeuchi et al., 2005).

A quitosana € um polissacarideo linear biodegradavel, hidrofilico, ndo toxico e
biocompativel, obtido a partir da desacetilagdo da quitina em meio alcalino. A quitina € um
polimero natural e abundante encontrado em exoesqueletos de crustaceos, outros
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animais marinhos, insetos e fungos composto pelas unidades monoméricas de 3-(1—4)-2-
amino-2-desoxi-D-glicose e 3-(1—4)-acetamida-2-desoxi-D-glicose (Alpar e Groves, 2006;

Laranjeira e Favere, 2009) (Figura 17).
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Figura 17. Estrutura quimica da quitosana.

A descoberta da quitosana remota ao século XIX, quando em 1859, foi isolada apds o
aquecimento da quitina em solugédo concentrada de hidréxido de potassio, resultando na
sua desacetilacdo (Freepons, 1986). Entretanto, somente nas duas Ultimas décadas sua
importancia tem aumentado significativamente por se tratar de uma fonte renovavel,
biodegradavel e de baixo custo, uma vez que é obtida como material rejeitado pela
inddstria pesqueira, como também, pelo recente aumento no conhecimento a cerca de
sua funcionalidade nas aplica¢gdes tecnoldgicas e biomédicas (Li et al., 1992; Laranjeira e
Favere, 2009).

Dentre as varias caracteristicas biofarmacéuticas da quitosana, destaca-se a baixa
toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade. Devido a estas propriedades
favoraveis, o interesse da quitosana e seus derivados em sistemas de liberacdo de
farmacos tém aumentado consideravelmente nos ultimos anos. Para tal € importante que

a quitosana seja hidrossoluvel e carregada positivamente para que esse biopolimero
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interaja com polimeros carregados negativamente, macromoléculas e polidanions em meio
aquoso, favorecendo a difusdo dos farmacos (Alpar e Groves, 2006; Laranjeira e Favere,
20009).

2.5.1 Utilizacdo da quitosana em oftalmologia

Véarios biomateriais sdo utilizados em sistemas de liberacdo de farmacos de uso
oftalmoldgico destacando os derivados da celulose, o poliacrilato, o polioxietileno e a
quitosana (Fialho et al., 2003; Grabovac et al., 2005; Ludwig, 2005; Ali e Lehmussaari,
2006; Bourges et al., 2006; Sandri et al., 2006; Cao et al., 2007; Mansour et al., 2010).
Dentre esses, a quitosana tem se destacado com futuro promissor como matriz polimérica
baseado nas caracteristicas supracitadas como também nas propriedades
antiangiogénica, antimicrobiana e, principalmente, na capacidade de mucoadesdo e
excelente tolerancia ocular (Greaves e Wilson, 1993; Sintzel et al., 1996; Zheng e Zhu,
2003; Roldo et al., 2004; Kean e Thanou, 2010).

Formulacbes contendo quitosana apresentam a capacidade de permanecer por tempo
prolongado na superficie ocular devido suas caracteristicas hidrofilicas como também as
propriedades mucoadesivas. De fato, o grande numero de grupos hidroxila e amino
presentes na cadeia polimérica resultam na elevada hidroficidade da quitosana (Grabovac
et al.,, 2005; Laranjeira e Favere, 2009) Em relacdo a propriedade de mucoadesao
decorrem da formacdo de ligacbes quimicas como pontes de hidrogénio e interacbes
eletrostaticas entre a carga positiva de grupos amino presentes na quitosana e a carga
negativa da mucina (Lehr et al., 1992; Ludwig, 2005; Smart et al., 2005).

Uma ampla variedade de farmacos pode ser incorporada a matriz polimérica de quitosana
e utilizada como sistemas de liberacdo de farmacos em oftalmologia. Antimicrobianos
como ofloxacino (Di Colo et al., 2001a; Di Colo et al.,, 2002) e tobramicina (Felt et al.,
2001); imunomoduladores com destaque para a ciclosporina (Malaekeh-Nikouei et al.,
2008), antiinflamatorios esteroidais incluindo a dexametasona (Rodrigues et al., 2009),

antiglaucomatosos como o MT (Agnihotri e Aminabhavi, 2007) e cloridato de dorzolamida
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(Papadimitrious et al., 2008) dentre outros. Além disso, a quitosana pode ser modificada
em sistemas constituidos de diferentes formas tais como membranas, géis, esponjas,
microesferas e nanoparticulas (Li et al., 1992). Estas alternativas possibilitam
desenvolvimento farmacotécnico amplo e diversificado da quitosana em sistemas de

liberacdo de farmaco de uso oftalmico.

2.6 Implantes mucoconjuntivais

2.6.1 Implantes de MT e outros antiglaucomatosos

Os pacientes portadores de glaucoma sao na maioria geriatricos, portanto, muitas vezes,
nao seguem as orientacbes médicas ou dependem de parentes e ou enfermeiros para as
instilacbes de colirios (Macmahon et al.,, 1979). A posologia é de duas a seis
administracdes ao dia, durante meses, em um tratamento, namaioria das vezes vitalicio. A
absorcéo sistémica do MT deve ser considerada, pois, provocar efeitos respiratérios e
cardiovasculares graves (Figura 18). Estes efeitos adversos tém sido descritos como
bradicardia, hipotensdo e até a morte (Macmahon et al., 1979; Nelson et al., 1986;
Wolfhagen et al., 1998). A reducdo da quantidade do farmaco administrado tém sido
responsavel pela diminuicdo dos efeitos adversos (Aggarwal e Kaur, 2005; Agnihotri e
Aminabhavi, 2007). A diminuicdo destes efeitos € possivel com sistemas de liberacéo
prolongada de farmacos, pois, permitem a liberagdo de farmacos de forma mais
homogéneas que as apresentacdes comerciais convencionais (Agnihotri e Aminabhavi,
2007).

Alguns estudos relatam a utilizagdo com sucesso do MT em implantes mucoconjuntivais
como sistemas de liberacdo prolongada (El-Kamel, 2002; Rouland et al., 2002; Cao et al.,
2007). Outros antiglaucomatosos tém sido utilizados associados a quitosana como a
dorzolamida (Papadimitriou et al., 2008) e pilocarpina (Li e Xu, 2002). O desenvolvimento
de implantes para tratamento de doengas cronicas e degenerativas como o glaucoma tem

crescido consideravelmente nos ultimos anos (Aggarwal e Kaur, 2005).

53



Revisdo de literatura

(\

N
CH;
!
N/ O/\/\N)VCHs
CHs

OH

Figura 18. Estrutura quimica do MT (Farm. Bras. IV ed.).

2.6.2 Implantes de ofloxacino e outros antimicrobianos

Infeccbes na superficie ocular sdo muito comuns predominando as ceratites e
conjuntivites. O tratamento recomendado destas oftalmopatias € topico, cujas
administracdes, devem ser véarias vezes ao dia, para promover cura clinica (Bourcier et
al., 2003; Daniell et al., 2003). Na medicina veterinaria, o tratamento das enfermidades
oculares depende da colaboracdo dos pacientes e disponibilidade de tempo dos
proprietarios que podem comprometer a terapéutica devida administracdes freqientes. O
desenvolvimento de sistema de liberacéo prolongada de farmaco seguro e eficiente pode
solucionar estes entraves proporcionando seguranca e comodidade para os animais e

seus proprietarios (Saettone e Salminen, 1995; Baeyens et al., 1997).

Implantes contendo antibidticos representam uma area de estudo emergente constituindo
uma alternativa para o tratamento convencional, disponibilizando o farmaco no sitio da
infeccao (Di Colo et al., 2002; Noel et al., 2008). Uma ampla variedade de farmacos pode
ser incorporada a matriz polimérica de quitosana e utilizada como sistemas de liberacéo
de farmacos em oftalmologia. Antimicrobianos como amicacina e daptomicina (Noel et al.,
2008), vancomicina (Bigucci et al., 2008), ofloxacino (Di Colo et al.,, 2001a; Di Colo
2001b; Felt et al., 2001; Di Colo et al., 2002) foram reportados na matriz polimérica de

54



Revisdo de literatura

guitosana. Nesse grupo, ofloxacino merece destaque, pois, constitui a primeira escolha no

tratamento de ceratites e conjuntivites nos animais e em seres humanos (Figura 19).
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Figura 19. Estrutura quimica do ofloxacino (Farm. Bras. 1V ed.).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho €& minimizar os efeitos relacionados com a baixa
biodisponibilidade dos farmacos na superficie ocular, pequena disponibilidade de tempo
dos proprietarios e complacéncia dos pacientes para freqlientes administracées que
ocasionalmente logram insucessos na terapéutica oftalmoldgica veterinaria. Além disso,
facilitar o tratamento oftalmico de pacientes humanos que dependem de ajuda como

criangas, idosos e portadores de deficiéncias.

Desenvolver e avaliar in vivo sistemas de liberacdo prolongada de farmacos seguros e
eficientes constituidos de quitosana com MT e quitosana com ofloxacino para tratamento
e prevencdo do glaucoma e infec¢cdes oculares externas em animais de companhia,

animais selvagens e em seres humanos.

3.2 Objetivos especificos

Parte 1

- Desenvolver um sistema de liberacdo de farmacos constituido de quitosana e MT de
baixo custo, biodegradavel e com minima irritabilidade tecidual,

- Caracterizar o sistema desenvolvido por meio de teste de hidratagcédo, espectroscopia na
regido do infravermelho e calorimetria exploratéria diferencial;

- Avaliar o perfil de liberagéo in vitro do sistema desenvolvido;

- Avaliar o perfil farmacodinamico do sistema desenvolvido a partir da afericdo da PIO
apos a administracdo nos olhos de coelhos;

- Comparar a efetividade do sistema de liberacdo de farmaco desenvolvido com a
apresentacdo comercial de referéncia (Timoptol®, Merck Sharp & Dohme, Farmaceutica
Ltda, Sao Paulo, Brasil);

- Determinar o tempo médio méaximo de liberagc&o do farmaco in vivo;
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- Avaliacdo da aceitabilidade dos sistemas desenvolvidos por meio de exame clinico e
oftalmologico;
- Avaliacdo da toxicidade celular através da presenca de lesdes microscopicas por meio

da histopatologia ocular;

Parte 2

- Desenvolver um sistema de liberacao de farmacos constituido de quitosana e ofloxacino,
de baixo custo, biodegradavel e com minima irritabilidade tecidual;

- Caracterizar o sistema desenvolvido por meio do teste de hidratagéo, espectroscopia na
regido do infravermelho e calorimetria exploratéria diferencial,

- Avaliar o perfil de liberacéo in vitro do sistema desenvolvido;

- Avaliar a efetividade do ofloxacino em meio de cultura infectado com Staphyloccocus
aureus e Pseudomonas aeruginosa por meio do halo de inibicdo bacteriano;

- Comparar a efetividade do implante desenvolvido com disco controle de antibidtico, filme
de quitosana sem farmaco e disco estéril embebido em ofloxacino 0,3% (Oflox®, Allergan,
Sao Paulo, Brasil) pela analise do halo de inibicdo bacteriano no meio de cultura infectado
com Staphyloccocus aureus e Pseudomonas aeruginosa,

- Determinar a concentracao do ofloxacino na lagrima em varios momentos durante sete
dias apods a sua administracéo nos olhos de coelhos;

- Comparar a efetividade do sistema de liberacdo de farmaco desenvolvido com a
apresentacéo comercial de referéncia (Oflox®, Allergan, Sdo Paulo, Brasil);

- Determinar o tempo médio maximo de liberagcdo do farmaco in vivo;

- Avaliacéo da aceitabilidade dos sistemas desenvolvidos por meio de avaliacao clinica;

- Avaliacdo da toxicidade celular por meio da presenca de lesbes microscopicas através

da histopatologia ocular.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Os materiais utilizados foram:

- Quitosana de média massa molecular com grau de desacetilacdo de 85 % da marca
Sigma Aldrich;

- O MT e ofloxacino foram adquiridos da Henrifarma e Sigma Aldrich, Brasil,
respectivamente;

- Disco controle comercial de enrofloxacino e ciprofloxacino, Becton, Dickinson and
Company, New Jersey, USA;

- Estirpes de Staphyloccocus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
25857), Difco Laboratories, New Jersey, USA;

- Meio de cultura agar Muller-Hinton, Difco Laboratories, New Jersey, USA;

- Compasso manual, Becton, Dickinson and Company, New Jersey, USA,

- Colirio a base de MT a 0,5%, Timoptol®, Merck Sharp & Dohme Farmaceutica Ltda, S&0
Paulo, Brasil;

- Colirio a base de ofloxacino a 0,3%, Oflox®, Allergan, S&o Paulo, Brasil;

- Colirio a base de tropicamida, Midriacyl®, Alcon, Sdo Paulo, Brasil;

- Colirio a base de cloridrato de proximetacaina, Anestalcon®, Alcon, S&o Paulo, Brasil;

- Colirio a base de fluoresceina sédica, Fluoresceina®, Allergan, Sao Paulo, Brasil;

- Pipeta HT Labmate®, Warsaw, Poldnia;

- Lanterna multifocal Maglite®, Mag Instruments, California, EUA;

- Fitas para mensuracdo da producao de lagrimas, Schirmer Tear Test (STT) Schering-
Plough Animal Health, New Jersey, USA,

- Oftalmoscaopio direto, Heine K180 Optotecnik, Herrsching, Alemanha;

- Oftalmoscopio indireto binocular, Opto Eletrénica Ltda, Sdo Paulo, Brasil;

- Lentes de 20 e 40 dioptrias para fundoscopia, Volk, Cleveland, USA;

- Biomicoscépio com luz de fenda, Kowa® SL-15, Téquio, Japao;

- ClearView™, Optibrand, Fort Collins, EUA;

- Tonometria de aplanacdo TonoPen® XL, Reichert Technologies, Buffalo, EUA;

- Mavica® CD 500, Sony Company, Téquio, Japao;
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- Xilazina (Calmium®) da Agener Unido Saude Animal, Fotaleza, Brasil;

- Cetamina (Ketamina®) da Agener Unido Saude Animal, Pouso Alegre, Brasil;

- Tiopental (Thionembuthal®) Cristalia Laboratério, S&o Paulo, Brasil;

- Microscopio optico de luz, Carl Zeiss, Herrsching, Alemanha;

- Agitador magnético IKA Color Squid;

- Aparelho de ultra-som Ultra Cleaner 1400A UNIQUE;

- Balancga analitica da marca Sartorius, Modelo BP221S;

- Espectrometro FT-IR Spectrometer One da Perkin Elmer;

- Espectrofotometro Hewllet Packard - HP8453 UV-Vis;

- Aparelho de anélise térmica modelo DSC50 da marca Shimadzu;

- Incubador de bancada com agitacao circular, marca TECNAL e modelo TE-424.
- Sistema cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia WATERS

- Coelhos da raca New Zealand White e linhagem Albino, machos, idade aproximada de 3
meses e pesando entre 2,0 kg e 2,5 kg;

4.2 Métodos

4.2.1 Desenvolvimento dos implantes mucoconjuntivai s constituidos de quitosana

com maleato de timolol e ofloxacino

Para a producéo dos sistemas de liberacdo prolongada de farmacos na forma de filmes
de quitosana, foi proposto desenvolver implantes com uma Unica camada com e sem
farmaco. Desta forma, 100 mL de uma solug&o de acido acético em agua destilada (1,5 %
v/v) foi preparada e reservada. A seguir, 2,5 g de quitosana e o farmaco (12,5 mg de MT
ou 7,5 mg de ofloxacino) foram pesados e adicionados a um béquer. A solucéo acida foi
adicionada gradualmente sobre a quitosana e o farmaco e o sistema foi mantido sob
agitacdo magnética por aproximadamente 24 h, a temperatura ambiente, até completa
dispersdo do polimero. Em seguida, 10 mL da disperséo foram vertidos em uma placa de
petri (60 mm de diametro x 16 mm espessura). O solvente foi evaporado a temperatura
ambiente até a producéo de uma fina pelicula de filme (Figura 20 ). O mesmo foi feito para

o restante da solucéo, a fim de obter 10 placas com filme de quitosana monocamada.
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Figura 20. Fotografia de fina pelicula da quitosana sem o farmaco.

4.2.2 Caracterizagdo dos implantes mucoconjuntivais

Os filmes de quitosana com MT e ofloxacino produzidos foram caracterizados em relacao
as suas propriedades fisicas e quimicas e também com relacdo a sua capacidade de
liberacao do farmaco em teste in vitro. Assim, foram realizados ensaios de caracterizacdo
de capacidade de hidratagdo dos filmes, registrados espectros na regido do infravermelho

e termogramas por intermédio de testes de calorimetria exploratéria diferencial.

4.2.2.1. Teste de hidratacdo dos filmes de quitosan a

A capacidade de hidratacdo dos filmes de quitosana com MT e ofloxacino foi avaliada por
meio da determinacdo da porcentagem de hidratacao dos dispositivos e determinada pela

diferenca de peso antes e depois de serem imersos em uma solugdo tampéo pH 7,4,

preparado a partir utilizacéo de fosfato de s6dio monobasico e dibasico (PBS pH 7,4).
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Os filmes foram cortados em circunferéncias de aproximadamente 5 mm de diametro e
pesados utilizando uma balanca analitica. Posteriormente, cada amostra foi alojada em
um frasco de penicilina contendo 2 mL de PBS pH 7,4, sendo mantidas em contato com a
solucdo durante intervalos de tempo de 5, 10, 20, 40, 60, 90 minutos, como descrito por
Oner e colaboradores (2007). Apés a imersdo, as amostras foram removidas do meio e o
excesso de solucao foi retirado da superficie das amostras deixando-as em contato com
papel de filtro por aproximadamente trés minutos. Apds esse periodo foram pesadas e a

porcentagem de hidratacéo calculada de acordo com a equacao abaixo:

% hidratacdo = [ (X; — Xo) / Xo] x 100

Onde X; € o peso do filme intumescido apos o tempo t e Xo € 0 peso original do filme no
tempo zero. Todo este experimento foi realizado em triplicata.

4.2.2.2. Espectroscopia na regido do infravermelho

A espectroscopia no infravermelho possibilita a identificacdo de grupos funcionais de
moléculas que sédo expostos a uma radiagdo no infravermelho, na faixa de 10.000 a 100
cm™. A radiacdo infravermelha, quando absorvida por uma molécula organica, promove a
rotacdo e vibragcdes moleculares, produzindo um espectro de onda com as posi¢cdes

especificas de cada banda.

A espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi
realizada em um 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™. Os filmes de quitosana com e sem farmaco foram analisados por
espectroscopia na regido do infravermelho objetivando confirmar a estabilidade quimica

do MT e ofloxacino apG@s preparacédo dos filmes.
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4.2.2.3. Calorimetria exploratoria diferencial

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) € amplamente utilizada no setor farmacéutico
para caracterizacdo de materiais como para controle de qualidade de produtos. Nessa
técnica, um material de referéncia e uma amostra a ser investigada sédo colocados em
dois cadinhos dispostos sobre uma base de metal potencialmente condutor e aquecidos
sob temperatura controlada. Por meio da troca de calor entre a amostra e a referéncia, a
curva de DSC expressa picos referentes a eventos fisico-quimicos do material, tais como

a fusdo, a cristalizacdo e a transic¢ao vitrea.

Nitrogénio a taxa de 20 mL/min foi utilizado como gas de purga. A amostra foi
acondicionada em um cadinho de aluminio hermeticamente fechado, aquecida de -50 a
200°C, em uma taxa de aquecimento de 10°C por minuto sob atmosfera de nitrogénio, e
reaquecida a 350°C, a uma taxa de aquecimento de 10°C por minuto. Essa técnica foi util
para caracterizar as propriedades térmicas dos filmes de quitosana com e sem o0s

farmacos por meio de um aparelho de analise térmica.

4.2.2.4. Teste de liberacdo do farmaco in vitro

Para a realizacdo do teste de liberacdo in vitro, os filmes foram cortados em
circunferéncias de aproximadamente 5 mm de didmetro e adicionados, individualmente,
em um frasco de vidro contendo 3,0 mL de solugdo tampéo pH 7,4 (tamp&o fosfato)
(Figura 21). As amostras foram incubadas sob agitacdo mecéanica circular a 37°C e 30

rpm.
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Figura 21. Fotografia de filme de quitosana com MT cortados em circunferéncia preparados para a

administragao in vivo.

Em intervalos de tempo pré-determinados, toda a solucdo era retirada dos frascos vidros
de vidro constituindo assim uma amostra. Esta era reservada e, em seguida, outros 3,0
mL de solucdo tampdo pH 7,4 (tampdo fosfato) eram adicionados a cada frasco,
mantendo assim condicdo “sink” durante o experimento. Apos este procedimento 0s

frascos foram recolocados na incubadora.

As solucdes retiradas dos frascos de vidro contendo os filmes de quitosana sem farmaco
foram utilizadas como branco. A partir da curva analitica do MT e ofloxacino em tampéo
fosfato pH 7,4, a concentracao dos farmacos que foi liberada péde ser determinada. O
método empregado para a quantificacdo do farmaco foi espectrofotometria na regiao do
UV (A = 294nm) para o MT e (A = 285nm) para o ofloxacino, conforme estabelece a
Farmacopéia Brasileira IV Ed (Farmacopéria, 2005). Para tal, solu¢cdes do farmaco em
tampéo fosfato pH 7,4 com concentracdo variando entre 100 pg/ml a 1000 p/ml foram

utilizadas para a construgéo da curva de padronizacao.

63



Material e métodos

4.2.3 Teste de eficacia in vitro

A avaliacao de eficacia in vitro dos filmes de quitosana e ofloxacino foi realizada por meio
da inibicdo da atividade de estirpes de referéncia de Staphyloccocus aureus (ATCC
25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25857). Apds crescimento por 24 h em caldo
Muller-Hinton (Difco Laboratories, USA), foi realizada diluicho das estirpes para a
equivaléncia 0.5 da escala McFarland, que corresponde a uma densidade celular
aproximada de 1,5 x 10° por mL. Para a avaliacdo, a solucdo diluida de cada uma das
estirpes foi inoculada em seis placas de agar Muller-Hinton (Difco Laboratories, USA)
como recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011) para

ensaios de antibiograma com aerobios.

Seis meios de cultura com S.aureus e P.aeruginosa receberam filme de quitosana sem
farmaco, disco controle comercial com ciprofloxacino ou enrofloxacino, disco estéril
embebido com ofloxacino 0,3% (Oflox®) e filme de quitosana com ofloxacino. Apds
periodo de incubacdo de 24 h a 37°C, o halo de inibicdo bacteriana foi mensurado e

registrado individualmente utilizando compasso.

4.2.4 Teste de liberacdo do farmaco in vivo

Coelhos da espécie Oryctolagus cuniculus, raca New Zealand White e linhagem Albino,
machos, idade aproximada de 3 meses e pesando entre 2,0 kg e 2,5 kg oriundos da
Fazenda Experimental de Igarapé (UFMG) foram utilizados. Os animais permaneceram
em gaiolas individuais no biotério da Escola de Veterinaria (UFMG), durante o periodo de
adaptacdo e experimentacdo. Foram alocados em gaiolas individuais, em ambiente com
temperatura média de 25°C, ventilagdo constante e luminosidade variando de acordo com
a luz solar. Nao houve restricdo de agua e alimento durante o experimento, cuja racao

utilizada, foi apropriada para espécie em questao.
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Apés o exame clinico geral com avaliagdo dos principais parametros vitais, realizou
semiotécnica oftalmoldgica, incluindo inspecédo das palpebras, sistema lacrimal e bulbo
ocular. Esta avaliacdo ocorreu com o auxilio de fonte de luz apropriada (Lanterna
Maglite®, Mag Instruments, California, EUA), tiras para teste lacrimal de Schirmer
(Schirmer Tear Test®, Schering-Plough Animal Health, New Jersey, EUA), tonometria de
aplanacdo (TonoPen® XL, Reichert Technologies, Buffalo, EUA), oftalmoscopia direta
(Oftalmoscope Heine® K180, Heine Optotecnik, Herrsching, Alemanha), biomicoscépio
com luz de fenda (Kowa® SL-15 Slit-lamp Biomicroscope, Téquio, Jap&o) e oftalmoscopia
indireta (Oftalmoscoépio indireto binocular, Opto Eletrénica Ltda, Sdo Paulo, Brasil). A
retina foi digitalizada com utilizacdo de equipamento apropriado (ClearView™, Optibrand,
Fort Collins, EUA). O acompanhamento por documentacao fotografica foi realiza em todos
os bulbos oculares e anexos examinados, com auxilio de cAmera digital (Mavica® CD 500,
Sony Company, Téquio, Japao). Dois coelhos foram descartados do experimento durante
a quarentena apoés a avaliacdo oftalmologica; o primeiro devido a presenca de conjuntivite

bilateral e o segundo devido a blefarite no OE.

Em relagdo ao primeiro experimento envolvendo o implante de quitosana e MT, o0s
animais foram divididos em trés grupos com cinco coelhos em cada um apoés 15 dias de
adaptacdo. No primeiro grupo foi instilado o volume de 50 ul de solucéo salina no olho
direito (OD) com auxilio de micropipeta (Pipeta HT Labmate®, Warsaw, Pol6nia). J& no
segundo grupo foi administrado 50 pl de MT (Timoptol®, Merck Sharp & Dohme,
Farmacéutica Ltda, Sdo Paulo, Brasil) no OD e no terceiro grupo foi administrado o filme
de quitosana com o MT no saco conjuntival do OD ap0s anestesia topica a base de colirio

de cloridrato de proximetacaina 0,5% (Anestalcon®, Allergan, S&o Paulo, Brasil).

A PIO de ambos os olhos foi mensurada com auxilio de um tonémetro de aplanacéao
(TonoPen® XL, Reichert Technologies, Buffalo, EUA) as 13 h de dois em dois dias ap6s a
instilacdo de anestésico tépico (Anestalcon®, Allergan, Sdo Paulo, Brasil). Foram
realizadas trés mensuracbes da PIO em cada momento e a média registrada por
profissional com experiéncia em tonometria. A instilagdo de MT ocorreu as 7 h e 19 h do

dia durante 15 dias. O olho esquerdo (OE) ndo recebeu nenhum tratamento e foi utilizado
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como controle. Posteriormente, comparar a eficacia da terapéutica convencional a base

de colirio com o filme de quitosana e MT desenvolvidos.

No segundo experimento foram avaliados os implantes de quitosana e ofloxacino. Para tal
utilizaram-se 18 coelhos alocados em dois grupos apos periodo de 15 dias de adaptacao.
No primeiro grupo (n=6) foi instilado 50 pl de ofloxacino 0,3% (Oflox®, Allergan, S&o
Paulo, Brasil), a cada 8 h (6 h, 14 h e 22 h), durante 7 dias, com auxilio de Micropipeta
(Pipeta HT Labmate®, Warsaw, Polénia) no OD. O segundo grupo (n=12) recebeu o filme
de quitosana e ofloxacino no saco conjuntival do OD ap0s anestesia tépica a base de
colirio de cloridrato de proximetacaina 0,5% (Anestalcon®, Allergan, S&o Paulo, Brasil). O
OE ndéo recebeu nenhum tratamento e foi utilizado como controle. Além disso, comparar
os resultados obtidos entre o tratamento convencional com colirio e os filmes de

quitosana e ofloxacino desenvolvidos.

Amostras de lagrimas foram coletadas no saco lacrimal iniciando as 0,5 h, 2 h,4he 7 h
com auxilio de fragbes equivalentes de tiras para teste da producdo lacrimal (STT,
Schering-Plough Animal Health, New Jersey, USA) apo0s administracdo de 50 pl de
ofloxacino 0,3% as 6 h da manhd. No segundo grupo amostras de lagrimas foram
coletadas as 0.5h,2h,5h,10h, 16 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h e 168 h. Todas
as amostras foram diluidas em 20 ul de acetonitrila e armazenadas -20°C até futura

andlise.
4.2.5 Determinacao do ofloxacino na lagrima

Um meétodo sensivel e reprodutivo foi desenvolvido e validado para analisar o ofloxacino
nas lagrimas de coelhos com auxilio das fitas para o STT. O método consistiu em uma
etapa de extracdo do antimicrobiano das fitas por um solvente de extracdo e posterior
analise em cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a um detector de

massas (DE).

Conhecendo a concentracdo do ofloxacino na lagrima nos tempos estabelecidos, é

possivel determinar a concentracdo minima (Cnin), concentracdo maxima (Cnax) € area
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abaixo da curva (AUC) no tratamento com ofloxacino 0,3% e com filme de quitosana e
mesmo farmaco.

4.2.6 Avaliacdo da toxicidade por meio da histologi  a ocular

Apés o periodo de experimentacdo, os animais foram eutanasiados com a finalidade de
investigar possiveis lesdes microscopicas no local de administracdo do filme de
quitosana, ou seja, ha mucosa palpebral inferior e mucosa bulbar do saco conjuntival. A
eutanasia ocorreu de acordo com a resolucdo n°® 714 de 20 de junho de 2002 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), que dispde sobre os procedimentos e
métodos de eutanasia (BRASIL, 2002). O protocolo anestésico incluiu administracao
intramuscular de cloridrato de cetamina (30 mg/Kg) (Calmium®, Agener Unido, Sdo Paulo,
Brasil) e cloridrato de xilazina (4 mg/Kg) (Ketamina® Agener Unido, S&o Paulo, Brasil)
para a anestesia geral dos coelhos. Posteriormente utilizou pentobarbital (100 mg/Kg)
(Thionembuthal®, Crisalia Laboratério, S&o Paulo, Brasil) para inducéo da depresséo do

sistema nervoso central e morte.

Os bulbos oculares foram removidos apos cantotomia lateral e dissecados por incisdo no
férnice conjuntival, permanecendo a conjuntiva parcialmente aderida. Os musculos extra-
oculares e a periérbita foram dissecados em direcdo ao nervo Optico permitindo a
remocgado do mesmo. A seccdo do bulbo foi realizada no sentido do plano anteroposterior,
formando um meridiano do nervo Optico até a cérnea. Em seguida, fatias do bulbo ocular
foram fixadas em solugdo de formol tamponado (pH 7,2) a 10%, desidratadas,
diafanizadas, embebidas e incluidas em parafina e, finalmente, cortadas com espessura
de 4-5 ym em micrétomo, com posterior montagem em laminas histologicas. As laminas
foram coradas pela coloracdo hematoxilina e eosina e, posteriormente, analisadas ao
microscopio optico de luz (Carl Zeiss, Herrsching, Alemanha), de acordo com as
recomendacdes de Luna (1968).

Esta avaliagdo permitiu determinar as alteragcdes ou sinais de toxicidade microscopica,
muitas vezes, ndo observada na avaliagdo macroscopica. Nesse contexto, incluem-se

anormalidades celulares como acantose, hiperceratose, presenca de infiltrado
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inflamatério, lesdes ulcerativas e necrose; e vasculares, tais como, congestdo e

hemorragia.

O experimento utilizando o polimero de quitosana e MT foi aprovado no Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA / UFMG) —
protocolo N° 156/08. No segundo experimento utilizando a quitosana e ofloxacino foi
aprovado pelo CETEA / UFMG - protocolo N° 130/08. Ambos também estdo em
conformidade com Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) que

regulamenta e normatiza uso de animais em oftalmologia.

4.2.7 Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados relativos aos valores médios da PIO correspondente para
os tratamentos com colirio de MT e filme de quitosana e MT entre a quinta e 122 semana
foram comparados. Para tal, foi realizado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney e
Friedman com P<0,05 com nivel minimo de significancia. As variaveis foram consideradas
estatisticamente 8diferentes quando P<0,05. Os calculos foram realizados utilizando os
programas de Sistema de Analise Grafica (SAEG) versdo 9.1 (Brasil, 2007) e Instat
versdo Graphpad 3 (Estados Unidos, 2003).

No segundo experimento, a analise dos dados foi realizada com o auxilio de teste nédo
paramétrico Mann-Whitney e teste de comparagdes multiplas Tukey-Kramer com P<0,05
como nivel minimo de significancia. As variaveis foram consideradas diferentes quando
P<0,05. Foram utilizadas na comparacdo entre a efetividade do disco embebido com
ofloxacino 0,3% e filme de quitosana com olfoxacino no meio de cultura com
Staphyloccocus aureus e Pseudomonas aeruginosa in vitro. Além disso, a concentracao
do ofloxacino na lagrima oriundo da instilacdo do ofloxacino 0,3% e liberado a partir do
implante de quitosana e ofloxacino in vivo foi comparada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Teste de hidratacéo dos filmes
Investigando a hidratacédo dos implantes de quitosana com MT e ofloxacino, registrou-se a
diferenca de peso entre a matriz seca e a matriz hidratada apds a determinacdo do
periodo de tempo. O perfil total de absorcdo de dgua é demonstrado com detalhes na

grafico a seguir para quitosana e MT (Figura 22) seguido dos implantes de quitosana e

olfoxacino (Figura 23).

Grafico de hidratacdo dos implantes de quitosana e MT
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Figura 22. Gréfico de hidratagdo do filme de quitosana branco (BCF) e do filme de quitosana com o MT
(MTF).
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Grafico de hidratacdo dos implantes de quitosana e ofloxacino
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Figura 23. Grafico de hidratacdo do filme de quitosana branco (BCF) e do filme de quitosana com o
ofloxacino (OfF).

As andlises dos graficos permitem sugerir que a hidratacdo dos filmes com MT e
ofloxacino séo inferiores as dos filmes de quitosana branco, ou seja, sem farmaco. Esse é
um indicativo de que o polimero com farmaco ndo absorve agua da mesma maneira que o
mesmo sem farmaco. E possivel inferir, portanto, que a presenca dos farmacos reduz a

propriedade de hidratacdo dos polimeros.

5.2 Espectroscopia na regidao do infravermelho
A espectroscopia na regidao do infravermelho € uma das técnicas mais utilizadas na

identificacdo de fungdes quimicas, sendo Util na caracterizacdo de substancias quimicas e

farmacos (Silverstein et al., 1994). Ela permite a avaliacdo de possiveis interacdes entre o
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polimero e o farmaco uma vez que cada material possui grupos quimicos distintos que

apresentam bandas especificas nos espectros do infravermelho.
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Figura 24. Espectroscopia infravermelho na regido de 4000 cm™ a 650 cm™ do filme de quitosana branco
(a), MT (b) e filme de quitosana com MT (c).

A Figura 24 revela os espectros do infravermelho do filme de quitosana branco, TM e
filme de quitosana e MT. O filme sem o fArmaco apresenta uma banda em 3359 cm™ e
2872 cm™ atribuido a freqiiéncia de estiramento do grupo hidroxila (O-H) e metila (C-H),
respectivamente. A banda caracteristica em 1651 cm™ esta associada ao estiramento
vibracional de grupos amida e amina presentes no polimero. Em relacdo ao MT, identifica-
se uma banda em 3351 cm™ devido ao estiramento vibracional de grupos O-H/N-H,
enquanto as bandas em 2945 cm™ estdo associadas ao alargamento dos grupos metila
presentes no farmaco. Os espectros dos filmes de quitosana e MT preservam picos
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similares do filme sem o farmaco (3356 cm™ e 2876 cm™) confirmando que ambos n&o
sdo caracteristicamente diferentes. Bandas tipicas do MT como 2945 cm™ and 1603 cm™
podem ser identificadas no filme de quitosana com MT indicando estabilidade quimica do
MT no filme de quitosana.
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Figura 25. Espectroscopia infravermelho na regido de 4000 cm™ a 650 cm™ do ofloxacino (a), filme de
quitosana branco (b) e filme de quitosana com ofloxacino (c).

Na figura acima (Figura 25) se observa os espectros na regido do infravermelho do
ofloxacino, filme de quitosana branco e filme de quitosana com ofloxacino. O filme branco,
ou seja, sem o farmaco, apresenta uma banda em 3274 cm™ atribuido ao estiramento
vibracional dos grupos hidroxila e outra em 2880 cm™ referente ao grupo metila. Bandas
caracteristicas em 1643 cm™ e 1557 cm’ estdo diretamente relacionados com
estiramento vibracional de grupos amida e amina respectivamente. No espectro do
ofloxacino, a banda 1712 cm™ ocorre devido ao estiramento de ligacdes de grupos amida

e 0s picos na regido de 1621 cm™, 1548 cm™, 1521 cm™ e 1457 cm™ é devido estiramento
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vibracional de grupos arométicos (C=C). O espectro do filme de quitosana com ofloxacino
preserva picos caracteristicos do filme sem o farmaco e do ofloxacino. Portanto, bandas
caracteristicas em 1712 cm™, 1621 cm™ e 1521 cm™ s&o identificadas no filme com o
farmaco sugerindo a inexisténcia de reacbes quimicas entre a matriz polimérica e o

ofloxacino.

A andlise da espectroscopia na regido do infravermelho demonstrou que nao ocorreram
reacOes quimicas entre o MT e ofloxacino com a matriz polimérica de quitosana, portanto,
sugere-se que tanto o MT como o ofloxacino ndo perderam a atividade farmacolbgica
quando incorporado no filme de quitosana. Nenhuma alterac&o significativa foi observada
guando comparado os espectros no infravermelho dos filmes placebo e no filmes com MT

e ofloxacino.

5.3 Calorimetria exploratéria diferencial
Com a finalidade de avaliar possiveis interagbes entre os componentes dos sistemas

desenvolvidos, a analise das transicfes endodérmicas caracteristicas da quitosana, filme

de quitosana e MT e quitosana e ofloxacino foram realizadas.
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Figura 26. Analises térmicas do filme de quitosana sem o farmaco (A) e quitosana com MT (B).
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A partir da analise das curvas de DSC, observa-se que os termogramas do polimero sem
o farmaco (Figura 26A) e com o MT (Figura 26B) sao diferentes especificamente na
regido de degradacdo da quitosana (280-290°C). Nesta figura, ha um pico de degradacgéo
exotérmico em 283°C e 288°C que corresponde a degradacdo da quitosana e quitosana
com MT. O aumento da temperatura de degradacdo observado acima é proveniente da
presenca do MT no filme de quitosana ocasionando um empacotamento das cadeias
poliméricas com o farmaco. Este dado consubstancia ao fato da diminui¢do da hidratacéo
do filme com farmaco e o alargamento nas bandas observadas no espectro na regido do
infravermelho. Nao foi possivel observar o pico de endotérmico referente ao ponto de

fusdo do MT o que corrobora para um sistema disperso molecularmente.

DSC/ mw

75



Resultados e discusséao

104

DSC/ mw

-104

lEndo

-
-
~——

271,344

(b)

325,288 ,M

273,753

355,205 N,
uy

1
200
Temp /°C

1
400

Figura 27. Andlises térmicas do filme de quitosana sem o farmaco (BCF), ofloxacino (Of) e quitosana com
ofloxacino (OfCF) em (a) corrida 1 e em (b) corrida 2.

De acordo com a Figura 27, observa-se um pico endotérmico em 54°C que esta

relacionado com perda de &gua e um pico exotérmico em 284°C provocado pela

decomposicdo da quitosana no termograma do polimero branco, ou seja, sem o farmaco.

Nota-se a diminuicdo da temperatura de decomposicdo da quitosana apos a adicdo do

ofloxacino para 271°C. O ponto de fusdo do ofloxacino pode ser identificado em 273°C,

entretanto, ndo foi visualizado no termograma do quitosana com o farmaco sugerindo que

o ofloxacino estd completamente disperso na matriz polimérica. Esses resultados estao

de acordo com os achados do infravermelho, uma vez que o farmaco néo reagiu com a

matriz polimérica.
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5.4 Teste de liberacdo do farmaco in vitro

Em relagéo ao teste de liberagéo in vitro, aproximadamente 85% do MT foi liberado nas

primeiras duas semanas sendo o restante liberado em quatro semanas, conforme
ilustrado na Figura 28 .
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Figura 28. Perfil de liberacéo in vitro do filme de quitosana com MT.

Em relac&o ao ofloxacino, aproximadamente 70 % do farmaco foi prontamente liberado na
primeira hora, entretanto, o restante ndo foi liberado permanecendo no arcabouco da
matriz polimérica (Figura 29). Esse resultado foi diferente do observado em relagdo ao
filme de quitosana e MT, onde praticamente todo o farmaco foi liberado. Uma maior

interacdo entre a matriz polimérica e o farmaco como também solubilidade distinta pode
explicar este fendbmeno.
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Figura 29. Perfil de liberacéo in vitro do filme de quitosana com ofloxacino.

5.5 Teste de eficacia in vitro

A presenca e estabilidade do ofloxacino no filme de quitosana foram confirmadas pelos
resultados da caracterizacdo supracitados. Nesse contexto, objetivou-se investigar se

esta fluorquinolona manteve o0 seu efeito antimicrobiano apds o desenvolvimento
farmacotécnico.

O filme de quitosana e ofloxacino apresentou maior halo de inibicdo de Staphyloccocus
aureus em comparagdo com o disco comercial a base de ciprofloxacino (P<0.001).
Entretanto, ndo houve diferenca estatistica no halo de inibicdo bacteriana do implante de
quitosana e ofloxacino e disco estéril embebido em ofloxacino 0,3% (P<0.05). O filme de
quitosana sem farmaco apresentou um discreto halo de inibicdo bacteriano. Esses

resultados estdo ilustrados na Figura 30 .
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Figura 30. Fotografia da zona de inibicAo bacteriana. Meio de cultura com Staphyloccocus aureus
mostrando zona de inibigdo com (A) disco controle comercial de ciprofloxacino, (B) filme de quitosana sem
farmaco, (C) filme de quitosana com ofloxacino e (D) disco estéril embebido em ofloxacino 0,3%.

Similarmente, o filme de quitosana e ofloxacino apresentou significativo halo de inibicao
de Pseudomonas aeruginosa em comparacao com o disco comercial a base de
enrofloxacino (P<0,0001). Entretanto, ndo houve diferenca estatistica no halo de inibigdo
bacteriana do implante de quitosana e ofloxacino e disco estéril embebido em ofloxacino
0,3% (P<0,05). O filme de quitosana sem farmaco apresentou um discreto halo de
inibicdo bacteriano (Figura 31).
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Figura 31. Fotografia da zona de inibicdo bacteriana. Meio de cultura com Pseudomonas aeruginosa
mostrando zona de inibicdo com (A) filme de quitosana sem farmaco, (B) disco estéril embebido em
ofloxacino 0,3%, (C) disco controle comercial de enrofloxacino e (D) filme de quitosana com ofloxacino.

A Tabela 1 ilustra os valores detalhados expressos a cerca do halo de inibicdo obtido com
o filme de quitosana sem farmaco, disco controle de ciprofloxacino ou enrofloxacino, disco
estéril embebido em ofloxacino 0,3% e filme de quitosana com ofloxacino em meio com

Staphyloccocus aureus e Pseudomonas aeruginosa.
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Tabela 1 — Comparacédo do halo de inibicdo bacteriano entre o filme de quitosana sem
farmaco, disco controle comercial, disco estéril embebido em ofloxacino 0,3% e filme de
quitosana e ofloxacino. Os dados sdo expressos em milimetros e representados como a

média £ o desvio-padréo (n=6).

Amostra Quitosana sem Disco controle Disco com Quitosana e
farmaco comercial ofloxacino 0,3%  ofloxacino

Staphyloccocus 6,83 +0,75 27,50 + 1,04 30,83+0,75% 31,83+1,47°%

aureus

Pseudomonas 6,66 + 0,81 15,33+ 0,51 27,66+0,81° 28,33+0,51°

aeruginosa

2 Disco com ofloxacino 0,3% (Oflox®) vs. quitosana e ofloxacino (P<0,05).
® Disco com ofloxacino 0,3% (Oflox®) vs. Quitosana e ofloxacino (P<0,05).

As propriedades antimicrobianas da quitosana contra Staphyloccocus aureus e
Pseudomonas aeruginosa foram observadas nesse trabalho. Além do efeito bactericida, a
quitosana favorece a cicatrizacdo de feridas e apresenta propriedades hemostaticas (King
et al., 1990; Cho et al., 1999; Ueno et al., 1999; Mizuno et al., 2003). Essas caracteristicas
ndo foram avaliadas neste estudo, uma vez que, optou-se por ndo induzir infeccdes nem
tampouco lesdes nos tecidos oculares dos coelhos. Por outro lado, Noel e colaboradores,
avaliando filme de quitosana em meio com S. aureus, ndao observaram inibicdo do

crescimento bacteriano (Noel et al., 2008).

S. aureus e P. aeruginosa sédo frequentemente envolvidas em enfermidades da cérnea e
conjuntiva de caninos, felinos e equinos (Whitley, 2000; Keller e Hendrix, 2005). Além dos
animais domeésticos, essas bactérias sdo comumente responsaveis por conjuntivite e
ceratite em humanos (Daniell et al., 2003). Nas ceratites ulcerativas, P. aeruginosa
provoca lesdo grave com potencial de perfuracao ocular e perda da visao (Whitley, 2000;

Keller e Hendrix, 2005). Baseado no agente infeccioso, espectro de acdo e baixa
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toxicidade, o ofloxacino representa uma boa escolha no tratamento de infeccdes na
superficie ocular dos animais domeésticos e humanos (Whitley, 2000; Daniell et al., 2003;
Keller e Hendrix, 2005).

5.6 Teste de liberac¢do do farmaco in vivo
5.6.1 Implantes de quitosana e maleato de timolol

Na primeira parte do experimento in vivo objetivou-se comparar a resposta farmacologica
da apresentacdo comercial de referéncia de MT 0,5% (Timoptol®, Merck Sharp & Dohme
Farmaceutica Ltda, Sdo Paulo, Brasil) com o polimero de quitosana com o mesmo
farmaco na reducdo da PIO no OD de coelhos normotensos. Além disso, investigar a

magnitude da reducéo da PIO no olho n&o tratado, ou seja, o OE.

Os filmes de quitosana e MT foram cortados em circunferéncias de 4 mm de diametro, 8
mg de peso e 130 um de espessura aproximadamente. Antes de administrar os filmes no
saco conjuntival € necessario hidrata-los em solucdo salina por 10 segundos para
potencializar o processo de mucoadeséo. A Figura 32 ilustra os filmes de quitosana e MT

antes e depois da hidratagao.

82



Resultados e discusséao

Figura 32. Fotografia dos implantes de quitosana e MT antes (esquerda) e depois (direita) da hidratagdo em

solucéo salina.

A duracdo do experimento foi de aproximadamente 12 semanas onde quatro dos cinco
coelhos retornaram aos valores de PIO iniciais e anteriores a administracao dos filmes de
quitosana e MT. A partir destas informacdes determinamos o tempo médio de liberacéo
do MT do filme de quitosana in vivo. O teste de liberacdo in vivo foi realizado de forma
indireta, ou seja, a partir da resposta farmacodinamica, pois, ndo se determinou a

guantidade do farmaco na lagrima e nos tecidos oculares.
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Resposta farmacologica no olho direito (OD)
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Figura 33. Grafico ilustrando a reduc¢édo da PIO no OD tratado com o colirio (Timoptol®) e administrado o
filme de quitosana e MT.

A partir das informacdes contidas no grafico acima (Figura 33) podemos concluir que
houve reducéo da pressao no OD tratado com o colirio e com o implante de MT iniciando
na quinta afericdo (asterisco) até a 122 aferi¢cdo totalizando 15 dias. ApoOs este periodo,
nao se instilou mais o colirio de MT e a PIO retornou rapidamente aos valores iniciais, ou
seja, proximo aos valores do grupo controle (seta). Por outro lado, nos animais que
receberam os implantes de quitosana com MT, a PIO se manteve baixa, ou seja, inferior
ao grupo controle por 10 semanas, quando iniciou 0 retorno aos valores normais

(asterisco).

A Figura 34 ilustra informagfes semelhantes a figura anterior, entretanto, acrescida dos

valores de desvio-padrao para cada afericdo no OD.
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Resposta farmacologica no olho direito (OD)
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Figura 34. Gréfico ilustrando o desvio-padrdo na reducdo da PIO no OD tratado com o colirio (Timoptol®) e
administrado o filme de quitosana com o MT.

Devido a absorcédo sistémica do MT este farmaco possui a capacidade de diminuir
também a PIO no olho contra-lateral, ou seja, olho ndo tratado (OE). Portanto, o farmaco
liberado do colirio assim como do implante reduziu a PIO a partir da quinta afericdo
(asterisco) até a 122 afericdo no OE durante 15 dias. Apos este periodo, ndo se instilou
mais o colirio de MT no OD e a PIO retornou rapidamente aos valores iniciais, ou seja,
proximo aos valores do grupo controle (seta). Por outro lado, nos animais que receberam
os implantes de quitosana com MT no OD, a PIO no OE se manteve baixa, ou seja,

inferior ao grupo controle por 10 semanas, quando iniciou o retorno aos valores normais
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(asterisco). Seguem abaixo as informacdes referentes a resposta farmacoldgica na

diminuicéo da pressao no OE (Figura 35).

Resposta farmacoldgica no olho esquerdo (OE)
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Figura 35. Grafico ilustrando a redugédo da PIO no olho néo tratado (OE).

Os resultados demonstrados na Figura 35 séo esperados, pois, quando o MT é instilado
em um dos olhos, diminui a pressao de ambos. Estas informacdes estdo de acordo com
os estudos de Zimmerman e colaboradores (1979), Wilkie e Latimer (1991) e Dunham e
colaboradores (1994) (Zimmerman et al., 1979; Wilkie e Latimer, 1991; Dunham et al.,
1994). Portanto, apés a instilacdo do colirio contendo o farmaco e administracdo do

sistema contendo quitosana com MT no OD houve reduc¢éo da PIO em ambos os olhos.
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A figura abaixo (Figura 36 ) ilustra informacdes semelhantes a figura anterior, entretanto,

acrescida dos valores de desvio-padrao para cada afericdo no olho esquerdo.

Resposta farmacologica no olho esquerdo (OE)
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Figura 36. Gréfico ilustrando o desvio-padréo na redu¢éo da PIO no olho néo tratado (OE).

N&o houve diferenca estatistica entre a magnitude da reducéo da PIO no OD dos animais
tratados com apresentacado comercial e o filme de quitosana e MT entre a quinta e a 122
afericdo (P<0,05). Observou-se reducdo média da PIO dos coelhos tratados com o
polimero de quitosana e MT até a 10* semana, portanto, ocorreu liberacdo do farmaco na

superficie ocular até este periodo. De forma similar, ndo houve diferenca estatistica na
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intensidade da reduc¢éo da PIO no OE decorrente dos dois tratamentos no OD no periodo
em questdo (P<0,05). Como 85% do farmaco foi liberado no final da segunda semana
totalizando em quatro semanas in vitro, conclui-se que o filme de quitosana e MT libera

mais lentamente in vivo que in vitro (em condi¢éo “sink”).

Apo6s o exame clinico geral e oftalmoldgico ndo se observou sinais de incomodo ocular
como hiperemia conjuntival, lacrimejamento, ulcera¢cbes corneanas e prurido periocular
nos grupos 2 e 3 correspondentes ao tratamento. (Figura 37 e 38). O corante a base de
fluoresceina ndo evidenciou lesdo na cérnea demonstrando ainda integridade do sistema
lacrimal. Nao houve diferenca na quantidade de ingestdo de alimento nem tampouco no
ganho de peso entre os grupos de animais tratados com a apresentacdo comercial

convencional e nos administrados com filme de quitosana e MT.

Figura 37. Fotografia de olho de coelho com filme | Figura 38. Fotografia do mesmo olho da figura
de quitosana e MT. Notar olho calmo sem sinais de | anterior. Notar o implante no saco conjuntival ao
incdbmodo ou irritagdo ocular. puxar ventralmente a palpebra inferior (seta).

Grunwald observou que o MT aumenta o fluxo sanguineo da retina em olhos normotensos
e hipertensos (Grunwald 1990a; Grunwald, 1990b). Entretanto, outros autores relataram
dimunuicdo do fluxo sanguineo da retina e DO durante o tratamento com o mesmo

farmaco (Schmetterer et al., 1997; Yoshida et al., 1998). Apesar de ndo existir consenso,
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0 aumento da irrigacdo da retina e DO é um aspecto fundamental do tratamento do
glaucoma, uma vez que, diminui 0s processos isquémicos responsaveis pelo déficit visual
de pacientes com glaucoma. No presente trabalho, ndo foram observados alteracées no
padrdo vascular da coroide, retina e DO dos animais tratados com MT a oftalmoscopia
direta, indireta, biomicroscopia com lampada em fenda e retinoscopia (Figura 39 e 40).
Novos estudos envolvendo metodologias especificas como fluxometria por laser dopller
sdo necessarios para avaliar o efeito do tratamento com implante de quitosana no fluxo

vascular do segmento posterior do olho de coelhos. Estes resultados estdo mais

detalhados em Fulgéncio e colaboradores (2012).

Figura 39. Fotografia da retina de coelho tratado | Figura 40. Fotografia da retina de coelho tratado
com colirio de MT. Nenhuma alteracdo foi | com quitosana e MT. Nenhuma alteracdo foi
observada nos vasos da cordide (asterisco), retina | observada nos vasos da cordide (asterisco), retina
(seta) e DO (quadrado). (seta) e DO (quadrado).

5.6.2 Implantes de quitosana e ofloxacino

Na segunda parte do experimento in vivo objetivou-se determinar a concentracdo do

ofloxacino na lagrima de coelhos higidos, ou seja, sem oftalmopatias submetidos ao
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tratamento com apresentacdo comercial de referéncia contendo ofloxacino 0,3% (Oflox®,

Allergan, Sao Paulo, Brasil) e polimero de quitosana e mesmo farmaco.

Os filmes de quitosana e ofloxacino foram cortados em circunferéncias de 5 mm de
didmetro com 7 mg de peso e 110 um de espessura aproximadamente (Figura 41 ). Antes
de administrar os filmes no saco conjuntival foi necessario hidrata-lo em solucdo salina

por 20 segundos para facilitar o processo de mucoadeséo.

Figura 41. Fotografia do implante de quitosana e ofloxacino antes da hidratagédo em solugéo salina.

A determinacdo da concentracdo do ofloxacino na lagrima dos animais foi determinada
por um método bioanalitico especificamente desenvolvido para esse fim. O método
consiste na aplicacdo da técnica de CLAE acoplada a um DM para analisar as amostras
de lagrimas dos animais colhidas. A metodologia foi validada segundo requisitos da
ANVISA para métodos bioanaliticos (RDC 899 de 2003) e sua aplicacdo permitiu dosar a
guantidade de ofloxacino que foi liberada da apresentacdo comercial e pelo fiime de

quitosana (Byrro et al., 2012).
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A Tabela 2 ilustra com detalhes a concentracdo de ofloxacino na lagrima dos coelhos
tratados com o colirio a base de ofloxacino 0,3% e com o implante de quitosana e
ofloxacino. O pico de concentracdo do antimicrobiano (Cnax) para 0s animais que
receberam o implante foi de 1095,54 + 121,59 ng/mL, em 0,5 h. A concentracdo minima
quantificavel (Cmin) ocorreu em 120 h e foi de 12,78 + 1,39 ng/mL. A area sob a curva de
concentracdo versus tempo é de 13524,09 + 2263,81 ng*h/mL. O pico de concentracao
do ofloxacino (Cmax) para os animais que receberam o colirio até 7 h foi de 121,09 + 10,84
ng/mL, em 0,5 h. A concentragdo minima quantificavel (Cnn) ocorreu em 7 h e foi de
12,61 = 1,78 ng/mL. A area sob a curva de concentracdo versus tempo € de 191,36 +
16,60 ng*h/mL.

Quando se compara a eficacia dos dois tratamentos, observa-se que ndo ha diferenca
estatistica na concentracdo do ofloxacino na lagrima dos coelhos 2 h apds a instilacdo do
colirio a base de ofloxacino 0,3% (35,13 + 5,26 ng/mL) e nos animais tratados com 0s
implantes, 72 h apd6s a administracdo do mesmo (33,60 + 3,23 ng/mL) (P=0,4544). De
forma similar, ndo ha diferenca estatistica ha concentracédo do ofloxacino na lagrima dos
coelhos 7 h apos a instilagdo do colirio a base de ofloxacino 0,3% (12,61 = 1,78 ng/mL)
quando comparado com os animais tratados com os implantes, 72 h ap6s a administracao
do mesmo (12,78 + 1,39 ng/mL) (P=0,8336) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Concentracdo do ofloxacino na lagrima de coelhos tratados com 50uL de

ofloxacino 0,3% (Oflox®) e filme de quitosana e ofloxacino.

Tempo Colirio a bas e de Filme de quitosana e
ofloxacino 0,3% ofloxacino

N 6 12

0,5h 121,09 + 10,84 1095,54 + 121,59

2h 35,13 +5,26° 801,50 £ 114,01

4h 14,20 £ 1,97 -

5h - 521,43 + 148,84

7h 12,61 +1,78° -

10h - 372,59 + 87,58

16 h - 201,04 + 59,66

24 h (Dia 1) - 127,65 + 35,50

48 h (Dia 2) - 65,96 + 14,76

72 h (Dia 3) - 33,60 + 3,23%

96 h (Dia 4) - 20,72 + 1,99

120 h (Dia 5) - 12,78 +1,39°

(Cmax pg/mL) 121,09 +10,84 1095,54 + 121,59

(Crmin pg/mL) 12,61 +1,78 12,78 £1,39

AUC (0.5.7n) 191,36 + 16,60 -

AUC (0.5.120n) - 13524,09 + 2263,81

2 Ofloxacino 0,3% (Oflox®) vs. filme de ofloxacino P=0,4544.
® Ofloxacino 0,3% (Oflox®) vs. filme de ofloxacino P=0,8336.

A Figura 42 ilustra as curvas de liberacdo obtidas pela concentracdo do ofloxacino na
lagrima de coelhos submetidos ao tratamento com colirio a base de ofloxacino 0,3 % e
implante de quiotsana e ofloxacino durante 120 h ou cinco dias. No sexto dia, a
concentracdo do ofloxacino na lagrima de sete dos 12 olhos com implantes (58,3%) e, no

sétimo dia, em cinco animais (41,6%) estava abaixo de 10 ng/mL. Nestes casos foi
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possivel afirmar que havia o farmaco na lagrima, entretanto, néo foi possivel quantifica-lo.
Através desta informacdo, concluiu-se que os implantes de quitosana e ofloxacino
liberaram o farmaco pelo menos cinco dias in vivo. Ao contrario do primeiro experimento,
o teste de liberacao foi realizado de forma direta, ou seja, determinando a quantidade do

farmaco na lagrima.
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Figura 42. Curvas da concentracdo média do ofloxacino na lagrima de coelhos tratados com ofloxacino a
0,3% (colirio) e implante de quitosana e ofloxacino (implante).

Foi necessaria a imersdo em solucdo salina de 10 e 20 segundos para os implantes de
MT e ofloxacino, respectivamente, antes da administragdo no saco conjuntival dos
coelhos. Este processo é importante para potencializar o processo de mucoadeséo e
evitar lesdo na superficie ocular, tanto na cOrnea quanto na conjuntiva. Entretanto, sem a
imersdo, os implantes podem causar ulceracdo na mucosa decorrente da capacidade de
absorver agua ou ainda ndo aderir corretamente na mucosa. Por outro lado, prolongado

tempo de imerséo torna os implantes friaveis e de dificil manipulagéo.
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Apés a administracdo, o filme de quitosana com ofloxacino formou um gel dispersando
sobre o saco conjuntival (Figura 43). Este fendbmeno foi observado anteriormente em um
estudo que avaliou implante de quitosana e ofloxacino em coelhos (Di Colo et al., 2002).
Nao foi possivel determinar a causa, porém, provavelmente, estd relacionada com
aspectos especificos na interacdo entre o ofloxacino, matriz polimérica e a mucosa
conjuntival. Estudos futuros fazem-se necessario para avaliar este fenbmeno e determinar

as possiveis causas.

Figura 43. Fotografia de olho de coelho com implante | Figura 44. Fotografia de olho de coelho com
de quitosana e ofloxacino no saco conjuntival (seta). hiperemia conjuntival e lacrimejamento discretos
(asterisco).

Dois coelhos (16,6%) apresentaram hiperemia conjuntival e lacrimejamento discretos no
OD com resolucdo espontanea em 48 h ndo apresentando recidivas (Figura 44).
Excetuando essas alteracbes, ndo se observou sinais de incomodo ocular como
ulceragbes corneanas e prurido periocular. Os animais tratados com os filmes de
quitosana mantiveram os olhos abertos e calmos durante o experimento e n&do foram
aparentemente distinguiveis do grupo que recebeu colirio de ofloxacino. Além disso,
corante a base de fluoresceina ndo evidenciou ulceracdo na cérnea e demonstrou
paténcia do sistema lacrimal. Nao houve diferenca na quantidade de ingestédo de alimento

nem tampouco no ganho de peso entre os grupos de coelhos tratados e nédo tratados.
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Os implantes conjuntivais apresentam muitas vantagens em relagdo aos intraoculares.
Esses ultimos podem causar déficit visual durante e apos a administracdo com potencial
de provocar vérias enfermidades oculares (Jaffe et al., 2006; Kappel et al., 2006).
Catarata, endoftalmite, hemorragia vitrea, descolamento de retina e variagdes na PIO séo
as principais complicacdes relatadas com o uso de implantes intraoculares (Jaffe et al.,
2006; Kappel et al., 2006; Debra et al., 2007). E necessario pratica e treinamento em
microcirurgia para aprender e dominar a técnica para administracdo segura do mesmo
dentro do olho. Além disso, anestesia geral € essencial para seguranca do paciente
potencializando a taxa de sucesso nas aplicacbes dos implantes. Por outro lado, os
implantes intraoculares aumentam a biodisponibilidade com liberacdo prolongada de
farmacos no segmento posterior do olho diminuindo os efeitos adversos e aumentando a
taxa de sucesso quando comparados com os tratamentos convencionais (Fialho et al.,
2008).

Neste estudo, nenhuma contencéo fisica ou farmacolégica como tranquilizacdo, sedacéo
ou anestesia geral foi utilizada para a administacao dos implantes. Os filmes de quitosana
foram facilmente aplicados puxando a palpebra inferior ventralmente e expondo o saco

conjuntival, apés administracdo de colirio anestésico.

Sistemas de libera¢do de farmacos no olho objetivam manter a concentracdo satisfatoria
do mesmo e por tempo prolongado durante a terapéutica oftalmica (Urtti, 2006; Regnier,
2007). Assim, permite uma liberacdo mais constante dos farmacos evitando grandes
oscilacdes decorrentes das instilagbes de colirios. Isto é de grande valia quando se trata
de farmacos causadores de efeitos sistémicos graves como o MT, pois, sendo esse um
beta-bloqueador, a sua absorcéo sistémica por meio do sistema lacrimal e pela conjuntiva

é responsavel por sérias complicacdes cardiorrespiratérias que pode levar a ébitos.

Durante a terapia convencional, ha elevada concentragdo do farmaco imediatamente
apo6s a instilacdo do colirio que diminui rapidamente em alguns minutos (Urtti, 2006). De
fato, este fenbmeno foi observado neste trabalho, pois, apds a administracdo do colirio de
ofloxacino, a concentragdo do mesmo diminui abaixo dos niveis terapéuticos, antes de

uma nova instilacdo. Assim, implantes contendo antimicrobianos sdo capazes de reduzir

95



Resultados e discusséao

significativamente a carga bacteriana no local de administracdo, diminuir a resisténcia
bacteriana e minimizando as complicagdes do tratamento sistémico como as

complicacdes renais e hepaticas (Mansour et al., 2010).

No presente estudo, o ofloxacino preservou seu poder bactericida apos o
desenvolvimento farmacotécnico, evidenciado por meio do estudo de eficacia in vitro.
Além disso, o filme de quitosana e ofloxacino liberou o farmaco de forma decrescente
durante cinco dias sem apresentar oscilacdes ciclicas da concentracdo como observado
com 0s animais que receberam o colirio. Entretanto, cinco dias ou 120 h, € um periodo
curto de tempo para tratamento de infec¢cdes oculares superficiais podendo causar

infecgBes persistentes e resisténcia aos antibibticos.

A metodologia de producgéo do filme de quitosana é similar ao relatado por Rodrigues e
colaboradores (2009) que desenvolveram implantes destinados a liberacdo de
dexametasona. Os autores descreveram filmes de quitosana de uma e duas camadas
que liberaram in vitro 85% do farmaco em oito horas e de 28 dias, respectivamente. A
incorporacdo de uma segunda camada prolongou significativamente o tempo de liberagcéo
in vitro do farmaco (Rodrigues et al., 2009). Portanto, o desenvolvimento de um filme de
quitosana e ofloxacino com duas camadas poderia prolongar substancialmente a
liberacdo do farmaco promovendo cura total das infec¢des oculares superficiais. Nesse
contexto, existem expectativas promissoras para o desenvolvimento de implantes com

bicamada seguros, eficazes e com liberacdo prolongada de antimicrobianos.

5.7 Avaliacao histopatologica

Para certificar a auséncia de toxicidade tecidual, foi realizado estudo histolégico do bulbo
ocular e seus anexos do OD de todos os coelhos. As Figuras 45, 46, 47 e 48 apresentam
fragmentos da conjuntiva bulbar e palpebral de coelhos tratados com colirios de MT e
com implantes de MT. Nao foram observadas alteracGes significativas nos tecidos
estudados, principalmente nas estruturas de contato direto com o filme de quitosana
como a mucosa palpebral e mucosa conjuntival. O epitélio e células adjacentes estavam
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normais constituindo o arcabouco caracteristico de cada estrutura com auséncia de sinais

de toxicidade celular e vascular.

[ -

Figura 45. Fotomicrografia de conjuntiva bulbar de
coelho tratado com colirio de MT. Notar auséncia de
alteragGes significativas no epitélio e estruturas
adjacentes. (seta) HE. 25x.

Figura 46. Fotomicrografia de conjuntiva bulbar de
coelho tratado com filme de quitosana e MT. Notar
auséncia de alteracdes significativas no epitélio e
estruturas adjacentes. (asterisco) HE. 25x.

Figura 47. Fotomicrografia de pélpebra de coelho
tratado com colirio de MT. Notar auséncia de
alteracdes significativas no epitélio e estruturas

adjacentes. (seta) HE. 25x.

Figura 48. Fotomicrografia de pélpebra de coelho
tratado com filme de quitosana e MT. Notar auséncia
de alteracdes significativas no epitélio e estruturas
adjacentes (asterisco) HE. 25x.

Esses resultados estdo de acordo com a avaliacdo oftalmologica onde nenhuma alteracao

clinica foi identificada nos animais tratados. O uso prolongado de MT pode produzir
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alterac6es morfolégicas na conjuntiva de coelhos como aumento da densidade das fibras
de colageno (Mietz et al., 2001). Essa alteracdo nao foi observada nesse trabalho,
provavelmente devido ao curto tempo de tratamento em relagdo a longa terapia relatada
por Mietz e colaboradores (2001). Como citado anteriormente, os animais tratados com
MT ndo apresentaram alteracdes histoldgicas no calibre dos vasos da coroide, retina e
DO observados por outros pesquisadores (Grunwald, 1990a; Grunwald, 1990b;
Schmetterer et al., 1997; Yoshida et al., 1998).

Em relacdo a avaliagdo histologica dos animais tratados com colirio de ofloxacino e
implante de quitosana e ofloxacino, nenhuma alteracdo foi observada nas estruturas
oculares nem tampouco nos tecidos em direto contato com o implante como a conjuntiva
bulbar e palpebral (Figuras 49, 50, 51 e 52 ). As amostras oriundas dos dois coelhos que
apresentaram hiperemia conjuntival de resolucdo espontdnea foram cuidadosamente
avaliadas e ndo apresentaram alteracdes celulares e vasculares. Considerando que 0s
implantes de quitosana e MT permaneceram em contato com a mucosa palpebral e bulbar
por 10 semanas e ndo provocaram alteracdes microscopicas, € esperado que o implante
de quitosana e ofloxacino, sete dias no olho, também n&o apresentasse lesbes

histologicas.
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Figura 49. Fotomicrografia de conjuntiva bulbar de
coelho tratado com colirio de ofloxacino. Notar
auséncia de alteracdes significativas no epitélio e
estruturas adjacentes. (seta) HE. 25x.

Figura 50. Fotomicrografia de conjuntiva bulbar de
coelho tratado com filme de quitosana e ofloxacino.
Notar auséncia de alteragbes significativas no
epitélio e estruturas adjacentes. (asterisco) HE. 25x.

Figura 51. Fotomicrografia de palpebra de coelho
tratado com colirio de ofloxacino. Notar auséncia de
alteracdes significativas no epitélio e estruturas
adjacentes. (seta) HE. 25x.

Figura 52. Fotomicrografia de palpebra de coelho
tratado com filme de quitosana e ofloxacino. Notar
auséncia de alteragBes significativas no epitélio e
estruturas adjacentes (asterisco) HE. 25x.

Os resultados da histologia estdo de acordo com Alpar e Groves (2006) e Laranjeira e

Favere (2009) que destacaram as caracteristicas biofarmacéuticas da quitosana como

baixa toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade que Ihe confere uma excelente

gualidade como material no desenvolvimento de implantes de uso oftalmologico (Alpar e

Groves, 2006; Laranjeira e Favere, 2009). Devido a essas e outras propriedades

favoraveis, o interesse da quitosana e seus derivados em sistemas de liberacdo de

farmacos tém aumentado consideravelmente nos Ultimos anos.

Embora existam

99



Resultados e discusséao

diferencas entre o olho do coelho e o olho humano, ha uma boa correlacdo entre
processos irritativos entre ambos, ou seja, muitas vezes, substancias que ndo provocam
alteracfes nos coelhos provavelmente ndo provocardo no homem (Freeberg et al., 1986;

Salamanca et al., 2006).
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6. CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que o método de desenvolvimento dos sistemas de quitosana
contendo MT e ofloxacino ndo alterou as caracteristicas fisico-quimicas desses farmacos,
portanto, preservando suas atividades farmacoldgicas. Observou-se, posteriormente, que
o implante de MT e ofloxacino desenvolvidos foram capazes de promover a liberacdo dos
farmacos por 10 semanas e cinco dias nos olhos de coelhos higidos, respectivamente.
N&o houve diferenca estatistica na comparacao da terapia convencional com os implantes
inovadores propostos. Nenhum sinal importante de incobmodo ocular e leséo tecidual foi

observado nos animais a semiotécnica oftalmoldgica e estudo histopatoldgico.

Os implantes desenvolvidos apresentam enorme aplicabilidade na medicina veterinaria e
humana, pois, ndo demandara instilacbes diarias freqlientes necessarias nos longos
tratamentos do glaucoma e na prevencéao e tratamento de infec¢cdes oculares superficiais
como ceratites e conjuntivites como ocorre com medicamentos hoje disponiveis. Portanto,
0 sucesso no tratamento dessas oftalmopatia ndo dependerd da colaboracdo dos
pacientes; e no caso da medicina veterinaria da complacéncia dos animais e
disponibilidade de tempo dos proprietarios. Além disso, desvantagens da terapéutica
convencional como elevada concentragdo no momento da instilacdo, rapida depuracao
ocular e efeitos adversos sistémicos podem ser minimizados com estes implantes, pois,

permite a liberagdo de farmacos de forma mais constante.

Devido ao seu carater inovador, os resultados preliminares obtidos neste trabalho
despertam expectativas promissoras na utilizacado de sistemas de liberacdo de farmacos
na terapéutica oftalmoldgica. Além disso, fornece supore técnico a outros estudos que
encontram em andamento. Baseado na seguranca e efetividade, os implantes em
desenvolvimento podem substituir a terapéutica convencional no tratamento de

oftalmopatias nos animais de companhia.
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Abstract

Purpose: Chitosan, & cationic polysaccharide biopolymer with muccadhesive Properties, prosents a promising
fusture in the prolonged ocular delivery of drugs. The present study compared the efficacy and safety of chitosan-
coated timolol maleate (T} muccadhesive film, using a (L5% TM commercial ophthabmic mlutlpn in a rabbit
model. In addition, this study investigates the maximum release time of these implants fn o,

Methods: The mucoadhesive films were prepaned by means of a casting and solvent evaporation technigue
perfarmed in a 2wt acetic acid solution and distilied water, Physical properties were chiracterized by release
and ywelling studies, differential scanming calorimetry, and attemuated total reflectance fourier transformed
infraved spectroscopy (ATR-FTIR). The developed formubations were evatuated for their pharmacodymamics in
ocular normotensive albing rabdits, in which the mfraocular pressure (ICF) was measured by means of a
planation torometer on altemnative days (13h) for 11 weeks, For 15 days, (5% T™M commercial ophthalmic
solution was administered twice a day (n=5} and compared to chitosan-coated TM {n=5). In the control group
f=5), galine was used twioe a day, The maximum T release time from chitosan flms were alss recorded. Afker
enthanasia, the right eves were removed from the 3 groups for histological anakyses,

Results: Iivan m vifro study, TM was robeased over a d-weak period, in which 85% of the drug was released over
the first 2 weeks. However, the film's rebease of TM lowered the i wiva 10F lovels over a 10-waek period. Mo
significant difference in the lowering of 1OF in rabbits trosted with 0.5% TM commwreial aphthalmic solution, as
compared to those that received the films (P<0.05), could be observed. Na signs of ocular discomfort or
irritations could be identified upon ophthalmic examination by slit-lamp biomicroscopy. Ophthalmic structures
that came in direct contaet with the films revealed no altezations within the histopathological studies. Moreaver,
the animals showed no signs of ocular discomfort during the experimental assays.

Comclusion: These findings suggeat that the TM-loaded chitosan film is safe and efficient and presents a
promising future as an ooular drug delivery system in the treatment and prevention of glaucoma,

Intreduction drug must bee repeated several times over 2-h periods and
contimoed for months of even years B gusrantes clinkal
Tnpmu B-aneEsimerc antagonists aze commonly used  efficacy,”

o lower introcular pressure (I0F) in ocular hyper- Drugs administered n conventional topaeal ophithalme-
temsive patients.! The high lrvels of 1OP represent recog- g formulation tend fo present a poor bioavailability. The
nized key risk factor in the development of glaocema®;  majority of ophthalmic preparations availabie today can be
however. glaucomatous damage alio cccurs when high  found in the form of adqueous. sobutions and suspersions
tevels of HOF are absent.” Thmolal mabeate (TM) is one of  Thess liquid forms ane quickly drained from the conjunctival
th main ﬁ!iqna for the medical treatment of open-angle sac ko the nasolachrymral duat, leading 1o.a low avallability of
Blaucoma. ™ In general, the topical adwinistration of this e drog st the arget sihe, spstemic side ofocts, and bad
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ophthalmic drug release between a new mucoadhesive chitosan films and a
conventional eye drop formulation in rabbit model
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i, ard rdn il b pastiends are several peoblems dsociibed with ooalar roate. Ophe-
thabmic controdod drug delivery offers the poiestial to mhance (e eflicacy of tresiment Tor pat bodogicsl
condstions, whils reducing the side effects amd the puicity associzied with frequent applications. Spe-
cific analytical Mhﬂ!wmdw!nm are nesded w anehyie and oempane D new oon el
| eye drops, The topical eye administration of opiibabmic
rugs induces: Lachrymation, and the teas promotes 3 dnsg wash sl Qoentify drogs in tear is 2 good ool
iz snsdy Vheis kineti: comporiment in the eye. & liguid cheematography - electrospray sstion tandem
mas spectrometny (IPLC. ES3MEM5) method Tor quantitation of oflaxacin in rabbits’ tears was deves-
Ui Wit Igar e ps, rxtiactiog by 2 liguid extraction procedise and
Ui seguraled o an ACE Ciy Coluem with o mobile phase orpesed of 0 15% agueses formsie acid and
e Chamal {80, viv) Calibration carve was constructied enver the range of 10- 5000 ngiml for ofloxacin
The matan RAD values for the intra-san and nter-rum peeciaon were 5,151 and 4955, respectively.
The mrecan sbturacy valome was TO0L 16X, The validated metbed was smctridully spplied 1o detrrmine the
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These drugs bave high potency, 3 broader spectrum of antibac-
terial aoiivity. and shert seledion of resistant bacteria. Many
Ruoroquinciones also exhibét vorable pharmacokinetic proper-
ties, permitting treatment of sysemic baovedial infecions [ 1L

Ofloxscin i oot only used a5 sysemic antibacterial agent bar
alsn i commenty applisd in ophthalmic pre- or post-ophihalmic
curgery. This deag it a second generation Maccoquinalons wizth
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At is wedt bentrwens Hhak eoualbar bioavailability after topicat insrifla-
tinn is extremely low compasred with the other mates, incuding
oral adminstrason, ransdenmal application, witreous (njection
and implantable delivery. The ooular bioxvailability is abso affected
by & variety of phanmaceutical facters such as focmubation viscosity
and the pactecle size of suspension. Other signiticant probless foumsd
due 1o ophthalmic adminlsmration i an indweced reflex Lichiryma-
ton following insilistion. This meass chat the drag is pulsed, with
1 shart indtial pericd of cverdosing fotlowed by a long period of
urberdosing. This besds 1o poor bicawailability of the drug and con-
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therapeurt levels | 341

Therefoee, tere s a need 0 ocular drog delivery to develop
systems which prolong the fime of drsg B contact with ocular
tisgue, This may be achieved through the development of ocular
congrolled drug debivery systems, The main objedive of snzlas con-
trolbed drug dedivery systems i o prodece an extended release in
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ANEXO DE INVENTORES

Titulo: FILMES POLIMERICOS HIDROFILICOS PARA LIBERACAO CONTROLADA Piigina 1

ot Jugam Ribeirs Francs

Qussificaiie; Pesquisadons

CRF OBOPEASAS.T0

Endaregs Comploio: Rup Pache Leopoldo Mernens, 1020 D, Aphs 102, Balra $80 Franchos - Bala Horizants - 45
CEP: 31255-100

Telafong. [31) M08-4774

P [31) 38088430

E-mall. palesteafiofd, ufmg br

Nama: Gushavs da Tlweirs Fuiglngis

Crapbicasho: Patc msds:

CHF: C4587T040-72

Frchenpn Complolo: Flus Monios Claess, 1547, Agto 104, Daim Anchists - Belo Mortonis - M5
CEP: 30340-370

Talefone: (31) 34004774

FAM: (31 4052400

Ecmal; paenieadelit o b

Noars: Rachel Clvein Costihg

Croaifcachis; Prolesstnn

CPF. B21552457 19

Endiiiiga Compleio: Fus Laudsles Cameto, 555, Baing Ensssda das Garsa - Bl Mortronks - W0
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FAX: {39) 34008430

E-mad. painntns o uimg br

P Sabanisde Cronembomger Sobeiss
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CPF: O30uTS3AT
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Teticing: (31) MO847 74
FAX: (31} 34D0-84230
E-malkt patentesgest ulmg br

Houma; Mana imne Yoshads

Cualdongie Prefemscra

FF - G B 3

Endatecs Corphla Av. Augusto che Lima, 1105, Apts 501, Bairs Bams Prolo - Bk Hormnso - MG
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FA: (31} 3409-8430

E-matik pafsrbac (ot umg br
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CPF; GE551B36-01

Erdireco Comglein: Flus Oustr, 55, Babrn Riachs 00 . B Horizonte - MG 120081048
CEP: XIS 166

Tl (30) M00-47 T4

FAX: (31 3409-8430

E-rmad: pitantes{foit uimg ke
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ANEXO DE DEPOSITANTES

Thuto: FILMES POLIMERICOS HIDROFILICOS PARA LIBERAGAC CONTROLADA Pagina 1

P ervm) Funiacha da Aarpson & Pesguisa do Estado de Minas Gorais - FAPEMIG

QuaHiCaghe.

CHPR | CPF [ Ndmens INFE 21540888000 183

Endiro Gomplots: Fus Fia Pompsdia, 104, 11° sede, Baifro 530 Pedm, | Bole Horizeeds - MG
CEP: JOXI0-080

Tatefone: {31) 34004774

FRIC {31y Jarsfas)

E-mat pstentesoit ufmg br
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