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RESUMO

O glaucoma é a segunda causa mundial de perda da visdo e o fator de risco
mais importante para o seu desenvolvimento € a pressao intraocular elevada.
O tratamento do glaucoma na maioria dos pacientes € iniciado com
medicamentos, mas Varios continuam a perder a visdo, sendo necessaria a
cirurgia filtrante. A cicatrizacdo é um dos principais determinantes do sucesso
da cirurgia filtrante no pés-operatoério. Existem dois agentes fibroticos, o 5-
fluorouracil e a mitomicina C, que sao utilizados para minimizar essa
complicagdo. No entanto, estes tratamentos s&o frequentemente associados a
severas complicacdes. O losartan possui potencial atividade antiangiogénica e
inibitoria da proliferagéo de fibroblastos, sendo promissora sua utilizagdo como
adjuvante na cirurgia filtrante do glaucoma. A seguranca e a eficacia das
terapias sistémicas e topicas para doencas oculares sdo limitadas devido a
baixa absorcao ocular dos farmacos, a falta de especificidade aos tecidos-alvo,
os efeitos adversos sistémicos e baixa adesdo ao tratamento. As injecdes
intravitreas, que poderiam contornar esses problemas, estdo associadas a
diversos efeitos adversos. Sistemas de liberacdo de farmacos com perfil de
liberacdo prolongada tém sido desenvolvidos para superar essas limitacdes.
Neste trabalho, implantes biodegradaveis constituidos de PLGA e losartan
foram desenvolvidos e caracterizados por calorimetria exploratéria diferencial,
termogravimetria, espectroscopia na regido do infravermelho e microscopia
eletrénica de varredura. Também foi determinado in vitro o perfil de liberacéo
dos implantes e sua atividade antiangiogénica e inibitoria da proliferacdo de
fibroblastos. Foram obtidos implantes de PLGA e losartan com perfil de
liberacdo prolongado. A atividade inibitoria da proliferacdo de fibroblastos foi
confirmada e a atividade antiangiogénica sé foi observada no losartan em
solucdo. Dessa forma, esses implantes tém potencial para o tratamento da

cicatrizacao indesejavel apos cirurgia filtrante para o glaucoma.

Palavras chaves: Cirurgia de filtragcdo, glaucoma, losartan, fibroblastos,
implante PLGA.



ABSTRACT

Glaucoma is the second cause of vision loss around the world and it is mainly
developed by elevate intraocular pressure. The glaucoma treatment in the
majority of patients starts with drugs, but some of them continue losing vision,
which becomes necessary the filtering surgery. The success of the surgery is
determinate by the post operative healing process. There are two fibrotic agents
such as 5-fluorouracil and mitomycin C which are used to reduce the scars after
the surgery. However, these treatments are often associated with serious
complications. Losartan has become a promising drug to be used as an adjunct
to glaucoma filtering surgery since it presents a potential antiangiogenic and
inhibitory fibroblasts proliferation activity. The safety and efficacy of topical and
systemic therapies for ocular diseases are limited due to poor ocular drug
absorption, the absence of specificity to target tissues, systemic adverse effects
and low treatment adherence by patients. The intravitreal injections could
overcome these problems however they are associated with many
complications. Systems for drug delivery with a prolonged release profile have
been developed to overcome these limitations. In this work, biodegradable
implants composed of PLGA and losartan were developed and characterized by
differential scanning calorimetry, thermogravimetry, infrared spectroscopy and
scanning electron microscopy. It was also determined their in vitro release
profile, their antiangiogenic activity and their inhibitory fibroblasts proliferation
activity. The developed implants show prolonged release profile. It was
confirmed the inhibitory fibroblast proliferation activity of the implants although
the antiangiogenic activity was only observed with losartan in solution. Thus
these implants have the potential for the treatment of undesirable scarring after

glaucoma filtering surgery.

Keywords: Filtration surgery, glaucoma, losartan, fibroblasts, PLGA implant.
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1 INTRODUCAO

O glaucoma é uma neuropatia Optica relacionada a idade, caracterizada pela
perda de células ganglionares da retina (CGRs) e danos no nervo optico que
resultam na perda progressiva do campo visual (JOHNSON et al., 2011;
SCHULTZ et al., 2009). A causa direta do glaucoma € desconhecida, mas
varios fatores de risco importantes, incluindo a pressdo intraocular (PIO)
elevada, foram identificados (FU et al.,, 2009). Uma vez que um numero de
células nervosas é destruido, a perda de campo visual se desenvolve, 0 que

pode envolver a visao central (SCHULTZ et al., 2009).

Devido ao envelhecimento da populacdo e os resultados terapéuticos abaixo
do ideal, essa doenca aparece como a segunda causa de perda de visédo
irreversivel no mundo, sendo que a principal causa € a degeneracdo macular
relacionada a idade (JOHNSON et al., 2011; LAVIK et al., 2011; WEISMANN
et al., 2011). Dados da Organizacdo Mundial da Saude indicam que 65 milhdes
de pessoas ja foram diagnosticadas com glaucoma em todo o mundo, sendo
gue dessas 900 mil séo brasileiras (BRASIL, 2012).

O tratamento do glaucoma pode ser cirdrgico ou medicamentoso, sendo que
ambos agem reduzindo a PIO, o fator de risco mais importante para doenca.
Ele pode ser controlado com o uso de colirios antiglaucomatosos, entretanto a
falta de adesdo ao tratamento medicamentoso pode culminar com a perda da
visdo. A maioria dos pacientes inicia o tratamento com medicamentos, mas
varios continuam a perder a visdo, sendo necessaria a cirurgia filtrante
(CASTRO e MESQUITA, 2009; JOHNSON et al, 2011; LEE e
HIGGINBOTHAM, 2005; QUIGLEY, 2011).

A cicatrizagdo € um dos principais determinantes do sucesso da cirurgia
filtrante no pds-operatério. Nos ultimos vinte anos dois agentes antifibréticos, o
5-fluorouracil e a mitomicina C, mudaram o prognéstico da cirurgia filtrante,

particularmente em doentes com multiplos fatores de risco para o fracasso da
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cirurgia. No entanto, estes tratamentos s&o frequentemente associados a

severas complicacdes (LABBE et al., 2007).

Foram observadas evidéncias que sugerem a participagdo da angiotensina |l
(All) na resposta fibrética. O sistema renina-angiotensina regula varias fung¢des
fisiologicas através dos receptores de angiotensina tipo 1 e tipo 2. Os
receptores de All sdo encontrados em varios tecidos, sendo que foram
encontrados receptores da angiotensina tipo 1 (AT1) nos tecidos do olho. O
losartan € um antagonista dos receptores AT1, que bloqueia os efeitos da All.
(ABADIR et al, 2001; MOEN e WAGSTAFF, 2005; MARSHALL et al., 2000;
SJOLIE et al., 2011; ZHANG et al., 2003).

A seguranca e a eficacia das terapias sistémicas e topicas para o tratamento de
doencas oculares sao limitadas devido a baixa absor¢cdo ocular de
medicamentos, a falta de especificidade nos tecidos-alvo, aos efeitos adversos
sistémicos e a baixa adesdo do paciente ao tratamento. Inje¢des intravitreas
podem melhorar a liberagdo ocular de medicamentos, mas a necessidade de
frequentes aplicagdes e possiveis efeitos adversos relacionados com a injecao
limitam a utilizacdo desse procedimento. Sistemas de liberacido de farmacos
com perfil de liberagado prolongada tém sido desenvolvidos para superar essas
limitacbes. Esses sistemas podem atingir concentracbes terapéuticas
prolongadas do farmaco nos tecidos oculares alvo, limitando a exposicéao
sistémica e as reacbes adversas, levando a uma melhoria na adesao do

paciente ao tratamento (LEE et al., 2010).

Diante dessas observagdes, este trabalho objetivou o desenvolvimento e a
caracterizagao de implantes biodegradaveis contendo losartan, visando a
manutencao prolongada de niveis terapéuticos adequados desse farmaco na
regiao ocular onde ocorre a cicatrizagdo da cirurgia filtrante, assim como a
avaliagcdo desses sistemas quanto a atividade antiangiogénica e inibitoria da

proliferagao de fibroblastos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Glaucoma

Existem vérios tipos diferentes de glaucoma, que sdo classificados em
glaucoma de angulo aberto e glaucoma de angulo fechado. O glaucoma de
angulo fechado ocorre porque o humor aquoso nao pode fluir através da pupila
para a camara anterior (bloqueio pupilar), 0 que aumenta a pressao atras da
iris, forcando-a anteriormente e ocluindo o &ngulo da camara anterior. Ele
também pode resultar da dilatacdo da pupila e do estreitamento do angulo da
camara anterior, que ocorre devido ao crescimento natural das lentes. O
glaucoma de angulo aberto é o tipo mais comum de glaucoma. Normalmente, a
doenca € assintomatica nas fases iniciais e sua progresséo é lenta. (LEE e
HIGGINBOTHAM, 2005).

A PIO elevada é um fator de risco significativo para o glaucoma de angulo
aberto, embora alguns casos de glaucoma se desenvolvam na auséncia de
PIO elevada. No entanto, existem evidéncias de que reducdo da PIO reduz a
progressdo do glaucoma em aproximadamente 90% dos casos, incluindo os

casos de glaucoma de pressao normal (LAVIK et al., 2011).

A secrecdo do humor aquoso e a regulacdo da sua saida sdo processos
fisioloégicos importantes para a manutencdo da pressdo intraocular na faixa
normal. As duas estruturas principais relacionadas com a dinamica do humor
aquoso sao o corpo ciliar e malha trabecular (os principais locais de fluxo do
humor aquoso). O humor aquoso € produzido pelo corpo ciliar e flui (linha
tracejada com pontas de seta) a partir da camara posterior através da pupila
para a camara anterior (Figura 1). A partir dai, ele segue através da rede
trabecular para dentro do canal de Schlemm e posteriormente € absorvido nas

veias episclerais, através dos canais colectores (GOEL et al., 2010).
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Figura 1 - Diagrama esquematico ilustrando o fluxo convencional do humor aquoso a
partir do corpo ciliar até a malha trabecular (Fonte: Adaptado de GOEL et al., p. 53,

Rede
Trabecular

Canal de
Schlemm

Corpo
Ciliar

Uma vez que nem todos os pacientes com PIO aumentada sofrem de danos
neuronais e nem todos os pacientes com neuropatia optica glaucomatosa tem
um aumento da PIO, o termo glaucoma refere-se a uma sindrome de perda de
células ganglionares da retina e escavacao da cabeca do nervo Optico com
correspondente deficiéncia na fungao visual. Alteracbes morfologicas do nervo
optico no glaucoma tém sido descritas (SHAARAWY e FLAMMER, 2004).

Pacientes com glaucoma geralmente ndo tém quaisquer sintomas oculares ou
sistémicos. Nos Ultimos estagios da doenca, quando o nervo Optico ja
apresenta danos avancados e ha perda visual extensa, o paciente pode
experimentar a gradual e progressiva piora da visao, geralmente maior em um
olho do que no outro. O paciente também pode perceber uma dificuldade
crescente com visdo noturna. Nesses casos avancados, a perda visual do
paciente é geralmente periférica, avancando progressivamente para perda da
visdo central. Ocasionalmente, um paciente com glaucoma pode ter um inicio
subito de visdo reduzida ou desfocada, ter dor nos olhos e vermelhidao, ver
halos ao redor das luzes, ter dores de cabeca e as vezes nauseas e vomitos
relacionados a um aumento agudo da PIO (geralmente 30 mm Hg, podendo

estender-se até mais de 80 mm Hg). Essa situagdo pode indicar um glaucoma
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agudo de éangulo fechado ou um tipo inflamatério de glaucoma (LEE e
HIGGINBOTHAM, 2005).

2.2 Esquemas de tratamento do Glaucoma

As opcbes de tratamento para pacientes com glaucoma incluem
medicamentos, cirurgia a laser e cirurgia incisional (LEE e HIGGINBOTHAM,
2005). Esses tratamentos, farmacoldgico e cirargico, agem reduzindo a PIO,
qgue € o fator de risco mais importante para o aparecimento e progressao da
doenca. No entanto, alguns pacientes com glaucoma continuam a perder a
visdo rapidamente devido a pressao intraocular incontrolavel ou mesmo apesar
do razoavel controle terapéutico da PIO (JOHNSON et al., 2011). Como as
células nervosas sao irreversivelmente danificadas, a perda visual ndo pode
ser recuperada. Assim, o0 objetivo do tratamento médico e cirargico ndo é
apenas interromper a progressdao da doenca, mas também controlar
eficazmente os fatores de risco para prevenir a perda da visdo (SCHULTZ
etal., 2009). Dessa forma, novos tratamentos adjuvantes do glaucoma,
capazes de interromper a morte de CGRs e sua perda funcional, s&o

necessarios com urgéncia (JOHNSON et al., 2011).

Na préatica clinica, a maioria dos pacientes comeca o tratamento com colirios,
sendo que 0s mais comuns sdo o0s analogos de prostaglandinas ou os
B-bloqueadores (QUIGLEY, 2011). Nas ultimas décadas, ocorreram Varios
avancos no tratamento médico do glaucoma. O primeiro ocorreu no final dos
anos 1970, com a introducado de timolol e a mudanca dos agentes colinérgicos
(por exemplo, pilocarpina e carbacol) e agonistas adrenérgicos (por exemplo,
epinefrina e dipivefrina) para os bloqueadores beta-adrenérgicos como terapia
de primeira linha. No inicio de 1990, o timolol tornou-se referéncia para os
dados comparativos de fase Ill em testes clinicos de investigacdo de
medicamentos antiglaucomatosos. Entretanto, ndo foi demonstrado nos
estudos que a reducao da PIO por essas substancias era suficiente para deter

a progressao da doencga ou para reverter uma situacdo de alto risco para a
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doenca se manifestar. Em meados dos anos 1990 foi iniciada uma segunda
fase de desenvolvimento de medicamentos topicos para o tratamento de
glaucoma, com a introducao de derivados da prostaglandina, alfa-adrenérgicos,
e inibidores de anidrase carbonica (OBSTBAUM et al., 2004).

Embora esses tratamentos reduzam a perda gradual da visdo ao longo do
tempo de vida de muitos pacientes, aqueles com rapidas taxas de deterioracao
das células necessitam de tratamentos auxiliares para preservarem a visdo. A
adesdo ao tratamento € fundamental, semelhante ao tratamento de outras
doencas cronicas assintomaticas, como a hipertensao. Pesquisas relacionadas
a adesdo ao tratamento indicaram que apenas 60-70% de todas as doses de
colirios sdo aplicadas por pacientes com glaucoma. Dessa forma, o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada contendo farmacos para

terapia dessa doenca séo de extrema importancia (QUIGLEY, 2011).

2.3 Cirurgia filtrante

A cirurgia filtrante para o glaucoma pode ser definida como uma tentativa de
reduzir a PIO pela formacao cirlrgica de uma via de drenagem artificial do
humor aquoso a partir da camara anterior para o espaco subconjuntival.
Diferentes tipos de cirurgia filtrante tém sido desenvolvidos desde as primeiras
tentativas ha quase 180 anos atras (YU et al., 2009). Atualmente, a forma mais
comum desse procedimento envolve a realizacdo de uma incisdo na conjuntiva
(Figura 2a), dissecando o espaco subconjuntival aberto (Figura 2b) e fazendo
uma incisao na esclera até a juncéo entre a cérnea e a esclera (Figuras 2c e
2d) (KHAW et al, 1994).
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Figura 2 - Esquema da cirurgia filtrante para glaucoma (Fonte: Adaptagdo de DAHAN e
MATTHIAS, p. 697, 2000).

a b

O objetivo principal dessa cirurgia é a preservacao da visao e a estabilizacéo
das alteracdes no campo visual. Destaca-se que na maioria das vezes ela é
realizada apenas quando o tratamento medicamentoso ou a terapia com laser
nao é suficiente para controlar a PIO. No entanto, evidéncias recentes sugerem
gue a medicacéo tépica a longo prazo pode ter um efeito prejudicial sobre os
tecidos oculares superficiais e sua capacidade futura para formar uma bolha
funcional para drenagem, aumentando a chance de falha cirdrgica. (ALLAN et
al., 1992; DAHAN e MATTHIAS, 2000).

A bolha formada pelo acumulo de humor aquoso sob a conjuntiva e/ou a
capsula de Tenon, considerada como a base do controle da PIO na cirurgia
fillrante de glaucoma, é constituida por um tecido instavel e
comprometido (Figura 3). Complicacdes relacionadas com a bolha podem ser
graves e o cirurgido tem pouco controle sobre a aparéncia final da bolha de
filltragem apds a cirurgia. Tais complicacdes requerem muito cuidado para

evitar complicacfes que levam a perda da visdo (DAHAN e MATTHIAS, 2000).
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Figura 3 - Bolha formada (apontada pela seta) apés cirurgia filtrante de glaucoma
(Fonte: ROCKWOOD et al., p. 213, 2008).

Os mecanismos pelos quais ocorre a drenagem do humor aquoso da bolha
apos cirurgia de filtracdo de glaucoma nao foram completamente elucidados.
Existe um conhecimento muito limitado das vias e mecanismos de drenagem
do humor aquoso a partir da bolha. Mecanismos propostos para explicar a
reducdo da PIO apos cirurgia de filtragdo incluem a filtracdo transconjuntival, a
reabsorcédo atraveés das paredes das veias degeneradas e o movimento do
humor aquoso para os vasos linfaticos superficiais da conjuntiva (DAHAN e
MATTHIAS, 2000).

A cirurgia convencional tem duas areas essenciais de controle deficiente a
partir das quais provém a maior parte das complicacbes associadas: a
variabilidade do tamanho da fistula - com escoamento excessivo ou insuficiente
em alguns casos - e trauma dos tecidos adjacentes (estimulo inflamatério,

cicatrizacao de feridas e fechamento da fistula) (ALLAN et al., 1992).

O sucesso na reducédo da PIO ap6s cirurgia filtrante depende muito da natureza
da resposta de cicatrizacdo apds a cirurgia. O processo e a resposta de
cicatrizacdo podem ser modulados em varios pontos. Entretanto, a maioria dos
esforcos para suprimir cicatrizes tem-se concentrado na célula de fibroblasto,

que é a célula central do processo de cicatrizagdo (KHAW et al, 1994).
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Medicamentos adjuvantes, tOpicos ou injetaveis, com atividade antifibrotica
(mitomicina e fluorouracil) sdo frequentemente utilizados para restringir a
cicatrizagdo aumentada, evitando o fechamento do canal de escoamento
(QUIGLEY, 2011). No entanto, estes agentes estdo associados com
complicacdes graves. A fim de maximizar seus beneficios e minimizar a taxa de
complicagBes, o uso desses tratamentos deve ser cuidadosamente avaliado
em relacdo aos fatores de risco do paciente para cicatrizacdo (LABBE et al.,
2007).

2.4 Fibroblastos (KHAW et al, 1994)

O fibroblasto tem papel central na reparacdo de feridas e cicatrizes de
processos que ocorrem no segmento anterior do olho. A cirurgia filtrante de
glaucoma € o melhor exemplo da importancia do processo de cicatrizacdo de
feridas. Esse processo € o principal determinante do sucesso desse

procedimento.

O local onde ocorre a cirurgia filtrante de glaucoma tem um ponto fundamental:
€ banhado pelo humor aquoso que emerge do olho através da fistula
recentemente criada. O humor aquoso tem efeitos estimuladores sobre os
fibroblastos in vitro e in vivo. Um exemplo é a agressiva cicatriz observada em
pacientes apos cirurgia de filtracdo, com formacdo de novos vasos no interior
do olho. Nessa situacdo, o humor aquoso, que contém fatores estimulantes,

induz a rapida cicatrizacdo e posterior insucesso cirurgico.

Células polimorfonucleares movem-se na area da ferida, seguidas por linfocitos
e macrofagos. Em seguida, fibroblastos comecam a migrar em direcdo as
areas de dano. Como eles migram, provavelmente causam contracao da ferida.
As forcas geradas pelos fibroblastos em movimento sdo claramente vistas na

Figura 4.
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Figura 4 - Fibroblastos humanos da capsula de Tenon cultivados em folhas de silicone
polimerizado. Conforme a mobilidade e migracdo dos filbroblastos séo criadas marcas
superficiais de forgas tracionais (Fonte: KHAW et al., p. 190, 1994).

Os fibroblastos secretam fibronectina, glicosaminoglicanos e tropocolageno que
sdo enzimaticamente reticulados para formar colageno. O colageno é o
componente principal da matriz de feridas e € um fator importante na falha em

cirurgias filtrantes experimentais em coelho e macaco.

A falha da cirurgia filtrante estda associada com uma densa cicatriz no espaco
subconjuntival que fecha esse espaco e impede o fluxo aquoso. Essa
obstrucao por cicatriz no nivel episcleral no lugar da fistula é a principal razao

para o fracasso da cirurgia.

2.5 Losartan

O losartan potassico, de nome quimico 2-butil-4-cloro-1-[p-(o-1H-tetrazol-5-il-
fenil)-benzil] imidazol-5-metanol sal monopotassico (Figura 5) e férmula
molecular CxH2,CIKNgO, tem solubilidade aquosa de 3,3 mg/mL em pH 7,8,
massa molecular de 461 e valor de pKa = 4,9. O losartan é enquadrado na

classe 3 do sistema de classificacdo biofarmacéutica, devido a sua elevada
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solubilidade e baixa permeabilidade (MARTINDALE, 1999; BONFILIO et al.,
2010).

Figura 5 - Estrutura do losartan (Fonte: The United States Pharmacopeia, USP 29-NF24,
p. 1280, 2007).

O losartan potassico (registro CAS-124750-99-8), apresenta-se como um po
branco ou quase branco, cristalino e higroscopico, sendo muito soluvel em
agua e alcool metilico, soluvel em alcool isopropilico e ligeiramente soluvel em
acetonitrila (THE UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2007; EUROPEAN
PHARMACOPEIA, 2011).

O losartan foi aprovado em muitos paises para o tratamento da hipertenséo e
da nefropatia em pacientes com diabetes do tipo 2. E indicado também para
reducédo do risco de acidente vascular cerebral em pacientes com hipertenséo
e hipertrofia ventricular esquerda. Esse farmaco € um antagonista reversivel do
receptor AT1, seletivo e competitivo, que bloqueia os efeitos da All. Receptores
AT1 sdo encontrados em muitos tecidos, incluindo o musculo liso vascular,
glandulas supra-renais, 0s rins e no coracdo. A angiotensina Il também
estimula o crescimento do musculo liso (MOEN e WAGSTAFF, 2005).

A angiotensina Il é responsavel por todas as acfes conhecidas do sistema
renina-angiotensina (SRA). As acdes primarias de All sdo vasoconstricdo e
retencdo de sodio e agua (SIMPSON e MCCLELLAN, 2000).
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2.6 Mecanismo de ac&o do losartan e o sistema renina-angiotensina

O losartan € convertido em um metabolito ativo, E3174, o qual é de 15 a 20
vezes mais potente no bloqueio do AT1. Depois de ser administrado oralmente,
o losartan é rapidamente absorvido, atingindo a concentracdo de pico
plasmatico dentro de uma hora, enquanto a concentracdo de pico plasmatico
do metabolito ativo E3174 ocorre cerca de 4 horas apds a administracdo. O
farmaco sofre metabolismo de primeira passagem significativo, com cerca de
14% da dose convertida em E3174 (SIMPSON e MCCLELLAN, 2000).

O transporte através dos tecidos oculares € dependente da estrutura quimica
do farmaco. Moléculas hidrofébicas tém tendéncia a acumular-se mais no
vitreo, enquanto as moléculas hidrofilicas, como o losartan, tendem a mostrar

maiores concentragdes no humor aquoso (LAVIK et al., 2011)

Foi demostrada a presenca de um SRA em tecidos oculares e que a
angiotensina Il aumenta a exsudacao de vasos da retina, assim como estimula
a formac&o de novos vasos sanguineos na retina pela modulacao positiva da
atividade do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e outros fatores
de crescimento. Estudos em modelos animais sugerem que o bloqueio SRA
pode estar associado a efeitos protetores sobre a retina. Alguns estudos
clinicos de curto prazo também demonstraram efeito benéfico do bloqueio SRA
sobre a permeabilidade da retina (SJOLIE et al., 2011).

Lonchampt e colaboradores (2001) mostraram um efeito protetor do losartan na
neovascularizacdo induzida por ciclos de hiperoxia e norméOxia em
camundongos recém-nascidos. Os resultados sugerem um papel para o
sistema renina-angiotensina neste modelo. As retinas desses animais foram
tratadas com um antagonista do receptor AT1 (losartan 10 mg/kg administrado
por via subcutanea durante 5 dias) e mostraram uma reducdo da proliferacao
de células endoteliais em comparacdo com animais controle hipoxicos tratados
apenas com agua (LONCHAMPT et al, 2001).
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Outro estudo que corrobora com a atividade ocular do losartan foi o realizado
por Zhang e colaboradores (2007). Eles observaram que a expressao da
molécula de adesé&o celular vascular-1 induzida por All € inibida pelo losartan
em culturas de células endoteliais retinianas humanas. Isso demonstra que o

antagonismo da All pode inibir respostas inflamatdrias em células da retina.

Também existem evidéncias que sugerem um papel importante da All na
resposta fibrética quando ocorre lesdo de um tecido. Essas evidéncias incluem
a capacidade de antagonistas dos receptores da All e da enzima conversora de
angiotensina em atenuar a fibrose cardiaca e renal em varios modelos animais.
Tais efeitos sdo observados na auséncia de alteracbes na circulacdo de
componentes do SRA levando a acreditar que isso resulta de uma inibi¢cao local
do SRA nos tecidos, com base na qual a producao de All € independente da
circulacao de precursores (MARSHALL et al., 2000).

Foram relatadas propriedades mitogénicas da All em culturas de células 3T3
de camundongos Swiss de uma linhagem celular de fibroblastos de murinos
nao-tumorigénicos. Respostas a longo prazo exigem horas ou dias, isso inclui a
divisdo celular da cultura de células 3T3. Na Figura 6 esta representada a
interacdo da angiotensina Il com um receptor da superficie celular dos
fibroblastos. Uma série de eventos celulares sucessivos, representados nessa
figura, sugerem 0s mecanismos responsaveis por respostas de curta e longa
duracdo (WEBER e BRILLA, 1991).
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Figura 6 - Representagdo esquematica da potencial interagdo entre o peptideo
hormonal angiotensina Il e fibroblastos cardiacos. Mecanismo de interacdo da All
marcado pelo circulo vermelho (Fonte: Adaptagédo de e BRILLA, p. 1861, 1991).
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2.7 Sistemas poliméricos de liberagao controlada de farmacos

Polimeros biodegradaveis tém se tornado cada vez mais populares.
Recentemente varios materiais poliméricos novos foram sintetizados e
utilizados na preparagdao de sistemas de liberagcdo de farmacos. Esses

polimeros sédo degradados in vivo por via enzimatica ou nao-enzimatica,
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produzindo subprodutos biocompativeis. Dessa forma, torna-se possivel evitar
a remogao cirurgica do dispositivo de liberacdo esgotado. Independentemente
de sua origem e classe quimica, todos os polimeros biodegradaveis devem
possuir algumas caracteristicas comuns, como estabilidade, biocompatibilidade
e biodegradabilidade, facilidade de fabricagdo em larga escala, receptividade a
esterilizacdo e flexibilidade para produzir sistemas com diferentes perfis de
liberacdo. Biocompatibilidade polimérica e auséncia de toxicidade sao
parametros fundamentais no desenvolvimento de um sistema de liberagdo de
medicamentos, especialmente aqueles projetados para a aplicagdo sistémica
(LI e JASTI, 2005).

Dois tipos de sistemas de liberacdo controlada utilizam polimeros
biodegradaveis. O primeiro sistema possui um nucleo contendo o farmaco
rodeado por uma membrana biodegradavel que controla a taxa de liberagéao,
sendo essa constante e previsivel. Nesse sistema a degradacgao significativa da
membrana envolvente ocorre depois que a liberagao do farmaco foi concluida.
Alterar a natureza ou espessura da membrana polimérica biodegradavel pode
modificar a taxa de liberagao do farmaco. O segundo sistema é um dispositivo
biodegradavel monolitico, que tem o farmaco disperso em um polimero. A
liberacdo do farmaco pode ocorrer por difusdo, degradacdo do polimero ou
uma combinagdo desses dois mecanismos. Se a degradacdo do polimero é
muito mais lenta que a difusdo do farmaco, a liberagao inicial depende da
difusdo do farmaco a partir do polimero (KIMURA E OGURA, 2001;
YASUKAWA et al., 2005).

A eroséao polimérica (degradacao) pode ser definida como a conversdo de um
material inicialmente insoluvel em agua em um material soluvel em agua. Os
varios mecanismos de erosao polimérica podem ser classificados em trés tipos,

representados na Figura 7.
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Figura 7 - Representagdo esquematica do mecanismo de eros&o polimérica (Fonte:
Adaptacdo de KIMURA E OGURA, p. 145, 2001).
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Na erosao tipo |, macromoléculas soluveis em agua sao ligadas para formar
uma rede tridimensional. Quando essas redes sao colocadas em um ambiente
aquoso podem inchar apenas na medida permitida pela densidade das ligagbes
cruzadas. A erosao destes sistemas pode ocorrer pela clivagem das ligagdes
cruzadas ou solubilizagdo em agua da cadeia principal (KIMURA E OGURA,
2001).

Na erosdo tipo Il, macromoléculas insoluveis em agua sdo convertidas em
macromoléculas soluveis em agua por hidrdlise, ionizagdo ou protonagao de
cadeias secundarias (KIMURA E OGURA, 2001).

Na erosao do tipo Ill, macromoléculas de elevada massa molecular, insoluveis
em agua, sao convertidas em pequenas moléculas soluveis em agua por uma
clivagem hidrolitica das ligagdes labeis na cadeia principal do polimero. Como
a principal aplicagao destes sistemas é a administragao sistémica de farmacos
via implantagdo subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, entre outras, todos
os produtos de degradacdo devem ser completamente atoxicos. Os polimeros
utilizados com essa finalidade incluem poliésteres alifaticos, poliamida,
policianoacrilatos, polianidridos, poliacetais, e poliortoésteres. Entre esses, 0
poli (acido latico) (PLA), o poli (acido glicdlico) (PGA) e seu copolimero (PLGA)
sdo os mais populares (KIMURA E OGURA, 2001).
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O PLGA (Figura 8) tem comprovada biocompatibilidade, biodegradabilidade,
taxa de liberacdo manipuldvel e recebeu aprovacdo do Food and Drug
Administration (FDA) como material implantavel. Além disso, os produtos de
degradacdo do PLGA, &cidos latico e glicélico, sdo metabolizados por meio do
ciclo de Krebs em diéxido de carbono e agua (MANSOOR et al., 2009).

Figura 8 - Estrutura quimica do poli(acido glicolico) (PGA), poli(acido latico) (PLA) e
poli(acido latico-co-acido glicélico) (Fonte: Adaptacao de HUH et al., p. 45, 2003).

CHs; O
~EO—CH2—C€|— ~EO—CH—C€|—
CH3; O
{O—CHZ—C%—EO—CH c~i|»
PLGA

A possibilidade de alterar o tempo de biodegradacédo do polimero, modificando
o teor de acido latico e de acido glicolico utilizados durante a sintese
(Tabela 1), tornou o PLGA atrativo para o0 uso na producdo de varios
dispositivos biomédicos desde a década de 70. A taxa de biodegradacao do
PLGA e a massa molecular afetam as caracteristicas de liberagcdo do farmaco
nos sistemas de liberacdo, dando assim a composicdo do polimero um
importante papel na personalizacdo das caracteristicas do implante (LEE et al.,
2010).
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Tabela 1 - Propriedades dos polimeros e copolimeros derivados dos &cidos latico e
glicélico (Fonte: Adaptacado de FIALHO et al., p.893, 2003).

Polimero ou Temperatura de Temperaturade  Tempo de degradacao
copolimero transicao vitrea (°C) fuséo (°C) aproximado (meses)*
PLGA 50:50 45-50 amorfo 2
PLGA 75:25 60 amorfo 2-4
PLGA 85:15 45 amorfo 5
D,L-PLA 57-59 amorfo 12-16
L-PLA 60-67 172-174 18-24
PGA 36 230 2-4

* O tempo de degradagédo pode variar de acordo com a area superficial, porosidade e massa molecular do sistema.

Polimeros termoplésticos, como o PLGA, amolecem e derretem sobre
aquecimento podendo ser moldados em implantes, utilizando técnicas como
moldagem a quente, moldagem por injecdo, moldagem por compressédo e
extrusdo (FIALHO e SILVA-CUNHA, 2005).

O desenvolvimento de implantes biodegradaveis destinados a aplicacéo
intraocular ocorre, principalmente, com o emprego de dois métodos de
fabricacdo: compressao e moldagem a quente. Primeiramente, o polimero e o
farmaco podem ser dissolvidos em uma mistura de agua destilada e
acetonitrila. Depois a solucédo resultante é liofilizada para obter uma massa
homogénea. Essa massa € utilizada para o desenvolvimento dos implantes por
compressao ou técnicas de moldagem a quente. Para técnica de moldagem a
guente, a massa homogénea previamente preparada pode ser moldada em
hastes, utilizando um sistema adequado de moldagem, aquecendo a uma
temperatura de 100 a 120°C. Para obter o maximo de uniformidade, os
sistemas poliméricos devem ser submetidos a um controle de qualidade apos a
preparacao (FIALHO e SILVA-CUNHA, 2005).
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2.8 Aplicagdes do PLGA na oftalmologia

Sistemas de liberacdo de farmacos baseados em polimeros biodegradaveis
sdo promissores para o tratamento de doencas oculares. A versatilidade dos
polimeros biodegradaveis permite a construcdo de sistemas de liberacdo sob
medida para a liberacdo do farmaco para o tratamento de uma variedade de
doencas oculares dos segmentos anterior e posterior do olho. Estudos clinicos
estdo em andamento avaliando a eficacia e seguranca dos sistemas de
liberacdo em uma série de doencas oculares (LEE et al., 2010). Sistemas de
liberacdo poliméricos permitem uma liberagdo continua e controlada do
farmaco, otimizando assim sua biodisponibilidade e diminuindo possiveis
efeitos adversos. Em particular, polimeros biodegradaveis tém sido
extensivamente estudados para sistemas de liberacéo ocular de farmacos para
gue um procedimento cirargico ndo seja necessario para remover o dispositivo

vazio, apos o tratamento (FIALHO et al., 2008).

Dentre os polimeros biodegradaveis, sistemas constituidos de PLGA tém sido
implantados experimentalmente em varios tecidos do olho e tém demonstrado
ser bem tolerados (LEE et al., 2010).

Um sistema de liberacdo de dexametasona para o tratamento de inflamacgéo
apos cirurgia de catarata, o Surodex® (Oculex Pharmaceuticals, Inc, EUA) foi
avaliado clinicamente. Esse implante foi preparado com PLGA e continha 60 ug
de dexametasona. O sistema foi capaz de promover liberacdo do farmaco por
um periodo de, aproximadamente, 7 a 10 dias. Os estudos clinicos revelaram
ainda que o implante foi bem tolerado e efetivo contra a inflamacgao (FIALHO e
SILVA-CUNHA, 2007). Recentemente, um implante polimérico feito com matriz
de PLGA para liberacao intravitrea de dexametasona, o OZURDEX (Allergan,
EUA), foi aprovado pelo FDA para o tratamento de casos de oclusédo de vasos

da retina em pacientes com retinopatia diabética (SHAH et al., 2010).

Hashizoe e colaboradores (1994) desenvolveram um implante biodegradavel

contendo doxorrubicina para o tratamento de vitreorretinopatia proliferativa
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experimental em coelhos e a taxa de liberagdo do farmaco no humor vitreo foi
avaliada. Esse sistema composto de PLGA e contendo 1% de doxorrubicina,
implantado via pars plana (parte do corpo ciliar onde ndo existem estruturas
importantes para o olho), promoveu a liberacdo do farmaco diretamente no

vitreo e ndo alterou a transparéncia do meio ocular.

Herrero-Vanrell e colaboradores (2009) desenvolveram e caracterizaram
microparticulas de PLGA contendo o0s agentes neuroprotetores fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e fator neurotréfico derivado da
linhagem de células gliais (GDNF), destinadas a aplicacao intraocular como
potencial tratamento para o glaucoma. Esse sistema forneceu uma liberacao

controlada de GDNF e BDNF bioativos por um periodo de tempo prolongado.
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3 JUSTIFICATIVA

O glaucoma, apontado como segunda causa de cegueira mundial, € uma
doenca neurodegenerativa que afeta as CGRs e seus axbnios. Possui
tratamento medicamentoso e cirurgico, sendo que ambos visam reduzir a PIO,
que é o principal fator de risco para a doenga. A cirurgia filtrante tem se
mostrado eficaz na redugcédo da PIO. A maior complicagdo dessa cirurgia é a
proliferagcdo excessiva de fibroblastos, que resulta em formacao cicatricial. O
losartan apresenta atividade inibitoria de fibroblastos, sendo promissor um
sistema de liberagdo contendo esse farmaco no tratamento do glaucoma.
Sistemas de liberacdo prolongada podem promover concentragdes
terapéuticas do farmaco por um periodo maior nos tecidos oculares alvo,
limitando a exposicéo sistémica e levando a uma melhor adesdo do paciente
ao tratamento. Dessa forma, o desenvolvimento de implantes para veiculagcao
do losartan surge como uma alternativa relevante para inibir a formagao

cicatricial indesejavel apos a cirurgia filtrante para tratamento do glaucoma.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Este projeto teve como objetivo o desenvolvimento de um sistema de
veiculacdo do farmaco losartan em uma matriz polimérica constituida de PLGA,
visando o0 seu emprego para inibicdo da proliferacdo de fibroblastos, apo6s
cirurgia filtrante para tratamento do glaucoma.

4.2 Objetivos especificos

1) Validagado do método analitico de quantificagao do losartan;

2) Desenvolvimento e caracterizagdo dos sistemas de liberagdo contendo
losartan;

3) Avaliagao do perfil de liberagao in vitro dos sistemas obtidos;

4) Avaliagdo da atividade in vitro do farmaco a partir do sistema

desenvolvido.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Materiais

e Losartan, teor 100,54% — Vasudha Pharma Chem, india.

e Polimero poli (D,L—latico—co—glicélico) na proporcdo 75:25 [PLGA 75:25;
viscosidade inerente (v.i.) = 0,50 — 0,70 dl/g] - Resomer® RG 755 S,
Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co; Ingelheim, Alemanha.

e Fosfato de sédio bibasico anidro — Synth, Brasil.

e Fosfato de potassio monobasico anidro — Synth, Brasil.

e Cloreto de sodio — Synth, Brasil.

e Agua ultra pura Milli-Q.

e Metanol — J. T. Baker, grau cromatografico, USA.

e Acetonitrila — J. T. Barker, grau cromatogréafico, EUA.

e Liofilizador (E-C MODULYO, E-C Apparatus Inc. EUA).

e Ovos embrionados, da espécie Gallus domesticus e da linhagem Ross,
foram adquiridos junto a empresa Rivelli, localizada no municipio de
Mateus Leme — MG.

e Meio de cultura DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium) - Sigma

e Colagenase - Gibco

e Soro fetal bovino - Gibco

e Tripsina - Invitrogen

e Reagente de Tuerck - Vertec

e Solucdo de MTT (Tetrazdlio 3-(4,5)dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio

bromide) - Invitrogen
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5.2 Métodos

5.2.1 Desenvolvimento e validacdo do método analitico

Para validacdo do método analitico de quantificacdo do losartan, foram
utilizados espectrofotdmetro SHIMADZU UV-160A e equipamento para registo
de cromatografia a liquido de alta eficiéncia Waters®, equipado com bomba
modelo 515, injetor automatico modelo 717 plus, detector Waters® 486
UV-VIS. A coluna empregada foi a RP-18 de 4,6 mm de diametro, 250 mm de
comprimento e tamanho de particulas de 5 ym (ACE® - 121-2546).

Visando assegurar a confiabilidade dos resultados, o método desenvolvido foi
devidamente validado segundo os parametros de seletividade, linearidade,
precisdo e exatidao, preconizados na resolucdo 899 de 29/05/2003 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Brasil, 2003).

5.2.1.1 Desenvolvimento do método analitico

Primeiramente foi realizada uma varredura de uma solu¢do do farmaco em
espectrofotometro (SHIMADZU UV-160A). A amostra de losartan testada foi
diluida em tampao fosfato salino (PBS) pH 7,4 até a concentracédo final de
50 ug/mL, sendo a varredura programada na faixa entre 200 a 400 nm, com o

objetivo de determinar o comprimento de absorbancia maxima do farmaco.

Os experimentos para validacdo do método foram realizados ap6s a definicdo

das melhores condi¢cdes cromatograficas de andlise.

A fase médvel foi adaptada da descrita na Farmacopeia Americana (The United

States Pharmacopeia, 2007) e o volume de injecao foi de 10 puL. As amostras
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foram filtradas em membrana de 0,45 mm e a fase mével foi desgaseificada por

30 minutos.

5.2.1.2 Validacdo do método analitico

Seletividade

A seletividade do método foi determinada pela completa separacdo do pico
correspondente ao losartan dos picos dos interferentes. Esses interferentes
foram: os componentes da fase mével, o PBS* e o PLGA, além dos produtos de
degradacéao de implantes compostos apenas pelo polimero PLGA 75:25. Esses
implantes foram incubados em um meio contendo PBS a 37°C sob agitacéo
mecanica de 30 rpm e, apés 7 dias, o tampéo foi coletado e os produtos de

degradacéao do polimero foram analisados.

Linearidade

A preparacdo da curva de linearidade foi realizada a partir de seis
concentracbes diferentes, cada uma em triplicata, seguida do tratamento
estatistico dos dados para determinacdo da equacdo da reta e determinacao
do coeficiente de correlagdo (R?). Para a construcdo das curvas analiticas
foram preparadas trés solucdes estoque de losartan na concentracdo de
250 ug/mL: pesou-se exatamente 25 mg losartan que foi transferido para um
baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com PBS. Por meio de
diluicdes subsequentes da solucdo estoque de losartan, foram obtidas as
solucdes nas concentracdes tedricas para a construcao da curva analitica. As

diluicdes foram realizadas conforme Tabela 2.

! Composicio: Fosfato de sddio bibasico anidro (0,595 g), fosfato de potassio monobasico
(0,0475 g), cloreto de sodio (2,0 g) e agua destilada (quantidade suficiente para 250 mL).



40

Tabela 2 — Dilui¢cdes para construcéo das curvas analiticas para quantificagdo do

losartan.
Solugéao Aliguotas da Balbes utilizados Concentracao

solucao estoque para diluicdo (mL) | tedrica final (ug/mL)
de losartan (mL)

1 20e5,0 50 e 50 1

2 1,0 50 5

3 1,0 10 25

4 2,0 10 50

5 3,0 10 75

6 4,0 10 100

Limites de deteccéo e quantificacéo

Utilizando os dados obtidos na curva de calibragdo foram determinados os
limites de deteccédo (LD) e de quantificacdo (LQ). Por meio da diviséo entre o
desvio padréao dos coeficientes lineares das trés curvas de calibracdo do ensaio
de linearidade pela média dos coeficientes angulares das curvas, multiplicados
por 3,0 e 10,0 foram calculados o LQ e o LD, respectivamente. As equacdes

estdo representadas abaixo:

LQ=3DPb
a

LD =10DP b
a

Onde, b = coeficiente linear e a = coeficiente angular

Precisdo

A precisdo foi estabelecida por meio do desvio padrdo relativo (DPR) ou
coeficiente de variacdo (CV), que indica a relacdo percentual entre o desvio
padrao absoluto e as médias dos dados, ferramenta estatistica utilizada para a
comparacao entre duas ou mais corridas analiticas diferentes. Para o seu

célculo, foi utilizada a equacéao representada a seguir.
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DPR = DP_x 100
CMD
Onde
CMD = concentracdo média determinada
DP = desvio padrao
DPR = desvio padréao relativo
DPR <ou =a 5%

A concentragdo média foi determinada avaliando-se as areas dos picos obtidos
de seis andlises do losartan na concentragao de 50 yg/mL. Para o preparo de
cada solucédo pesou-se 5 mg de losartan que em seguida foram diluidos com
PBS em baldes volumétricos de 100 mL.

Exatidao

Para avaliacdo da exatidao foi realizada a comparacdo do valor encontrado
com o valor esperado de uma solugéo do analito com concentracdo conhecida.
A solucéo foi preparada por diluicdo do losartan em PBS pH 7,4 contendo
produtos de degradacdo do implante sem o farmaco (Tabela 3). Foram

realizadas 3 determinacgdes e o resultado foi expresso pela seguinte equacao:

Exatiddo= concentracdo média experimental x 100

Concentracao teorica

Tabela 3 — Diluicdes para realizagéo do teste de exatid&o.

Solucéo Quantidade Aliquota da Balbes Concentracao
de losartan primeira utilizados para tedrica final
pesada (mg) | solucdo (mL) diluicdo (mL) (ug/mL)
1 10 1 100 e 100 1
2 5 X 100 50
3 10 X 100 100
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Estabilidade

A estabilidade do farmaco nas condi¢des utilizadas para o teste de liberacao in
vitro foi avaliada. O losartan foi diluido com PBS pH 7,4 em baldo volumético
de 100 mL até uma concentracao final de 50 pg/mL e a amostra foi colocada
em incubadora mantida a 37 °C e com rotacdo de 30 rpm. ApGs 7 dias, a
amostra da solucéo de losartan em PBS foi analisada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) e comparada com uma solucdo padrédo na
concentracdo de 50 yg/mL. A andlise foi realizada em triplicata. Como a RE
899/2003 nao estabelece uma faixa de recuperacdo foi utilizada a faixa
estabelecida pela European Commission (2002), de 80 a 110%.

5.2.2 Desenvolvimento dos implantes contendo losartan

Os implantes contendo 25% de losartan foram preparados de acordo com o
método desenvolvido por Fialho e Silva-Cunha (2005). Inicialmente, 100 mg de
losartan foram solubilizados em 2 mL de agua destilada e 400 mg de PLGA
foram solubilizados em 5 mL de acetonitrila. Em seguida a solucao de losartan
foi incorporada ao PLGA e foram adicionados mais 7 mL de acetonitrila até
obtencao de uma solucéo limpida. Essa solucéo foi transferida para frascos de
10 mL, congelada em nitrogénio liquido e liofilizada por 24 horas (Liofilizador
E-C MODULYO, E-C Apparatus Inc. EUA). Obteve-se uma massa homogénea,
gue foi moldada a quente na temperatura entre 100 e 120°C em forma de

bastbes com aproximadamente 0,45 mm de diametro e 6 mm de comprimento.

5.2.3 Determinacao do peso médio dos implantes

O peso médio dos implantes foi calculado utilizando os valores de peso de 10

implantes. O resultado foi expresso em funcédo da média + desvio padrao (DP).
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5.2.4 Determinacdo do teor de losartan nos implantes

A quantidade de losartan presente nos implantes foi determinada com o
emprego do método de CLAE desenvolvido e validado anteriormente. Cada
implante foi colocado em um baldo volumétrico de 10 mL e o volume
completado com acetonitrila. A concentracdo dessa solucéo foi doseada e a
porcentagem de losartan nos implante foi calculada em funcdo do peso de
cada implante. Os resultados foram expressos em funcdo da média + desvio
padrao (DP).

5.2.5 Analise morfoldégica dos implantes por microscopia eletrbnica de

varredura

Foram realizadas analises morfolégicas dos implantes imediatamente apds o
preparo e de implantes retirados do estudo de liberacao in vitro apos intervalos
de 5 e 8 dias de incubacao. Apds serem retirados do meio, os implantes foram
ligeiramente secos em papel absorvente e entdo colocados em dessecador a

vacuo com silica por 72 horas.

Em seguida, aplicou-se cola de prata (condutora de elétrons) na superficie dos
stubs (suportes de aluminio) utilizados para fixacdo das amostras. Apos a
secagem da cola, os implantes foram fixados utilizando cola branca. Os

suportes foram deixados em dessecador por 48 horas até a metalizacéo.

As amostras foram metalizadas no metalizador do Laboratorio de Microanalises
(Departamento de Fisica — Instituto de Ciéncias Exatas/Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG)) por 60 segundos, sendo a taxa de deposicao de
15 nm de ouro. Elas foram entdo guardadas em dessecador até o dia em que

foi realizada a microscopia.
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As microscopias foram realizadas no Centro de Microscopia da UFMG. Foi
utilizado o microscopio eletrénico de varredura com canhdo de emisséo por
efeito de campo (Quanta 200 - FEG - FEI — 2006) na voltagem de 5,0 kV e uma
distancia de trabalho entre 15,4 e 34,7 mm. Voltagens maiores n&o foram
utilizadas pois destruiam os implantes, provavelmente devido a sensibilidade
térmica do polimero. As imagens obtidas foram processadas utilizando os
programas Adobe Photoshop versao 6.0 e Adobe lllustrator versao 9.01 (Adobe
Systems Incorporated, 2000, EUA).

5.2.6 Termogravimetria

Foram analisadas por termogravimetria (TG) as amostras de losartan,
PLGA 75:25, mistura fisica (25% de losartan + 75% PLGA) e mistura liofilizada
(25% de losartan + 75% PLGA). Foram pesados 5,4214 mg de losartan,
5,3460 mg de PLGA, 5,7140 mg da mistura fisica e 5,5211 mg da mistura

liofilizada.

As amostras foram colocadas em cadinhos de alumina (Al,O3) e analisadas em
termobalanca modelo TGA/SDTA 851e (Mettler Toledo GmbH, Brasil) sob
atmosfera dinamica de nitrogénio como gas de arraste com fluxo de
50 mL/mim. O aquecimento foi realizado da temperatura ambiente a 600°C na

razao de aquecimento de 10°C por minuto.

5.2.7 Calorimetria exploratéria diferencial

Para confirmar os resultados obtidos por TG as amostras de losartan, PLGA
75:25, misturas fisicas (50% de losartan + 50% PLGA e 25% de losartan + 75%
PLGA) e mistura liofilizada (25% de losartan + 75% PLGA) foram analisadas
por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC). As amostras foram pesadas

(entre 2 e 3 mg) e seladas em um cadinho de aluminio. Em seguida foram
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submetidas a um aquecimento de 25 a 350 °C, sob atmosfera dinamica de
nitrogénio de 50 mL/min e taxa de aquecimento de 10°C/min utlizando o
calorimetro modelo DSC 822e (Mettler Toledo GmbH, Brasil)

5.2.8 Espectroscopia na reqgidao do infravermelho

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrometro Spectrum One
Perkin Elmer. Foram realizadas varreduras no intervalo de 650 a 4000 cm™.

5.2.9 Estudo de liberacao in vitro

Os implantes (n=5) constituidos de PLGA e losartan foram colocados em
incubadora, sob agitacdo de 30 r.p.m. e temperatura de 37°C (simulando as
condicdes fisioldgicas), dentro de frascos contendo 2 mL de PBS. Todo o meio
foi retirado nos dias de coleta e substituido por nova solucdo de PBS. As
amostras foram analisadas pelo método de CLAE desenvolvido e validado
anteriormente. Depois do Ultimo dia de coleta (93 dias) os implantes foram

solubilizados em acetonitrila para analise.

5.2.10 Ensaio de angiogénese na membrana corioalantdica de embrido de

galinha

A atividade antiangiogénica do losartan e do implante de PLGA contendo este
farmaco, foi avaliada por meio do ensaio da membrana corioalantdica (MCA)
empregando o método descrito por Burt e colaboradores (1995) e Knoll e
colaboradores (1999), adaptada por Vieira (2011).
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Ovos de galinha embrionados foram abertos no 3° dia de desenvolvimento
através de uma pequena incisédo na regido da camara de ar da casca dos ovos,
com posterior retirada de aproximadamente 1,0 cm de diametro da casca. Em
seguida a membrana interna da casca foi retirada, deixando exposta a MCA
(Figura 9).

Figura 9 — Membrana corioalantéica do embri&o de galinha. Imagem da MCA de um
embrido de 10 dias (a); localizacdo da MCA (em vermelho) ao redor do embrido de 12
dias e em contato direto com a casca do ovo (b); ilustracédo do corte transversal da MCA
no 10°-12° dia de incubacgédo (c) (Fonte: Adaptado de Vargas et al., 2007 apud Viera, 2011)
MCA

Casca

Saco
alantéico
§ Membrana

J interna da

casca \

a. Vista do topo do ovo b. Localizacdo dentro €. Corte transversal da
do ovo MCA

A abertura na casca foi selada com fita adesiva, para evitar o ressecamento da
MCA. Os ovos foram colocados em suporte e mantidos em incubadora
automatica digital (Premium Ecolégica®) a temperatura de 37°C e 60% de
umidade relativa do ar. No 5° dia de desenvolvimento embrionario os ovos
foram separador em grupos de acordo com a Tabela 4 e 0s ovos nao viaveis,

com morte do embrido, foram descartados.

Tabela 4 — Grupos de tratamentos utilizados no ensaio de angiogénese.

Grupo Tratamento
1 Solucédo de PBS pH 7,4 (grupo controle)
2 Solugéao de losartan 250 pg/mL
3 Solugéao de losartan 500 pg/mL
4 Solucéo de losartan 1000 pg/mL
5 Implantes constituidos de PLGA e losartan (25%)
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Em seguida, nos grupos 1, 2, 3 e 4 foram aplicados sobre a MCA 20 pL das
solugdes descritas na Tabela 4. No grupo 5, com auxilio de uma pinga, foram
aplicados os implantes sobre a MCA. No 6° dia de desenvolvimento dos
embrides 20 pL das solugdes tratamento foram aplicados novamente nos
grupos 1, 2, 3 e 4. O grupos 5 foi apenas monitorado. Para cada grupo foram

utilizados oito embrides.

No 7° dia de incubacdo a MCA dos ovos foi fixada com solucao de formaldeido
a 3,7% por 10 minutos. Em seguida, as MCAs foram extraidas e fotografadas
com a camera Motic Cam acoplada ao estereomicroscopio Motic, sendo as
imagens obtidas pelo software Motic Images Plus 2.0. As imagens obtidas
foram processadas utilizando o programa ImageJ versdo 1.45 para a

guantificacdo dos vasos sanguineos.
Os dados foram avaliados por meio da analise de variancia (ANOVA One-way)

e pelo poés-teste de Bonferroni, sendo que P < 0,05 foi considerado

estatisticamente significante.

5.2.11 Avaliacdo in vitro da atividade do losartan em fibroblastos

A atividade inibitéria do crescimento de fibroblastos promovida pelo losartan foi
avaliada em células isoladas a partir da pele da palpebra superior de pacientes
submetidos a blefaroplastia (cirurgia para remocédo de excesso de pele da
regidio palpebral), de acordo com as normas aprovadas pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFMG (Certificado de apresentacdo para apreciacdo ética -
02887512.6.0000.5149). Os testes foram realizados em parceria com o0
Laboratério de Imunologia Celular e Molecular do Instituto de Ciéncias
Biologicas sob a responsabilidade do professor Alfredo Miranda Goes e

Dawidson Assis Gomes.
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Isolamento e cultivo dos fibroblastos

Logo apds a remocgdo da pele da palpebra, esta foi transferida para tubos de
polietileno de 50 mL contendo 20 mL de meio de cultura DMEM sem soro. Em
capela de fluxo laminar, a pele foi lavada 3 vezes nesse mesmo meio, seguida
de uma lavagem em PBS (pH 7,4). A pele foi, entéo, transferida para placa de
cultura (Figura 10) e cortada com bisturi em pedacos de aproximadamente

1cm?.

Figura 10 - Pele da palpebra superior de pacientes submetidos a blefaroplastia.

Os pedacos de pele foram transferidos para um tubo contendo solucédo de
colagenase 0,1% em PBS e incubados por duas horas, em estufa 37°C,
atmosfera umida e 5% de CO,. Durante esse periodo o tubo contendo o tecido
foi agitado vigorosamente em intervalos sucessivos de 15 minutos. Ao fim
desse processo, adicionou-se DMEM contendo 10% soro fetal bovino (SFB) ao
preparado para inativar a solucdo de colagenase. Em seguida, o tubo foi
centrifugado a 1400 rpm por 10 minutos. O precipitado obtido foi solubilizado
em meio de cultura basal, transferido para garrafa de cultura celular T-25 e
mantido em estufa a 37°C, atmosfera Umida e 5% de CO,. Apds 24 horas, a

cultura de fibroblastos foi visualizada por microscépio para verificar se as
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células ja se apresentavam aderidas a superficie plastica e se exibiam
morfologia fibroblastéide (Figura 11).

Figura 11 - Cultura de fibroblastos obtidos a partir de extrag&o priméaria da pele da
palpebra de pacientes submetidos acirurgia de blefaroplastia. Aumento de 40X.
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Plagueamento das células

O meio de cultura foi retirado das garrafas de cultivo de fibroblastos e as
mesmas foram lavadas 2 vezes com 7 mL de PBS e tratadas com 1 mL de
tripsina por 5 minutos a 37°C. Ap0s a acao da tripsina, esta foi inativada com
meio de cultura DMEM contendo 10% SFB, sendo o volume final de 10 mL.
Entdo, as células foram obtidas apds centrifugacédo a 1400 rpm por 10 minutos.
Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet contendo as células foi
disperso em 1 mL de DMEM 10% SFB. Uma aliquota do meio foi retirada e
diluida em reagente de Tuerck para determinacdo do numero de células
obtidas, por meio de contagem em Camara de Neubauer. A concentracdo
celular foi ajustada para 5,0 x 10* células/poco em meio DMEM 10% SFB e as
células foram distribuidas em placas de poliestireno de 24 pogos, em triplicata,
gue foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5% CO,. ApGs 24 horas, foi feita
a retirada do meio de cultura das placas e cada pogo recebeu uma nova
aliquota de 1 mL meio DMEM 10% SFB, acrescida ou ndo de um tratamento

especifico, conforme mostrado nos esquemas das Figuras 12 e 13. As
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concentragdes utilizadas foram escolhidas com base na literatura e em nossos

estudos preliminares.

Tratamentos

Os tratamentos foram aplicados de acordo com o esquema abaixo:

Figura 12 - Esquema da placa utilizada no teste de inibig&o de fibroblastos pelos
implantes contendo losartan. Placa utilizada para testes de proliferacdo celular e

contagem de células.

Controle Controle Controle
células células células
Implante Implante Implante
branco branco branco
Implante Implante Implante
contendo contendo contendo
losartan losartan losartan

Figura 13 - Esquema da placa utilizada no teste de curva padrdo de losartan para
inibicdo do crescimento de fibroblastos. Esse esquema foi utilizado para os testes de

proliferacéo celular.

S?Iugao de Solugdo de Solugdo de Solucéo de Solucéo de Solucéo de
osartan losartan losartan losartan losartan losartan
Oﬁg?r?f Opg?r?j_‘r’ Oﬁg(/)r?f 0,0025 pg/mL | 0,0025 pg/mL | 0,0025 pg/mL
Solugéo de Solucgéo de Solucéo de Solucéo de Solucéo de Solucéo de
losartan losartan losartan losartan 0,25 | losartan 0,25 | losartan 0,25
0,025 pyg/mL | 0,025 pyg/mL | 0,025 pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Solucgéo de Solucgéo de Solucgéo de Solucéo de Solucéo de Solucéo de
losartan 2,5 losartan 2,5 losartan 2,5 losartan 25 losartan 25 losartan 25
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Solucgéo de Solucgéo de Solucgéo de
losartan 250 losartan 250 losartan 250
pg/mL pg/mL pg/mL

Os implantes utilizados nos testes de inibicdo foram esterilizados por
irradiacdo, utilizando uma dose de 20 KGy, no Centro de Desenvolvimento e

Tecnologia Nuclear.



51

ApoOs o término dos testes, cujos tratamentos foram feitos com os implantes
contendo losartan, o meio de cultura foi coletado e, posteriormente, a
concentracéo do farmaco foi doseada por CLAE.

Contagem das células em Camara de Neubauer

Apbs os periodos de incubacdo com os respectivos tratamentos, nos tempos
de 24, 48 e 72 horas, as ceélulas foram contadas em Céamara de Neubauer.
Apés tripsinizacdo dos pocos, a tripsina foi inativada com meio DMEM 10%
SFB e o conteudo de cada poco foi transferido para tubos eppendorf. As
amostras foram homogeneizadas e uma aliquota foi retirada de cada tubo e
misturada ao reagente de Tuerck, seguida de nova homogeneizacdo e
transferéncia de 10 pL para cada quadrante da Camara de Neubauer. O

numero de células contadas nos quatro quadrantes foi aplicado a férmula:

NUmero de células x fator de diluicdo x 10* = nimero de células/mL

Numero de campos

Ensaio de proliferacao celular

Foi realizado o ensaio de proliferacdo celular seguindo-se o0 esquema descrito
nas Figuras 12 e 13. Apo0s os tempos de incubacao de 24, 48 e 72 horas, foi
feita a remocdo do meio de cultura de cada poco e foram adicionados 170 pL
de solucédo de MTT (5 mg/mL) com nova aliquota de 210 uyL de DMEM 10%
SFB as placas, que foram incubadas a 37°C, em atmosfera de 5% CO,,
durante 2 horas. Foi observada uma coloracdo roxa, devido a formacao de
cristais de formazan, que € um precipitado insollvel. Esses cristais, que foram
visualizados em microscopio, sdo formados a partir de uma reacdo de
oxi-reducdo do MTT realizada por células metabolicamente ativas (Figura 14)
(MOSMANN, 1983; STOCKERT et al., 2012). Em seguida, foram adicionados
210 uL de 10% SDS-HCI em cada poco e a placa foi incubada a 37°C overnight
para a solubilizacdo dos cristais de formazan. Foram retirados de cada poco
100 pL e transferidos para uma placa de 96 pocos, sendo o procedimento
efetuado em triplicata para cada poco. A leitura da placa foi efetuada a 595 nm
em leitor de ELISA (EIx800, Bio-Tek Instruments, Vermont, EUA). Os valores

de densidade o6ptica foram corrigidos, subtraindo-se o valor da densidade
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Optica dos pocos sem células, contendo somente a solu¢cdo de MTT + meio de
cultura + 10% SDS.

Figura 14 — Reac&o de oxi-reducdo do MTT em células metabolicamente ativas
(MOSMANN, 1983; STOCKERT et al., 2012).
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MTT MTT formazan

Foi calculada a porcentagem de proliferacdo que corresponde a razéo entre a
densidade otica das células na presenca de cada estimulo (implantes com ou
sem losartan e concentragcdes de losartan soluvel da curva padrédo) e a
densidade otica das células na auséncia de estimulo (células incubadas
somente com meio de cultura), multiplicada por 100. A porcentagem de

proliferacéao foi determinada a partir da equacao abaixo:

D.0.59s de células na presenca de estimulo 100

%proliferacao = ~ — - X
P ¢ D.0O.595 de células na auséncia de estimulo

Onde, D.O.595 = densidade Optica a 595 nm.

Andlise estatistica usada para os testes “in vitro”

Para a andlise de dois ou mais grupos utilizou-se o teste ANOVA. A
comparacao das médias foi feita por meio do Teste de Bonferroni. Foi adotado
um nivel de significancia de P < 0,05. O programa utilizado foi o GraphPad

Prism versao 5.0 para Windows.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Desenvolvimento e validagdo do método analitico

6.2.1 Desenvolvimento do método analitico

Dentre as técnicas de doseamento disponiveis para o losartan, descritas em
compéndios oficiais, desataca-se a CLAE com detecc¢éo por ultravioleta (UV).
Essa foi a técnica escolhida para quantificacdo do losartan presente nos

implantes durante o teste de liberag&o in vitro.

Determinag&o do comprimento de onda

De acordo com a varredura realizada em espectrofotdmetro, o comprimento de
onda de maior absorcdo do farmaco e sem interferéncia da absorcdo dos
solventes da fase movel foi 230 nm (Figura 15). Portanto, este foi o

comprimento de onda selecionado para as analises em CLAE.
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Figura 15 - Espectro na regido ultravioleta/visivel do losartan (50 pg/mL) diluido em

PBS.
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As condi¢cBes cromatograficas de analise definidas durante o desenvolvimento

do método estdo demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Condi¢des cromatograficas adotadas.

Fluxo da fase Comprimento
; ’ Modo do Temperatura
Fase movel movel de onda no
_ fluxo da coluna
(mL/minuto) UV (nm)
Metanol; agua; .
o . » Ambiente
acido fosforico (60; 0,8 Isocratico 230
(23°C £ 2)
40; 0,5% v/v)

De acordo com a Figura 16, o tempo de retencdo do pico correspondente ao

losartan foi de 9,8 minutos.
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FIGURA 16 - Cromatograma obtido para losartan (50 ug/mL) diluido em PBS.
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6.1.2 Validacdo do método analitico

Quando ocorrem mudancas significativas na utilizagcdo do método ou na matriz
€ necessario realizar a validacdo. Baseado no método descrito por Maio e
colaboradores (2005) e na farmacopeia americana (2007), foi desenvolvido e

validado o método de quantificacdo do losartan nos implantes.

Seletividade

De acordo com a Resolucdo RDC n° 899 de 29 de maio de 2003 da ANVISA, a
seletividade € a capacidade de medir exatamente um composto na presenca
de outros componentes como impurezas e produtos de degradacdo. Para a
analise da seletividade, devem-se identificar substancias indesejaveis que
podem estar presentes no momento da quantificacdo e avaliar se ocorrem

alteracoes e interferéncias na analise da substancia de interesse.

Foram comparados os cromatogramas obtidos nas seguintes condicdes: fase
movel, farmaco diluido em PBS, PLGA solubilizado em PBS e produtos de
degradacéao do polimero PLGA 75:25 (Figura 17).
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FIGURA 17 - Cromatogramas obtidos para: implante branco (a), fase mével (b),
losartan 50 pg/mL (c) e PLGA 75:25 em PBS (d).
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A analise dos cromatogramas indica uma boa separacdo do farmaco e dos
possiveis interferentes uma vez que 0s picos presentes no meio contendo PBS,
PLGA e os produtos de degradacdo do PLGA ndao interferem no pico obtido

para quantificacdo do farmaco, comprovando assim a seletividade do método.

Linearidade
A linearidade de um método analitico é a capacidade deste em demonstrar que
os resultados obtidos séo diretamente proporcionais a concentracao do analito

na amostra, dentro de um intervalo especificado.
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A curva de calibragdo do losartan em PBS, construida a partir das médias das
areas das concentracbes de 1, 5, 25, 50, 75 e 100 ug/mL, o coeficiente de
correlaco linear (R? e equacdo da reta estdo representados na Figura 18. Os
dados utilizados na construcao da curva estéo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Dados da construgéo da curva de calibragéo.

Concentragao (ug/mL) | Média das areas + DPR DPR (%)
1 34604 + 50 0,14
5 185521 + 1364 0,74
25 890741 + 14393 1,62
50 1853553 + 18912 1,02
75 2830054 + 10131 0,35
100 3737527 + 13484 0,36

FIGURA 18 - Curva de calibracao, equacédo dareta e R para o losartan em PBS nas
concentracdes de 1, 5, 25, 50, 75 e 100 pg/mL.
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A curva construida apresentou linearidade, uma vez que a média dos
resultados de concentracdo das amostras, no intervalo de 1 a 100 pg/mL

apresentaram-se proporcionais. O coeficiente de correlagdo encontrado para a
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curva média foi de 0,9997, de acordo com o preconizado pela RE 899 de 2003
da ANVISA.

Os resultados foram tratados estatisticamente pelo teste de Ryan-Joiner,
confirmando a normalidade dos dados. Dessa forma, foi possivel utilizar o teste
ANOVA, pelo qual foi verificada a regresséo linear significativa e o desvio da
linearidade n&o significativo (p < 0,05).

Tabela 7 — Teste ANOVA.

Graus de Soma dos Media dos F
Liberdade Quadrados Quadrados
Regressao 1 3,33 x 10" 3,33 x 10" 62219,15*
Residuo 16 8,56 x 10° 5,35 x 10° -
Total 17 3,33x 10%° - -

* Valor significativo (a = 0,05)

Limite de deteccéo e quantificacao
Foram obtidos os seguintes valores de coeficiente de linearidade para as trés

curvas (Tabela 8):

Tabela 8 — Dados dos céalculos dos limites de quantificacio e detecgéo.

curva Coeficiente de linearidade
1 13696
2 13351
3 18630

Utilizando esses valores foram calculados os limites de quantificacdo e
deteccdo de acordo com as equacdes descritas anteriormente. A menor

concentracdo de losartan em solucdo que apresentou um pico quantificavel
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com exatidao e precisao foi de 0,79 pg/mL. Com relacéo ao limite de deteccéo

o valor encontrado foi de 0,24 pg/mL.

Precisao

A precisado consiste na avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em
uma série de medidas, sendo a precisdo intracorrida (repetibilidade) a
concordancia dos resultados dentro de um curto periodo de tempo com mesmo
analista e a mesma instrumentacado. A precisao intercorridas (intermediéria) € a

concordancia dos resultados no mesmo laboratério, mas em dias diferentes.

Para andlise das precisbes foram realizadas seis pesagens do farmaco e
posterior diluigdo PBS para a concentragéo de 50 ug/mL. A analise foi feita em
um dia e repetida ap0s dois dias para fins de comparacao. Os resultados estao
apresentados nas Tabelas 9 e 10.

Tabela 9 - Andlise estatistica intracorrida (Repetibilidade).

Amostra Concentracao Area
observada
(ug/mL)

1 50,9 1894834
2 49,7 1851681
e 3 48,9 1819287
- 4 52,9 1971244
5 49,2 1830811
6 52,2 1946522
Média 1885729

DPR 3,33
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Tabela 10 - Analise estatistica intercorridas (Intermediéaria).

Amostra Concentracao Area
observada (pg/mL)

1 51,5 1916932
2 52,5 1956010
N 3 50,7 1887510
8 4 51,4 1915815
5 51,4 1914987
6 53,4 1989664
Média 1930153

DPR 1,89

O calculo do DPR para avaliar os resultados intra-corrida e inter-corridas

mostraram-se satisfatorios e os desvios foram baixos, menores que 5%.

Exatidao

A exatiddo avalia a proximidade dos resultados obtidos pela metodologia em
estudo com o valor real. A exatiddo deve ser realizada apds determinacao da
curva de linearidade, com triplicata de determinacfes, em concentracdes baixa,

média e alta do analito.

A exatiddo desse método foi avaliada a partir dos resultados de recuperacéao do
losartan em concentracdes equivalentes aos niveis baixo (1 ug/mL), médio
(50 pg/mL) e alto (100 pg/mL). Cada concentracao foi determinada em
triplicata, calculada a partir da comparacdo com uma solucdo padrdo de
losartan e o resultado expresso pela média obtida. As porcentagens de

recuperacado do losartan estdo apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 11 — Porcentagem de recuperacéo do losartan para a avaliagdo da exatiddo do

Concentragao Concentracao memc(l?éncentragéo Recuperagéao (%)
tedrica (ug/mL) observada meédia observada
(Mg/mL) (Mg/mL)
0,99
1 1,01 1,01 101
1,04
50,01
50 50,16 50,14 100
50,25
100,90
100 100,95 101,00 101
101,16

De acordo com os dados apresentados acima 0 método apresentou exatidao

adequada, sendo que permitiu a recuperagcao das concentracdes baixa, média
e alta dentro do limite estabelecido de 98,0 a 102,0%.

Estabilidade

De acordo com a Tabela 12, a solugcédo de losartan em PBS atingiu 94% da

concentracgao inicial, apos 7 dias. A estabilidade foi considerada adequada visto

gue no teste de liberagcdo a amostra de tampéo é renovada no maximo a cada

7 dias e a recuperacao esta dentro da faixa estabelecida de 80 a 110%.
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Tabela 12 - Dados de estabilidade da amostra de losartan.

Concentracao Area Concentracdo média | Recuperacao
tedrica (ug/mL) observada (ug/mL) (%)
1522899
50 1914960 47,1 94
1818438

Pode-se concluir que o método analitico proposto para deteccdo e
guantificacédo do losartan por CLAE mostrou-se seletivo, exato, preciso e linear
no intervalo de concentracdo entre 1 e 100 ug/mL, sendo adequado para a

guantificacédo do losartan em testes de liberacao in vitro.

6.2 Desenvolvimento dos implantes contendo losartan

Os implantes desenvolvidos apresentaram aspecto macroscépico homogéneo,
compacto e formato cilindrico, com aproximadamente 0,45 mm de diametro e

6 mm de comprimento (Figura 19).

Para a padronizacdo do diametro dos sistemas foi utilizado o Trocater
Transescleral (Accurus® 25 — Gauge System, Alcon, Inc, EUA) (Figura 20) e

para padronizacdo do comprimento foi utilizado um paquimetro.

Figura 19 — Implante de PLGA contendo o farmaco losartan.

'
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Figura 20 — Trocater Transcleral (Accurus®25 — Gauge System, Alcon, Inc, EUA) (A)
utilizado na padronizacao da espessura dos implantes e implante de PLGA contendo
losartan (B).

6.3 Determinacdo do peso médio dos implantes

O peso individual dos implantes, a média e o desvio padréo estao descritos na
Tabela 13.

Tabela 13 - Peso médio com desvio padréo dos implantes de PLGA e losartan (25%)

Implante Peso (mg)
1 1,72
2 1,65
3 1,67
4 1,72
5 1,63
6 1,72
7 1,76
8 1,68
9 1,73
10 1,69
Média 1,70
DP 0,04
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6.4 Determinacgéo do teor de losartan nos implantes

O teor de farmaco em cada implante, o teor médio e o desvio padrédo estédo
descritos na Tabela 14.

Tabela 14 - Teor médio com desvio padrdo do farmaco nos implantes de losartan e

PLGA.
Implante Teor (%)
1 23,9
2 22,4
3 21,6
4 21,7
5 22,1
6 21,7
7 23,1
8 20,5
Média 22,1
DP 1,0

6.5 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) € um método de obtencédo de
uma imagem ampliada e tridimensional da amostra a partir da interacdo de um

feixe de elétrons que colide com a amostra.

A morfologia da superficie de sistemas poliméricos tem um papel importante no
seu processo de degradacdo e de liberacdo dos farmacos nele presentes
(BYRRO et al., 2009). Ela pode esclarecer os aspectos superficiais dos
implantes desenvolvidos e possibilitar uma avaliagdo, quanto ao aspecto

morfolégico, dos diferentes perfis de liberagdo. A MEV também foi realizada
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com o objetivo de verificar o comportamento da matriz polimérica apoés
diferentes periodos de incubacdo em meio de liberacdo e observar a formagéo

de poros ou fissuras na superficie dos implantes.

A Figura 21 mostra a imagem obtida do implante de PLGA sem incubacéo (BO)
em aumento de 150X(A) e aumento de 10000X(B). Pode-se observar que a
superficie do implante ndo apresenta poros e possui apenas pequenas

fissuras.

Figura 21 - Micrografias referentes a amostra BO em aumento de 150 vezes (A) e em
aumento de 10.000 vezes (B).
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A Figura 22 apresenta as MEV do implante de PLGA ap6és 5 dias de incubacao
(B5) em aumentos de 300X (A) e 10000X (B) e do implante de PLGA apos 8
dias de incubacdo (B8) também em aumentos de 300X (C) e 10000X (D).

Pode-se observar que a superficie do implante B5 apresenta alguns poros. No

implante B8 também sdo observados poros, mas ndo é possivel afirmar que
estdo em maior quantidade que em B5, apesar do maior tempo de incubacao.
Também ¢é possivel verificar uma superficie mais lisa em B8 quando
comparada a B5, que apresentou mais camadas na superficie. Isso indica
maior degradacdo do implante de PLGA incubado por 8 dias quando

comparado ao incubado por 5 dias.
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Figura 22 - Micrografias referentes a amostra B5 em aumento de 300 vezes (A) e em
aumento de 10.000 vezes (B). Micrografias referentes a amostra B8 em aumento de 300

A Figura 23 mostra a imagem obtida do implante composto de PLGA e
losartan sem incubacdo (LO) em aumento de 150X(A) e aumento de
10000X(B). Pode-se observar que, assim como no implante de PLGA puro, a
superficie do implante contendo farmaco ndo apresentou poros. Entretanto, é
possivel visualizar maiores fissuras. Sugere-se que isso ocorre devido ao modo
de preparo, pois na moldagem a superficie dos sistemas contendo losartan tem

maior contato com o calor devido a sua menor moldabilidade.
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Figura 23 - Micrografias referentes a amostra LO em aumento de 150 vezes (A) e em
aumento de 10.000 vezes (B).

A Figura 24 apresenta as fotos dos implantes de PLGA + losartan incubados
por 5 (L5) e 8 (L8) dias, em aumentos de 300X (A e C) e 10000X (B e D).
Pode-se observar que a superficie dos implantes apresenta poros e fissuras.
De acordo com essas imagens é possivel afirmar que L8 possui mais poros na
superficie que L5, o que €& compativel com o maior tempo de incubacéo. Os
poros apresentaram-se homogeneamente dispersos. De acordo com os tipos
de erosao polimérica descritos anteriormente, segundo Kimura e Ogura (2001),
a difusdo do farmaco por meio de canais e poros formados durante a

degradacao da matriz polimérica pode indicar uma hidrolise do tipo IIl.
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Figura 24 - Micrografias referentes a amostra L5 em aumento de 300 vezes (A) e em
aumento de 10.000 vezes (B). Micrografias referentes a amostra L8 em aumento de 300
vezes (C) e em aumento de 10.000 vezes (D). Poros indicados pelas setas.

A A B- ST
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Foram obtidas ampliacbes do material até 90000X, sendo possivel visualizar

poros dentro dos poros superficiais, formando canais (Figura 25). Esses
canais, formados pela agua, permitem a difusdo do farmaco, conectando a

superficie ao interior da matriz polimérica dos implantes.
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Figura 25 - Micrografia referente a amostra L8 em aumento de 90000 vezes. Poro
dentro de poro indicado pela seta.

Concluindo, os implantes compostos por PLGA e losartan apresentaram uma
superficie mais porosa que os implantes compostos apenas por PLGA,
indicando maior grau de degradacdo dos mesmos. Também foi possivel
observar que nos implantes que apresentaram poros, estes estavam

homogeneamente distribuidos.

6.6 Termogravimetria

As analises de TG foram utilizadas para avaliar a estabilidade do PLGA 75:25 e
do losartan durante o processo de producdo do implante, no qual ocorre um

aguecimento a uma temperatura maxima de 120°C.

Na Figura 26a € possivel observar uma perda de massa de 29,8% a partir de
aproximadamente 276°C, correspondente a degradacéo do losartan. Sugere-se
gue a degradacédo ocorra em duas etapas, devido a segunda grande perda de
massa (28,7%) observada na temperatura de 393°C. Apds o aquecimento foi

obeservada uma massa residual de 2,43 mg, sendo a massa inicial de 5,86 mg.



70

Figura 26 - Curvade TG do losartan (a), do PLGA (b), da mistura fisica (c) e da mistura
liofilizada (d) de PLGA e losartan em atmosfera dinamica de N,.

Variacdo de massa (Am)

Temperatura (°C)/Tempo (minutos)

Analisando a curva de TG do PLGA 75:25 (Figura 26b) observa-se a
decomposicdo térmica em apenas um evento que ocorreu a partir de 265,6°C

com perda total (98,3%) em até aproximadamente 542°C.

Na Figura 26c, a curva correspondente a mistura fisica demonstra uma
decomposicdo em duas etapas, a primeira iniciando aproximadamente em
189°C e finalizando em 313 °C, com 70,7 % de perda de massa. A segunda
etapa iniciando em aproximadamente 314 °C e finalizando em 599,5 °C, com
17,1 % de perda de massa. A curva correspondente a mistura liofilizada
apresentou perfil semelhante, com uma primeira decomposi¢cdo ocorrendo
entre aproximadamente 184 °C e 294 °C com 72,9 % de perda de massa e a

segunda decomposicéo entre 297 °C e 598°C com 14,8 % de perda de massa.

Pode-se observar nas Figuras 26d e 26e uma diminuicdo da estabilidade
térmica tanto do PLGA quanto do losartan, visto que houve uma diminuicdo da
temperatura em que ocorre o inicio da decomposi¢cdo na amostra com farmaco
(188,8 °C) quando comparada a temperatura de inicio de decomposicdo do

PLGA puro (265,6°C). Esse fato é observado tanto na curva correspondente a
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mistura fisica quanto na curva da mistura liofilizada. Sugere-se que isso ocorra
devido a desestabilizacdo das cadeias poliméricas de PLGA pela interposi¢ao
das moléculas de losartan entre elas. Esse desestabilizagdo pode ocorrer
devido a interacdo do atomo de hidrogénio, presente no grupo funcional
hidréxila do losartan, com o atomo de oxigénio presente no grupo funcional
carbonila do PLGA, provavelmente por interacdo de hidrogenio. Esses dados
podem ser melhor visualizados na Tabela 15.

Tabela 15 — Eventos térmicos das analises termogravimétricas de losartan, PLGA,
mistura fisica e mistura liofilizada (PLGA + losartan)

Amostra Inicio do evento térmico (°C) | Perda de massa (%)
276 29,8
Losartan
393 28,7
PLGA 265,6 98,3
Mistura fisica (losartan + 188,8 70,7
PLGA) 313,7 17,1
Mistura liofilizada 183,7 72,9
(losartan + PLGA) 297,2 14,8

A andlise de TG também demonstra que nao foram observados eventos
térmicos em baixas temperaturas na curva da mistura liofilizada, isso sugere
gue o preparo da mistura liofilizada foi adequado, sem a presenca de solvente
residual. Além disso, as curvas de TG do PLGA e do losartan demonstram que
o inicio da degradacao acontece em temperaturas superiores a aplicada para o

preparo dos implantes.

6.7 Calorimetria exploratoéria diferencial

O DSC fornece informacdes quantitativas e qualitativas sobre mudancas

endotérmicas, exotérmicas e na capacidade de calor como uma funcdo da
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temperatura e do tempo (por exemplo, temperatura de transicdo vitrea, fusdo e
pureza). Ela pode ser utilizada para avaliar a compatibilidade entre farmaco e
excipientes e a possibilidade de interagdo entre eles. Presume-se que as
propriedades térmicas das misturas serdo a soma dos componentes
individuais, caso nao existam interacdes entre os componentes (CLAS et al.,
1999).

Na Figura 27a, correspondente ao losartan, € possivel observar em 270°C um
pico endotérmico correspondente ao ponto de fuséo, que esta de acordo com o
descrito por Raghavan e colaboradores (1993), seguido da decomposi¢cdo em
aproximadamente 280°C. A decomposicdo é confirmada pela perda de massa
observada na curva de TG. Também € descrito na literatura o pico com “onset”
em 235°C como transicdo polimérfica da forma | para forma Il do losartan.

(RAGHAVAN et al., 1993; WU et al., 1993).

Figura 27 - Curva de DSC do losartan puro (a), do PLGA (b), da mistura fisica contendo
75% de PLGA e 25% de losartan (c), da mistura liofilizada contendo 75% de PLGA e 25%

de losartan (d) e da mistura binaria de losartan e PLGA (e) em atmosfera dindmica de N,.

(¢

Endotérmico
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A amostra de PLGA puro (Figura 27b) exibe um evento endotérmico, que se
inicia em 55°C, correspondente a temperatura de transicdo vitrea. Nao foi
observado ponto de fuséo, visto que o PLGA apresenta natureza amorfa. 1sso
esta de acordo com o descrito por Mainardes e colaboradores (2006).

Na Figura 27c é possivel observar que o pico correspondente a transicdo
vitrea do PLGA permanece na mistura fisica de PLGA e losartan (75 e 25%,
respectivamente), com o evento endotérmico iniciando em aproximadamente
55°C. O pico caracteristico da fusdo do losartan nédo foi identificado na curva

correspondente a mistura fisica.

Na Figura 27d, correspondente a mistura liofilizada, o mesmo perfil da mistura
fisica é observado, sendo que o pico correspondente a transicdo vitrea do
PLGA foi observado em aproximadamente 50°C. Essas observac¢des indicam
alguma forma de interacdo entre as duas substéancias, levando a perda de
estabilidade da mistura losartan/PLGA em altas temperaturas. Para confirmar a
suspeita, descartando a possibilidade do desaparecimento do pico de fusdo do
losartan ser devido a sua menor propor¢cédo na mistura, foi realizada analise de
uma mistura fisica binaria de losartan e PLGA, visualizada na Figura 27e. De
acordo com essa analise, as suspeitas de interacdo foram confirmadas, tendo
em vista que o pico de fusdo do losartan também né&o foi observado na curva
correspondente a mistura binaria. Considerando os grupos funcionais do PLGA
e do losartan é possivel que essa interacdo seja devido a ligacbes de
hidrogénio. Entretanto, essa perda de estabilidade ndo influenciou no
desenvolvimento dos sistemas, sendo que o losartan foi liberado dos implantes
e 0 pico correspondente foi detectado inalterado por CLAE em até 3 meses de

liberacdo. Os dados de DSC podem ser melhor visualizados na Tabela 16.
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Tabela 16 — Eventos térmicos das analises de DSC para losartan, PLGA, mistura fisica
e mistura liofilizada (PLGA 75% + losartan 25%) e mistura binaria de losartan e PLGA.

Amostra Temperatura de onset (°C) Atribuicao
235 Transicao polimérfica
Losartan 270 Ponto de fus&o
280 Decomposicéo
PLGA 55 Transicao vitrea
: .. Transicao vitrea
Mistura fisica (losartan 55 ¢
25% + PLGA 75%) (PLGA)
250 Decomposigéo
Mistura liofilizada 50 Transicao vitrea
(losartan 25% + PLGA (PLGA)
75%) 250 Decomposicéo
_ o Transigao vitrea
Mistura binaria (losartan 55
(PLGA)
+ PLGA) —
200 Decomposicao

6.8 Espectroscopia na regido do infravermelho

A radiacdo infravermelha na faixa aproximada de 10.000 cm™ a 100 cm™
converte-se, quando absorvida por uma molécula organica, em energia de
vibracdo molecular. Embora o espectro no infravermelho seja caracteristico da
molécula como um todo, certos grupos de atomos dao origem a bandas que
ocorrem mais ou menos na mesma frequéncia, independente da estrutura da
molécula. E justamente a presenca dessas bandas caracteristicas de grupos
gue permite a obtencéo, por meio do exame do espectro e consulta a tabelas,
de informacdes estruturais Uteis e identificacdo de  estruturas
(SILVERSTEIN et al., 2006).

Pela andlise do espectro no infravermelho de uma mistura de duas ou mais
substancias € possivel verificar a presenca, auséncia ou aparecimento de

grupos funcionais quando comparado a substancia pura. Isso possibilita
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identificar se ocorrem interacées entre misturas e caracterizar substancias

puras.

Na Figura 28 é possivel observar o espectro no infravermelho do losartan. As
respectivas atribuicbes dos grupos funcionais estdo descritas na Tabela 17. As
bandas de absorcdo no infravermelho correspondem as descritas no Spectral
Database for Organic Compounds (site acessado em 25/01/2012) para esse

farmaco.

Figura 28 - Espectro de infravermelho da amostra de losartan.
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Tabela 17 - Bandas de absorc¢éo referentes a amostra de losartan.

Numero de onda (cm™) Atribuicao
Literatura Experimental
3198 3190 O-H em ligagéo intermolecular
2957 2956 C-H alifatico
2871 2871 C-H alifatico
1577 1577 N-H amina secundaria
1450 1459 C=C aromaético
1259 1259 C-N aromatico
1132 1132 C-O de alcool
841 840 C-H aromatico
789 789 C-H aromatico
669 669 C-ClI
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Na Figura 29 é possivel observar o espectro no infravermelho do PLGA e as
atribuicbes das respectivas bandas de absorcao estdo descritas na Tabela 18,

segundo Porjazosca e colaboradores (2004).

Figura 29 - Espectro de infravermelho da amostra de PLGA.
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Tabela 18 - Bandas de absorgéo referentes & amostra de PLGA.

Namero de onda (cm™) Atribuicao
Literatura Experimental

2997 2996 CH;
2965 2946 CHs

1759 1748 C=0 ester
1450-1360 1456 CHs
1450-1360 1424 CHs
1450-1360 1382 CHs
1450-1360 1364 CHs

1.300-1.050 1182 C-O éster
750 748 C-H

hY

O espectro correspondente a mistura de losartan e PLGA liofilizada esta
representado na Figura 30, com as atribuicGes das respectivas bandas de
absorcdo na Tabela 19. E possivel observar apenas as bandas

correspondentes ao PLGA. Isso ocorre possivelmente pela proporcao de
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losartan presente na mistura, apenas 25%, o que leva a diminuicdo da
intensidade das bandas correspondentes ao farmaco no espectro no
infravermelho. Em relacdo as bandas correspondentes ao PLGA no espectro
da mistura de losartan e PLGA liofilizada, ndo é observada qualquer mudanca
espectral significativa. Com a finalidade de se confirmar essa hipétese, foi
realizada a analise de uma mistura fisica binaria (contendo 50% de PLGA e
50% losartan) (Figura 31 e Tabela 20).

Figura 30 - Espectro de infravermelho da mistura liofilizada de losartan e PLGA.
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Tabela 19 - Bandas de absorcgéo referentes a mistura de losartan e PLGA liofilizada.

Numero de onda (cm™) Atribuicao
2947 CHs
1749 C=0 ester
1454 CHs
1423 CHs
1381 CHs
1182 C-0O éster
757 CHs
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Figura 31 - Espectro de infravermelho da mistura fisica binaria de losartan e PLGA.
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Tabela 20 - Bandas de absorcéo referentes a mistura fisica binaria de losartan e PLGA.

Numero de onda o . Substancia
1 Atribuicao
(cm™) correspondente
3176 O-H em ligagéo intermolecular Losartan
2955 C-H alifatico Losartan
1750 C=0 éster PLGA
1575 N-H amina secundaria Losartan
1457 CHs PLGA
1259 C-N aromatico Losartan
1422 CHs PLGA
1381 CHs PLGA
1131 C-0O de alcool Losartan
842 C-H aromatico Losartan
788 C-H aromatico Losartan
669 C-ClI Losartan

De acordo com a Figura 31, a hipotese do desaparecimento das bandas
correspondentes aos grupos funcionais do losartan na mistura liofilizada devido
a sua presenca em menor proporcdo foi confirmada. E possivel observar na
Tabela 20 as atribuicbes das bandas de absorcdo para grupos
correspondentes ao PLGA e ao losartan. Isso sugere que nao houve interacéo

guimica entre as duas substancias.
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6.9 Estudo de liberacéo in vitro

O teste foi realizado obedecendo as condi¢des sink, que preconiza a utilizacao
de um volume nao inferior a 3 vezes o necessario para formar uma solugéo
saturada do farmaco, sendo que a solubilidade do losartan em agua é
3,3 mg/mL (BONFILIO et al.,, 2010). O peso médio com desvio padrdo dos
implantes utilizados no teste de liberacdo foi de 1,70 £ 0,04 mg. Dessa forma,
foi utilizado um frasco contendo 2 mL de PBS para determinagéo da liberacao

de cada implante.

De acordo com o teste de determinacdo do teor de losartan nos implantes, a
porcentagem de farmaco contida em cada implante foi padronizada em
22,1% p/p. Ja o peso medio, conforme citado acima, foi de 1,70 mg. Assim,
22,1% de cada implante correspondem a 375,7 ug de losartan em cada
implante, sendo essa a quantidade maxima que poderia ser liberada de cada

implante e que foi utilizada nos calculos do teste de liberac&o in vitro.

Considerando-se os dados descritos foi possivel construir um grafico
expressando a liberagdo acumulada de losartan em funcédo do tempo em dias
(Figura 32).
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Figura 32 - Porcentagem de liberag&o acumulada de losartan a partir dos implantes
(valores representados como média + desvio padrdo, n = 5).
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De acordo com o grafico houve uma significativa liberagdo de losartan a partir

dos implantes.

Esses dados indicam um perfil de liberacdo trifasico. Nos primeiros dias
observa-se uma grande liberacdo do farmaco (aproximadamente 50%), uma
parte possivelmente em funcdo da quantidade depositada na superficie dos
implantes. Nos dias seguintes € visualizada uma segunda etapa, controlada
pela velocidade de degradacéo do polimero, na qual ocorre menor e constante
liberacdo do farmaco por mecanismos de difusdo pelos poros inicialmente
presentes na matriz e pelos novos canais formados durante o processo de
degradacédo do polimero. Por fim ocorrem inchaco e erosdo do polimero (a
partir de 21 dias), originando uma terceira etapa onde a taxa de liberacédo do
farmaco aumenta devido a desintegracdo da matriz polimérica. Este resultado
foi semelhante aos descritos sobre a liberacdo de outros farmacos em matrizes
de polimeros biodegradaveis (FREDENBERGA et al., 2011; KUNOU et al.,
1995).

De acordo com Lee e colaboradores (2010) a liberacéo de farmacos a partir de

sistemas poliméricos construidos de PLGA ocorre em trés etapas:
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e “Burst”: ocorre liberacdo do farmaco a partir da superficie do implante,

criando um curto periodo de libertacédo elevada.

e Difusdo e quebra das cadeias: ocorre liberacdo do farmaco por difuséo, que
€ controlada pela solubilidade inerente do farmaco no meio de incubagéo.
Ocorre a quebra aleatéria do polimero por clivagem hidrolitica, o que aumenta
a porosidade e area de superficie para a difusdo do farmaco.

e Biodegradacado e perda de massa: nessa etapa a liberacdo do farmaco é
associada com a biodegradacdo da matriz polimérica, a perda de massa do

implante e um “burst” final em alguns sistemas de liberacéao.

Ainda, segundo Hasirci (2001) apud Saliba (2007), a hidrélise € o principal fator
gue leva a clivagem e a degradacdo das cadeias poliméricas. Ela ocorre de
forma dependente a variacdo de pH, temperatura, composicdo quimica,
presenca de solventes e enzimas cataliticas. Dessa forma, variacbes de pH,
temperatura, enzimas presentes no humor aquoso, entre outros fatores, podem

levar a um perfil de liberagéo in vitro dos implantes diferente do perfil in vivo.

Resumidamente os sistemas poliméricos constituidos de PLGA e losartan
apresentaram o perfil de liberacéo trifasico em conformidade com o descrito na
literatura. Os resultados também sugerem um perfil caracteristico de liberacdo
prolongada, sendo que apos 10 semanas ainda foi observada liberacdo do
farmaco. Ainda, o elevado “burst’ inicial (aproximadamente 50%) néo é
interessante, sendo necessarias adequacdes no preparo dos implantes para
modificar esse perfil. Novos estudos serdo realizados no sentido de confirmar
os resultados de liberacéo in vitro obtidos. Para correcdo dessa liberacdo duas
possiveis alternativas sédo a variacdo na proporcao de PLGA e de losartan em
cada implante ou a variagdo na composicdo do PLGA 75:25 utilizado para
PLGA 50:50 ou 85:15.
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6.10 Ensaio de angiogénese na membrana corioalantdica de embrido de
galinha

As fotos das MCA dos tratamentos realizados (PBS, implante de losartan 25%,
losartan 250 pg/mL, losartan 500 pg/mL e 1000 pg/mL), apds fixagdo com
formaldeido e processamento das imagens utilizando o programa ImageJ,
estdo apresentadas na Figura 33. ApOs o0 processamento, a area dos vasos foi

guantificada em fung¢é@o do namero de pixels.



Figura 33 - Fotos das MCAs e imagens processadas referentes ao tratamento com
PBS (A e B), implante de losartan 25% (C e D), losartan 250 pg/mL (E e F),
losartan 500 pg/mL (G e H) e losartan 1000 pg/mL (I e J).

83
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De acordo com a Figura 33 nao foi observada neovascularizacdo, resposta
inflamatdria aguda nem lise vascular nas MCA, indicando que tanto o losartan
(500 pg/mL e 1000 pg/mL) quanto o PBS nao levaram a irritacdo da
membrana. Esses resultados também foram observados para 0s grupos
tratados com implantes de losartan 25% e solucéo de losartan 250 pg/mL.

O resultado da medida quantitativa da &rea relativa aos vasos por meio do
namero de pixels esta representado na Figura 34. E possivel observar que
ocorreu inibicdo estatisticamente significativa da area dos vasos dos grupos de
losartan 500 pg/mL e 1000 pg/mL comparados com o grupo de PBS (controle).

Figura 34 - Ensaio de angiogénese utilizando a membrana corioalantoica realizado
com PBS (controle), losartan (250 ug/mL, 500 pg/mL e 1000 pg/mL) e implante contendo
25% de losartan. Foram utilizados para cada grupo 8 embri@es e os resultados
expressos em média + desvio padrao. * Significativamente diferente do grupo controle.
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O tratamento com losartan na concentracdo de 500 pg/mL e 1000 pg/mL
promoveu, respectivamente, uma reducdo de 24,6% e 25,1% da area dos
vasos em relacdo ao grupo controle (PBS). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa na resposta obtida entre os dois grupos tratados.
Ja a aplicacdo de solucfes de losartan na concentracdo de 250 pg/mL e dos
implantes contendo 25% de losartan ndo levou a reducdo estatisticamente

significativa em relacéo ao grupo controle.

A neovascularizacdo € um importante processo da formacéo cicatricial. Koch e

colaboradores (2006) descreveram a cicatrizagéo de feridas como um processo
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altamente complexo, composto por fases que se sobrepdem como inflamacéo,
angiogénese, formacdo de matriz e epitelizagdo. No processo cicatricial
indesejavel apds a cirurgia filtrante de glaucoma nédo é diferente, conforme
citado por Khaw e colaboradores (1994), a cicatriz observada em pacientes
apos cirurgia de filtragcdo ocorre com formacdo de novos vasos na regido da

intervencao.

Receptores para All estdo presentes nas células endoteliais, onde a All age
estimulando o seu crescimento e regulando a expressdao de mRNA de VEGF.
Devido a angiotensina Il induzir um aumento na producdo de VEGF, este
peptideo pode aumentar localmente a permeabilidade e alterar a funcao de
microvasos na retina (LONCHAMPT et al., 2001).

Dessa forma, a acdo antiangiogénica do losartan observada no teste com a
MCA pode ser benéfica para inibir a formacdo de novos vasos na area do

procedimento em pacientes submetidos a cirurgia filtrante de glaucoma.

6.11 Avaliacéo in vitro da atividade do losartan em fibroblastos

6.11.1 Curva dose-resposta de losartan

Com a finalidade de verificar a atividade inibitoria do losartan sobre o
crescimento celular, fibroblastos extraidos da palpebra superior de pacientes
foram mantidos em cultura, em meio DMEM completo, na presenca de
concentragfes crescentes de losartan ou na auséncia do estimulo
farmacologico. Apos 24, 48 e 72 horas, foi adicionado MTT as culturas
celulares e realizada a deteccdo do metabdlito formazan no sobrenadante de
cultura por espectrofotometria, a 595 nm. Foi calculada a porcentagem de
proliferacdo celular para cada concentracdo de losartan e para cada tempo de
cultura. Os valores representam a média das percentagens de proliferacao +

desvio padréo de 9 pogos para cada concentracao de losartan avaliada.
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Figura 35 — Redugao da proliferagéo de fibroblastos por exposi¢&o ao losartan apds 24
(linha azul), 48 (linha verde) e 72 (linha vermelha) horas de exposicéo.

100+
- 24hs
-m- 48hs
3] - 72hs

% proliferagao celular
N (8}
.

1 1 1 I L 1 1
10+ 10° 102 10*' 10° 10' 102 103
[Losartan] (rg/mL)

De acordo com a Figura 35, ocorreu reducéo significativa da proliferacéo de
fibroblastos no teste realizado com 24 horas apenas em concentracfes mais
elevadas. Ainda segundo a Figura 35, os perfis das curvas correspondentes
aos testes de 48 e 72 horas apresentaram queda significativa da proliferacao
de fibroblastos. Essa inibicdo foi proporcional ao aumento da concentracédo de
losartan, sendo que no grafico correspondente ao teste de 72 horas essa

inibicdo foi mais pronunciada, exceto para os extremos da curva.

De acordo com o perfil correspondente a 48 de exposicdo (Figura 35), o
losartan apresentou atividade inibitéria de fibroblastos em todas as
concentragfes avaliadas, sendo que a partir da concentragdo de 25 pg/mL a
inibicdo foi mais pronunciada. Para curva de 72 horas essa inibicdo maior
aparece a partir de 0,025 pg/mL de losartan, sendo que também foi observada
atividade em todas as concentracdes avaliadas. De acordo com as curvas, a
inibicdo da proliferacéo celular de fibroblastos foi dependente da concentracao
e do tempo, aumentando claramente em concentracfes e tempos maiores
avaliados. Outro ponto interessante é a inibicido em baixas concentracées, visto
gue no teste de liberacdo realizado para os implantes contendo losartan,
durante o periodo de liberacdo caracterizado pela difusdo do farmaco onde

ocorre baixa liberacdo, o losartan era liberado em concentragdes superiores a
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0,025 pg/mL (concentragdo com atividade mais pronunciada), sendo
promissora sua utilizagdo com a finalidade de inibir a proliferagdo de

fibroblastos.

Marshall e colaboradores (2000) demostraram a presenca de receptores AT1
em fibroblastos humanos por imunocitoquimica indireta e também identificaram
atividade inibitéria do losartan, antagonista especifico desse receptor, pelo

método de contagem de células.

Zhang e colaboradores (2003) descreveram a atividade inibitoria de losartan
em células hepaticas miofibroblasticas. Em testes por MTT eles observaram
atividade inibitéria dessas células em concentracdes de losartan entre 108 e

10® mol/L (equivalente a 0,46 ng/mL).

A atividade inibitoria de proliferacéo celular de fibroblastos no teste de 24 horas
foi reduzida, provavelmente, devido ao tempo necessario para o inicio da acao
do losartan. Isso foi descrito por Weber e Brilla (1991), ressaltando que trata-se
de uma sugestao tedrica, visto que o modelo proposto por esses autores nao

sdo com fibroblastos de tecidos oculares.

6.11.2 Avaliacdo da inibicdo de fibroblastos pelos implantes contendo

losartan

Contagem de células

Os implantes ndo apresentaram inibicdo estatisticamente significativa pelo
método de contagem de células apés 24 e 48 horas de acordo com as Figuras
36 e 37.
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Figura 36 - Ensaio de inibigdo de fibroblastos por contagem realizado com células
(controle), implantes de PLGA branco e contendo losartan (25%) para 24 horas de

exposicao.
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Figura 37 - Ensaio de inibic&o de fibroblastos por contagem realizado com células
(controle) e implantes de PLGA branco e contendo losartan (25%) para 48 horas de

exposicao.
1.5%x10°+ ,
— EB Células
E EE3 Implante de PLGA
T 1.0x10° -1 B3 Implante de losartan
S
‘@
o
S 5.0%10-
2 .
0 T
Tratamentos

De acordo com a Figura 38, ocorreu inibicao estatisticamente significativa apés
72 horas de tratamento. Os implantes contendo losartan apresentaram reducao
de 21,5% do numero de células em relacdo aos grupos do implante branco e

de 27,0% em relacdo ao grupo controle de células.
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Figura 38 - Ensaio de inibic&o de fibroblastos por contagem realizado com células
(controle) e implantes de PLGA branco e contendo losartan (25%) para 72 horas de
exposicdo. * Significativamente diferente do grupo controle.
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Ensaio de proliferacao celular

Os resultados obtidos pelo método de contagem de células foram confirmados
pelo ensaio de proliferacdo celular, a partir da metabolizacdo do MTT, para os
tempos de 24 e 72 horas de tratamento. De acordo com a Figura 39 ndo houve
inibicdo estatisticamente significativa da proliferacdo de fibroblastos para o

teste realizado em 24 horas.

Figura 39 - Ensaio de inibi¢&o de fibroblastos por proliferagéo celular realizado com
células (controle), implantes de PLGA branco e contendo losartan (25%) para 24 horas
de exposicao.
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De acordo com a Figura 40 houve inibicdo estatisticamente significativa da
proliferacdo de fibroblastos submetidos ao tratamento apds 48 horas. A
reducédo foi de 26,4% para o grupo correspondente ao implante contendo
losartan comparado ao grupo do implante branco e de 24,5% em relacdo ao
grupo controle de células.

Figura 40 - Ensaio de inibig&o de fibroblastos por proliferagéo celular realizado com
células (controle), implantes de PLGA branco e contendo losartan (25%) para 48 horas
de exposicéo. * Significativamente diferente do grupo controle.
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De acordo com a Figura 41 houve inibicdo estatisticamente significativa da
proliferacdo dos fibroblastos apds 72 horas de tratamento. A reducédo foi de
19,4% para o grupo correspondente ao losartan comparado ao grupo do

implante branco e de 16,2% em relacdo ao grupo controle de células.
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Figura 41 - Ensaio de inibig&o de fibroblastos proliferagéo celular realizado com
células (controle), implantes de PLGA branco e contendo losartan (25%) para 72 horas
de exposicéo. * Significativamente diferente do grupo controle.
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No resultado correspondente aos testes com implantes ainda € possivel
observar que ndo ocorreu inibicao significativa entre o grupo controle de células

e 0 grupo correspondente ao implante branco.
As concentracdes de losartan doseadas nos sobrenadantes dos testes

realizados com implantes estdo descritas na Tabela 21.

Tabela 21 — Concentragdo média encontrada nos implantes utilizados nos testes de
inibicdo de fibroblastos.

Teste Concentracao (pg/ml)
24 horas 116,1
48 horas 177,8
72 horas 162,4

De acordo com os dados apresentados na Tabela 21, ndo houve grande
diferenca de liberacdo de losartan a partir dos implantes utilizados nos testes
de 48 horas quando comparados aos de 72 horas. Quando 0s mesmos sao

7

comparados aos testes de 24 horas €& observada uma diferenca de
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concentragdo significativa. De acordo com as Figuras 36 e 39 né&o foi
observada atividade inibitoria de fibroblastos nos testes de 24 horas. Apesar da
varidvel concentracdo ser importante, a auséncia de atividade observada nos
testes de 24 horas provavelmente se deve ao tempo necessario para a agao do
losartan. Essa observacgéo pode ser confirmada pelos resultados demonstrados
na Figura 35, que corresponde as curvas dose-resposta nos tempos de 24, 48
e 72 horas. Em concentragbes menores que a observada no teste de 24 horas
de inibicdo de fibroblastos por proliferacéo celular foi detectada atividade do
losartan. No teste com os implantes, como o losartan deve ser liberado dos
sistemas para exercer sua acao, o tempo pode ter influenciado a resposta
inibitéria da proliferacéo de fibroblastos.

O losartan, um ligante seletivo e competitivo dos receptores Al, exerce sua
atividade por meio do antagonismo dos efeitos da All. Um possivel mecanismo
de acdo para a All na proliferacdo de fibroblastos é a inducdo de fatores de
crescimento fibroblasticos. Também foi demonstrado que a All induziu a
producédo de fator de crescimento transformador beta (TGF-B) em fibroblastos
cardiacos, mas o seu papel ha mediacado dos efeitos especificos de All nestas
células é pouco claro. O TGF-8 tem sido relatado como um mediador chave da
fibrose pulmonar, tanto em modelos animais quanto em modelos humanos da
doenca. E um potente estimulador da sintese de pré-colageno pelos
fibroblastos de pulméo in vitro, mas induz uma resposta bifasica mitogénica,
sendo estimulatorio em baixas concentracdes e inibitdrio em concentracdes
mais elevadas (MARSHALL et al., 2000).
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7 CONCLUSOES

O método analitico desenvolvido se mostrou adequado para quantificacdo do
losartan liberado dos implantes no estudo de liberagéo in vitro. Ele apresentou
seletividade, precisao, exatidao e linearidade na faixa de trabalho utilizada.

Foram obtidos implantes biodegradaveis para a liberacdo de losartan com
reprodutibilidade. O estudo de liberagéo in vitro mostrou que os implantes sé&o
adequados para a liberacdo prolongada do farmaco. Entretanto, € necessario
otimizar o perfil de liberacdo, visando atender as necessidades da aplicacao

desejada.

As técnicas de caracterizagdo empregadas mostraram presenca de
incompatibilidades e/ou interagdes entre o PLGA 75:25 e o losartan que né&o
foram significativas. Isso foi confirmado pelo estudo de liberacéo in vitro, no
qgual foi possivel determinar a liberacdo de quantidade significativa do farmaco

a partir do implante.

A avaliacdo da atividade antiangiogénica in vivo do losartan e dos implantes
desenvolvidos, realizada por meio do ensaio da membrana corioalantdica,
apresentou resultados satisfatérios para os testes realizados com solucao de
losartan. Entretanto os testes realizados com implantes contendo losartan néo
apresentaram atividade estatisticamente significativa na inibicdo da
angiogénese. Sugere-se uma nova avaliacdo utilizando implantes com uma
porcentagem de losartan maior que 25%. S&80 necessarios mais estudos a fim
de se confirmar o potencial antiangiogénico do losartan a partir dos implantes.
Também foi observada por meio desse estudo a biocompatibilidade dos

implantes.

Finalmente, estudos in vitro mostram que o losartan e os implantes de PLGA

contendo esse farmaco possuem acao inibitoria da proliferacéo de fibroblastos.
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Esses resultados sugerem que os implantes constituidos de PLGA e losartan
(25%) tém grande potencial para o tratamento da cicatrizacdo indesejavel apos

cirurgia filtrante para o glaucoma.
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