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RESUMO

A neovascularizacdo ocular é a formacdo de novos vasos sanguineos nos tecidos do
olho e estd envolvida em quase todas as principais doencas oculares. A
neovascularizacao da cérnea € uma complicacdo que pode levar a perda da viséao e
se desenvolve em resposta as inflamaces, infeccdes, lesdes, cirurgias, uso de
lentes de contato, entre outras. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é
um dos fatores mais importantes envolvidos na neovascularizagdo da cornea, por
isso inibidores do VEGF estdo sendo cada vez mais utilizados. Entre eles o
bevacizumabe, um anticorpo monoclonal anti-VEGF, que se liga a todas as
isoformas de VEGF-A, tem demonstrado grande eficAcia no tratamento da
neovascularizagdo, incluindo da cérnea. A aplicacdo topica de medicamentos é a
forma de tratamento desejada para doencas no segmento anterior do olho, porém
sd0 necessarias repetidas administracdes e elevadas concentracfes do farmaco.
Como alternativa a esses inconvenientes, sistemas de liberagcdo prolongada estéo
sendo estudados. Assim, nesse trabalho foi desenvolvido, caracterizado e avaliado
um sistema de liberacdo biodegradavel, constituido por poliuretano derivado de poli
(e-caprolactona) contendo bevacizumabe, para uso topico. Para isso foi produzida
uma dispersdo aquosa de poliuretano contendo bevacizumabe que foi submetida a
um processo de liofilizagao e prensagem. O sistema foi caracterizado e avaliado por
microscopia eletrbnica de varredura, analise térmica e infravermelho com
transformada de Fourier. Adicionalmente, foram realizados estudos de liberacao,
degradacéao e toxicidade in vitro e avaliacdo da atividade antiangiogénica utilizando
membrana corialantdica de embrido de galinha e na coérnea de coelhos. Nos
modelos avaliados os grupos tratados com o bevacizumabe (Avastin® e com o
sistema de poliuretano contendo bevacizumabe apresentaram resultados
semelhantes em relacao a inibicdo da neovascularizacdo. No modelo da membrana
corioalantéica de embrido de galinha, o grupo tratado com o sistema de poliuretano
contendo bevacizumabe reduziu a angiogénese em 50,27%, em compara¢cdo com o
grupo controle negativo. No modelo de neovascularizacdo da cornea de coelhos, a
densidade média do niumero de vasos/campo foi reduzida em 46,87%, considerando
a analise imuno-histoquimica do Factor VIII no grupo tratado com o sistema de

poliuretano contendo bevacizumabe, em comparacdo com o controle negativo. Em



ambos os modelos, ndo houve diferenca significativa entre o sistema de poliuretano
contendo bevacizumabe e o0 grupo controle positivo, conduzindo a resultados
semelhantes em relagéo a inibicdo da neovascularizacéo.

Os resultados obtidos mostram que foi possivel obter um sistema de liberacao
contendo bevacizumabe por meio de métodos reprodutiveis que disponibilizam o
farmaco na sua forma biologicamente ativa. Embora o sistema ainda precise de
ajustes, tais como o aumento do tempo de liberacdo, ele pode ser considerado
promissor para a incorporacao de farmacos que precisam de cuidados especiais no
preparo de sistemas, como baixas temperaturas, agitacdo leve e auséncia de
solventes organicos.

Palavras-chave: Bevacizumabe, neovascularizacdo da coOrnea, poliuretano,

sistemas biodegradaveis.



ABSTRACT

Ocular neovascularization is the formation of new blood vessels in the tissues of the
eye and is involved in nearly all major eye diseases. Corneal neovascularization is a
complication that can lead to vision loss and develops in response to inflammation,
infections, injuries, surgeries, use of contact lenses, among others. The vascular
endothelial growth factor (VEGF) is one of the most important factors involved in
corneal neovascularization. For this reason, the use of VEGF’s inhibitors is on the
rise. Among these, bevacizumab, an anti-VEGF monoclonal antibody that binds all
isoforms of VEGF-A, has shown great efficacy in the treatment of neovascularization,
including that of the cornea. The topical application of medicines is the desired
treatment for diseases in the anterior segment of the eye; however, repeated
administrations and high concentrations of the drug are necessary. As an alternative
to these difficulties, extended-release systems are being studied. Therefore, in this
work a biodegradable release system was developed, characterized, and evaluated
consisting of polyurethane derived from poly (e-caprolactone) containing
bevacizumab for topical use. An aqueous polyurethane dispersion containing
bevacizumab was produced, submitted to a lyophilization process, and compressed.
The system was characterized and evaluated by scanning electron microscopy,
thermal analysis, and Fourier transform infrared spectroscopy. Moreover, release
studies, in vitro degradation and toxicity, and the evaluation of antiangiogenic activity
using chick embryo chorioallantoic membrane and rabbit cornea were performed. In
the evaluated models, the use of bevacizumab (Avastin®) and the bevacizumab-
loaded polyurethane device led to similar results regarding neovascularization
inhibition. In the chorioallantoic membrane model, the bevacizumab-loaded
polyurethane device reduced angiogenesis by 50.27% when compared to the
negative control group. In the rabbit model of corneal neovascularization, the mean
density of vessels/field was reduced by 46.87% considering Factor VI
immunohistochemistry picture analysis in the bevacizumab-loaded polyurethane
device group as compared to the negative control sections. In both models, no
significant difference could be identified between the bevacizumab-loaded
polyurethane device and the positive control group, leading to similar results
regarding neovascularization inhibition. The results show that it was possible to

obtain a release system containing bevacizumab through reproducible methods that


https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CDAQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FFourier_transform_infrared_spectroscopy&ei=eIE4U7vLO6HgsASbjYCwCg&usg=AFQjCNGjtZiMOS4ehEw2Lkiz2JCTOTimaQ&sig2=Z2ao8v_uPtGbNH0Qac8OGw&bvm=bv.63808443,d.cWc

provide the drug in its biologically active form. Although the system still needs
adjustments, such as increasing the release time, it can be considered promising for
the incorporation of drugs that need special care in the preparation of systems, such
as low temperatures, mild shaking, and the absence of organic solvents.

Keywords: Bevacizumab, corneal neovascularization, polyurethane, biodegradable

systems.
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1 INTRODUCAO

A neovascularizacdo da cornea € uma condicdo grave que pode levar a uma
profunda reducdo da visdo. Ela pode ocorrer em algumas condi¢cdes patoldgicas,
como por exemplo: inflamacgéo, infeccdo e doencas degenerativas ou traumaticas,
resultando na producdo de moléculas pro-angiogénicas. Estas doencas sdo muitas
vezes seguidas de reducdo da acuidade visual e cegueira, podendo afetar milhdes
de pessoas em todo o mundo (BENAYOUN et al., 2013).

Véarias modalidades de tratamento como a administracdo tépica de corticosteroides,
anti-inflamatoérios ndo-esteroidais (AINES), terapia fotodinamica e a fotocoagulacéo a
laser séo utilizados. Porém esses tratamentos apresentam uma eficacia clinica
limitada e alguns eventos adversos podem ocorrer, tais como catarata e hipertenséo
ocular (JIN-HONG et al.,, 2012). O uso de farmacos anti-fator de crescimento
endotelial vascular (anti-VEGF) tém demonstrado sucesso in vivo e Sao

considerados hoje em dia o tratamento de escolha.

O bevacizumabe é um anticorpo monoclonal (mAb) anti-VEGF humanizado que se
liga a todas isoformas do fator de crescimento endotelial vascular-A (VEGF-A)
(GERBER; FERRARA, 2005). Ele tem sido largamente utilizado na oftalmologia para
o tratamento do edema macular, neovascularizacdo da cordide e glaucoma
neovascular (ABEDI et al., 2014; JIMENEZ-ORTIZ et al., 2012; STEFANINI;
AREVALO; MAIA, 2013). Trabalhos recentes demonstraram que a aplicagdo topica
de bevacizumabe foi capaz de reduzir a angiogénese na cornea (CHENG et al.,
2012; KOENIG et al., 2009).

A administracdo ocular topica de farmacos na forma de colirio, normalmente,
apresenta um tempo de contato minimo com a superficie do olho, o que leva a uma
pequena biodisponibilidade de cerca de 5% do farmaco. Assim, instilacdes repetidas
diariamente s&o necessarias, 0 que pode causar efeitos adversos sistémicos e
oculares, levando a uma redugao da ades&o dos pacientes ao tratamento (SILVA-
CUNHA et al., 2003; URTTI, 2006). Esse cenario estimula o desenvolvimento de

novas formas de tratamento, sendo os sistemas de liberacdo de farmaco (SLF) uma
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alternativa eficaz, uma vez que eles sdo capazes de aumentar o tempo de contato
do medicamento no local, aumentando a sua biodisponibilidade (SAETTONE;
SALMINENB, 1995).

No entanto, os tipos de polimeros utilizados em SLF contendo produtos biolégicos,
como os mAbs é limitado, pois grande parte dos polimeros precisam de etapas no
processo de preparo dos sistemas que requerem altas temperaturas e solventes
organicos (PACE et al., 2004; WANG, 2005). Esses processos podem causar
desnaturacdo, agregacdo ou adsorcdo do anticorpo (MAHLER et al., 2009;
VERMEER; NORDE, 2000), resultando em mudancas de conformacédo e perda de

atividade.

Os poliuretanos séo polimeros sintéticos, com propriedades fisicas satisfatérias, que
apresentam boa biocompatibilidade e que tém aumentado a sua importancia nos
ultimos anos. Eles podem ser empregados em diversas areas, incluindo farmacia e
medicina, onde sdo frequentemente utilizados em engenharia de tecidos e no
preparo de SLF (CHERNG et al., 2013).

Para eliminar a necessidade de utilizacdo de solventes organicos para o preparo de
SLF, foram desenvolvidas dispersdes de poliuretanos que apresentam a agua como
principal componente, sendo por isso conhecida como dispersao aquosa de
poliuretano (PUD) (AYRES; OREFICE; YOSHIDA, 2007).

Neste trabalho, um novo sistema de liberacdo contendo bevacizumabe, preparado a
partir de PUD, foi desenvolvido e avaliado para ser utilizado no tratamento da

neovascularizacéo da cérnea.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anatomia e fisiologia do olho

2.1.1 O bulbo ocular

O bulbo ocular € uma estrutura que ocupa um terco da érbita éssea. Ele € composto
por trés camadas (ou tanicas) concéntricas principais:

- uma camada exterior protetora fibrosa, que compreende a esclera e a cérnea;

- uma camada média que € ricamente vascular, responsavel pelo fornecimento de
oxigénio e nutrientes para a camada exterior da retina e para as estruturas da
camara anterior, que é formada pela coréide, corpo ciliar e iris;

- finalmente pela camada mais interna composta pela retina, que € a neural. A retina
tem varias camadas de células e contem fotorreceptores sensiveis a luz, os cones e
bastonetes. Estas células transformam a energia luminosa em sinais nervosos, 0s quais

sdo transmitidos para o cérebro pelo nervo 6ptico (MALHOTRA et al., 2011).

Uma maneira usual de dividir o olho para facilitar didaticamente seu estudo € em
segmentos anterior e posterior (Figura 1). O segmento anterior compreende a
coérnea, o limbo, as camaras anterior e posterior, iris, cristalino e corpo ciliar. O
segmento posterior compreende a esclera, a coroide, a retina, o humor vitreo e o
nervo optico (HARDMAN; LIMBIRD, 2012).

O segmento posterior do olho é de dificil acesso para tratamento, seja por via local
ou sistémica, devido as barreiras anatdbmicas e vasculares desse 6rgdo (HARDMAN;
LIMBIRD, 2012).
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Figura 1 - Esquema demonstrando a anatomia do olho

Fonte: Adaptado de http://www.vision-and-eye-health.com/eye-anatomy.html

2.1.2 O Segmento anterior

2.1.2.1 Cornea

A cérnea é um tecido avascular transparente, que atua como a primeira e principal
barreira contra infeccbes do olho. Juntamente com o filme da lagrima eles
proporcionam 2/3 do poder de refracéo total do olho, que visa formar uma imagem
nitida na retina. A sua clareza é o resultado de muitos fatores incluindo sua anatomia

e a fisiologia estrutural dos componentes celulares (DELMONTE; KIM, 2011).

Em média, a cornea de um adulto apresenta um eixo horizontal de 11,71 + 0,42 mm
(RUFER; SCHRODER; ERB, 2005). A cérnea humana é uma camada escamosa

estratificada, ndo queratinizada, caracterizada pela extrema uniformidade de limbo a


http://www.vision-and-eye-health.com/eye-anatomy.html
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limbo e composta por 5 camadas (Figura 2), sendo 3 camadas celulares (epitélio,
estroma e endotélio) e 2 camadas de interface (Membrana de Bowman e membrana
de Descemet) (DELMONTE; KIM, 2011).

Cornea

Epitelio -—-\

Membrana
de Bowman

Estroma

i
5|
!
o

§
)

Membrana de / ’ P 3

“ W,
Descemet ol

\—I—lk‘— Estroma ———————eeJ
Endolelio s———

Ep2elio Membrana Membeana de Descemet Endotelio
de Bowman

Figura 2 - Camadas da cornea

Fonte: Adaptado de http://www.nei.nih.gov/health/cornealdisease/

A maioria dos nutrientes que a cérnea necessita é obtida por difusdo a partir de
fluidos circundantes como o humor aquoso, o filme lacrimal e pelo fluido intersticial

fornecido pela vasculatura pericorneana (BEEBE, 2008).

O oxigénio apresenta um problema especial, devido a sua baixa solubilidade em
meios aquosos. Assim, a maior parte do oxigénio que atinge o endotélio da cornea

vem do ar e se difunde através do epitélio e do estroma (BEEBE, 2008).

A cérnea apresenta a singularidade de ser essencialmente desprovida de vasos
sanguineos e linfaticos. Esta avascularidade € um processo ativo e tem sido
chamado de privilégio angiogénico da cornea. A sua integridade é mantida por uma
série de fatores e mecanismos celulares. Quando estes estdo comprometidos, o
resultado final pode ser a invasdo de vasos na cérnea, que € uma caracteristica

patolégica denominada neovascularizacdo da cérnea (MADDULA et al., 2011).


http://www.nei.nih.gov/health/cornealdisease/
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2.1.2.2 Iris

A iris € um diafragma fino, contratil, pigmentado que divide o segmento anterior em
camaras anterior e posterior, com uma abertura central que € a pupila (MALHOTRA
et al., 2011). Ela é localizada entre o cristalino e a cérnea e regula a quantidade de
luz que passa através deles e incide sobre a retina (DAVIS-SILBERMAN; ASHERY-
PADAN, 2008)

2.1.2.3 Limbo

Entre a cornea e a esclera situa-se uma zona de transicdo com 1 a 2 mm de largura
chamada de limbo. Os vasos sanguineos do limbo, bem como as lagrimas fornecem
nutrientes importantes e mecanismos de defesa imunoldgica para a cornea
(HARDMAN; LIMBIRD, 2012). Supostamente ele apresenta multiplas funcbes como
nutricdo, vigilancia imunologica e controle da pressdo intraocular (ROY;
DAVAGNANAM; EVANSON, 2012)

2.1.2.4 Corpo ciliar

O corpo ciliar secreta o0 humor aquoso pelo epitélio do corpo ciliar e promove um
processo conhecido como acomodacao, que é uma contracdo do mausculo ciliar
capaz de suspender o cristalino e permitir focalizar objetos proximos (HARDMAN;
LIMBIRD, 2012).

2.1.2.5 Cristalino

O cristalino apresenta uma estrutura transparente e biconvexa com
aproximadamente 10 mm de diametro e € responsavel por refratar e focar a luz na
retina. Ele € avascular e esta envolvido por uma capsula. Nutrientes, oxigénio e
residuos sao trocados entre a sua capsula e o seu epitélio (WHITELEY; PEIFFER,
2002).



27

RVTSAO B/BLOGRATCA

2.2 Neovascularizagéo

A neovascularizacdo é a formac¢do de novos vasos sanguineos, podendo ocorrer por
dois mecanismos: vasculogénese e angiogénese. A vasculogénese é a formacao de
Novos vasos sanguineos a partir de células precursoras como os angioblastos e
ocorre principalmente durante a embriogénese. A angiogénese € a formacdo de
NovOos vasos a partir de vasos pré-existentes e esta associada a varios processos

diferentes, tanto fisiol6gicos quanto patologicos (AUERBACH; AUERBACH, 1994).

Judah Folkman foi o pioneiro na area da angiogénese e a estudou em tumores no
inicio de 1970. Ele observou que os tumores permanecem em um estado de
dorméncia até estabelecer um suprimento de sangue, mas uma vez que esses
vasos tenham se formado para fornecer nutrientes e outros fatores induzidos, eles
crescem com muita rapidez (AUERBACH; AUERBACH, 1994).

A neovascularizagdo ocular é um processo destrutivo generalizado. Ela ocorre em
todo o mundo e esta envolvida em quase todas as principais doencas oculares e
causas de cegueira, como a oclusdo daveia central daretina, a retinopatia
diabética, a degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) e a retinopatia da
prematuridade, entre outras. A neovascularizacao ocular abrange um vasto espectro
geografico, sendo prevalente em todo o mundo, afetando os dois sexos e atingindo
de recém-nascidos a idosos (LEE; WANG; ADAMIS, 1998).

A neovascularizacdo da cornea € uma complicagdo ameacgadora da visdo que pode
se desenvolver em resposta a inUmeras causas como inflamacdes, infeccdes
bacterianas, virais, parasitarias, injarias, cirurgias, doencas autoimunes, uso de
lentes de contato, distrofias, transplante de células tronco do limbo e neoplasias. O
tracoma € a principal causa infecciosa de cegueira do mundo e o virus Herpes
simplex € a principal causa de cegueira nos paises desenvolvidos. A
neovascularizacdo altera a acuidade visual, pois induz o edema do estroma, a
infiltracdo celular, a deposicdo de lipideos, a hemorragia e a cicatrizacdo

(STEVENSON et al., 2012).
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2.2.1 Etiologia e epidemiologia da neovascularizacdo ocular

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o numero estimado de pessoas
com deficiéncia visual no mundo € de 285 milhdes, destes, 39 milhdes sdo cegos e
246 milhdes sendo classificados como de baixa visdo. 65% das pessoas com
deficiéncia visual e 82% de todos os cegos tém 50 anos ou mais (WHO, 2012). Esse
nimero € tdo preocupante que em maio de 2013 a 662 Assembleia Mundial da
Saude aprovou a resolucdo WHA66.4 (WHA, 2013), cujo objetivo € promover um
plano de acédo global de 2014 a 2019, tendo como meta a reducéo da prevaléncia de
deficiéncia visual evitavel em 25% até 2019, considerando os dados de 2010 como
base. Doencas do segmento anterior sédo a principal causa de cegueira do mundo,
estando as doencas que afetam a cOrnea como a terceira causa de cegueira, atras

apenas da catarata e do glaucoma (WHO, 2012).

2.2.2 Promotores da neovascularizacdo ocular

Existem varios fatores envolvidos na neovascularizacdo da cérnea, entre eles os
fatores de crescimento do fibroblasto (FGF) 1 e 2 foram amplamente estudados, o
FGF-1 é expresso no epitélio da cérnea normal, enquanto que o FGF-2 apresenta
grande expressao apos lesdes na cornea. A cornea € um centro de producdo de
angiostatina, que é um fator antiangiogénico. A endostatina que também apresenta
atividade antiangiogénica, pode ser encontrada na cérnea e inibe a
neovascularizagéo induzida pelo FGF e pelo VEGF. O fator derivado do epitélio
pigmentado (PEDF) é encontrado com abundancia na cOrnea e também foi
encontrado no fluido lacrimal de individuos saudaveis, também € antiangiogénico e
inibe a neovascularizagao induzida pelo FGF. As metaloproteinases (MMPs) sdo um
grupo de enzimas proteoliticas e a cornea expressa 08 das 24 MMPs identificadas e
0 seu papel na neovascularizacdo € ambiguo, pois essas moléculas possuem a
capacidade de ser tanto préangiogénica quanto antiangiogénicas, dependendo da
condicdo. O VEGF é encontrado extensivamente no epitélio da cérnea vascularizada
e muita atencéo tem sido dada a ele desde que foi demonstrado que sua expressao
aumenta no tecido isquémico, se tornando um dos principais fatores promotores da
angiogénese (QAZI; MADDULA; AMBATI, 2009).
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2.2.3 O VEGFE

O VEGF é um dos fatores mais importantes envolvidos na neovascularizagcdo da
cérnea. Ele é considerado o principal mediador da angiogénese, sendo de grande
importancia para o desenvolvimento da angiogénese fisioldgica e patolégica. E uma
glicoproteina de 46 Kilodaltons (kDa) com atividade angiogénica e de
permeabilidade vascular. Ele é expresso por células oculares de tipos diferentes
como as células epiteliais pigmentares, pericitos, células vasculares endoteliais,
células ganglionares e da neurdglia e se liga com alta afinidade aos receptores de
membrana com atividade tirosina quinase VEGFR-1 e VEGFR-2. A sua expressao é
induzida principalmente em condi¢gfes de hipoxia (BAINBRIDGE et al., 2002; DAS;
MCGUIRE, 2003).

Atualmente, a familia do VEGF inclui o VEGF-A, -B, -C, -D, -E e também o PLGF. No
entanto, em doencas humanas o VEGF-A é considerado mais importante, pois
parece ser a forma mais prontamente induzida durante os episédios de hipoxia
(EUBANK et al., 2003). O VEGF-A existe em diferentes isoformas com 121, 145,
162, 165, 183, 189 e 206 residuos de aminoacidos, que sédo geradas por “splicing”
alternativo. As isoformas diferem na sua capacidade de se ligar ao heparam sulfato
e a matriz extracelular (VEMPATI; POPEL; MAC GABHANN, 2014).

Agentes neutralizadores do VEGF tém demonstrado grande vantagem no tratamento
de condi¢des oculares patolégicas causadas por neovascularizacdo como a DMRI,
retinopatia diabética proliferativa, edema macular, entre outras doencgas.
Descobertas recentes sugerem que a inibicdo do VEGF pode ser uma modalidade

terapéutica eficaz para a neovascularizagcédo da cornea (JIN-HONG et al., 2012).

2.2.4 Tratamentos para a neovascularizacdo da cornea

Uma variedade de novas estratégias tem sido desenvolvida para controlar processos
de neovascularizagdo. Os corticosterdides inibem a angiogénese por suprimir o
recrutamento de células inflamatdrias, a expresséo de citocinas pré-inflamatoérias e a

liberacdo de acido araquidbnico (CURSIEFEN et al., 2001), mas sao geralmente
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ineficazes no tratamento da neovascularizagdo estavel. O uso a longo prazo pode
resultar em efeitos adversos como catarata, hipertensdo ocular, afinamento
corneano e o surgimento de infeccbes oportunistas, tornando essa opcdo uma
escolha insustentavel (STEVENSON et al., 2012).

Os AINEs séo outra classe de agentes anti-inflamatoérios que tém sido utilizados no
tratamento da neovascularizacdo da cornea. AINEs inibem a producdo de
prostaglandinas que estimulam angiogénese, mas infelizmente, a eficicia € variavel
e, por vezes, acompanhada de efeitos secundarios graves, como por exemplo,
ulceracdo da cornea e até perfuracdo, limitando a sua utilidade clinica,
particularmente no contexto de pacientes com doenca da superficie ocular
concomitante (STEVENSON et al., 2012).

A fotocoagulacéo a laser consiste em um feixe de luz que é focado seletivamente no
vaso de interesse, resultando na coagulacdo induzida pelo calor e na oclusdo do
vaso. Infelizmente, o dano tecidual induzido pelo laser pode estimular a liberacao de
fatores pro-angiogénicos que promovem o desenvolvimento de uma circulagdo
colateral e podem ainda causar lesdo e destruicAo de células endoteliais e
alteracbes na membrana de Descemet (BARKANA; BELKIN, 2000; KRAUSS;
PULIAFITO; STEINERT, 1986; VAIKOUSSIS; BISOGIANNIS; MARGARITIS, 1993;
STEVENSON et al., 2012).

A terapia fotodindmica € outro procedimento utilizado. Nesse método, um agente de
fotossensibilizagcdo, como a verteporfina, € administrado por via intravenosa e
ativado localmente por um laser de comprimento de onda especifico, resultando na
liberagdo de espécies reativas de oxigénio que danificam localmente as células
endoteliais promovendo trombose vascular. Quando usado com um agente de
fotossensibilizacdo adequado parece ser um tratamento seguro e eficaz, mas os

custos elevados tém limitado a sua utilizacdo (BRATS, 2008; WILSON, 2002).

Outra opcdo é a diatermia com agulha fina que é um promissor procedimento
cirargico. Nesse procedimento, uma agulha é inserida no limbo, paralelamente e na

mesma profundidade do vaso de interesse, podendo ainda ser inserida dentro do
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mesmo para o caso de vasos maiores. Uma sonda de diatermia é colocada no modo
de coagulacdo em contato com a agulha, resultando na cauterizacdo do vaso. Cada
vaso é tratado individualmente. Esse € um procedimento seguro e eficaz, mas um
dos possiveis efeitos adversos € 0 esbranquicamento transitério da cornea e
hemorragia intraestromal, além da possivel necessidade de repetir 0 processo
devido a formacé&o de novos vasos colaterais (PILLAI; DUA; HOSSAIN, 2000).

O dltimo recurso para pacientes com neovascularizacdo da cOrnea que nao
respondem a outras formas de tratamento seria a restauracdo da superficie ocular
por meio de transplante (HUI-KANG et al., 2009; SANTOS et al., 2005).

Devido ao fato do VEGF ser um dos fatores mais importantes envolvidos na
neovascularizacdo da cérnea, os inibidores dessa molécula estdo sendo cada vez
mais utilizados. Eles tém demonstrado sucesso in vivo e estdo se tornando hoje em

dia o tratamento de escolha.

2.2.4.1 Tratamentos com anti-VEGF para processos de neovascularizacao

ocular

Em dezembro de 2004 o 6rgdo FDA (do inglés, Food and Drug Administration)
aprovou o pegaptanibe (Macugen®, Pfizer). Esse foi o primeiro agente anti-VEGF
aprovado para uso intraocular nos Estados Unidos. Ele € um aptamero anti-VEGF
de RNA que se liga especificamente ao VEGF¢5 € foi aprovado para o tratamento
da DMRI neovascular (NG et al., 2006).

Existe um grande potencial de aplicacdo tépica para o pegaptanibe (HOSSEINI;
NEJABAT, 2007), contudo, ndo existem estudos demonstrando a acdo desse
medicamento administrado topicamente. Akar et al. (2013) realizaram um estudo
comparativo com o pegaptanibe soédico, o bevacizumabe e o ranibizumabe para a
neovascularizacdo da cérnea, mas os medicamentos foram aplicados por meio de
uma injecdo subconjuntival. Nesse estudo a neovascularizacdo da coérnea foi
induzida em olhos de ratos e embora todos tenham apresentado inibicdo da

neovascularizagdo, o0 bevacizumabe foi mais efetivo que os outros dois
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medicamentos. Mesmo no tratamento da DMRI neovascular estudos demonstraram
gue pegaptanibe é menos eficaz do que outros medicamentos anti-VEGF e por isso
esse medicamento ndo € mais amplamente utilizado na maioria dos paises
(SEMERARO et al., 2013).

O ranibizumabe (Lucentis ®; Genentech) é um anticorpo humanizado do tipo anti-
VEGF-A. Ele é um fragmento de anticorpo com uma massa molecular de 48 kD,
especificamente desenvolvido para o uso intraocular. Esse medicamento foi
aprovado pelo FDA em junho de 2006 para o tratamento DMRI (LOWE et al., 2007).

Existem alguns estudos envolvendo aplicacbes tépicas de ranibizumabe com
resultados que apresentam eficacia e seguranca na inibicdo da neovascularizacéo
utiizando a mesma posologia do bevacizumabe (FERRARI et al., 2013;
STEVENSON et al., 2012). Por outro lado, existem também relatos da baixa eficacia
quando comparado ao bevacizumabe (KIM J.-H. et al., 2013). Mesmo sabendo que
0 bevacizumabe ainda n&o foi aprovado para tratamento da neovascularizacéo
ocular, sendo assim utilizado de maneira “off-label”, em relagéo ao ranibizumabe ele
é preferido pelos médicos, devido ao seu custo significativamente mais baixo, em
média 39 vezes menor (SEMERARO et al., 2013).

Aflibercept (EYLEA®, Bayer), também chamado de VEGF Trap, foi 0 mais recente
membro anti-VEGF aprovado para uso intraocular pelo FDA em novembro de 2011 e
pela agéncia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA) para tratamento da DMRI do
tipo neovascular em 2012. Trata-se de uma proteina de fusdo que se liga a todas as
isoformas de VEGF-A e VEGF-B, bem como ao PLGF (SEMERARO et al., 2013).

Existem evidéncias preliminares da eficacia demonstrada de VEGF Trap na
prevencdo da neovascularizacdo da cOrnea em modelos animais, contudo, a
aplicacao topica ndo foi testada e o tratamento tem sido realizado sempre por
injecdes (OLIVEIRA et al., 2010).

Atualmente, a maioria das pesquisas sobre o uso do RNAi (do inglés, RNA

interference) como modalidade terapéutica tem se concentrado no siRNA (do inglés,
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small-interfering RNA), pois esse apresenta uma sequéncia especifica que é capaz
de reconhecer e clivar o RNA mensageiro (RNAmM) complementar, apresentando
potencial para ser uma ferramenta poderosa contra a neovascularizacao da cornea,
porque, ao contrario de outros métodos extracelulares, bloqueia os efeitos
intracelulares do gene VEGF. No entanto, a implementagéo de tratamentos oculares
baseados em siRNA ainda estdo em fase inicial, devido aos grandes desafios
relacionados a seguranca e a especificidade dos siRNAs (GUZMAN-ARANGUEZ;
LOMA; PINTOR, 2013).

2.3 Bevacizumabe

Os mAb séo glicoproteinas que pertencem a superfamilia da imunoglobulina (Ig).
Esta pode pode ser dividida em cinco isotipos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, mas
somente as IgG séo produzidos para fins terapéuticos por meio de engenharia
genética (FEKETE et al., 2013).

O bevacizumabe é um mAB humanizado recombinante do tipo IgG1 que liga e inibe
a atividade biolégica do VEGF humano, tanto in vitro como in vivo, prevenindo a
ligacdo do VEGF aos receptores VEGFR-1 e VEGFR-2. Ele contém regifes
estruturais humanas, com regides ligantes de antigenos de um anticorpo murino
humanizado, que se liga ao VEGF solavel (MOULD; SWEENEY, 2007).

lgGs sdo grandes glicoproteinas tetraméricas medindo aproximadamente 150 kDa,
estruturalmente compostas por quatro cadeias polipeptidicas: duas cadeias pesadas
idénticas (~ 50 kDa) e duas cadeias leves idénticas (~ 25 kDa), compostas por
segmentos repetitivos, ligados através de varias ligagdes dissulfeto inter/intra cadeia
formando uma estrutura caracteristica em forma de Y. Ha regibes na molécula de Ig
gue sdo extremamente variaveis (regides hipervariaveis e variaveis) e que dao a ela

a caracteristica especifica contra o antigeno (Figura 3) (FEKETE et al., 2013).
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Fonte: Adaptado de Fekete et al., 2013

Os segmentos repetitivos dobram-se independentemente para formar unidades
funcionais compactas denominadas dominios de Igs. Cada dominio do anticorpo
bevacizumabe tem uma estrutura tridimensional composta por um “sanduiche” de
duas cadeias de folhas-p (Figura 4) unidas por ligacdes dissulfeto (ALBERTS et al.,
2010).

Figura 4 - Arranjo estrutural de uma molécula de anticorpo IgG. A esquerda esta
representado o esquema de um anticorpo completo e a direita as folhas-B que compdem cada

dominio.
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Comercializado com o nome de Avastin@

(Produtos Roche Quimicos e
Farmacéuticos S.A., Brasil), o bevacizumabe foi aprovado pelo FDA em fevereiro de
2004 e em janeiro de 2005 pela EMEA (do inglés, European Agency for the
Evaluation of Medicinal Products) e esta registrado na ANVISA desde maio de 2005.
Este farmaco foi aprovado pelo FDA para o tratamento de carcinoma colorretal
metastatizado, e hoje, no Brasil ele é indicado para tratamento de alguns tipos de

cancer em associacdo com quimioterapia ou outros tipos de medicamento.

O bevacizumabe nédo tem aprovacdo para uso oftalmico, mas ele tem sido utilizado
de maneira “off-label” em tratamentos para a neovascularizagéo ocular, devido a sua
eficacia no tratamento da neovascularizagdo. Existem varios estudos concluidos e
em andamento demonstrando reducao parcial da neovascularizacdo da cornea por

meio de aplicacao topica, subconjuntival e intraocular (JIN-HONG et al., 2012).

Ahmed et al. (2009) induziram a neovascularizacdo corneana em coelhos utilizando
0 meétodo da queimadura da cornea com solucdo de hidréxido de sodio (NaOH).
Nesse estudo, a administracado da solucdo comercial de bevacizumabe foi realizada
por via topica e subconjuntival, o que permitiu a comparacao de resultados entre as
duas formas de administracdo. Os resultados relatados no artigo descrevem que
ocorreu reducdo da neovascularizacdo nos grupos tratados, porém sem uma
completa reducdo do numero de vasos. Além disso, a comparagdo entre as vias
mostrou que, pela via subconjuntival, a redugcéo da neovascularizagao foi melhor em

relacdo a aplicacao topica.

Utilizando o mesmo método de queimadura quimica com solucdo de hidréxido de
sédio, Mello et al. (2011) avaliaram o tratamento da neovascularizacdo induzida em
corneas de coelhos com a solucdo comercial de bevacizumabe injetada por via
subconjuntival. Os resultados obtidos mostraram que ocorreu uma reducao

significativa do nimero de neovasos formados.

No trabalho de Lee et al. (2009) o método de queimadura quimica com solucédo de
hidroxido de sédio foi utilizado para inducdo da neovascularizagdo na coOrnea de

camundongos. O efeito da inje¢cdo subconjuntival de bevacizumabe foi avaliado e
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observou-se que a maior reducdo da neovascularizacao foi relacionada ao grupo
gue recebeu duas doses do tratamento quando comparado ao que recebeu apenas

uma.

Avisar, Weinberger e Kremer (2010) utilizaram um modelo de inducéo de
neovascularizacdo por meio de queimadura quimica com uma mistura de nitrato de
prata e nitrato de potassio em cornea de camundongos. Apos inducdo, uma solucao
comercial de bevacizumabe foi administrada pelas vias intraocular e subconjuntival.
A reducdo da neovascularizacdo ocorreu nas duas vias avaliadas, porém a via

intraocular apresentou maior reducao.

Em caso clinico reportado por Lannetti et al. (2013), um paciente que apresentava
lesdo ocular quimica, simbléfaro e neovascularizagdo da cornea foi tratado com
duas doses de injecao subconjuntival da solugcdo comercial de bevacizumabe, sendo
a segunda apos trés semanas. A cornea do paciente apresentou regressao da

opacificacdo e da neovascularizacdo com consequente melhora visual.

2.3.1 Tratamento tépico

A aplicacdo topica de medicamentos € a forma de tratamento desejada para
doencas no segmento anterior do olho como a neovascularizacdo da cornea. Na
pratica clinica, o segmento anterior do olho pode ser tratado com a administracéo de
colirios, que é a forma farmacéutica mais utilizada no tratamento de doencas da
coérnea. Porém, apos a instilagdo do colirio, o fluido lacrimal inicia o processo de
remocao desse produto da superficie do olho. Embora a taxa de rotatividade (do
inglés, turnover) lacrimal seja apenas de aproximadamente 1pL/min, o excesso do
volume instilado é rapidamente levado para o ducto lacrimal. Outra fonte de remocéo
do medicamento € a sua absorcdo sistémica, que pode ocorrer via mucosa do saco
conjuntival ou apdés o direcionamento do medicamento para a cavidade nasal
(URTTI, 2006). O medicamento é rapidamente drenado e por isso o tempo de
absorcdo do farmaco é de apenas alguns minutos e a biodisponibilidade € muito
baixa, tipicamente inferior a 5% (URTTI, 2006).
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Elevadas concentracdes e/ou frequentes administragdes sdo usadas para atingir um
nivel terapéutico adequado, o que pode aumentar o risco de efeitos adversos
sistémicos, as interagcbes medicamentosas e reduzir a adesdo do paciente ao
tratamento (SILVA-CUNHA et al., 2003)

2.3.2 Sistemas de liberacdo de uso toépico

Para aumentar o tempo de permanéncia ocular das formula¢des oftalmicas topicas,
buscando reduzir a taxa de drenagem e melhorar a biodisponibilidade dos farmacos,
diferentes estratégias sao utilizadas. Existem colirios que contém ciclodextrinas, tais
como o Voltaren®, Indocid® e Clorocil®. Também s&o utilizados agentes que
aumentam a viscosidade como a hipromelose, carboximetilcelulose, alcool
polivinilico, acido hialurénico e Carbomer 940. A literatura cientifica também relata
estudos de formulacdes como emulsdes, lipossomas e nanoparticulas (PERRIE et
al., 2012).

Com relacdo a utilizacado de sistemas solidos capazes de promover uma liberacdo
controlada do farmaco e melhorar a sua biodisponibilidade, varios estudos ja foram
realizados e alguns produtos foram desenvolvidos. Em 1974, Alza Corporation
iniciou a comercializagdo do primeiro sistema ocular de liberagdo controlada, o
Ocusert®, indicado para tratamento de glaucoma. Esse sistema é produzido com
copolimero de etileno acetato de vinila e é colocado no saco conjuntival onde libera
a pilocarpina a uma taxa controlada, por até sete dias. Em 1982 o sistema Lacrisert®
iniciou a comercializagdo nos EUA pela Aton Pharm Inc. para o tratamento da
sindrome do olho seco. Este também €& um sistema para aplicacdo no saco
conjuntival, produzido com hidroximetilcelulose, em forma de haste com
aproximadamente 1,27 milimetros de diametro e 3,5 mm de comprimento e deve ser
aplicado 1 ou 2 vezes ao dia. J& em relacdo a liberacdo de farmacos por meio de
lentes de contato, embora existam muitos estudos, nao existe ainda nenhum produto

comercializado aprovado no mercado (PERRIE et al., 2012).
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2.3.3 Sistemas de liberacdo contendo bevacizumabe

Em funcdo dos grandes beneficios do bevacizumabe no tratamento da
neovascularizacdo ocular, alguns estudos em desenvolvimento compreendem
diferentes tipos de SLF, como por exemplo, géis termossensiveis (PARK et al.,
2013; WANG et al., 2012), nanoparticulas encapsuladas dentro de microparticulas
(YANDRAPU et al, 2013), nanolipossomas (ABRISHAMI et al., 2009),
nanoparticulas para tratamento da neovascularizacdo de retina e da cordide
(VARSHOCHIAN et al., 2013) e implantes intraoculares desenvolvidos para serem
inseridos durante a operacdo da catarata (MOLOKHIA et al., 2010). Todos esses
sistemas foram administrados por técnicas invasivas e em nenhum desses estudos o

objetivo foi um sistema para o tratamento da neovascularizacdo da cornea.

A administracdo topica do bevacizumabe é uma modalidade de tratamento potencial
para a neovascularizagdo da coérnea, sendo a sua efichcia demonstrada
recentemente em varios estudos e aplicagbes clinicas em pacientes com
neovascularizacdo da cornea (JIN-HONG et al.,, 2012). DeStafeno e Kim (2007)
documentaram o primeiro caso de sucesso referente ao uso de bevacizumabe tépico
para tratar a neovascularizacdo da cérnea em humanos. Porém, outros estudos ja
haviam demonstrado a eficacia do tratamento tépico do bevacizumabe em modelos
de neovascularizacdo induzida da cérnea de animais como ratos (MANZANO et al.,
2007). Somado a isso Kim J. Y. et al. (2013) demonstraram que o0 bevacizumabe
administrado topicamente apresenta uma agao antiangiogénica mais prolongada que
0 bevacizumabe injetado subconjuntivalmente em um modelo animal de

neovascularizagao.

Finalmente, é importante enfatizar que o preparo de formulagcdes contendo o
bevacizumabe precisa de muito cuidado, pois ele necessita estar na sua forma ativa
para se ligar ao VEGF. O anticorpo pode ser facilmente degradado durante o
processo de preparo, seja por meio da agitacdo, do pH, do solvente e/ou da
temperatura (MAHLER et al., 2009 ; PACE et al., 2004 ; WANG, 2005).
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2.4 Poliuretanos biodegradaveis desenvolvidos para aplica¢cdes bioldgicas

Os poliuretanos apresentam propriedades versateis e, por isso, sao um dos
materiais poliméricos mais importantes. Por causa de seu preparo simples e
aplicacdes promissoras muita atencdo tem sido dada a essa classe de produtos.
Eles foram descritos pela primeira vez por Otto Bayer em 1937 e nos ultimos 40
anos eles tém sido utilizados na area médica, gracas a sua biocompatibilidade e a
sua flexibilidade mecanica (CHERNG et al., 2013).

Devido ao grande interesse que os poliuretanos apresentam, variados SLF utilizando
poliuretanos biodegradaveis estdo sendo desenvolvidos. Entre os exemplos
destacam-se nanoparticulas, nanocapsulas, microesferas, granulos, filmes,

espumas, géis e sistemas solidos (CHERNG et al., 2013).

Os elastomeros de poliuretano possuem grupos uretano formados por meio da
reacdo entre um poliol e um diisocianato. A estrutura geral desses polimeros é do
tipo (A - B)n, onde A é tipicamente um diol poliéster ou poliéter flexivel de cadeia
longa e € usualmente denominado de segmento macio e B é o segmento rigido,
formado pela reacdo de diisocianatos com extensores de cadeia, que podem ser
tridis ou didis de baixa massa molar, como acido 2,2-Bis (Hidroximetil) propiénico
(DMPA), ou diaminas, como a hidrazina, dando origem a ligacdes uretano ou uréia
respectivamente, que sdo altamente polares e promovem a coesao do polimero
(AYRES; OREFICE; YOSHIDA, 2007; WANG; COOPER, 1983).

A diferenca na polaridade entre esses dois segmentos torna essas regides
incompativeis e o resultado € que eles ndo se misturam a um nivel molecular,
produzindo uma microsseparacdo de fases de maneira a formar microdominios
(Figura 5). O segmento rigido proporciona rigidez e reforco para o polimero,
enguanto que o0 macio € responsavel pelo comportamento elastico e sao geralmente
amorfos com uma transicdo vitrea (Tg) abaixo da temperatura ambiente
(CRAWFORD; BASS; HAAS, 1998), ou seja, esses segmentos influenciam as
propriedades fisicas e mecanicas dos poliuretanos e estas aumentam a medida que

0 grau de segregacao entre 0os segmentos rigidos e os segmentos macios aumenta.
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A- segmentos
macios

B - segmentos
rigidos

Figura 5 - Esquema das estruturas de dominios nos poliuretanos

Fonte: Adaptado de http://www.poliuretanos.com.br/Cap1/17Correlacoes.htm

Os poliuretanos convencionais sao imisciveis, dessa forma ndo podem ser dispersos
em meio aquoso. Para evitar a utilizacdo de solventes organicos, foram
desenvolvidas dispersbes de poliuretanos que apresentam a agua como principal
componente, sendo por isso conhecida como PUD (AYRES; OREFICE; YOSHIDA,
2007).

O desenvolvimento de sistemas biodegradaveis derivados de dispersfes aquosas a
base de poliuretano tem sido muito estudado por ser pouco agressivo ao ambiente.
O aumento da demanda para minimizar componentes organicos volateis e 0s niveis
de poluentes atmosféricos perigosos tém motivado pesquisas no desenvolvimento
de produtos ecologicamente corretos. A tecnologia a base de agua é um processo
eficaz para questdes que envolvem a poluicdo ambiental, salde e seguranca (XIA et
al., 2014)

Existem diferentes estratégias para preparar dispersdes de poliuretanos e muitas
maneiras de incorporar grupos hidrofilicos a sua cadeia, sendo a maneira mais usual
a obtencdo pelo processo de pré-polimero. Nesse processo, grupos hidrofilicos sao
incorporados a cadeia utilizando compostos como o DMPA, cujos grupos OH
participam da reacdo com os grupos NCO de um diisocianato, como o isocianato de

isoforona (IPDI), deixando seus grupos carboxilicos pendentes na cadeia do


http://www.poliuretanos.com.br/Cap1/17Correlacoes.htm

41

RVTSAO B/BLOGRATCA

poliuretano (XIA et al., 2014). Os grupos carboxilicos pendentes séo estabilizados
eletrostaticamente por meio da neutralizacdo com uma amina terciaria (XIA et al.,
2014), como a trietilamina (TEA), passando entdo a agir como um emulsificante,

possibilitando a dispersao do poliuretano em agua.

Filmes provenientes de dispersdes aquosas de poliuretano ja foram usados em
diversas aplicacGes farmacéuticas tais como implantes de liberacdo prolongada para
tratamento de doencas do segmento posterior do olho contendo dexametasona
(SILVA et al., 2011) e para tratamento de diferentes doengas por meio da inibigcao da
angiogénese inflamatéria com emprego de sistemas contendo triancinolona (PINTO
et al., 2012). Foi também desenvolvido um filme contendo bevacizumabe, o objetivo
era o tratamento do glaucoma, mas a liberacédo foi de apenas 10% (PAULA et al.,
2013).
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3 JUSTIFICATIVA

Doencas da cérnea sdo um problema de saude publica e apesar dos esforcos
internacionais para a sua prevencao, elas prevalecem como uma das causas mais
comuns de cegueira em alguns paises em desenvolvimento (STEVENSON et al.,
2012). A neovascularizacdo da cornea pode ser resultante de numerosas condicdes,
como infecgdes, lesbes, uso de lentes de contato, cirurgias, doencas auto-imunes,
entre outras (STEVENSON et al., 2012).

Dentre os agentes terapéuticos para o tratamento da neovascularizacdo da cérnea,
destacam-se os mAbs. O mercado global de mAbs terapéuticos estd em constante
crescimento, em 2010 ele representava cerca de 7% do mercado farmacéutico,
guantia equivalente a 43 bilhdes de délares. Em 2011 haviam 28 mAbs terapéuticos
aprovados (ELVIN; COUSTON; VAN DER WALLE, 2013).

Dentre os mAbs, o bevacizumabe esta entre os cinco medicamentos que detém a
maior fatia do mercado (ELVIN; COUSTON; VAN DER WALLE, 2013). Ele é
largamente utilizado para tratamento intraocular de diversas doencas em
oftalmologia. Trabalhos recentes demonstraram que a aplicacdo tépica de
bevacizumabe foi capaz de reduzir a angiogénese na cérnea (MOISSEIEV et al.,
2014).

Apesar da aplicacdo tépica de medicamentos ser a forma de tratamento desejada
para doencas no segmento anterior do olho, o medicamento é rapidamente drenado,
reduzindo muito o tempo para a absorcdo do farmaco e a sua biodisponibilidade
(URTTI, 2006). Assim, o desenvolvimento de sistemas de liberacdo prolongada para o
bevacizumabe, com o intuito de diminuir a quantidade de farmaco necesséria para o
tratamento, minimizar ou suprimir os eventos adversos e diminuir a frequéncia de

administracdo do farmaco é de grande importancia.
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar um sistema de liberacdo prolongada, a base de poliuretano,
biodegradavel, de uso tépico e contendo o biofarmaco bevacizumabe, para inibicdo

da angiogénese na cornea.

4.2 Objetivos especificos

- Desenvolver sistemas biodegradaveis para liberacdo prolongada constituidos de

poliuretano e bevacizumabe;

- Caracterizar os sistemas desenvolvidos por meio de microscopia eletrbnica de

varredura, analise térmica e infravermelho com transformada de Fourier;

- Avaliar a liberacdo in vitro do bevacizumabe incorporado ao sistema por técnicas

de cromatografia a liquido de alta eficiéncia;

- Avaliar o bevacizumabe incorporado ao sistema por técnicas e eletroforese em gel
de poliacrilamida;

- Avaliar a viabilidade celular do sistema baseada na conversao mitocondrial do sal
de tetrazolio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil brometo tetrazélico (MTT);

- Avaliar a atividade génica in vivo do sistema em modelos de membrana

corioalantdica e de neovascularizacdo em corneas de coelhos.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Desenvolvimento de sistemas biodegradaveis constituidos de poliuretanos

e bevacizumabe

5.1.1 Obtencdo da dispersdo aguosa de poliuretano (PUD)

A PUD foi preparada conforme metodologia descrita por Ayres, Oréfice e Yoshida
(2007) e formulada para um teor em solidos com cerca de 25% p/v (Tabela 1). A
sintese da PUD foi realizada em um bal&do de trés vias, onde foram adicionados a
policaprolactona diol MM 1.250 - Sigma-Aldrich®, Brasil (PCL 1250), a
policaprolactona diol MM 2.000 - Sigma-Aldrich®, Brasil (PCL 2000), o &cido 2,2 —Bis
(hidroximetil) propiénico, 99% - Sigma-Aldrich®, Brasil (DMPA) e a isoforona
diisocianato - Merck Schuchardt OHG®, Alemanha (IPDI). O baldo contendo os
componentes foi aquecido em uma manta aquecedora a 60 °C por 120 minutos, sob
agitacdo mecanica a 80 rotacdes por minuto (RPM). Metade do catalisador dibutil
dilaurato - Sigma-Aldrich®, Brasil foi adicionado ao baldo mantendo a temperatura a
60°C por 60 minutos, em seguida a segunda metade foi acrescentada mantendo
todas as condi¢des por mais 60 minutos. Para determinar a porcentagem de grupos
NCO livres no pré-polimero foi usado o método de titulacdo com n-dibutilamina. 10
mL de n-dibutilamina foram colocados em um erlenmeyer juntamente com 10 g do
pré-polimero e foram aquecidos até o inicio da ebulicdo. ApGs o resfriamento foi
adicionado 100 mL de metanol e 2 gotas do indicador azul de bromofenol. A
titulacdo foi realizada com é&cido cloridrico, Merck KGaA®, Brasil (HCI) 1N até a
mudanca de coloracdo de azul para amarelo leitoso. O mesmo procedimento foi
realizado para o ensaio em branco. A porcentagem de NCO livre foi calculada de

acordo com a equacéo 1.

% NCO =_(Vgranco— Vamostra) X f X 4,202 (2)
PESO DA AMOSTRA
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Em que:

Vgranco = Volume em mL de HCI 1IN consumido na titulagcdo de di-n-butilamina pura
(sem amostra),

VamosTra = Volume em mL de HCI 1N consumido na titulagdo de di-n-butilamina,

f = fator de correcao da concentracéo de HCI 1N especificado no frasco do reagente.

Tabela 1- Formulacao (% em massa) das dispersdes aquosas de poliuretano

PCL PCL | DMPA | IPDI Dibutil TEA | Hidrazina Agua
1250 | 2000 dilaurato purificada

6,43 9,91 1,03 9,09 0,0025 0,77 4,81 gsp 100

O pré-polimero foi resfriado até 40 °C e a neutralizacdo dos grupos -COOH do
DMPA foi realizada com a adigéo de Trietilenamina - Vetec®, Brasil, que foi calculada

conforme equacao 2:

m=n x101 (2)

Em que:

m = massa de TEA,

n = numero de equivalentes-gramas de grupamentos carboxilicos, obtido dividindo-
se a massa de DMPA usada no pré-polimero por 134 que é o equivalente grama do
DMPA em relagédo ao grupamento carboxilico,

101 = equivalente grama da TEA.

A preparacdo foi agitada por 40 minutos para assegurar que a reacao fosse
completa. O pré-polimero neutralizado foi entdo disperso pela adicdo de agua
purificada. Imediatamente apoés, foi adicionada a hidrazina hidrato - solucéo a 24% -
Vetec®, Brasil, & dispers&o sob agitagdo mecanica de 1500 RPM a uma temperatura
constante de 40 °C e a agitacao foi mantida por 40 min para a etapa de extensao de
cadeia. A quantidade de hidrazina foi calculada conforme a equagéo 3, levando em

consideragao a porcentagem de grupos -NCO residuais.

m = My, / 100 X NCO,, X 16/0,24 x 1,56 3)
42 X 100
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Em que:

m = massa de hidrazina (equivalente= 16g/mol e concentragao de 24%),
mpp = Massa de pré-polimero,

NCO, = % de NCO obtido na titulagdo conforme método descrito,

1,56 é o fator de correcao para o hidrato,

42 é o equivalente-grama do grupamento NCO.

A Figura 6 mostra as etapas da sintese da dispersao do poliuretano em agua.

PCL 1250 PCL 2000 IPDI DMPA

Dibutil dilaurato

W
Neutralizacao

TEA

A
Extensdao de cadeia

Hidrazina

Figura 6 — Etapas da sintese da dispers&o aquosa de poliuretano

5.1.2 Preparo dos sistemas de poliuretanos e bevacizumabe

Hidrazina foi adicionada a PUD na propor¢cdo 1:10 e a mistura foi submetida a
agitacdo magneética por 10 minutos. Em seguida foi adicionada a solugdo comercial
de bevacizumabe - Avastin® 25 mg/mL - Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos
S.A., Brasil, na proporcao 1:3, com agitacdo magnética branda por 1 minuto. Com
esse procedimento, a precipitacdo foi evitada. A dispersdo foi congelada em
nitrogénio liquido por 10 minutos e liofilizada em liofilizador Pirani 78/1 (Edwards) por
24 horas a -40°C.

O produto liofilizado obtido foi prensado por 1 minuto com 808,07 Newtons/cm? de
pressdo utilizando uma prensa hidraulica TE-098 (Tecnal). O material obtido foi

cortado na forma de hastes com 5,58 + 0,58 mm de comprimento e 0,57 £ 0,03 mm
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de largura. O peso meédio dos sistemas foi calculado a partir de 10 sistemas
selecionados aleatoriamente. O resultado foi expresso em funcdo da média + desvio

padréo.

5.2 Caracterizacao dos sistemas desenvolvidos

Para a caracterizacdo dos sistemas foram utilizadas as técnicas de microscopia
eletrdnica de varredura, analise térmica (termogravimetria e calorimetria exploratéria

diferencial) e espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier.

As amostras caracterizadas foram nomeadas da seguinte maneira:

— Sistema: sistema formado pela mistura de PUD + hidrazina + solugdo comercial de
bevacizumabe liofilizado e prensado;

— Sistema branco: sistema formado pela mistura de PUD + hidrazina + excipientes
presentes na solugcédo comercial de bevacizumabe (sem o bevacizumabe) liofilizado e
prensado;

— PUD-LP: PUD liofilizada e prensada;

— Bevacizumabe-SCL: Bevacizumabe solu¢do comercial liofilizada.

5.2.1 Anéalise morfolégica dos sistemas por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV)

A morfologia da superficie de sistemas poliméricos tem um papel importante no seu
processo de degradacdo e de liberacdo dos farmacos nele presentes. A MEV é
realizada a partir de um feixe de elétrons de pequeno diametro que varre a
superficie da amostra, produzindo elétrons e fétons que podem ser coletados por
detectores adequados e convertidos em uma imagem de video, tornando possivel
visualizar caracteristicas microestruturais de objetos solidos com alta resolucao e
aparéncia tridimensional da amostra (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

A avaliacdo da estrutura morfolégica da superficie dos materiais, com relacdo a
presenca de poros e canais na matriz polimérica, foi realizada por meio de

microscopia eletrébnica de varredura, em microscopio Inspect S50 (FEI), apos
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recobrimento dos sistemas com ouro. Foi também realizada uma analise morfoldgica
comparativa entre o sistema antes e ap0s um estudo de liberagéo in vitro por 48

horas.

5.2.2 Anéalises térmicas

5.2.2.1 Termogravimetria (TG)

A TG consiste na variacdo de massa da amostra (perda ou ganho de massa)
determinada em funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto a amostra é
submetida a uma programacdo controlada de tempo e temperatura (CHEN;
OAKLEY, 1995). A TG é um método adequado para avaliar as propriedades
térmicas de elastdmeros de poliuretano (COUTINHO; DELPECH, 2000).

A TG foi avaliada utilizando o equipamento TGA/SDTA 851A (Mettler Toledo). As
amostras foram colocadas em cadinhos de alumina (Al,O3) e os experimentos foram
conduzidos em atmosfera dinamica de nitrogénio (fluxo de 50 mL/min). O
aquecimento foi realizado da temperatura ambiente até 500 °C na razdo de
aquecimento de 10 °C/min. Foram analisadas amostras do sistema, da PUD-LP e da
Bevacizumabe-SCL,;

5.2.2.2 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

A DSC é uma técnica que permite avaliar as variacdes entélpicas que ocorrem com
uma substancia submetida a uma programacao controlada de tempo e temperatura
e possibilita obter dados de temperatura de transicdo vitrea, ponto de fusao,

sublimacao e decomposicéo pelo calor (CHEN; OAKLEY, 1995).

O comportamento térmico dos sistemas foi avaliado utilizando um calorimetro
DSC50 (Shimadzu). Para realizar os testes, as amostras foram seladas em um

cadinho de aluminio e aquecidas a partir da temperatura ambiente até 100 °C a uma
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razao de aquecimento de 10°C/min, em uma atmosfera inerte de nitrogénio, seguido
de uma isoterma de 10 minutos. Em seguida, a amostra foi resfriada a -100 °C e
aguecida novamente a 10°C/min até 350°C. Para a andlise do produto liofilizado
obtido da Bevacizumabe-SCL, a amostra foi aquecida a 10°C/min até 350 °C. Foram
analisadas amostras do sistema, do sistema branco, da PUD-LP e da Bevacizumabe-
SCL.

5.2.2.3 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

Para avaliar as potenciais interacbes entre o0 bevacizumabe e o polimero, os
espectros de infravermelho das amostras foram obtidos com emprego de um
espectrofotdmetro de infravermelho com transformada de Fourier Spectrum One FT-
IR (PerkinElmer).

As amostras foram liofilizadas e as medicdes foram realizadas em espectros
resultantes de 4 varreduras, com uma resolucéo de 4 cm™, no intervalo de 4.000 a
650 cm™. As bandas entre 1700 a 1600 cm™ foram submetidas a métodos
matematicos de deconvolugcao para resolver bandas sobrepostas. Foram analisadas
amostras da PUD-LP, do sistema antes e apds o estudo de liberacdo, do sistema

branco e da Bevacizumabe-SCL.

5.3 Metodologia analitica para analise do bevacizumabe presente no sistema

por meio de cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE)

A quantificacdo do estudo de liberacdo in vitro do bevacizumabe a partir dos
sistemas foi realizada por CLAE, utilizando o método analitico adaptado de Gomes
et al. (2012).

O cromatografo liqguido de alta eficiéncia utilizado foi composto por bomba LC-
10ADVP, degasser DGU-12AM, auto-injetor SIL-20A, forno CTO-10A, acoplado a
um detector DAD (SPD-M20A) e UV/VIS (SPD-20A) (Shimadzu). Uma coluna
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cromatografica de exclusdo por tamanho SEC (do inglés, size exclusion
chromatography), a BioSuite 250° HR SEC, de 7,8 mm de diametro e 300 mm de
comprimento, com tamanho de particula de 5 pym (Waters) foi utilizada. Esse tipo de
coluna é comumente usada para a analise de proteinas, pois ela € capaz de separar
biomoléculas de acordo com o seu tamanho molecular. A distribuicdo de tamanho ou
mono-dispersidade de um mAB € importante para a seguranca e eficacia desses
produtos. A coluna do tipo SEC é comumente utilizada para determinar essa

heterogeneidade relacionada ao tamanho (FEKETE et al., 2013).
A fase movel empregada foi tampao fosfato salino (PBS) pH 7,4 (Tabela 2),
conforme definido por Gomes et al. (2012). As solucdes de bevacizumabe foram

preparadas no momento da utilizacao.

Tabela 2 - Composicéo da fase movel

Reagentes Porcentagens
Fosfato de sédio bibasico anidro 0,24

Fosfato de potassio monobésico anidro 0,02

Cloreto de sédio 0,8

Agua purificada g.s.p. 100

O volume de injecdo de amostra foi de 20 pL, o fluxo de 1,0 mL/min e a temperatura de
25°C. As amostras foram filtradas em membrana de poro 0,45 ym (Durapore,

Millipore®) e injetadas no cromatografo, registrando-se os valores das areas.

Para avaliar o comprimento de onda adequado para a deteccao, foi realizada uma
varredura do bevacizumabe utilizando o detector DAD (do inglés - diode array
detector) do cromatégrafo. O bevacizumabe foi diluido em tampé&o PBS pH 7,4 até a
concentracéo final de 50 pg de bevacizumabe/mL, sendo a varredura programada
entre 190 e 400 nm.

Em dias diferentes foram construidas e analisadas trés curvas com concentracdes
de 2,5 (limite inferior do intervalo), 5,0, 12,5, 25,0, 50,0 e 75,0 (limite superior do

intervalo) pg/mL de bevacizumabe. Cada uma dessas curvas foi preparada a partir
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de uma solucdo estoque diferente. Todas as amostras foram diluidas em tampéao

PBS pH 7,4 até a concentracgéo final desejada.

A especificidade do método foi testada analisando-se todos os componentes
existentes na Bevacizumabe-SCL com exce¢ao do anticorpo bevacizumabe. Para
tal, foi preparada uma solugéo placebo baseada na formulacdo: 6,0% de trealose,
0,58% de fosfato de s6dio monobéasico monohidratado, 0,12% de fosfato de sodio
anidro dibasico e 0,04% de polissorbato 20 (FDA, 2013).

Foi analisada uma amostra da fase mével e da solugdo tampéo PBS pH 7,4 utilizada
nos estudos de liberacdo. Foi analisado também o meio proveniente da incubacéo
do sistema branco em PBS nas mesmas condi¢des do estudo de liberacdo: tampéo
PBS pH 7,4, 37 °C a 30 RPM, por 24 horas.

Para avaliacdo do placebo fortificado, o sistema branco foi incubado em PBS nas
mesmas condi¢cdes do estudo de liberacdo: tampdo PBS pH 7,4 a 37 °C a 30 RPM,
por 24 horas. Uma quantidade de bevacizumabe equivalente a que estaria no
sistema foi acrescentada no meio apés a incubagcdo para analisar se o material

degradado do sistema poderia interferir na quantificagao do bevacizumabe.

5.4 Avaliacéo da estabilidade do bevacizumabe por meio de CLAE

Com o objetivo de conhecer melhor a estabilidade do anticorpo, a solu¢gdo comercial
de bevacizumabe foi avaliada nas condi¢Ges descritas abaixo e analisada por CLAE.
A estabilidade térmica do bevacizumabe foi avaliada nas temperaturas de -80°C e

-20 °C por um periodo de 4 dias. Cada condicao foi avaliada em 3 lotes diferentes.

Para simular a condicdo de transporte por pequenas empresas, amostras de 3 lotes
diferentes foram conservadas por 4 dias em caixas de isopor contendo bolsas
térmicas de gel, esse periodo foi suficiente para a temperatura dentro do isopor se

igualar a ambiente. A estabilidade do bevacizumabe foi avaliada em seguida.
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A solucdo comercial de bevacizumabe foi avaliada apds ser diluida em tampéo PBS
pH 7,4 a uma concentracdo de 50 pg/uL e armazenada por 2 semanas em 3
condicbes diferentes: 4°C, temperatura ambiente e apos incubacdo nas mesmas

condicdes que o estudo de liberacéo (37°C/30RPM).

Na busca de um solvente para o sistema que ndo provoque a degradacdo do
bevacizumabe e possibilite a quantificacdo do bevacizumabe dentro do sistema, a
solucdo comercial de bevacizumabe foi misturada na proporcédo 1:1 com cada um
dos reagentes a seguir: acetonitrila, metanol e trizol. Outro teste foi realizado
diluindo o trizol em PBS 1:1 e ent&o adicionando o bevacizumabe na proporgéo 8:1.

O bevacizumabe foi analisado ap6s a mistura com o0s reagentes.

A solugdo comercial de bevacizumabe foi liofilizada sob as mesmas condi¢gbes do
sistema, diluida em tampdo PBS pH 7,4 e analisada para avaliar o impacto da

liofilizacdo na molécula do anticorpo.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism
5.00 (GraphPad Software Inc., EUA). Os resultados foram expressos como média +
desvio padrdo relativo. Para comparacdes entre tratamentos, foi realizada analise
estatistica por ANOVA seguida do teste de comparacao multipla Bonferroni, onde P<

0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

5.5 Estudo de liberagéo in vitro do bevacizumabe a partir dos sistemas

O estudo de liberacao in vitro do bevacizumabe a partir dos sistemas foi realizado
em incubadora MaxQ 7000 (Barnstead International) a 30 RPM e 37 °C. Os sistemas
(n = 6) contendo cerca de 120 ug de bevacizumabe foram colocados em microtubos
contendo 1 mL de solucdo tampédo PBS pH 7,4. Em intervalos de 24 horas, no
periodo de 1 semana o meio de cada microtubo foi totalmente coletado, substituido
e a concentracdo de bevacizumabe liberada foi analisada por CLAE. Foi realizada
andlise estatistica por ANOVA seguida do teste de comparagdo mdultipla Bonferroni,

onde P< 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5.6 Estudo de degradacéo in vitro dos sistemas

A determinacdo da porcentagem de perda de massa do sistema ao longo do estudo
de degradacéo in vitro foi utilizada para acompanhar o perfil de degradagdo do
sistema e entender os processos de degradacdo do polimero e liberacdo do

bevacizumabe.

O estudo de degradacéo in vitro do bevacizumabe a partir dos sistemas foi realizado
em incubadora MaxQ 7000 (Barnstead International), a 30 RPM e 37 °C. Os
sistemas com farmaco (n = 6) foram colocados em microtubos contendo 1 mL de
solugéo tampédo PBS pH 7,4. Em intervalos de tempo pré-estabelecidos, os sistemas
foram removidos e secos por 40 minutos em estufa a 40°C com o objetivo de
determinar a perda de massa proveniente do bevacizumabe ou do polimero. A perda
de massa foi calculada por meio da equacdo 4. Os resultados obtidos foram

expressos como sendo a média + desvio padrao relativo.

Perda de massa (%) = m¢ x 100 / mq 4)

Em que:
m¢ = massa final do poliuretano no intervalo de tempo pré-estabelecido,

Moy = massa inicial do poliuretano.

Um gréfico relacionando a perda de massa e tempo foi construido, cujos dados foram
apresentados como porcentagem de perda de massa em relacdo a massa total do

sistema sdlido.

5.7 Avaliacéo in vitro da viabilidade celular pela reducédo do MTT

O tecido epitelial que protege a cornea age como a principal barreira contra
infeccBes no olho. Devido a funcédo de protecdo, provavelmente esse tipo celular
apresenta um alto grau de resisténcia e poderia ndo apresentar boa sensibilidade no
estudo de toxicidade. Para contornar esse problema, a viabilidade celular foi

realizada em células de Miuller humanas, que abrangem toda a espessura da retina
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neural (segmento posterior do olho), estendendo da superficie do vitreo até o

espaco sub-retinal.

A viabilidade das células Miller humanas, espontaneamente imortalizadas (Mio-M1),
foi determinada por meio da dosagem colorimétrica baseada na conversédo
mitocondrial do sal de tetrazdlio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil brometo
tetrazdlico (MTT). Para a conducao do ensaio foram cultivadas células Mio-M1, em
meio DMEM com 1% de antibiotico penicilina/estreptomicina suplementado com
10% de soro fetal bovino inativado e incubado a 37C° em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO, As células Mio-M1 foram semeadas na concentragdo de
10.000 células/poco em placas de poliestireno de 96 pocos e colocadas em uma
estufa para crescimento celular, nas mesmas condi¢des de temperatura e atmosfera
citadas acima. Apds 96 horas o meio foi retirado da placa e lavado com 200 ul/poco
de PBS 1X.

Amostras do sistema, do sistema branco, da PUD-LP, da PUD + hidrazina (na
mesma propor¢cdo da utilizada no sistema) todas liofiizadas e prensadas e da
solugcdo comercial de bevacizumabe foram colocadas em PBS pH 7,4 e incubadas
por 4 semanas a 100 RPM de agitacdo e 37°C em uma incubadora (Gallenkamp).
Considerando que as células de Miuller estédo localizadas no segmento posterior do
olho, a concentracdo de cada amostra nos pocos foi testada considerando a
proporcéo de 01 e de 02 sistemas implantado no vitreo (considerando um volume de
4 mL para o vitreo). A concentracdo da solucdo de bevacizumabe foi calculada
considerando a quantidade liberada pelo sistema conforme andlise de CLAE
(45,26%). Em cada poco foram colocados 18 pL do meio apos a incubacéo e 182 pL
do meio DMEM com 1% de antibiético penicilina/estreptomicina suplementado com
10% de soro fetal bovino inativado.

Os sistemas foram pesados antes e apés o periodo de incubacédo para avaliar a
perda de peso. O estudo foi realizado em duplicata e cada um foi composto por oito
replicatas. As placas foram incubadas novamente nas mesmas condi¢cdes que a
descrita para o crescimento celular. Apds 72 horas o meio foi retirado, lavado com
PBS 1X (200 pl/poco) e aplicado 100 pl/poco de MTT. As placas foram incubadas

por 1 hora a 37°C. ApOs esse periodo foram colocadas na centrifuga a 1000 RPM
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por 10 minutos para a precipitacdo do formazan. O meio com MTT foi aspirado e
foram adicionados 150pl de isopropanol para solubilizar o formazan. Para avaliagéo
da viabilidade celular a leitura foi realizada em um leitor de microplacas (BioRad) e
os valores de absorbancia foram medidos a 570 nm versus 630 nm (RISS et al.,
2004).

A viabilidade celular foi calculada utilizando a equacdo 5. Os resultados obtidos

foram expressos como sendo a média * desvio padrao relativo.

Viabilidade = (média dos valores de absorbancia do tratamento) x 100%  (5)

(média dos valores de absorbancia do controle)

5.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS (SDS-PAGE)

A avaliacdo do perfil do bevacizumabe foi determinada por eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), conforme descrito por
Laemmli (1970), com o objetivo de detectar agregados proteicos de alta massa

molecular ou moléculas menores provenientes de clivagem da molécula.

Amostras do sistema, do sistema branco e da solugcdo comercial de bevacizumabe
(controle positivo) foram diluidas em tampdo PBS até a concentracdo de 0,8 pug/uL
(considerando a quantidade de bevacizumabe liberada em 24 horas no estudo de
liberacdo in vitro) e incubadas por 24 horas a 37°C/30 RPM. As amostras
preparadas e uma solucdo de bevacizumabe preparada da mesma maneira no
momento da aplicagdo foram diluidas em tampéo de amostra (25,0% de tris-HCI 0,5
M pH 6,8; 20,0% de glicerol; 40,0% de SDS 10%; 5,0% de azul de bromofenol 0,8%
e 10,0 % de agua deinonizada). A seguir foram incubadas em banho-maria a 95°C

por 3 minutos.

Os componentes do gel foram preparados segundo Laemmli (1970) em duas fases,
chamadas de sistema descontinuo, que consiste de géis de aplicacdo e separacéo.
A concentracdo do gel de aplicacéo foi de 4% e a do gel de separacdo de 7,5%
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Composicdo dos géis de concentracdo e separacao
Componentes Gel de aplicacado (4%) | Gel de separacao (7,5%)

Acrilamida-Bis 30 % 0,65 mL 1,25 mL
Tris1,5M((pPH88) - 1,25 mL

Tris 0,5 M (pH 6,8) 1.25mL e
SDS 10 % 0,05 mL 0,05 mL
Agua 3,05 mL 2,43 mL

PSA 10% 35 L 35 uL

TEMED 14 pL 14 pL

As amostras foram aplicadas nas canaletas e os géis foram submetidos a uma
diferenca de potencial de 200 V, 400 mA por 70 minutos em tampéo de corrida
(1,5% tris-base, 7,2% glicina, 0,5% SDS e 90,8% agua deionizada).

Apés o término da corrida, o gel obtido foi corado pelo método de nitrato de prata.
Para isso o gel foi fixado com solucdo composta por 30% metanol, 10% &acido
acético e 60% de &agua. Foi lavado e colocado em solugcdo de K,Cr,0O7 (0,1%
K>Cr,07; 0,028% HNO3) por 5 minutos e lavado 2 vezes com agua por 5 minutos
com agitacdo. A membrana foi entdo colocada em solucdo de AgNO3 0,2% sob leve
agitagcéo por 20 minutos e em seguida lavada com agua. As bandas foram reveladas
apos a adicao de NaOH 3,0% e a reacdo foi interrompida com acido acético 1,0%.

5.9 Avaliacdo da angiogénese utilizando o modelo da membrana corioalantdica
de embrido de galinha (CAM)

Uma vez que a angiogénese € definida como a formagdo de novos vasos
sanguineos a partir de vasos pré-existentes, o bevacizumabe, um inibidor da
angiogénese, age nesse processo (GERBER; FERRARA, 2005). Optou-se ent&o por
utilizar o ensaio da CAM, que € um método in vivo muito utilizado para estudar tanto
a angiogénese quanto a antiangiogénese (STATON et al.,, 2004). O estudo foi

realizado utilizando a metodologia adaptada de Burt et al. (1995).
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Ovos embrionados foram incubados a temperatura de 37°C e 60% de umidade
relativa do ar, na posicéo horizontal e rotagdo constante, utilizando uma chocadeira
do tipo incubadora automatica digital (Premium Ecologica). No 3° dia de
desenvolvimento embrionario, foi realizada uma abertura circular de
aproximadamente 2,0 cm de diametro na casca do ovo, na regido da camara de ar.
Em seguida a membrana interna da casca foi retirada para a exposi¢cdo da
membrana corioalantéica. Os ovos foram selados com fita adesiva transparente e
mantidos na posicdo vertical na incubadora. No 5° dia de desenvolvimento 0s
tratamentos foram aplicados e imediatamente apos, foram colocados discos de
celulose de tamanho padronizado sobre a CAM.

Os sistemas foram submetidos a uma situacdo semelhante ao do estudo de
liberacdo, onde foram colocados em solugdo tampdo PBS pH 7,4 e incubados a
37°C/30 RPM por 05 dias, para que o farmaco fosse liberado na solucdo e uma

aliquota fosse aplicada sobre a CAM.

Ovos embrionados foram aleatoriamente divididos em trés grupos (n=14 para cada
grupo): controle negativo (30 ul de tampao PBS, pH 7,4), controle positivo (30 ul de
solucdo comercial de bevacizumabe diluida para quantidade equivalente a 275 pg
de bevacizumabe/mL) e o tratamento (30 ul do meio proveniente da incubacdo dos
sistemas por 24 horas em PBS a 30 RPM — o conteudo total de bevacizumabe no
sistema, caso ocorresse a liberagao total, proporcionaria uma concentracao de 275

ug em 1 mL do meio).

No 7° dia de incubacéao, foi realizada a extracdo das CAMs ap0s prévia fixagdo com
solucdo de formaldeido a 3,7% por 10 minutos. As CAMs foram fotografadas com
uma camera digital acoplada a um estereomicroscopio Q766P/L/ZL (Motic) equipado
com uma camera Moticam 2300, Q715CVD-2300-0-0 (Motic), sendo as imagens
capturadas pelo software Images Plus 2.0 (Motic), com um aumento padronizado de
20X. As imagens obtidas foram processadas com o auxilio do programa ImageJ

versao 1.44 (National Institutes of Health).

A resposta foi mensurada em funcéo da area (pixels) relativa aos vasos sanguineos

em relacdo ao grupo controle negativo (CN), que foi fixado em 100% para o calculo
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da reducdo dos vasos sanguineos. Os resultados foram expressos como percentual
de vasos sanguineos (média) + desvio padrdo relativo. Foi realizada analise
estatistica por ANOVA seguida do teste de comparacao multipla Bonferroni, onde P<

0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

5.10 Avaliacéo da atividade in vivo do sistema em modelo animal

5.10.1 Animais

Foram utilizadas vinte e quatro fémeas de coelhos brancos da ragca New Zealand
pesando entre 2 e 3 kg com 10 a 12 semanas de idade. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacédo Animal da Fundacdo Ezequiel Dias (protocolo
033/2012). Todos os experimentos foram realizados em conformidade com as
normas da Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) para

pesquisa oftalmica envolvendo animais.

5.10.2 A inducdo da neovascularizacao

A neovascularizacéo da coérnea foi induzida por queimadura alcalina de acordo com
0 procedimento previamente descrito por Yourek et al. (2008) com algumas

modificacdes.

Antes da inducdo, os coelhos foram anestesiados com uma injecao intramuscular de
50 mg/kg de cloridrato de ketamina - Dopalen® 100 mg de ketamina/mL - Ceva,
Brasil, e 15 mg/kg de cloridrato de xilazina - 20 mg de xilazina/mL - Anasedan®-
Ceva, Brasil. A anestesia local foi obtida com 1 gota de cloridrato de tetracaina 1% e
cloridrato de fenilefrina 0,1% - Anestésico — Allergan, Brasil, associada a fenilefrina

0,1% antes da manipulacéo.

Um disco de papel filtro com 4 mm de diametro foi colocado em hidroxido de sédio

(NaOH) 1 M por 60 segundos. O excesso de solucao alcalina foi removido e o disco
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foi colocado sobre a superficie da cérnea de coelhos anestesiados por 40 segundos.
ApOs a sua remocao, a superficie foi cuidadosamente lavada com 20 ml de solucéo

salina.

5.10.3 Avaliacdo da inducdo da neovascularizacao

A inducdo da neovascularizacdo na cornea foi confirmada por inspecdo ocular,

exame de biomicroscopia com lampada de fenda e termografia infravermelha.

A termografia infravermelha foi utilizada como um método complementar de
determinacdo indireta da vascularizacdo avaliando a temperatura na superficie
ocular. Nesse estudo, uma camara de termografia P640 (ThermaCAM) foi usada e
0s parametros considerados foram: emissividade 0,95, temperatura refletida de
50°C, temperatura atmosférica de 20°C, umidade relativa do ar de 50% e a distancia

entre o equipamento e a amostra foi de 0,5 m.

A analise comparativa ocorreu com base nas imagens de termografia (Figura 7B),
registradas a partir de olhos de cada coelho (Figura 7A), antes e depois de 24 horas
da inducdo da angiogénese. Para calcular a temperatura da superficie ocular, a
coérnea dos coelhos foi mapeada (Figura 7C), tracando linhas perpendiculares,
utilizando o software QuickReport 1.2 SP2 (FLIR Systems) e o calculo foi realizado

com base na média aritmética de todos os pontos de temperatura de cada linha.

Foram construidos graficos 3D utilizando o programa Microsoft Excel (Figura 7D)
para facilitar a visualizacdo e interpretacdo dos dados. As cores representam a
variacdo das temperaturas registradas (lado direito do termograma e do mapa em
3D).
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Figura 7 - Aplicagéo de termografia para confirmar a inducdo da angiogénese. Visualizagdo
da inducdo da angiogénese no olho do coelho (A), termograma do olho do coelho (B),

representacao grafica das temperaturas (C) e mapa de superficie 3D de temperaturas (D).

5.10.4 Protocolo de tratamento

Um dia ap6s a lesdo causada pela inducdo da neovascularizacéo, os coelhos foram
divididos aleatoriamente em trés grupos. No grupo do controle negativo, os coelhos
receberam 10 ul de PBS cinco vezes durante o dia e no do controle positivo eles
receberam 10 ul de solucdo comercial de bevacizumabe (equivalente a 250 ug de
bevacizumabe) cinco vezes ao dia. O outro grupo de coelhos foi tratado com o
sistema contendo o equivalente a 70 ug de farmaco. Todas as amostras foram

aplicadas no fundo do saco conjuntival inferior do olho direito de cada coelho.
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5.10.5 Avaliacéo clinica

O exame clinico foi realizado para avaliar o aspecto geral dos olhos tratados, a
toxicidade local e a tolerancia do sistema desenvolvido e incluiu inspe¢édo ocular e
biomicroscopia com lampada de fenda (SL 15 — Kowa) das palpebras, conjuntiva,

cérnea e iris antes e diariamente apos a inducédo de neovascularizacdo até o 5° dia.
Os sinais clinicos de hiperemia conjuntival, edema da cérnea e da iris, foram

pontuadas numa escala de 0 a 3 onde 0 é sem problema, 1 € discreto, 2 é moderado

e 3 é intenso.

5.10.6 Avaliacao histopatoldgica e imuno-histoguimica

A avaliacdo da vascularizagéo foi realizada por determinacdo do nimero de vasos
em secdes coradas com hematoxilina-eosina (HE) ou pela pesquisa do Fator VI
através de analise imuno-histoquimica. O Factor VIII, também conhecido como fator
de Von Willebrand, € sintetizado por células endoteliais e megacariocitos e a sua
funcdo é mediar a adesdo das plaguetas as paredes dos vasos lesionados. A
detecc¢do imuno-histoquimica desse fator tem sido amplamente utilizado em estudos
experimentais para quantificar os neovascularizagdo do tumor em modelos animais
(WANG et al., 2008).

Os tecidos dos olhos dos coelhos dos grupos tratamento (sistema), controle negativo
(PBS) e controle positivo (solugdo comercial de bevacizumabe) foram fixados em
formalina (10% p/v em PBS, pH 7,4). Seccbes de 4 um das amostras foram
processadas para analise ao microscopio Optico. A coloracdo foi realizada em
seccOes embebidas de parafina montadas em laminas de vidro. A avaliacdo da
vascularizacdo foi realizada por meio da determinagdo do numero de vasos em
areas com maior densidade microvascular (DMV), designadas como hot spot (areas
guentes) por meio de coloracdo HE e Fator VIII, de acordo com o método descrito
por Maeda et al. (1995).
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No procedimento imuno-histoquimico, realizado para avaliar a expressao de VEGF, foi
realizada a técnica de reacdo biotina-peroxidase com identificagdo a partir de anticorpo
secundério polimerizado (ADVANCE HRP - ready to use — DakoCytomation) e a

atividade da peroxidase foi revelada utilizando diaminobenzidina (DAB- Dako).

A avaliacdo do VEGF levou em conta a intensidade da cor, de acordo com a
seguinte escala: (0) auséncia total de expressao imuno-histoquimica, (+)expressao
discreta, (+ +) expressdo moderada, (+ + +) expressao forte, foram analisados 10
campos de cada secéao.

Os procedimentos acima descritos de avaliagcdo histopatolégica e imuno-
histoquimica foram fornecidos pelo Departamento de Patologia Geral do

Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal de Minas Gerais.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Desenvolvimento de sistemas biodegradaveis constituidos de poliuretanos

e bevacizumabe

Nesse trabalho, foi utilizada a PUD desenvolvida por Ayres, Oréfice e Yoshida
(2007) para incorporar 0 anticorpo bevacizumabe. Embora esse poliuretano ja tenha
sido aplicado na producédo de SLFs (SILVA et al., 2011), ainda foi pouco utilizado
para incorporar biofarmacos (CHERNG et al., 2013).

A PUD possibilita a producdo de sistemas sem a necessidade de utilizar solventes
organicos, nem altas temperaturas no processo e 0s sistemas podem ser produzidos

com leve agitacdo apds a incorporacdo do farmaco.

A tentativa de adicionar o bevacizumabe diretamente a PUD foi frustrada, pois
ocorreu formacéo de precipitado visivel. Com o objetivo de impedir a formacéo do
precipitado, foi adicionada hidrazina a PUD na propor¢cdo 1:10 e a mistura foi
submetida a agitacdo magnética por 10 minutos. A formacéo do precipitado pode ser
evitada pela elevacdo de pH da mistura, dessa maneira a hidrazina foi importante

por ter um bom poder tamponante.

A liofilizacdo foi importante no processo de incorporacdo do bevacizumabe a PUD,
por se tratar de um processo realizado a frio, diferindo dos processos comumente
aplicados para o preparo de sistemas de liberagao, nos quais o ativo frequentemente
€ exposto ao calor ou a longos periodos a temperatura ambiente (PAULA et al.,
2013; PEREZ et al.,, 2012). Outra vantagem foi tornar o processo mais rapido,
reduzindo o tempo de secagem para 24 horas, ja que o tempo de secagem médio de
sistemas preparados com a PUD submetidos a secagem a temperatura ambiente
sao de sete dias (PAULA et al., 2013).

Com a secagem rapida, a agua é liberada mais rapidamente do sistema, reduzindo

possiveis perda de estabilidade por hidrélise, pois a possibilidade desse tipo de
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reacdo ocorrer € menor em formulagbes no estado solido que em formulacdes

liquidas.

O produto liofilizado foi prensado e as pastilhas produzidas (Figura 8A) foram
cortadas e pesadas. O peso médio encontrado para os sistemas desenvolvidos
(Figura 8B) foi de 0,84 + 0,04 mg.

Figura 8 - Fotografia da pastilha formada ap6s a etapa de prensagem (A) e no formato do

sistema (B)

6.2 Caracterizacao dos sistemas desenvolvidos

6.2.1 Analise morfolégica dos sistemas por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV)

O aspecto do sistema obtido apresentou superficie lisa e homogénea (Figura 9).
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Figura 9 - Micrografia de amostras da superficie do sistema em aumento de 200 vezes.

A morfologia da superficie dos sistemas contendo o farmaco, analisada antes e ap0s
02 dias de incubacédo em PBS (Figura 10A e 10B), apresentou irregularidades que
ndo foram observadas antes da incubagcdo, devido provavelmente a grande

porcentagem de farmaco e excipientes da solucdo comercial de Bevacizumabe
liberados nesse periodo.

Figura 10 - Micrografias de amostras da superficie dos sistemas contendo bevacizumabe

antes (A) e ap6s 2 dias (B) de incubagao em tampé&o PBS em aumento de 200 vezes.
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6.2.2 Termogravimetria

A TG nos permite avaliar a estabilidade do poliuretano frente ao processo de
liofilizagdo e prensagem. A PUD foi submetida ao mesmo processo de preparo do
sistema, sendo assim liofilizada e prensada. Como pode ser observado na Figura
11, a temperatura on-set (Tonset) dO primeiro estagio de degradacéao foi em torno de
220°C. Esta temperatura estd de acordo com a relatada por Coutinho e Delpech
(2000), que prepararam um filme de poliuretano que né&o foi liofilizado e nem
prensado e embora o processo de preparo tenha sido bem diferente eles
observaram que a Toneet OCOrreu em torno de 220°C e esse evento foi associado a
degradacdo dos segmentos rigidos, ou seja, a perda de peso ocorreu devido a
degradacdo dos grupos ureia e/ou uretano. A temperatura maxima de degradacao
em torno de 370°C também foi observada por esses autores no mesmo trabalho. O
segundo estagio de degradacéao ocorreu em torno de 430°C e segundo Coutinho e
Delpech (2000) ela estéa relacionada com a proporcédo de segmento macio, sendo a
temperatura mais elevada quando ele estd presente em propor¢cées maiores.
Baseado nessas observacbes, as etapas de liofiizacdo e prensagem nao

provocaram grandes alteracbes em eventos térmicos caracteristicos dos

poliuretanos.
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Figura 11 - Curvas TG (em preto) e DTG (em laranja) da PUD-LP



71

NESHLTALOS £ L/SCHSSAD

Na literatura existem estudos que avaliam a estabilidade térmica de anticorpos
utilizando DSC, contudo ndo foram encontradas analises de TG do bevacizumabe e
nem de anticorpos do tipo IgG-1. Porém Venturelli et al. (2011) observaram a TG de
nanotubos de carbono contendo um anticorpo monoclonal humanizado do tipo IgG-
4, mas eles ndo apresentaram a TG do anticorpo sozinho, somente juntamente com

as formulagoes.

Conforme pode ser observado na Figura 12, o sistema melhorou a estabilidade do

bevacizumabe, reduzindo a perda de massa com o aumento da temperatura.
100
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Figura 12 - Curvas TG do sistema contendo o sistema (preto) e a Bevacizumabe-SCL (azul)

6.2.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Na curva de DSC referente a Bevacizumabe-SCL (Figura 13) nao foi possivel
visualizar as transicbes vitreas do bevacizumabe em torno de 71°C e 83°C
correspondente a fusdo da porcdo do fragmento Fab e Fc respectivamente,
conforme foi relatado por lonescu et al. (2008) que avaliaram o bevacizumabe em

solucéo.

A DSC é o método mais utilizado para a determinacdo da Tg, que é um parametro
considerado de grande importancia para avaliar a estabilidade dos anticorpos.

Porém no método adotado para andlise da Bevacizumabe-SCL nao foi possivel
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detectar a Tg. No entanto Wang (2000) relatou em um trabalho cientifico as

dificuldades de detectar a Tg de proteinas em formulagdes.

Tian, Sane e Rytting (2006) avaliaram por DSC a interagdo de um anticorpo com
alguns aminoacidos que foram misturados e liofilizados. Tais autores visualizaram
apenas o0s picos dos aminoacidos colocados na mistura, pois eles também néo
detectaram o pico do anticorpo, indicando que nao é raro a dificuldade em detectar

pico para o anticorpo como ocorreu na analise da Bevacizumabe-SCL.

O evento térmico com toneet de aproximadamente 125 °C observado na DSC da
Bevacizumabe-SCL (Figura 13) pode ser atribuido & degradac¢éo do polissorbato 20,
gue é um componente da sua formulacdo. Essa substancia apresenta ponto de
fulgor de 149°C (ROWE; SHESKEY; OWEN, 2006), mas a diferenca pode ser

devido a formulacéo e/ou a liofilizag&o.
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Figura 13 - Curva de DSC da Bevacizumabe-SCL
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Comparando as curvas de DSC da segunda varredura da PUD-LP e do sistema
(Figura 14) foi possivel observar que embora 0s eventos endotérmicos ocorridos em
torno de 40°C tenham sido préximos, existe uma antecipacao dos eventos térmicos
do sistema (38 °C) quando comparado com os da PUD-LP (44 °C). Porém avaliando
0s eventos térmicos do sistema branco foi possivel observar que parte da

antecipagao nao foi devido exclusivamente ao anticorpo bevacizumabe, mas sim aos



73

NESHLTALOS £ L/SCHSSAD

demais componentes da solucdo comercial de bevacizumabe, pois o sistema branco
apresentou um evento térmico intermediario (41°C). Em 67°C ocorreu um evento
endotérmico, atribuido a Tg da mistura dos segmentos macios e rigidos, que néao foi
evidenciado apés a incorporacéo da solugcéo comercial de bevacizumabe, ndo sendo
observado no sistema e nem no sistema branco. Esse resultado sugere que 0s
dominios rigidos e macios estdo mais segregados e que de alguma forma a
presenca da solucdo comercial de bevacizumabe contribuiu para que a amostra
apresentasse uma morfologia de separacdo de fases mais acentuada que antes da
incorporacdo. Ocorreu antecipacdo no evento térmico da PUD-LP a 95°C, que
provavelmente é relacionado a Tg dos segmentos rigidos, para 91°C no sistema,
enguanto que no sistema branco ocorreu a 97°C. Esse fendmeno de antecipacdo
pode ter ocorrido devido a incorporacdo da solucdo comercial de bevacizumabe nas

cadeias poliméricas do poliuretano, aumentando a mobilidade dessas cadeias.
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Figura 14 - Curvas de DSC referente a amostra da Bevacizumabe-SCL (azul escuro) e ao

segundo aquecimento das amostras da PUD-LP (preto), do sistema (vermelho) e do sistema

branco (azul claro) todos liofilizados e prensados.

Os resultados obtidos sugerem gque n&o ha interacdo quimica entre o farmaco e a
matriz de PUD e que parte das alteracdes observadas na analise de DSC foi devida

aos excipientes presentes na solucdo comercial de bevacizumabe. Contudo os
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eventos ocorridos foram bem discretos, sendo necessaria a aplicagdo de outra
metodologia, como o infravermelho, para esclarecer se ocorreu ou nao interagao

entre a PUD e o bevacizumabe.

6.2.4 Espectroscopia naregido do infravermelho com transformada de Fourier

AbsorcOes tipicas de poliuretanos foram detectadas no espectro FTIR da PUD-LP
(Tabela 4) na regido de 4000 a 650 cm™ (Figura 15).

Tabela 4 - Principais bandas identificadas no espectro de FTIR para amostra de

PUD
Frequéncia (cm™) Atribuicéo Referéncia
1 Estiramento N-H com (CAKIC et al., 2009;
3330 cm’ . _ .
ligacdo de hidrogénio SIVAKUMAR et al., 2012)
2946 cm™ Estiramento CH2 alifatico  (SIVAKUMAR et al., 2012)

Estiramento C=0 que
1730 cm™ pode ser atribuido ao (CAKIC et al., 2009)

éster/uretano livre

1538 cm™ Amida Il — estiramento C-N
B (KONG; YU, 2007)
(1575-1480 cm'Y) e deformacéao angular N-H

1456 cm™
Deformacéo angular CH, (CAKIC et al., 2009)
(1475-1450 cm™)

1365 cm™
Deformacéo angular CHz (CAKIC et al., 2009)
(1395-1365 cm™)

L Vibrac¢des de C-O para
1230 cm’ _ (CHIA-WEI; LU, 2012)
ligacdo uretano -NHCOO-




75

NLSHLTALOS £ 2/SCHSSAO
1456
- 3330
8\0/ -
©
S 2946
<S _
g I
0
8 1538
s
1365
T 1230
1730
4500 I 4OIOO I 35I00 I 30IOO I 25IOO I 20IOO I 15I00 I 10IOO I 5(I)0

NGmero de onda (cm™)

Figura 15 - Espectro de FTIR PUD-LP

A auséncia de algumas bandas (Figura 15) demonstrou também o sucesso da
sintese, como a banda a 2270 cm™, que confirma que n&o existem grupos NCO que
ndo reagiram (ATHAWALE; KULKARNI, 2010). A banda em torno de 3550cm™,
correspondente ao estiramento de grupos N-H livre (amina livre), ndo foi observada.
Existe somente um pequeno sinal a 3450 cm™, que é caracteristica de poliuretanos e
€ correspondente a grupos N-H, afetado por ligacdes de hidrogénio entre segmento
rigido e macio, indicando mistura de fases (WEN et al., 1999).

As bandas na regido 3330 e 3270 cm™ (Figura 16) foram Uteis apenas para
caracterizar a PUD-LP, embora elas existam em todas as amostras analisadas,
bandas nessa regido sdo provenientes do estiramento NH com ligacdo de
hidrogénio, existindo tanto na PUD-LP quanto na amida existente em anticorpos.
Essa banda de vibracdo da amida é considerada muito complexa em se tratando de
anticorpos, dependendo de pormenores do campo de for¢ca, natureza das cadeias
laterais e da ligacdo de hidrogénio, que, por conseguinte, sdo de pouca utilidade
pratica nos estudos conformacionais dos anticorpos (KONG; YU, 2007). Nenhuma
afirmagcdo sera realizada baseado nessa banda, pois além dela ser de alta
complexidade, o sistema branco apresenta essa banda com alta intensidade,

indicando a presenca de outros componentes que absorvem na mesma banda.
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Figura 16 - Espectro de FTIR da Bevacizumabe-SCL (azul), do sistema (vermelho) e da PUD-
LP (preto)

A banda da amida Il (1575 - 1480 cm™), evidenciada em 1538 cm™ (Figura 17),
indica a presenca de deformacdo angular N-H e vibragOes estiramento de C-N
(CAKIC et al., 2009). Ela mostra uma sensibilidade muito menor & conformacédo da
proteina do que a amida | (KONG; YU, 2007). Na PUD-LP ela também é observada,

indicando que essa banda ndo é especifica do bevacizumabe nesse sistema.

A elevada sensibilidade para pequenas variacdes na geometria molecular e ligagéo
de hidrogénio padrdo, faz com que a banda da amida | (1690 - 1600 cm™) seja
excepcionalmente util e por isso muito utilizada para a analise da composicéo
estrutural e das alteragbes na conformacdo da proteina secundaria (KONG; YU,
2007). Essa banda pode indicar mudangas no espectro que correspondem a uma
alteracdo no arranjo das folhas-B, caracteristica dos anticorpos. Essa importancia é

devido a frequente agregacdo dos anticorpos que apresentam alteracdes na
guantidade de folhas-B (WANG, 2005).
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A banda existente em 1636 cm™, caracteristica da amida | (KONG; YU, 2007)
praticamente ndo absorve no sistema branco. Isso indica que nenhum componente
do sistema, com excecdo do bevacizumabe, apresenta uma banda expressiva em
1636 cm™, como fica claro na comparacéo da Bevacizumabe-SCL (Figura 17). Essa

banda é assim caracteristica do bevacizumabe.
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Figura 17 - Espectro de FTIR da PUD-LP (preto), sistema antes do estudo de liberagéo
(vermelho), Bevacizumabe-SCL (azul escuro), sistema branco (azul claro) e sistema apds o

estudo de liberagao (verde)

Na Figura 17 a relacdo da banda em 1730 cm™, atribuida & carbonila do éster livre
(CAKIC et al., 2009), com a banda 1636 cm™ do espectro da amida | foi utilizada
para melhor compreender o sistema. A Bevacizumabe-SCL apresentou uma alta
relacdo entre 1730/1636 cm™, com a existéncia de pico em 1636 cm™, caracteristico
de amida |. Essa relagdo foi ainda maior para a PUD-LP, que apresentou uma
grande absorcdo em 1730 cm™ e praticamente ndo apresentou em 1636 cm™.
Porém ao analisar o espectro do sistema, essa relacdo foi praticamente 1, pois as
duas bandas apresentaram intensidade muito semelhante, indicando a ocorréncia de

algum tipo de interacdo, pois ndo preservou a proporcao da relacdo observada na
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Bevacizumabe-SCL e na PUD-LP. No sistema branco a relagéo entre as bandas foi
menor que na PUD-LP, porém maior que no sistema, apresentando uma relagéo
intermediaria, sugerindo que caso exista uma interacao, parte dela ocorreu com 0s
excipientes da solugéo comercial de bevacizumabe, confirmando o que havia sido
observado na analise de DSC. No entanto, ap0s a incubac¢do do sistema em PBS,
com liberacdo do bevacizumabe, a relacdo voltou a elevar, ficando essa relagdo um
pouco mais proxima a do sistema branco, embora menor que este, sugerindo que
ainda existe bevacizumabe no sistema. A relacdo 1730/1636 cm™ pode sugerir uma
interacdo entre a PUD e a solucdo comercial de bevacizumabe, porém essa
interacdo parece ser reversivel, ndo interferindo na liberagdo do bevacizumabe do

sistema.

A regigo da amida | (1700-1600 cm™) apresenta uma alta sensibilidade a pequenas
variagbes na geometria molecular, tornando essa regido exclusivamente util para
analise da composicdo estrutural e trocas na conformacdo estrutural da proteina
secundaria. Além disso, essas bandas ndo se diferenciam devido a extensa
sobreposicdo, pois elas se encontram muito proximas umas das outras, sendo
instrumentalmente indistinguiveis. Assim, métodos mateméaticos, como a
deconvolucado, sdo necessarios para melhorar a compreenséo dos espectros obtidos
(KONG; YU, 2007).

6.2.4.1 Deconvolucdo

Na regido da amida | (1700-1600 cm™), cada tipo de estrutura secundaria da origem
a diferentes alongamentos de C=0O devido a geometria molecular Unica e aos
padrdes de ligacao de hidrogénio (KONG; YU, 2007).

Foram realizados procedimentos de deconvolugcdo dos espectros na regido entre
1700 e 1600 cm™. A deconvolucdo foi realizada tendo como base seis picos que

seriam responsaveis pela geracao da banda observada.

Foi realizada a deconvolucédo dos espectros da Bevacizumabe-SCL, da PUD-LP, do

sistema branco e do sistema antes e apos o estudo de liberacdo. A PUD-LP e o
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sistema branco praticamente ndo apresentaram absor¢cdo na regido entre 1700 e
1600 cm™, confirmando que o pico nessa regido é caracteristico do bevacizumabe. A
solucdo comercial de bevacizumabe e o sistema antes e apos o estudo de liberacdo
apresentaram pico nessa regido. Embora exista a possibilidade da PUD-LP absorver
nessa regido, por ela ser tipica da carbonila (C=0) que estd presente na PUD-LP,
nao foi observada absorcéo significativa nessa banda, indicando uma mistura de

fases.

A deconvolucao apresentou a distribuicdo dos subpicos (Figura 18). As razdes entre
as intensidades das principais bandas foram avaliadas em relacdo a banda em 1636
+ 2 cm?, sendo assim utilizada como referéncia para as comparacdes. A
Bevacizumabe-SCL apresentou uma distribuicdo das bandas entre 1620 cm™ e 1654
cm™ e essas duas bandas extremas apresentaram maior intensidade em relagéo a
banda em 1636 cm™ apresentando 1,14 e 1,32 vezes respectivamente. A banda em
1629 apresentou intensidade préxima & da banda em 1636 cm™. A absorcdo em

1645 cm™ apresentou uma pequena absorcdo em relacdo & banda 1636 cm™.

Existem relatos conflitantes na literatura entre a absorcéo exata relacionada a cada
estrutura, mas em geral, as estruturas hélices-a apresentam um pico de absorcao
entre 1650 e 1658 cm™, as folhas-B tendem a ter bandas entre 1620 e 1640 cm™ e
entre 1670 e 1695 cm™, as estruturas random (aleatérias) ocorrem em torno de 1644
cm™® (GLASSFORD; BYRNE; KAZARIAN, 2013). Esses valores correspondem a
andlise da proteina em meio aquoso e a analise nesse estudo foi realizada com a
amostra liofilizada, por isso as absor¢cées podem alterar um pouco. No entanto, ndo
foram encontrados outros estudos, com esse nivel de detalhamento, com bandas na

regido da amida | para amostras liofilizadas.

Na andlise da Bevacizumabe-SCL foi encontrado que existe uma grande proporgéo
das bandas correspondente as folhas-, uma banda absorveu na regido de hélices-a
e a absorcéo correspondente a conformacao random foi extremamente pequena em

relacdo as demais.

Para um anticorpo IgG nativo o elemento predominante da estrutura secundaria sao

as folhas-8 e conformac¢des random. Quantidades pequenas de hélices-a e de B-turn
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podem estar presente (VERMEER; BREMER; NORDE, 1998). Portanto, a andlise de
deconvolucdo da Bevacizumabe-SCL sugere que conformagéo apos a liofilizacdo
parece estar condizente com a de um anticorpo, ndo apresentando sinais de perda

da estrutura no processo de liofilizagao.
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Figura 18 - Curva de deconvolugéo da banda da amida | de uma Bevacizumabe-SCL

No sistema as bandas est&o distribuidas entre 1634 cm™ e 1678 cm™ (Figura 19A) e
ndo foram observadas bandas menores que 1634 cm™, sendo esse pico o de maior
intensidade, sugerindo a predominancia de folhas-. Porém foram detectados picos
também na regido de 1647 cm™ que pode ser atribuido a conformacées random, em
1660 cm™ que pode ser devido a conformacdo em hélice e a 1678 cm™
correspondente a B-turn (KONG; YU, 2007)

Embora possa ter ocorrido alguma alteracdo do bevacizumabe apés incorporacdo no
sistema, as conformacdes predominantes sao as folhas-f e conformagdes random,
gue sdo elementos predominantes na estrutura secundéaria de anticorpos IgG,
sugerindo que o sistema pode ter melhorado a estabilidade do bevacizumabe

guando comparado a uma amostra do bevacizumabe liofilizado.
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O sistema ap0s ter sido incubado em PBS pH 7,4 ainda apresentou a banda em
1636 cm™, que é caracteristica de folhas-B, que pode ser atribuida ao anticorpo
bevacizumabe (Figura 19B), sugerindo que este ndo foi completamente liberado do
sistema mesmo apos a incubacdo em PBS, porém o pico reduziu a intensidade em

relagéo aos demais.
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Figura 19 - Curvas de deconvolugéo da banda da amida | de amostras sistema antes do

estudo de liberacéo (A) e ap6s o estudo de liberagao(B).

Devido a alta complexidade dos picos, ndo foi possivel quantificar por FTIR o
bevacizumabe que restou no dispositivo apos o estudo de liberacdo e de acordo
com Forato, Carlos Bernardes e Colnago (1997) métodos de aumento de resolucao
ndo apresentam confiabilidade para a quantificacdo da estrutura secundaria das
proteinas, devido a complexidade desses sinais e as interferéncias externas,

devendo somente ser utilizado para andlises qualitativas ou semi-quantitativas.

Contudo, na literatura sdo encontrados muitos relatos de quantificacdo de proteinas
por meio de calculos matematicos, para permitir a visualizacdo dos picos. Kong e Yu
(2007) citam diversos autores que utilizaram calculos matematicos para realizar a
guantificacdo de proteinas e os utiliza para calcular as porcentagens de diferentes
conformacdes da regido da amida | e também para avaliar a estabilidade dessas

proteinas.



82

NESHLTALOS £ L/SCHSSAD

6.3 Metodologia analitica para andlise do bevacizumabe por CLAE

A varredura realizada do bevacizumabe determinou um comprimento de onda de
205 nm para trabalho (Figura 20). O cromatograma obtido apresentou pico
simétrico, com tempo de retencdo dentro do esperado e ndo foram observadas

impurezas na analise da pureza do pico.
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Figura 20 - Espectro de varredura do bevacizumabe pelo detector DAD do cromatégrafo,

onde pode ser observado o A maximo de absorgao proximo a 205 nm.

As proteinas apresentam absorcdo na regido de 280 nm e na regido abaixo de 210
nm. A absor¢do na regido de 280 nm ocorre devido aos aminoacidos que
apresentam anel aromatico (fenilalanina, triptofano e tirosina), porém algumas
proteinas apresentam pouca quantidade desses aminoacidos e por isso apresentam
uma absorbancia pequena, ndo sendo adequada para quantificar pequenas
concentragbes, devido ao limite de quantificagdo (BURGES R. RICHARD;
DEUTSCHER, 2009).

Na literatura sdo encontrados relatos de diversos métodos que utilizam técnicas de
CLAE utilizando comprimento de onda de 280 nm para quantificar anticorpos
monoclonais, entre eles o bevacizumabe (PAUL et al., 2012). Existem também
estudos por CLAE, que ap6s a comparacdo de diversos comprimentos de onda,
definiram pela escolha do comprimento de onda de 214 nm para a quantificacao
(GROTEFEND et al., 2012; NAVAS et al., 2013). Contudo o grande numero de
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ligacdes peptidicas existente nas proteinas pode fazer com que analises a 205 nm
sejam mais sensiveis e mostrem menor variabilidade que a 280 nm (BURGES R.
RICHARD; DEUTSCHER, 2009).

Gomes et al. (2012) utilizaram o comprimento de onda de 279 nm, porém 0 pico
referente ao bevacizumabe era pequeno, prejudicando a deteccdo da formacédo de

agregados e produtos de degradacéo.

O pico do bevacizumabe, também chamado de pico do monémero eluiu em
aproximadamente 7,9 minutos. O pequeno pico com eluicdo em 6,5 minutos pode
ser atribuido a formacao de espécies de elevada massa molecular, provenientes da

formacéao de agregados, como oligbmeros de bevacizumabe.

Usualmente o teor do monémero € tratado como recuperacgéao relativa do mondémero
e a relacdo em porcentagem existente em cada analise entre o seu pico e o dos
agregados e/ou produtos de degradacdo, € apresentada para a avaliacdo do

anticorpo.

O coeficiente de correlacdo encontrado para a média das 03 curvas preparadas a
partir de 03 solucdes estoque diferentes e analisadas em dias diferentes foi de
0,999. O método confirmou ser linear, para o intervalo de concentracdes entre 5 a 75
pMg/mL, conforme equagdo da reta y = 33614x - 10813. Esta equacao foi obtida
calculando-se a média dos valores de inclinagdo e intercepto com o0 eixo Y
encontrado nas 3 curvas de calibragdo construidas. Por meio de andlise de variancia
(ANOVA), verificou-se regressao linear significativa e desvio da linearidade néao

significativo (p<0,05).

Os componentes do branco da solu¢do comercial de bevacizumabe, da fase movel e
da solucdo tampdo PBS pH 7,4 que foi utilizada como solugdo diluente nédo
interferiram no método analitico, pois ndo apresentaram nenhuma absor¢cdo no
mesmo tempo de retencédo que o bevacizumabe ou de seus picos provenientes de

degradacédo e agregacéao.
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Os cromatogramas obtidos do meio proveniente da incubagdo do sistema branco
apresentaram alteracdo na linha de base com 12,5 minutos, exibindo um bom tempo
de separacdo, 0 que resultou em uma boa resolucdo entre o bevacizumabe e os
excipientes do sistema, ndo havendo sobreposi¢éo ou interferéncia no pico referente

ao bevacizumabe, comprovando a seletividade e especificidade do método.

O placebo fortificado apresentou pico com mesmo tempo de retencdo, simetria e
largura que o pico obtido para o bevacizumabe, indicando que os excipientes do

sistema ndao interferiram na seletividade do método.

O método cromatografico com deteccdo por DAD se mostrou especifico, pois nao
houve sobreposicdo de picos, nem coeluicdo de interferentes com o composto de

interesse, no caso o0 bevacizumabe.

6.4 Avaliagcdo da estabilidade do bevacizumabe por meio de CLAE

A estabilidade do bevacizumabe foi avaliada em alguns estudos e os resultados
indicaram que esse anticorpo € relativamente estavel, contudo ainda existe pouca
informacé@o disponivel sobre a estabilidade quando em condi¢cdes de estresse
induzidas durante estudos com o farmaco no preparo de novos tipos de formulacéo,

motivando a realizacédo desse trabalho.

No estudo com o bevacizumabe armazenado em diferentes condicbes de
temperatura, o farmaco ndo apresentou alteragdo significativa no teor avaliado por
CLAE a -20°C e nem nas condi¢des de transporte (Tabela 5). As amostras a -80°C
apresentaram reducdo do pico do monémero, porém de maneira heterogénea entre
os lotes, sendo evidenciado pelo grande desvio. Em nenhuma das amostras
congeladas houve formagédo de picos adicionais indicativos de degradacdo ou

formacéo de agregados.
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Tabela 5 - Porcentagem de mondmetros e agregados em diferentes

temperaturas de armazenamento

-80°C 73,89 + 19,68 98,26 + 0,10 1,74 +0,10
-20°C 103,3+1,79 98,35 + 0,22 1,65 +0,22
Transporte 99,19 + 1,86 98,38 + 0,11 1,62+0,11

As amostras em solucdo PBS pH 7,4 apresentaram pequena reducdo do mondémero
a 4°C e a temperatura ambiente no periodo de 2 semanas, porém a 37°C/30RPM o
mondmero apresentou reducdo média de 17,7% com a formacao de picos apds o
pico do monémero em relacdo ao controle (Tabela 6), indicativos de degradacdo do
bevacizumabe, mas sem a formacdo de agregados detectados por esse método de

analise.

Tabela 6 - Porcentagem de mondmetros e agregados da Bevacizumabe-SCL

em PBS pH 7,4 submetidos diferentes condi¢cdes de estresse

4°C 97,01+1,21 1,65+0,11
Temperatura 4 97,81 +2,23 98,50+ 0,14 1,50+0,14
ambiente

37°c/30rRPM 4 82,29 £ 6,52 98,78 0,33 1,22 + 0,33

Valores foram considerados significativamente diferentes do controle preparado no

mesmo dia da analise(*p < 0,05, ***p < 0,001, Bonferroni)

O bevacizumabe foi degradado em metanol e acetonitrila, sendo visualizado um

precipitado de coloracdo branca com quase completa eliminacdo do pico do
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mondmero e surgimento de outros picos no cromatograma. As amostras em trizol

nao apresentaram o pico do monémero.

A Bevacizumabe-SCL ap0s reconstituicdo no diluente PBS 7,4 apresentou 0 mesmo
perfil que a solugdo comercial de bevacizumabe, sem apresentar queda de teor
(Figura 21).
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Figura 21 - Sobreposigdo dos picos da Bevacizumabe-SCL e da solug&o comercial de

bevacizumabe

Essas analises foram importantes para conhecer melhor o anticorpo bevacizumabe.
Foi demonstrado que o bevacizumabe degrada em 2 semanas ou menos quando
colocado a 37°C e sob agitacdo. Para minimizar esse problema, foi adotada a
utilizacdo de um controle para todas as amostras submetidas aos estudos que

envolvem essa condicdo, independente do periodo de exposicao.

6.5 Estudo de liberacao in vitro dos sistemas contendo bevacizumabe

Os sistemas foram incubados em solucdo tampédo PBS pH 7,4 e a recuperacao
relativa do monémero em porcentagem de bevacizumabe que foi liberada a partir do
sistema no primeiro dia foi 45,26 + 1,45%, sendo a porcentagem relativa de

monbémeros e espécies com elevada massa molecular de 98,38 + 0,14% e 1,62 +
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0,14%, respectivamente. Esses valores ndo sao diferentes estatisticamente da
porcentagem relativa de mondmeros e espécies com elevada massa molecular do

bevacizumabe que foi de 98,26 + 0,12 % e 1,74 + 0,12 %, respectivamente,
utilizando Bonferroni.

Ao lado do pico do mondémero pode ser observado um pequeno pico com tempo de
retencdo maior que esse (Figura 22), ou seja, que apresenta uma massa molecular
menor, isso é indicativo de degradacdo do anticorpo (ISHIKAWA et al., 2010) e
pode ser resultado de clivagem enzimatica ou ndo enzimatica (FEKETE et al., 2013).
Baseado nessa informacao, a integragéo do pico observado na CLAE foi de maneira

a desconsiderar o pico com tempo de retencdo maior que o do bevacizumabe.
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Figura 22 - Sobreposicédo em escala normal (A) e ampliada (B) dos cromatogramas do

bevacizumabe e do sistema, indicando a formac&o de moléculas de baixo massa molecular.

N&o foi observada por essa técnica a formacdo de agregados nos sistemas de
bevacizumabe, referente a espécies com elevada massa molecular devido a
agregacdo de dois ou mais anticorpos. Ishikawa et al. (2010) observaram a
formacdo desses agregados em solucdes do anticorpo em pHs ajustados para 7,0 e
nao observaram essa formacdo em pHs ajustados para 5,5, sugerindo que a

estabilidade dos anticorpos seria maior em pHs mais baixos. Porém, embora o pH
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do sistema seja alto devido ao acréscimo de hidrazina, ndo foi observada a
formacdo de agregados por esse método. A CLAE é um método indicado para
detectar agregados solluveis, uma vez que as amostras sao filtradas em filtro 0,22
um (WANG, 2005), ndo sendo por isso possivel detectar agregados insollveis por
esse método. Foi realizada uma eletroforese para avaliar o perfil proteico do
bevacizumabe apds o estudo de liberagdo para detectar a possivel formacédo de
agregados insoluveis.

A PUD é proveniente de macromoléculas insoliveis que s&do convertidas em
pequenas moléculas soluveis, por meio da clivagem hidrolitica de ligacfes labeis da
sua cadeia. Nesse caso o farmaco fica disperso no polimero que é um sistema
monolitico biodegradavel. A liberacdo desse farmaco pode ocorrer por difuséo,
degradacdo do polimero ou por combinacdo destes dois mecanismos (KIMURA,;
OGURA, 2001). A grande porcentagem liberada dos sistemas no primeiro dia sugere
gue a liberacdo do bevacizumabe ocorreu por um processo de difusdo através de
poros e canais recém-formados ou pré-existentes e ndo por um processo de
degradacéao do polimero. Esse fato esta condizente com os resultados da MEV, que
apos dois dias de incubacdo em tampdo PBS apresentou grandes poros na
superficie, sugerindo uma grande liberagdo. Tendéncia semelhante foi relatada em
outros sistemas de liberacdo a base de poliuretano contendo uma proteina 0ssea
morfogenética humana recombinante tipo-2, como os estudados por Kim e Hollinger
(2012) que liberou mais de 95% nos primeiros seis dias, mesmo com a proteina

incorporada na etapa de sintese do poliuretano para aumentar o tempo de liberag&o.

Apesar de ter ocorrido uma grande liberacdo de bevacizumabe no primeiro dia, ndo
foi detectado mais nenhuma liberacdo nos sete dias seguintes nas amostras
coletadas. A andlise de FTIR demonstrou que existe bevacizumabe no sistema
mesmo apoés o estudo de liberac&o, no entanto pode ter ocorrido um impedimento da

saida do restante do bevacizumabe devido a um mecanismo ainda néo identificado.
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6.6 Estudo de degradacéo in vitro dos sistemas

Foi realizado um estudo para avaliar a perda de peso do sistema por um periodo de
100 dias. Alteracdes no peso podem ser decorrentes da degradacdo do polimero ou
liberacdo do bevacizumabe e dos excipientes da solugcdo comercial de
bevacizumabe. O sistema apresentou uma grande perda inicial, liberando o
equivalente a 48,03 = 0,80% em dois dias de incubacdo em PBS a 30°C/RPM
(Figura 23).

O sistema liberou 45,26 + 1,45% do bevacizumabe em 24 horas segundo
guantificacdo por CLAE, entretanto, segundo a analise de FTIR ainda existe uma
guantidade de bevacizumabe consideravel no sistema. Assim, sabendo que a
guantidade de bevacizumabe correspondente ao total de solidos da solucéo
comercial de bevacizumabe é 27,05%, essa perda de peso sugere que juntamente
com os 45,26% de bevacizumabe, também foram liberados todos os excipientes da

solugéo comercial de bevacizumabe nesse periodo.
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Figura 23 - Perda de peso relacionada a degradagéo in vitro dos sistemas contendo

bevacizumabe
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6.7 Avaliagao in vitro da viabilidade celular pela redugdo do MTT

As amostras colocadas sob agitacdo para liberacdo em tampdo PBS 7,4 foram
pesadas antes e apos a incubacdo. As quantidades liberadas baseado no peso dos
sistemas estéo relacionadas abaixo:

— Sistema — 50,47%;

— Sistema branco — 49,56%;

— PUD-LP -10,86%;

— PUD + hidrazina — 6,81%.

A Figura 24 mostra a porcentagem de células viaveis em relacdo ao controle, fixado
em 100%. A viabilidade das células Mio-M1 submetidas ao meio proveniente da
incubacdo foi maior para o sistema (93,24 + 6,73%) que para a amostra com a
mesma concentragcdo da solucdo comercial de bevacizumabe (91,17 + 7,24%),
sugerindo que o bevacizumabe foi o responsavel pela reducao da viabilidade celular

observada e ndo os demais componentes do sistema.
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Figura 24 - viabilidade das células Mio-M1 incubadas no meio de cultura contendo produtos

de degradacéo do sistema com menor concentracdo (Sistema 1), sistema com maior

concentracgdo (Sistema 2), PUD-LP com menor concentracdo (PUD 1), com maior concentragao
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(PUD 2), solucdo comercial de bevacizumabe com menor concentracdo (Bevacizumabe 1),
solucdo comercial de bevacizumabe com maior concentracdo (Bevacizumabe 2), PUD +
hidrazina com menor concentragdo (PUD + hidra 1), PUD + hidrazina com maior concentragéo
(PUD + hidra 2) e sistema branco equivalente a maior concentracéo do sistema (Sistema
branco 2). (**p < 0,01 — ANOVA e Bonferroni)

De acordo com a analise estatistica por ANOVA e pos-teste de multipla comparacéo
Bonferroni, somente as amostras de PUD-LP com maior concentracao (89,91 +
7,73%) e ambas as concentracdes da solucdo comercial de bevacizumabe (90,83 +
7,04% e 89,45 £ 8,29%) apresentaram diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle. Porém essa reducédo da viabilidade ndo é caracteristica de toxicidade, pois
a reducdo é considerada insignificante para se considerar uma formulagéo
citotoxica. Nenhuma das demais amostras apresentou diferenca significativa entre o

grupo controle ou entre elas.

Esses resultados estdo condizentes com os apresentados por Silva et al. (2010),
que em um estudo semelhante, avaliaram a citotoxidade da PUD-LP e observaram
gue eles ndo apresentaram toxicidade para as células epiteliais pigmentares da
retina (ARPE-19), pois ndo houve resultado estatisticamente diferente para as
células que foram submetidas ao meio que foi incubado com a PUD-LP,
apresentando assim grande potencial para utilizagdo como sistema de liberacdo de

farmacos.

6.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS (SDS-PAGE)

As bandas do bevacizumabe e do controle positivo (solugdo comercial de
bevacizumabe diluida em PBS e incubada por 24 horas a 37°C/30RPM)
apresentaram o perfil semelhante (Figura 25), demonstrando que submeter a
solucdo comercial de bevacizumabe a 37°C/30RPM por 24 horas ndo provocou
formacdo de agregados e nem aumento da clivagem do anticorpo. O perfil obtido
apresentou bandas de alta intensidade em 150 KDa, que correspondem a massa
molecular do bevacizumabe integro. Podem ser também observadas bandas de

menor massa molecular gque essa em ambas as amostras.
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Figura 25 - SDS-PAGE 7,5% (Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de

sodio) corado com nitrato de prata. Padrdo de massa molecular Sigma (namero do catalogo

SDS6H?2) (P), amostras do sistema (1), da solugdo comercial de bevacizumabe (2), do controle

positivo (solucdo comercial de bevacizumabe submetida a mesma condicédo do sistema) (3) e

do sistema branco (4). O sistema, o controle positivo e o sistema branco foram incubadas em
PBS pH 7,4 a 37°C e 30 RPM por 24 horas.

O perfil eletroforético do bevacizumabe obtido ap6s o estudo de liberagdo do
sistema in vitro apresentou perfil semelhante ao bevacizumabe, porém a banda com
massa molecular menor que 45 KDa apresentou maior intensidade no sistema que
no bevacizumabe, sugerindo a ocorréncia de uma pequena clivagem do

bevacizumabe no preparo do sistema, conforme foi detectado por CLAE.
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SDS-PAGE fornece uma excelente resolucdo dos fragmentos e esse método é
amplamente utilizado para monitorar a fragmentacdo em mAbs. A coloracdo por
prata torna essa técnica ainda mais sensivel e para controlar a qualidade dos
medicamentos contendo mAb, € importante avaliar os fragmentos existentes. Para a
clivagem ocorrida em certos locais, como a fragmentagcéao na regido da dobradica, a
utilizacdo de CLAE empregando SEC pode ser a mais adequada. A fragmentacao
das ligacBes peptidicas na regido da dobradica dos anticorpos é bem documentada
na literatura e € susceptivel a hidrolise, gerando fragmentos correspondentes a
regido Fab, Fc e um anticorpo faltando um dos segmentos Fab. Por outro lado, os
anticorpos podem ser fragmentados em outras regides que ndo a da dobradica e
nesse caso a eletroforese utilizando SDS-PAGE, parece ser um método adequado
para capturar o perfil global de fragmentacdo do anticorpo (LIU; GAZA-BULSECO;
LUNDELL, 2008; VLASAK; IONESCU, 2011).

A fragmentacdo € uma das principais vias de degradacao dos anticorpos, apesar da
alta estabilidade das ligacbes peptidicas. A fragmentacdo é um termo que
geralmente refere-se a ruptura de uma ligacdo covalente de uma proteina, como
resposta a uma reacao espontanea ou enzimatica. A estrutura da proteina é
extremamente estavel sob condi¢fes fisiologicas, mas pode tornar-se propensa a
fragmentacdo em funcdo de fatores como a sequéncia de aminoéacidos, pois a
presenca de cadeias laterais especificas podem facilitar a clivagem, a flexibilidade
da cadeia do anticorpo, a exposicdo a solventes, extremos de pH, elevadas
temperaturas e na presenca de metais ou de radicais (LIU; GAZA-BULSECO;
LUNDELL, 2008; VLASAK; IONESCU, 2011).

O SDS-PAGE é uma técnica capaz de detectar agregados solluveis e insoluveis,
mas nenhum dos dois tipos de agregados foi detectado no bevacizumabe liberado
do sistema. A andlise de CLAE é capaz de detectar a formacdo de agregados
solaveis, contudo nenhum agregado foi observado por essa técnica. Essas
observacdes sugerem que ndo existem agregados no sistema nem mesmo apos 24
horas de incubacdo em tampéao pH 7,4, 37°C/30RPM. Proteinas geralmente tendem
a agregar sob uma variedade de condigcbes ambientais em comparagdo com
pequenas moléculas de farmacos. Esses agregados de proteina podem exibir

caracteristicas menos desejaveis como reduzida ou nenhuma atividade biologica, o
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potencial para a imunogenicidade e outros efeitos colaterais (WANG; NEMA,
TEAGARDEN, 2010).

6.9 Avaliacdo da angiogénese utilizando o modelo CAM

A analise da atividade antiangiogénica dos sistemas desenvolvidos foi realizada por
meio do ensaio da membrana corioalantica do embrido de galinha. A solugcédo de
bevacizumabe foi utilizada como controle positivo por ser um farmaco com

reconhecido poder antiangiogénico.

As porcentagens de vasos sanguineos na CAM apés tratamento com PBS (controle
negativo), com o meio proveniente da liberacdo do sistema e com a solucao

comercial de bevacizumabe (controle positivo) estdo apresentadas na Figura 26.
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Figura 26 - Efeito do sistema na inibi¢éo da angiogénese no ensaio da CAM. Controle

negativo - CAM (CN) (A), sistema — CAM (B), solu¢c&o comercial de bevacizumabe - CAM (C) e
porcentagem de vasos sanguineos na CAM ap6s os tratamentos (D). Os valores séo expressos
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de acordo com o grupo CN, o qual foi fixado em 100%. Os valores sdo apresentados como
média + desvio padrao relativo (n = 14). Os valores sao significativamente diferentes do grupo
CN para sistema PUD bevacizumabe carregado e solucdo comercial de bevacizumabe (teste de
comparacdo multipla de *** p <0,001, ANOVA-Bonferroni).

Os resultados mostraram que o0 sistema reduziu significativamente o0s vasos
sanguineos da CAM. A porcentagem média de vasos sanguineos restantes na CAM
apos a aplicagdo do sistema (50,27 + 12,7%) foi significativamente mais baixa do
gue o controle negativo, definido como 100% (p < 0,001). Nao houve diferenca
significativa entre a percentagem de vasos sanguineos na CAM analisada com o
sistema e com a solucdo comercial de bevacizumabe (62,37 £ 8,07%) para p <
0,001.

O controle positivo foi preparado com uma concentracao igual a quantidade total de
bevacizumabe existente no sistema. Porém as analises de CLAE revelaram que
ocorre a liberacdo de apenas 45,26% do bevacizumabe do sistema nesse periodo.
Portanto, o bevacizumabe do sistema reduziu os vasos sanguineos da CAM com
aproximadamente a metade da concentracdo de bevacizumabe que o controle

positivo e sem apresentar diferenga significativa.

Considerando que o aspecto da CAM ndo foi alterado apds a aplicacdo do meio
proveniente da liberacdo dos sistemas, nédo tendo sido observada neovascularizagao
nem resposta inflamatdria aguda, € possivel sugerir que ndo houve sinais de
toxicidade local das amostras avaliadas sobre a vasculatura normal da membrana
(Figuras 26A, 26B e 26C).

Devido a auséncia de diferenca estatistica quanto a percentagem de vasos
sanguineos na CAM entre o sistema e a solu¢cdo comercial de bevacizumabe, pode
ser sugerido que o bevacizumabe manteve a sua atividade antiangiogénica quando

incorporado ao sistema.

O bevacizumabe se liga ao VEGF-A bloqueando a ligagdo aos seus receptores

VEGFR-1 e VEGFR-2. Dessa maneira ele previne a estimulacao de migracao celular
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do endotélio vascular, a proliferacdo, a sobrevivéncia e a permeabilidade vascular
(CHENG et al., 2012).

Nowak-Sliwinska et al. (2012) aplicaram diferentes doses de bevacizumabe e
observaram que a reducéo da angiogénese é proporcional a dose de bevacizumabe
aplicada na CAM.

Os resultados sugerem que 0 sistema possui potencial para o tratamento de

doencas causadoras de neovascularizacao, devido a biocompatibilidade e atividade
antiangiogénica promissora in vivo avaliada no modelo da CAM.

6.10 Avaliacéo da atividade in vivo do sistema em modelo animal

6.10.1 Avaliacdo clinica

A aplicacdo topica € o método preferido de administracdo de um farmaco para
tratamento ocular. A utilizacdo de um sistema de liberacdo que evite a necessidade
da aplicacdo repetida do medicamento na cornea melhora ainda mais a adesdo do
paciente ao tratamento. No entanto, para que o tratamento topico seja eficaz é
necessario que o farmaco penetre através da barreira epitelial para atingir os tecidos
alvos (DASTJERDI et al., 2009). A administracao topica de imunoglobulinas inteiras,
tais como bevacizumabe, com uma massa molecular de 149kD, € geralmente
considerada ineficaz porque estas moléculas sdo muito grandes para penetrar o
epitélio da cérnea intacta (MOISSEIEV et al., 2014). No entanto, o epitélio da area
com neovascularizacao néo é perfeito, permitindo a passagem e ac¢éao terapéutica do
bevacizumabe (DASTJERDI et al., 2011).

O exame clinico de todas as coérneas imediatamente ap6s a inducdo de
neovascularizagdo mostrou uma lesdo reprodutivel no centro da cornea, com

aparéncia opaca e rapida formacao de novos vasos (Figura 27).
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Figura 27 - Fotografias dos olhos dos coelhos demonstrando o local onde ocorreu a leséo

alcalina no dia da inducéo da neovascularizagao, corado em amarelo, utilizando colirio
especifico para diagnosticar Ulceras na cOrnea (A) e 24 horas apds a induc¢ao da

neovascularizagéo (B).

As andlises de termografia infravermelha mostraram que a temperatura média da
superficie da cornea foi aumentada de 35,86 + 0,39 °C para 37,17 £ 0,46 °C ap0s a
inducdo da neovascularizacdo da cérnea. Esse resultado foi significativamente
diferente ( *** p < 0,001 , teste t, n = 8), indicando a formagao de novos vasos nos

olhos dos coelhos, 24 horas ap06s a indu¢do do processo angiogénico.

A avaliacao clinica da superficie ocular mostrou reducdo dos sinais clinicos nos
grupos tratados com o sistema e com a solugdo comercial de bevacizumabe em
relacdo ao grupo controle negativo (PBS) para o edema da cornea, edema de iris e
hiperemia conjuntival (Figura 28). Embora os desvios em um mesmo grupo sejam
consideraveis, a avaliacdo da neovascularizacdo da cérnea ainda apresentou

diferenca significativa para o sistema em relag&o ao controle negativo nos dias 2 e 3.
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Figura 28 - Média dos escores dos sinais clinicos ap6s o tratamento da neovascularizagéo

corneal induzida. Escores: 0 ndo apresenta problema, 1 discreto, 2 moderado e 3 intenso.

(*p < 0,05, ANOVA-Dunn’s)
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A avaliacdo clinica da superficie ocular mostrou que a neovascularizacdo pode ser
inibida pelos sistemas e a sua atividade foi similar a da solugdo comercial de
bevacizumabe. E importante ressaltar que a quantidade total de bevacizumabe no
sistema foi 17 vezes menor que a quantidade total aplicada durante um dia da
solucdo comercial de bevacizumabe. A quantidade da solucdo comercial de
bevacizumabe foi aplicada em quantidade maior devido ao estudo realizado por
Yoeruek et al. (2008), que verificaram que nessa dose o bevacizumabe foi capaz de
inibir a neovascularizacdo da cérnea no mesmo modelo animal utilizado nesse

trabalho.

Habot-Wilner et al. (2010) induziram a neovascularizagdo corneana em ratos
utilizando nitrato de prata. Os animais foram tratados com a solucdo comercial de
bevacizumabe aplicada topicamente em diferentes concentragdes: 1, 2 e 4 mg/ml, 2
vezes ao dia por um periodo de 7 dias. Na avaliagdo clinica somente 0s grupos que
receberam a aplicacdo de 2 e 4 mg/ml da solugcdo comercial de bevacizumabe
apresentaram reducdao significativa da neovascularizacdo. No exame histopatoldgico
apenas o grupo tratado com 4 mg/ml diferiu significativamente do grupo controle.
Sugerindo que a eficicia do bevacizumabe esta relacionada com a concentracédo

utilizada no tratamento.

Kim, Jeong e Chung (2010) induziram a neovascularizacado corneana com um fio de
sutura no estroma da cérnea de coelhos. Uma semana apés o processo de inducéo,
os coelhos foram divididos em grupos e tratados com 5 e 10 mg/mL de
bevacizumabe tépico duas vezes ao dia por duas semanas e com 1,25 mg/mL de
bevacizumabe injetado por via subconjuntival. Eles realizaram diferentes métodos de
andlise para avaliar a neovascularizagdo. Em todos os métodos a area de
neovascularizacdo dos grupos tratados foi significativamente menor que a do grupo
controle. Um dos métodos revelou uma maior reducdo da neovascularizagdo do
grupo tratado por via tépica com a maior concentracdo de bevacizumabe que as
demais formas de tratamento. Sugerindo que a reducdo da neovascularizacdo esta
relacionada a dose aplicada e que o tratamento por via tépica € interessante na

reducao da neovascularizagédo corneana.
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A inibicdo da neovascularizagdo pelo sistema sugere que o0 bevacizumabe liberado
estava em sua forma ativa e que foi capaz de alcancar a dose terapéutica em
guantidade muito menor que as utilizadas em outros estudos. A reducdo da
concentragéo de bevacizumabe pode reduzir o risco de eventos adversos e 0 uso do
sistema pode aumentar a adesédo do paciente, que sao os grandes motivadores da
aplicacao de sistemas de liberacéo.

Bhatti et al. (2013) avaliaram o tratamento com solu¢do comercial de bevacizumabe
(25 mg/ml) em humanos com transplante de cdrnea ap0s aplicacao topica 4 vezes
ao dia por 24 semanas. O tratamento realizado promoveu reducgéo da recorréncia de
neovascularizacédo, contribuindo para aumentar a sobrevida do enxerto. A
necessidade de administracdes em doses repetidas ressalta a importancia do

desenvolvimento de um sistema de liberacao prolongada contendo bevacizumabe.

No trabalho realizado por Kim et al. (2008) a solugdo de bevacizumabe a (12,5
mg/ml) foi administrada pela via topica em humanos duas vezes ao dia durante um
periodo de trés meses. No primeiro més, observou-se uma reducdo da
neovascularizagcdo na cérnea e a partir do segundo més foram evidenciados defeitos
epiteliais na cornea de alguns pacientes. A reducdo da frequéncia de administracao
da solucdo de bevacizumabe, por meio da aplicacdo de um sistema de liberacdo

prolongada poderia reduzir a ocorréncia de efeitos adversos.

A solucdo comercial de bevacizumabe também foi aplicada topicamente em
humanos com neovascularizagdo da cornea por Cheng et al. (2012) e também por
Kim et al. (2008). Embora os tratamentos nesses estudos tenham sido de maneira
diferente um do outro quanto a posologia, dose e periodo, ambos observaram a

reducdo da neovascularizacdo das cérneas.

6.10.2 Avaliacdo histopatoldgica e imuno-histoguimica

A avaliacdo da vascularizacdo foi realizada por determinacdo do nimero de vasos
em secdes coradas com HE ou Fator VIII (Figura 29) e os resultados revelam uma

reducdo significativa na formacao de vasos sanguineos nos grupos tratados.
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A

Figura 29 - Fotomicrografia da cérnea de coelho com imunomarcagdo para Fator VIl

mostrando pequenos vasos (setas). Sistema polimérico Advance HRP (DAKO) contracorado

com Hematoxilina. Grupo controle negativo (PBS) (A) e tratado com o sistema (B).

Na analise pela coloracdo HE, a densidade média do nimero de vasos/campos foi
reduzida para 48,28% no grupo do sistema quando comparado com o controle
negativo (PBS) (Figura 30). Quando foi utilizado o Factor VIII, a densidade média do
numero de vasos/campos foi reduzida para 46,87%. Em ambos os testes, ndo houve
diferenca significativa entre o sistema e o0 grupo solugdo comercial de

bevacizumabe.
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Figura 30 - Namero de vasos em sec¢des do tecido da cérnea de coelhos, corados com HE
(A) e Fator VIII (B) nos grupos: controle negativo (CN), sistema e solugdo comercial de
bevacizumabe. O nimero total de vasos/campo (densidade microvascular) foi calculado. Os

valores sdo apresentados como média + desvio padrao (n=8). Os valores sao
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significativamente diferentes do grupo NC para sistemas de PUD contendo bevacizumabe e
solucdo comercial de bevacizumabe (** p <0,01 e *** p <0,001 - Bonferroni).

Dastjerdi et al. (2011) aplicaram a solu¢do comercial de bevacizumabe em animais
com neovascularizagdo da coérnea e com ela intacta. Eles relataram um grande
desvio na cérnea com neovascularizagdo e também que a penetracdo do

bevacizumabe é dependente do grau de neovascularizacdo da cornea.

O aumento da DMV e da expressao de VEGF estéo relacionados com o aumento da
angiogénese. De acordo com Willett et al. (2004) a solugdo comercial de
bevacizumabe diminuiu a DMV em pacientes com carcinoma retal. Arjaans et al.
(2013) demonstraram que o tratamento com a solugdo comercial de bevacizumabe

reduziu a DMV em tumores de maneira geral.

A expressdo de VEGF foi identificada nos vasos das secdes do controle e dos
grupos de animais tratados (Figura 31). Uma maior intensidade da cor do marcador

significa uma maior expressao de VEGF (Tabela 7).

Figura 31 - Fotomicrografia da cornea de coelho com imunomarcag&o para VEGF mostrando

pequenos vasos (setas). Sistema polimérico Advance HRP (DAKO) contracorado com
Hematoxilina, ap6s tratamento com a solucéo comercial de bevacizumabe (A) e o sistema (B).
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Tabela 7 - Resultado para a expressdo de VEGF em cérneas de coelhos

avaliadas (n = 8)

0 0/8 0/8 0/8
+ 0/8 4/8 1/8
++ 3/8 4/8 5/8
+++ 5/8 0/8 2/8

* A intensidade da cor revelou expresséo imuno-histoquimica e foi classificada como

se segue: (0) total auséncia, (+) discreta, (+ +) moderada e (+ + +) forte.

Philipp, Speicher e Humpel (2000) realizaram estudos imunohistoquimicos com 38
cérneas humanas e revelaram que o VEGF é expresso por células do epitélio e
endotélio da coérnea e células endoteliais vasculares dos vasos do limbo. Eles
observaram também que a expressao de VEGF e dos seus receptores foi muito
aumentada nas cérneas inflamadas nas células epiteliais e nas células endoteliais
vasculares, em particular na vizinhanca de infiltrados de macrofagos, e em

fibroblastos de tecido cicatricial.

Os resultados obtidos mostraram que o grupo tratado com o sistema apresentou
menor intensidade de cor nos tecidos da cérnea, quando comparado com 0 grupo
controle negativo e também com a solucdo comercial de bevacizumabe. Além da
esperada maior expressédo de VEGF no grupo controle, também foi observada uma
expressdo maior no grupo da solugdo comercial de bevacizumabe, onde a maior
parte das coOrneas dos coelhos apresentou uma coloragdo moderada e duas
apresentaram uma coloracdo forte. Miyake et al. (2010) demonstraram que a
concentracdo de VEGF no humor aquoso em olhos de macacos tratados com

injecdo intravitrea de bevacizumabe reduziu.

Os resultados obtidos foram capazes de confirmar que o bevacizumabe tépico é
adequado para a inibicdo da neovascularizacdo da cérnea em um modelo de
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gueimadura alcalina em olhos de coelhos. O sistema desenvolvido neste trabalho,
contendo 70 ug de bevacizumabe, provou ser eficaz na prevengdo da
neovascularizacdo, reduzindo-a de maneira similar a solugcdo comercial de
bevacizumabe que foi aplicada cinco vezes ao dia, resultando em uma concentracao
total muito mais elevada que a do sistema. O processo de neovascularizacdo da
cornea reduziu sem inducdo de defeitos epiteliais persistentes apo6s a queimadura

guimica.

Assim como o observado por Dastjerdi et al. (2009), que aplicou o bevacizumabe em
cérneas de humanos com processo de neovascularizacdo estavel, o estudo
realizado em coérnea de coelhos, também ndo apresentou nenhum efeito adverso
local com a utilizacdo do bevacizumabe. O grupo tratado com o sistema também nao
apresentou nenhum efeito adverso, indicando que ele foi bem tolerado, estando de
acordo com o observado no estudo de toxicidade realizado com células ganglionares

da retina.

A reducdo da angiogénese observada nos olhos dos coelhos esta de acordo com
Papathanassiou et al. (2013), que fizeram uma avaliacdo da eficacia terapéutica do
bevacizumabe por meio de uma meta-analise da literatura, que indicou uma
significante reducédo da neovascularizacdo da cérnea humana com a utilizacdo de

bevacizumabe.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram que o sistema biodegradavel a base de poliuretano
foi capaz de incorporar o bevacizumabe de maneira homogénea e reprodutivel. As
dispersbes aquosas de poliuretanos permitiram a incorporacdo do anticorpo de
maneira rapida, utilizando baixas temperaturas e sem a adicdo de solventes

organicos.

As técnicas de caracterizacdo empregadas mostraram que o sistema foi capaz de
melhorar a estabilidade do bevacizumabe incorporado, sem modificar
significativamente a estrutura do anticorpo. Parece ter ocorrido alguma interacao
entre os dois, porém essa parece ser reversivel, ndo interferindo na liberacdo do

bevacizumabe do sistema.

Os estudos de liberacao in vitro demonstraram que o sistema foi capaz de liberar
rapidamente 45,26 * 1,45% de bevacizumabe em sua forma ativa, mantendo as
caracteristicas do anticorpo e apresentando atividade suficiente para suprimir a
neovascularizacdo sem causar toxicidade, mas nao apresentou liberacdo em tempo

posterior.

O bevacizumabe liberado estava em sua grande parte na forma monomérica
(integro) e apenas uma pequena quantidade sugere a formacédo de moléculas de
menor tamanho podendo ser resultado da clivagem do anticorpo. N&o foi observada

a formacéao de agregados.

A viabilidade celular ndo foi reduzida na presenca do sistema, sugerindo que ele néo

é citotoxico.

Estudos in vivo empregando o modelo da CAM e de neovascularizagdo da cornea
sugeriram que o0 bevacizumabe manteve a sua atividade antiangiogénica quando
incorporado ao sistema. Apos a sua liberagcédo do sistema ele foi capaz de reduzir a
neovascularizagdo no modelo da CAM em 50,27% e na cOrnea de coelhos em

46,87% em comparacdo com o0 grupo de controlo negativo, mesmo em
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concentracbes menores que a do controle positivo e sem apresentar sinais de
toxicidade local.

Os estudos sugeriram que 0 sistema possui potencial para o tratamento de doencas
causadoras de neovascularizagao.
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8 PERSPECTIVAS

Como perspectiva pretende-se melhorar o sistema em relagdo ao tempo de
liberacdo do farmaco, trabalhando para melhorar as caracteristica de adesdo do
sistema e em seguida realizar estudos de liberag&o in vivo para quantificacdo do

farmaco liberado.

O foco desse trabalho foi o desenvolvimento de um sistema de liberagdo contendo
bevacizumabe para aplicacdo tépica, contudo, futuramente o sistema podera ter outras
abordagens terapéuticas como ser inserido no olho e veicular diferentes tipos de
farmacos. Por se tratar de um sistema que permite a incorporacdo de substancias que
necessitam de cuidados especiais como baixas temperaturas, agitacao leve e auséncia
de solventes organicos, ele podera ser também avaliado para a incorporacdo de
proteinas, anticorpos de todas as classes, RNAi e outros biofarmacos, que séo
moléculas que estdo ganhando cada vez mais espaco no mercado mundial e tem
atraido a atencdo da industria farmacéutica. Com isso ele podera ser aplicado para o

tratamento de diversas doencas.
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