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RESUMO

O retinoblastoma € um tumor maligno intraocular mais comum na infancia e seu
tratamento por quimioterapia sistémica apresenta algumas desvantagens:
penetracdo limitada do farmaco no segmento posterior do globo ocular e toxicidade
sistémica. Os implantes intraoculares representam uma alternativa promissora para
o tratamento de retinoblastoma, visto que podem disponibilizar o farmaco
diretamente na cavidade vitrea em doses terapéuticas e por um periodo prolongado,
promovendo, assim, 0 aumento da eficacia terapéutica e a reducdo dos efeitos
adversos sistémicos. Além disso, esses sistemas sdo capazes de proteger 0s
farmacos instaveis nas condicdes fisioldgicas, como é o caso do etoposideo,
antitumoral comumente empregado na quimioterapia sisttmica do retinoblastoma,
pouco soluvel em agua e instavel em meios acido e alcalino. A poli-(e-caprolactona)
(PCL) e o &cido poli-latico-co-glicdlico (PLGA) sdo polimeros biodegradaveis e
biocompativeis extensamente utilizados em sistemas de liberagdo de farmacos.
Neste trabalho, dois sistemas poliméricos cilindricos foram desenvolvidos: implantes
constituidos de PCL e etoposideo; e implantes de PLGA incorporados de
etoposideo. Ambos o0s sistemas foram analisados pelas técnicas de
espectrofotometria na regiao do infravermelho por transformada de Fourier, difracédo
de raios-X, termogravimetria, caloria exploratoria diferencial e microscopia eletrénica
de varredura. Além disso, os implantes foram submetidos ao teste de esterilidade,
ao ensaio de uniformidade de conteudo e a avaliagdo da estabilidade frente a
radiacéo ultravioleta por trinta minutos. Também foi determinado o perfil de liberacao
in vitro do farmaco a partir dos implantes e avaliada a tolerancia ocular por meio do
teste em membrana cérion-alantdide de ovo embrionado de galinha (Teste HET-
CAM). Adicionalmente, os implantes constituidos por PLGA e etoposideo foram
submetidos ao estudo de liberacdo in vivo do farmaco. Para quantificacdo de
etoposideo nas diferentes amostras (implantes de PCL, implantes de PLGA e humor
vitreo), métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia foram desenvolvidos e
validados. Os resultados obtidos demonstraram que foi possivel preparar implantes
biodegradaveis cilindricos. As diferentes técnicas de caracterizacao revelaram que o
farmaco manteve sua integridade quimica apds incorporacdo as matrizes

poliméricas e apds a esterilizacdo. Os sistemas poliméricos propiciaram a liberacao



in vitro do etoposideo por um periodo prolongado (150 dias para os implantes de
PCL e 50 dias para os dispositivos de PLGA). No estudo in vivo, 0os implantes de
PLGA propiciaram a liberagéo de aproximadamente 63% do antitumoral por 42 dias
e mantiveram concentracdo intravitrea na faixa de 1,1 a 2,5 pg/mL. Os implantes
foram classificados como néo irritantes de acordo com o Teste HET-CAM, sugerindo
gue esses sistemas serdo bem tolerados apos insercdo na cavidade vitrea do olho.
Os métodos analiticos desenvolvidos apresentaram seletividade, linearidade,
exatiddo, precisdo e robustez adequadas para quantificacdo de etoposideo no
humor vitreo e nos implantes poliméricos. Os resultados obtidos sugerem que 0s
implantes poliméricos contendo etoposideo representam um potencial sistema de

liberacdo de farmacos para o tratamento do retinoblastoma.

Palavras chave: etoposideo, retinoblastoma, implante intraocular,

poli(e-caprolactona); acido poli-latico-co-glicdlico.



ABSTRACT

Retinoblastoma represents the most common primary intraocular malignancy of
childhood and its treatment by systemic chemotherapy presents disadvantages:
limited drug penetration into the eye posterior segment, and systemic toxicity. The
intraocular implants represent an advantageous alternative for retinoblastoma
treatment, since they are able to release drugs directly to the vitreous cavity and to
maintain long-term vitreous concentration of drugs in therapeutic range, thus
promoting the increase therapeutic efficacy and the reduction of side effects
associated with systemic chemotherapy. Etoposide is a cytotoxic drug widely used in
retinoblastoma chemotherapy. The poly(e-caprolactone) (PCL) and poly-lactic-co-
glycolic acid (PLGA) are biodegradable and biocompatible polymers used in drug
delivery systems. In this study, two polymeric systems were developed: implants
constituted by PCL and etoposide; and etoposide-loaded-PLGA implants. The
implants were analyzed by Fourier transform infrared spectroscopy, wide-angle X-ray
scattering, thermogravimetry, differential scanning calorimetry, and scanning electron
microscopy. The content uniformity, sterility, and stability of the implant after
sterilization were also evaluated. The in vitro release of etoposide from the devices
and the ocular tolerance by the Hen Egg Test-Chorioallantoic Membrane (HET-CAM)
method were studied. Additionally, the etoposide-loaded PLGA implants were
submitted to in vivo drug release study. Analytical methods using high performance
liquid chromatography were developed and validated for the determination of
etoposide in the different samples (PCL implants, PLGA implants, and vitreous
humour). The results showed that it was possible to prepare biodegradable
cylindrical implants. The analysis results revealed that the drug preserved its
chemical integrity after incorporation into the polymeric matrices. The polymeric
systems provided in vitro release of etoposide for a long period (150 days for the
PCL implants, and 50 days for the PLGA implants). In vivo, devices released
approximately 63% of the loaded drug in 42 days. The intravitreal concentrations
remained in the range from 1.1 to 2.5 ug/mL over 42 days. The polymer systems
implants were classified as non-irritant according to the HET-CAM test, suggesting
that these devices will be well tolerated after insertion into the vitreous cavity of the

eye. The analytical methods developed were selective, linear, accurate, precise and



robust for quantification of etoposide in the vitreous humor and polymer implants.
The results obtained suggest that polymer implants containing etoposide represent a
potential drug delivery system for the treatment of retinoblastoma.

Keywords: etoposide, retinoblastoma, intraocular implant, poly(e-caprolactone),

poly(D,L-lactide-co-glycolide) acid
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1 INTRODUCAO

7

O retinoblastoma € um tumor maligno originario das células da retina e
representa aproximadamente 11% dos tumores malignos desenvolvidos no primeiro
ano de vida (KISS et al., 2008). Atualmente, seu tratamento consiste em uma
combinagdo de quimioterapia sistémica (para reducéo do tumor) e terapia focal
consolidativa. Nos casos mais avancados da doenca, a enucleacéo é necesséria e a
guimioterapia secundéria € empregada para evitar a doenca metastatica (DIMARAS
et al., 2012).

Esses tratamentos objetivam, primeiramente, salvar a vida da crianca e,
guando possivel preservar o globo ocular e a visdo. Apesar da elevada taxa de
sobrevivéncia, sequelas decorrentes desses tratamentos tém sido documentadas,
incluindo anomalias faciais (olho artificial, deformidade orbital) devido a enucleacéo
ou a radioterapia por feixe externo, problemas de viséo, risco de tumor maligno
secundario (como leucemia mieloblastica aguda), perda da visdo, possibilidade de
tumores recorrentes e varios efeitos adversos associados a quimioterapia sistémica
(DIJK et al., 2010; KISS et al., 2008). Esses ultimos sédo decorrentes do fato de que
os farmacos administrados por via sistémica apresentam dificuldade em penetrar no
segmento posterior do globo ocular devido as barreiras naturais do olho, constituidas
pelo epitélio e endotélio da cérnea, epitélio da retina e endotélio vascular da retina.
Assim, apenas uma pequena fracdo da dose do farmaco administrada por via
intravenosa atinge o tumor e o restante da dose é distribuido aos 6rgdos e tecidos
saudaveis, gerando efeitos indesejaveis. Considerando que o retinoblastoma atinge
criancas nos primeiros anos de vida, essas sequelas e efeitos adversos apresentam
impacto no estado de saude do paciente, resultando em reducdo da qualidade de
vida e restricbes em atividades corriqueiras. Além disso, esses fatores podem afetar
posteriormente o desenvolvimento da personalidade e maturidade psicossocial
(ELJARRAT-BINSTOCK et al., 2010; WEINBERG et al., 2008).

Em vista disso, ha a necessidade do desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes e seguros. Os implantes intraoculares representam uma alternativa viavel e
vantajosa para o tratamento do retinoblastoma, uma vez que promovem a liberacéo
do antitumoral, de forma controlada e por periodo prolongado, na regido onde se

localiza o tumor (ap0s a barreira hematorretiniana), 0 que aumenta a exposi¢ao do
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tumor ao farmaco e reduz a ocorréncia de efeitos indesejaveis associados a
administracdo sistémica. Além disso, a manutenc¢do local de niveis terapéuticos, por
um tempo prolongado, otimiza o regime quimioterapico, reduzindo o numero de
doses a serem administradas (WEINBERG et al., 2008).

Os implantes intraoculares podem ser preparados a partir de polimeros
reconhecidamente biocompativeis e biodegradaveis, como a poli(e-caprolactona)
(PCL) e o acido poli(D,L-latico-co-glicélico) (PLGA). Esses implantes sdo vantajosos
por ndo ser necessaria a remocao cirargica apos a liberacao total do farmaco, pois o
polimero ser4 completamente absorvido pelo organismo (THRIMAWITHANA et al.,
2011). Além disso, esses sistemas sdo capazes de proteger 0s principios ativos
instaveis nas condicdes fisiolégicas, tal como o etoposideo, farmaco preconizado
para a quimioterapia sistémica do retinoblastoma. Este antitumoral € um derivado
semi-sintético da podofilotoxina, inibidor da enzima topoisomerase Il e instavel em
meios acido (hidrolisado em sua aglicona) e alcalino (isomerizado a cis-etoposideo)
(HANDE, 2008).

Por ser pouco soluvel em agua, o etoposideo € comercializado sob a forma
de solucdo nao aquosa (etanol, alcool benzilico, polissorbato 80 e polietilenoglicol)
parenteral para administracao intravenosa e capsulas moles de gelatina. Ambas as
formas farmacéuticas apresentam desvantagens, sendo que em relacdo a
preparacao parenteral, existem relatos da precipitacdo do antitumoral no momento
da diluicdo em fluidos para infusédo (REIF et al., 2001). Além disso, a estabilidade da
solucéo diluida do medicamento é restrita, variando entre 5 a 72 horas dependendo
da concentracdo do farmaco (HANDE, 1998). A administracdo oral de capsulas,
contendo uma solucéo de etoposideo em um sistema misto de solventes, apresenta
biodisponibilidade baixa (em torno de 50%) e variavel. Fato justificado, em parte,
pela inativacdo do farmaco nos fluidos gastrintestinais (REIF, 2002).

Considerando os problemas descritos anteriormente, os implantes poliméricos
representam um sistema adequado para a incorporacdo do etoposideo, pois esta
forma farmacéutica protegeria o farmaco de fluidos &cido ou alcalino do organismo,
evitando sua degradacdo. Além disso, esses implantes poderiam ser inseridos na
cavidade vitrea, o que aumentaria a disponibilidade do antitumoral nas proximidades
do tumor da retina. E por fim, esses sistemas poderiam promover a liberacdo
prolongada do etoposideo, dispensando repetidas sessdes de altas doses de

guimioterapicos.
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Atualmente, no mercado farmacéutico, os implantes poliméricos séo utilizados
no tratamento de glioma maligno (Gliadel® Wafer), cancer de préstata (Vantas®) e de
doencas inflamatérias do segmento posterior do globo ocular (Retisert®, Ocusert®,
Ozurdex™) (KUNO; FUJIl, 2010). Porém, ndo existem implantes intraoculares
poliméricos contendo farmacos antitumorais aprovados e disponiveis para 0S

pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver implantes de PCL contendo etoposideo e de PLGA incorporado
de etoposideo destinados a liberacao prolongada de farmaco no segmento posterior
do olho, visando a futura aplicagéo no tratamento de retinoblastoma.

2.2 Objetivos especificos

- desenvolver e caracterizar os implantes poliméricos contendo etoposideo;

- avaliar o perfil de liberagcdo in vitro e in vivo do farmaco a partir dos
implantes;

- avaliar o potencial toxico dos sistemas desenvolvidos;

- desenvolver e validar metodologia analitica para quantificacdo de

etoposideo nas formulacGes desenvolvidas e no humor vitreo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Anatomia do olho

O olho é um dos 6érgdos mais complexos do corpo humano. Anatomicamente,
o bulbo ocular é dividido em segmentos anterior e posterior. O segmento anterior é
constituido pela cérnea, camara anterior, iris, camara posterior, corpo ciliar e
cristalino, sendo preenchido pelo humor aquoso. O segmento posterior compreende
0 corpo vitreo, a retina, a coréide, o nervo éptico e a esclera (MOROI; LICHTER,
2010; YASUKAWA et al., 2005).

Neste Orgao, trés tunicas concéntricas podem ser distinguidas: a tanica mais
externa (fibrosa) constituida pela cornea e esclera; a camada média (Uvea)
composta pela iris, corpo ciliar e coroide; e a camada interna, também conhecida
como sensorial, constituida pela retina (Figura 1) (WILLOUGHBY et al., 2010).

Figura 1 - Esquema ilustrativo da estrutura do olho
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Fonte: Adaptado de Moroi e Lichter (2010).

A esclera constitui a parte posterior opaca da tunica fibrosa e envolve

externamente o bulbo do olho. Ela é constituida de tecido fibroso e elastico, e
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confere a coloragdo branca ao olho. A cérnea € uma estrutura transparente que
refrata a luz antes que esta atinja a pupila. Ela € constituida por um tipo especial de
tecido conjuntivo denso, cujas células epiteliais formam juncbes intercelulares
localizadas na sua superficie apical. Estas juncdes funcionam como barreiras a
difusdo dos farmacos administrados no segmento anterior do olho. A juncdo da
cornea e esclera é denominada limbo (WILLOUGHBY et al., 2010).

A coréide, tecido que reveste a esclera desde o nervo Optico até o limbo, é
responsavel pela nutricdo da retina e pela coloracdo vermelha do fundo do olho, por
ser uma estrutura extremamente vascularizada. O espessamento da coréide forma o
corpo ciliar, cujas porcdes anterior e posterior sdo denominadas, respectivamente,
pars plicata e pars plana. O corpo ciliar € responsavel pela secre¢cdo de humor
aquoso (pelos processos ciliares) e pela acomodacédo da iris através do musculo
ciliar. O humor aquoso € um liquido aquoso e transparente, responsavel pela
nutricdo da cornea. Aléem disso, este liquido apresenta propriedades de refracéo e
desempenha importante papel na manutencdo da pressao intraocular (MOROI;
LICHTER, 2010).

A iris encontra-se suspensa entre a cérnea e o cristalino, e apresenta um
orificio central, a pupila, por onde a luz penetra até a parte posterior do olho. O
cristalino € uma lente biconvexa que orienta a passagem da luz até a retina
(WILLOUGHBY et al., 2010).

O humor vitreo consiste em uma substancia gelatinosa e viscoelastica que
preenche a cavidade vitrea, ocupando 80% do volume do olho. E altamente
hidratado, contendo cerca de 98% de agua. Seus componentes estruturais sdo as
fibras de colageno do tipo Il e o acido hialurénico, que correspondem a menos de
1% do seu volume total. Além desses constituintes, glicose, acido ascérbico,
aminoacidos, sais inorganicos, acido lactico e proteoglicanas fazem parte da
composicdo do humor vitreo. O corpo vitreo estd em contato direto com a retina,
corpo ciliar e porcdo posterior da lente. E essencialmente acelular, mas células
isoladas podem ser encontradas no cortex (regido mais periférica do vitreo), proximo
ao nervo Optico e vasos retinianos (MOROI; LICHTER, 2010; STAY et al., 2003). O
volume de humor vitreo em olhos humanos é aproximadamente 4 mL, enquanto que
em coelhos é em torno de 1,5 mL (FRIEDRICH et al., 2003).

A retina é a estrutura ocular responsavel pela captacdo dos estimulos

luminosos. Funcionalmente, ela é constituida de duas partes: a neuroretina ou retina
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sensorial e a camada de células do epitélio pigmentar da retina (RPE). O RPE
juntamente com os vasos da retina formam a barreira hematorretiniana, que dificulta
a entrada de substancias da circulacdo sangiiinea para a retina. As células do RPE
sdo unidas por meio das z6nulas de ocluséo, zonulas de aderéncia e desmossomas.
J& os vasos retinianos sdo caracterizados por células endoteliais continuas, ndo
fenestradas, apresentando também as juncdes intercelulares. Essas jun¢fes, tanto
do RPE quanto das células endoteliais, dificultam a difusdo passiva de substancias
da circulacéo coroidiana a retina neurosensorial (WILLOUGHBY et al., 2010).

3.2 Retinoblastoma

3.2.1 Aspectos gerais

O retinoblastoma € o tumor maligno originario da retina em desenvolvimento.
E o tumor primario intraocular mais comum em criancas e representa,
aproximadamente, 4% de todos os casos de tumores malignos pediatricos (KISS et
al., 2008; MELL et al., 2012). A maioria dos casos, mais de 80%, atinge criancas
com menos de trés anos de idade (SOSNIK; CARCABOSO, 2014).

A incidéncia de retinoblastoma em todo o mundo é de um caso em 15000 a
20000 nascidos vivos, o0 que corresponde a cerca de 9000 novos casos todo ano. As
maiores taxas de incidéncia da doenca foram relatadas em paises em
desenvolvimento (DIMARAS et al., 2012), sendo que no Brasil a incidéncia em
criancas de 0 a 4 anos foi superior a 11 casos por um milhdo (CAMARGO et al.,
2010).

As regides com maior prevaléncia da doenca apresentam elevada
mortalidade. Na Africa e Asia, cerca de 40 a 70% das criancas com retinoblastoma
morrem, em comparacdo com 3 a 5% na Europa, Canadad e Estados Unidos da
América (EUA). No Brasil, a mortalidade é de 5 a 22% (DIMARAS et al., 2012).

A base genética para o desenvolvimento do retinoblastoma foi reconhecida ha
mais de setenta anos atrds. O gene retinoblastoma (RB) foi o primeiro gene de

cancer humano clonado, sendo o primeiro de uma nova classe de genes humanos
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supressores de tumor (PARULEKAR, 2010). O RB é um gene supressor recessivo,
portanto, o retinoblastoma somente é desenvolvido quando ambos os alelos s&o
inativados. O RB esta localizado no braco mais longo do cromossomo 13 (13q) e
codifica uma fosfoproteina nuclear fundamental para a diferenciacdo terminal de
linhagens celulares, incluindo a diferenciacdo de células progenitoras da retina
(KISS et al., 2008).

As manifestacdes clinicas do retinoblastoma variam com o estagio da doenca
ao diagnostico. A leucocoria (reflexo pupilar anormal a luz incidente, podendo
apresentar-se como branco, réseo ou amarelo esbranquicado) é o sinal mais comum
presente em pacientes com retinoblastoma, ocorrendo em 60% dos casos. A
leucocoria € um sinal tardio, apresentando pior progndstico para a preservacao do
globo ocular, mas ainda assim, tem-se uma boa taxa de sobrevivéncia (cerca de
88%). Estrabismo € o segundo sinal mais comum, estando associado a alta taxa de
sobrevivéncia e elevada possibilidade de preservacdo do globo ocular. Os demais
sinais e sintomas séo atipicos, como vermelhidao, dor ocular causada por glaucoma
secundario, cornea turva, visdo deficiente, hemorragia vitrea ou sinais inflamatérios
na oOrbita que mimetizam celulite orbital. Geralmente, esses sinais séo tardios e
estdo associados ao estagio avancado da doenca, a baixa taxa de sobrevivéncia e
preservacao do globo ocular (BALMER et al., 2009; DIMARAS et al., 2012).

O diagndstico em uma crianga com suspeita de retinoblastoma € realizado por
meio de um historico detalhado, avaliacdo fisica, exame ocular externo,
biomicroscopia e oftalmoscopia indireta com indentacdo escleral. Esses exames sao
realizados a fim de determinar com precisdo o numero e a localizacdo de todos os
tumores. A confirmacdo por bidpsia é raramente necessaria. Exames auxiliares
podem ser Uuteis na confirmagcdo do diagnostico, como o0 emprego da
ultrassonografia, tomografia computadorizada e ressonancia magnética (BALMER et
al., 2009; PARULEKAR, 2010). Em paises desenvolvidos, o diagnostico do
retinoblastoma € realizado precocemente, portanto, a patologia raramente € uma
condicdo de risco de morte. No entanto, em paises em desenvolvimento, o
diagndstico clinico é feito em estagio avancado e a taxa de mortalidade permanece
alta (AREAN et al., 2010).
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3.2.2 Tratamento

7

O tratamento do retinoblastoma é complexo e requer uma equipe
multidisciplinar capacitada para o atendimento ao paciente em todas as etapas do
processo. Os objetivos do tratamento sdo salvar a vida da crianca e,
secundariamente, preservar o0 globo ocular e a visdo. Existem diferentes
modalidades terapéuticas que devem ser propostas individualmente de acordo com
0 caso. Devem-se sempre considerar fatores locais e sistémicos na escolha do
tratamento, como tamanho e localizagdo do tumor intraocular, comprometimento
extraocular, lateralidade, prognéstico visual, condicbes clinicas do paciente,
presenca de doenca disseminada, entre outros (DIMARAS et al., 2012; KISS et al.,
2008).

Os tratamentos atuais para retinoblastoma intraocular incluem enucleacéo,
radioterapia externa, crioterapia, fotocoagulacdo com laser, termoterapia,
braquiterapia com placas de iodo 125 ou ruténio 106, e quimioterapia (KISS et al.,
2008).

A enucleacdo ou remocdo do olho deve ser realizada como tratamento
primario em olhos com tumores intraoculares avancados que apresentam alteracdes
anatébmicas e funcionais. A utilizacdo da enucleacdo como tratamento secundario
ocorre quando ndo existe resposta ao tratamento primario proposto. Ao longo das
Ultimas décadas, o tratamento por enucleacdo tem reduzido progressivamente. No
entanto, em paises em desenvolvimento, aproximadamente 75% dos casos de
retinoblastoma unilateral ainda séo tratados por enucleacdo. Apds a enucleacdo, um
implante orbital é colocado para preservar a aparéncia natural da orbita ocular (RAY
et al., 2012).

A radioterapia por feixe externo tem sido cada vez menos utilizada,
principalmente devido aos efeitos indesejados decorrentes de sua aplicacdo, como a
recorréncia do tumor, deformidades e alta incidéncia do desenvolvimento de um
segundo tumor. E indicada em casos especificos, especialmente em olhos com
disseminacdo celular para a cavidade vitrea e/ou espaco sub-retiniano, que néo
foram controlados com quimioterapia prévia (PARULEKAR, 2010; RAY et al., 2012).

A Dbraquiterapia envolve a insercdo de um implante radioativo (placa)

adjacente a base do tumor, geralmente, na esclera. Esse sistema apresenta como
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vantagens em relacdo a radioterapia por feixe externo, o fato de ser um tratamento
focal de curta duracédo, o que reduz os danos causados ao tecido circundante (RAY
et al., 2012).

A termoterapia consiste na aplicacdo de calor diretamente ao tumor,
geralmente, sob a forma de radiacdo infravermelha. Enquanto na crioterapia, ha o
congelamento rapido do tecido tumoral, resultando em danos ao endotélio vascular
com trombose secundaria e infarto do tecido. A fotocoagulagdo a laser implica no
emprego de um laser de argdnio ou um arco de xendnio com o objetivo de promover
a coagulacéo de todo o fornecimento de sangue para o tumor. Essas trés formas de
tratamento sdo utilizadas no caso de tumores menores que 3,5 mm (MEEL et al.,
2012; RAY et al., 2012).

A quimioterapia tem sido utilizada no tratamento do retinoblastoma intraocular
desde o inicio da década de 90, com o objetivo de reduzir o tamanho do tumor para
permitir o emprego de terapias focais adjuvantes. Nos casos em que ha a
enucleacdo do globo ocular, a quimioterapia secundaria deve ser considerada para
evitar a doenca metastatica. Os farmacos, o numero e a frequéncia dos ciclos de
guimioterapia variam entre as instituicdes. Os quimioterapicos mais comumente
utilizados séo carboplatina, etoposideo ou teniposideo e vincristina, mais raramente
ciclofosfamida, ifosfamida, doxorrubicina ou melfalano (BALMER et al., 2009).

Embora a quimioterapia sistémica promova a reducdo do tamanho dos
tumores, em média de 50% em volume apos trés sessdes, segundo ABRASON et al.
(2010), existem algumas desvantagens neste tratamento. Os farmacos
administrados por via sistémica apresentam dificuldade em penetrar no segmento
posterior do globo ocular devido a barreira hematorretiniana. Assim, apenas uma
pequena fracdo da dose do farmaco administrada por via intravenosa atinge o tumor
e o restante da dose é distribuido aos 6rgéos e tecidos saudaveis, gerando efeitos
indesejaveis como alopecia, mielossupressdo, episodios febris, infeccdes
posteriores, toxicidade gastrintestinal, nefrotoxicidade e cardiomiopatia. Além disso,
a rapida eliminacédo de alguns antitumorais leva a curtos periodos de exposi¢ao ao
tumor, e desta forma, altas doses de farmaco sdo requeridas para obtencdo do
efeito terapéutico (DIMARAS et al., 2012; MELL et al., 2012; WEINBERG et al.,
2008).

Em vista disso, novas estratégias para a terapia do retinoblastoma tém sido

estudadas com o objetivo de reduzir os efeitos indesejaveis sistémicos. A
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quimioterapia intra-arterial € um dos tratamentos alternativos que tem sido avaliado.
Essa estratégia consiste na administracao de farmacos citotdéxicos por meio de um
cateter introduzido na artéria cardtida ou diretamente na artéria oftalmica
(PARAREDA et al., 2014). Estudos clinicos de fase | e Il demonstraram resultados
promissores apds a administracdo de melfalano diretamente na artéria oftalmica
(MEEL et al., 2012). Jabbour e colaboradores (2012) verificaram completa reducéao
do tumor em 88% dos pacientes tratados com melfalano intra-arterial.

A administracdo subconjuntival de carboplatina € outro tratamento que parece
ser promissor. No entanto, essa alternativa esta associada com efeitos adversos
graves, incluindo mudancas de mobilidade ocular, necrose de gordura orbital e
necrose isquémica com atrofia do nervo oOptico resultando em cegueira (MEEL et al.,
2012; RAY et al.,, 2012). Devido a relacdo desses efeitos indesejaveis com a
dispersdo rapida da solucdo aquosa de carboplatina, estudos estdo sendo
realizados para avaliar a administragcdo subconjuntival deste antitumoral em selante
de fibrina (adesivo cirargico biodegradavel), que promoveria a liberacdo sustentada
do farmaco. Nesta mesma linha, Mallipatna e colaboradores (2011) avaliaram a
administracdo de cloridrato de topotecan em selante de fibrina para o controle de
retinoblastoma intraocular e observaram a reducdo de tumores pequenos e a
auséncia de efeitos toxicos hematologicos.

A administracado intravitrea de agentes quimioterapicos para o retinoblastoma
também tem sido investigada. Contudo, o risco de toxicidade na retina, a
necessidade de injecfes repetidas para manter os niveis de farmaco dentro da faixa
terapéutica e a possibilidade de disseminacdo extraocular de células tumorais
limitam o uso dessa modalidade de tratamento (BUITRAGO et al., 2013; DIMARAS
et al., 2012).

3.3 Sistemas de liberagcdo modificada

Os sistemas de liberacdo modificada sdo aqueles que disponibilizam o
farmaco de forma diferente do perfil de liberacdo convencional. Dentre as diferentes
definicbes de sistemas de liberacdo modificada, a liberacdo do farmaco pode ocorrer
de forma prolongada, sustentada ou controlada. No caso da liberacdo controlada, o

farmaco € liberado em velocidade constante e as concentracdes plasmaticas
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permanecem invariaveis com o tempo. Na liberacdo sustentada, a liberagéo inicial
do farmaco € suficiente para proporcionar uma dose terapéutica logo apds a
administracdo, e entdo, a liberacao se torna gradual por longo periodo. Em sistemas
de liberacao prolongada, o principio ativo é liberado por um periodo de tempo maior
guando comparado aos sistemas convencionais (AULTON, 2005).

Esses sistemas tém sido extensivamente estudados para a aplicacdo no
tratamento de doencgas oculares do segmento posterior. Dentre eles estdo inclusos
as micro/nanoparticulas, micro/nanoemulsdes, lipossomas, ciclodextrinas,
dendrimeros, implantes e outros (ELJARRAT-BINSTOCK et al., 2010).

3.3.1 Os implantes intraoculares

Os implantes intraoculares sdo sistemas de liberagdo modificada de farmacos
gue podem ser preparados a partir de diferentes polimeros reconhecidamente
biocompativeis. Esses sistemas poliméricos podem ser implantados em diferentes
regides do olho: no interior do bulbo ocular (camara anterior e corpo vitreo); na
esclera; na regido subconjuntival e na regido subtenoniana (KIMURA; OGURA,
2001; THRIMAWITHANA et al., 2011).

Os implantes intraoculares representam sistemas inovadores e eficazes no
tratamento de diversas doencas oculares, uma vez que: podem propiciar a liberacao
controlada de doses do farmaco, permitindo a manutencdo de niveis terapéuticos
eficazes, por um periodo de tempo prolongado; promovem a liberacdo do farmaco
diretamente no local de acdo, evitando os efeitos indesejaveis sistémicos
provocados pelos mesmos farmacos que sdo administrados por via enteral ou
parenteral; sdo capazes de proteger os principios ativos instaveis nas condi¢des
fisioloégicas e que sdo rapidamente eliminados pelo organismo; e propiciam maior
conforto para o paciente e reducdo do numero de doses a serem administradas
(ELJARRAT-BINSTOCK et al., 2010; THRIMAWITHANA et al., 2011)

Esses sistemas podem ser preparados a partir de diferentes polimeros:
biodegradaveis ou ndo. Os implantes ndo biodegradaveis apresentam uma taxa de
liberacdo relativamente constante, porém precisam ser removidos posteriormente

por processos cirtrgicos. Os polimeros ndo biodegradaveis mais comumente usados
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sdo os derivados de celulose, silicones, polimeros acrilicos, polivinilpirrolidona e
copolimeros dos 6xidos de etileno e propileno (FIALHO et al., 2003).

Os polimeros biodegradaveis sé@o totalmente absorvidos pelo organismo, nao
necessitando remocéo subseqiente, o que proporciona melhor aceitagcdo e adesao
do paciente ao tratamento. No entanto, um maior nimero de variaveis deve ser
avaliado e controlado durante o processo de desenvolvimento de sistemas
biodegradaveis, uma vez que a cinética de degradacéo do polimero in vivo deve-se
manter constante para que seja obtida uma liberacdo controlada do farmaco
(FIALHO et al., 2003). Existe uma variedade de polimeros biodegradaveis que pode
ser empregada no preparo dos implantes, dentre eles, os poliésteres, como PCL,
poli(latico) e copolimeros PLGA (ELJARRAT-BINSTOCK et al., 2010).

Os implantes podem ser de dois tipos: matriciais (ou monoliticos) e
reservatorios. No sistema matricial, o farmaco se encontra homogeneamente
disperso na matriz polimérica ou adsorvido na superficie, e a sua liberagdo ocorre
por difusdo pelos poros da matriz, por degradacdo do polimero ou por uma
combinacdo dos dois mecanismos. Caso a velocidade de degradacdo do polimero
seja inferior a difusdo do farmaco pela matriz, a liberacao inicial desse € dependente
de sua difusdo pelo sistema, podendo diferir se ele estiver dissolvido
molecularmente ou disperso no polimero. Quando se utilizam polimeros nao-
biodegradaveis, a liberacdo ocorre apenas por um processo de difusdo lenta pela
matriz. No sistema do tipo reservatoério, o farmaco se encontra em uma cavidade
central envolta por uma membrana polimérica, a qual controla sua taxa de liberagao.
Mudancas na natureza e espessura dessa membrana promovem alteracdes na
velocidade de liberacdo dos farmacos. Da mesma maneira que no tipo matricial, no
sistema reservatdrio composto por polimeros ndo biodegradaveis a liberacéo ocorre
apenas por difusédo através da membrana (ELJARRAT-BINSTOCK et al., 2010).

3.3.2 Os polimeros biodegradaveis

Polimeros sintéticos e naturais podem ser utilizados na formulacdo de
implantes. Os polimeros sintéticos apresentam a vantagem de manter a liberacéo do
farmaco por um periodo mais longo em comparacéo com polimeros naturais, que em

geral, tem uma liberacao relativamente curta (FIALHO et al., 2007).
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3.3.2.1 Poli(s-caprolactona)

A PCL é um polimero sintético, biodegradavel, biocompativel e aprovado pelo
Food and Drug Administration (FDA). E um poliéster alifatico, sintetizado a elevada
temperatura pela abertura do anel de monémeros de e-caprolactona (Figura 2)
(DASH; KONKIMALLA, 2012).

Figura 2 - Sintese de PCL a partir de e-caprolactona
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Fonte: Adaptado de Middleton e Tipton (2000).

A PCL € um polimero hidrofébico e semicristalino, que possui baixo ponto de
fusdo (59 - 64 °C) e temperatura de transicao vitrea de -60 °C (WOODRUFF;
HUTMACHER, 2010). E compativel com muitos farmacos, sendo que aqueles de
natureza lipofilica, geralmente, se encontram distribuidos uniformemente na matriz.
Ja os farmacos hidrofilicos tendem a permanecer associados a superficie do
polimero (DASH; KONKIMALLA, 2012).

A degradacéo da matriz de um poliéster, como a PCL, envolve os fenbmenos
de clivagem das ligacdes éster, a reducdo de peso molecular decorrente da
producdo de oligbmeros e a perda de massa (erosdo) devido a producdo de
fragmentos de baixo peso molecular capazes de difundir através matriz do polimero
para o meio. Uma etapa limitante da velocidade de degradacdo polimérica é a
permeabilidade da formulacédo a agua (DASH; KONKIMALLA, 2012).

O tempo de degradacdo total da PCL varia entre dois a quatro anos,
dependendo do peso molecular do polimero. No organismo, esse processo,
possivelmente, ocorre em duas fases, sendo que, inicialmente, tem-se a hidrélise

nao enzimatica da ligacdo éster, produzindo pequenos fragmentos poliméricos
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neutros. Esses fragmentos, entdo, sofrem degradacdo intracelular apds serem
fagocitados por macréfagos (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

Alguns estudos relatam o emprego da PCL no desenvolvimento de implantes
intraoculares. Silva-Cunha e colaboradores (2009) utilizaram a PCL no
desenvolvimento de implantes, contendo acetato de dexametasona, destinados ao
tratamento de doencas retinianas. Em estudo in vivo, esses sistemas foram capazes
de promover a liberagdo prolongada e controlada do farmaco em olhos de coelho,
sendo que a concentragao intravitrea do antiinflamatorio permaneceu dentro da faixa
terapéutica por 55 semanas.

Carcaboso et al. (2010) desenvolveram implantes constituidos por PCL e
topotecan destinados ao tratamento do retinoblastoma. Esses sistemas foram
inseridos na episclera (camada mais externa da esclera) de olhos de coelhos,
sendo, entdo, verificados o acumulo do farmaco em tecidos locais (como esclera,
retina e coroide) e concentracbes minimas no plasma e nos olhos contralaterais

durante o periodo de avaliagéo (48 horas).

3.3.2.2 Acido poli(D,L-latico-co-glicolico)

O PLGA, polimero biodegradavel aprovado pelo FDA, é sintetizado por uma
reacdo de condensacdo (Figura 3), por meio da abertura do anel dos dimeros

ciclicos do acido latico e do acido glicélico (FIALHO et al., 2003).

Figura 3 - Sintese do PLGA
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Fonte: Adaptado de Middleton e Tipton (2000).

A degradacdo desse copolimero ocorre por meio da clivagem aleatoria da

cadeia polimérica devido a hidrolise das ligacdes éster, que produz oligbmeros e
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mondémeros, cujos grupos carboxilicos terminais sdo capazes de catalisar a reacao
hidrolitica do polimero (JAIN, 2000; MAKADIA; SIEGEL, 2011).

Um mecanismo trifasico tem sido proposto para a degradacdo do PLGA:
inicialmente, ocorre a quebra aleatéria da cadeia polimérica que promove uma
reducdo inicial do peso molecular, porém sem perda de massa apreciavel. Na etapa
intermediaria, a diminuicdo do peso molecular € acompanhada pela rapida perda de
massa e formacdo de produtos monoméricos e oligoméricos soluveis. Por fim, os
oligbmeros sdo degradados a mondmeros sollveis, levando a completa
solubilizacdo do polimero. No organismo, os produtos de degradacao, &acido latico e
acido glicolico, sdo eliminados pelo ciclo de Krebs na forma de gas carbdnico e agua
(FIALHO et al., 2003; JAIN, 2000).

A hidrofilicidade e lipofilicidade desse copolimero séo determinadas pela
proporcao de acidos latico e glicdlico na sua constituicdo. A presenca do grupo
metila no polimero derivado do acido latico confere a este uma maior hidrofobicidade
guando comparado ao polimero derivado do acido glicdlico. Desta forma, quanto
maior a propor¢cdo de &acido latico no copolimero PLGA, maior serd a sua
hidrofobicidade, e consequentemente, menor sera a sua velocidade de degradacéo
devido a menor absorcdo de agua pela cadeia polimérica (FIALHO et al., 2003;
MAKADIA; SIEGEL, 2011).

O copolimero PLGA na proporcéo 75:25, constituido por 75% de polimero de
acido glicdlico e 25% de acido latico, apresenta transicao vitrea na temperatura de
60°C, estado amorfo e degradacdo em um periodo de dois a cinco meses. No
entanto, os valores de transicéo vitrea e degrabilidade podem variar, uma vez que
estes dependem do processamento a que o material foi submetido (MAKADIA;
SIEGEL, 2011).

O PLGA é utilizado na obtencéo de implantes, como o Ozurdex™ (Allergan),
um sistema constituido por PLGA e dexametasona. Este dispositivo foi aprovado
pelo FDA e ja esta disponivel para comercializagdo. O Ozurdex™ é um implante
intravitreo destinado ao tratamento de edema macular e de uveite ndo infecciosa
(KUNO; FUJII, 2010). Apesar de varios estudos descreverem a utilizacdo do PLGA
no desenvolvimento de implantes (FIALHO et al., 2006; SALIBA et al., 2012; SOUZA
et al., 2014), ndo foram encontrados na literatura relatos sobre o desenvolvimento de

implantes de PLGA destinados ao tratamento do retinoblastoma.
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3.4 Etoposideo

3.4.1 Propriedades fisico-quimicas

O etoposideo (Cy9H32013) (Figura 4) € um derivado semi-sintético da
podofilotoxina (extraida da espécie Podophyllum peltatum). Possui massa molecular
de 588,6 g/mol. E um po branco a quase branco, praticamente insolGvel em agua,
ligeiramente solivel em metanol e pouco soluvel em etanol (BRITISH..., 2012;
INTERNATIONAL..., 2006).

Figura 4 - Estrutura quimica do etoposideo
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De acordo com Chow e Shah (1987), o etoposideo é extensivamente
degradado em meios cujo pH é menor que 2 e maior que 8. Em meio acido, o
etoposideo sofre degradacdo hidrolitica com formacdo de sua aglicona devido a
perda do grupo glicopiranosil. A reacdo de degradacdo consecutiva envolve a
hidrolise da ligacdo éster do anel lactona, formando o trans-hidroxiacido de 4'-
dimetilepipodofilotoxina (Figura 5) (BEIJNEN et al., 1988).
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Figura 5 - Esquema de degradacdo do etoposideo em meio acido

H
uc—%\
' 0%0{ OH OH
o o \
o CH X1 > 200N
oA o o
A I
H ]

MO OH
O. /\
CH LT > "
- +
o { LA L
H [o]
1]
. H,CO OCH, HCO OCH,
oM OH
H,CO ocH,

OM . Trans-hidroxiacido
Aglicona do

. da aglicona
Etoposideo etoposideo g

Fonte: Adaptado de Beijnen et al. (1988).

Em meio alcalino, o trans-etoposideo epimeriza em cis-etoposideo, também
conhecido como picroetoposideo. Segundo Beijnen et al. (1988), inicialmente, ocorre
a formacéo do enolato do trans-etoposideo, para entéo, obter o picroetoposideo. Em
seguida, tem-se a abertura do anel lactona para a formagdo do cis- picro-
hidroxiacido, que € convertido novamente a picroetoposideo em meio acido (Figura
6).

Figura 6 - Esquema de degradacéo do etoposideo em meio alcalino
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Fonte: Adaptado de Beijnen et al. (1988).

O picroetoposideo pode ser seletivamente produzido em pH 9 e o hidréxiacido
em pH 12 (MAANEN et al., 1988). Evans e colaboradores (1982) verificaram que o
picroetoposideo € menos potente (cem vezes) que 0 etoposideo contra uma
linhagem de células de leucemia humana (CCRF-CEM). Ja o hidroxiacido nao
apresentou atividade citotéxica, na faixa de concentracéo de 0,1 a 10 pg/mL.

O etoposideo sofre degradacdo quando em contato com peroxido de
hidrogénio (20%) a 80 °C por trinta minutos. Nestas condi¢des, dois produtos foram
detectados e a extensao da degradacéo foi de 84,97% (AKHTAR et al., 2013).
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3.4.2 Mecanismo de acdo e efeitos adversos

O etoposideo é um farmaco citotoxico amplamente utilizado no tratamento
quimioterapico de varias neoplasias, incluindo leucemia, cancer de pulméo, tumores
de testiculos, doenca de Hodgkin, linfoma ndo Hodgkin, tumor gastrico, cancer de
ovario e retinoblastoma (HANDE, 2008).

Esse antitumoral age, principalmente, como um inibidor da enzima
toposisomerase I, sendo que essa atividade € dependente do ciclo celular (as
células sdo mais sensiveis nas fases S e G2 do ciclo celular) e do tempo de inibicdo
da enzima. Este farmaco interage, de forma reversivel, com a topoisomerase I,
formando um complexo ternario (etoposideo/topoisomerase I[I/DNA) que induz
guebras no DNA de fita dupla e impede o reparo que seria realizado pela
toposimerase Il. As quebras acumuladas no DNA impedem a entrada da célula na
fase mitética e leva a morte celular via a ativacdo do sistema apoptético (HANDE,
2008; MONTECUCCO; BIAMONTI, 2007; TOFFOLI et al., 2004).

Como a inibicdo enzimatica € reversivel, pode ocorrer a dissociacdo do
complexo ternario, o que permitiria a reparacdo do DNA e, consequentemente,
reduziria a atividade citotdxica do etoposideo. Desta forma, a exposicado prolongada
ao antitumoral parece resultar em aumento da citotoxicidade do etoposideo, visto
gue promoveria a inibicdo enzimatica por um periodo mais longo (CICCOLINI et al.,
2002).

A leucoponia e trombocitopenia sdo alguns efeitos adversos menos
freqientes associados ao uso desse farmaco. VOmitos, nauseas, estomatite e
diarréia ocorrem em aproximadamente 15% dos pacientes tratados por via
intravenosa e em cerca de 55% dos pacientes que recebem o medicamento por via
oral. Alopecia € comum, mas reversivel. Febre, flebite, dermatite e reacbes
alérgicas, incluindo anafilaxia tém sido observadas. A toxicidade hepatica é
particularmente evidente apds o tratamento com doses elevadas (CHABNER et al.,
2007).
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3.4.3 Especialidades farmacéuticas

Por ser pouco solavel em agua, o etoposideo é comercializado sob a forma
de solucdo ndo aquosa parenteral para administracdo intravenosa e de capsulas
moles de gelatina. Ambas as formas farmacéuticas apresentam desvantagens,
sendo que em relacdo a preparacao parenteral, existem relatos da precipitacdo do
antitumoral no momento da diluicdo em fluidos para infusdo. Além disso, casos de
hipotensdo decorrentes da infusédo rapida do medicamento e de reacbes de
hipersensibilidade relacionadas aos excipientes da formulacdo (etanol, alcool
benzilico, polissorbato 80 e polietilenoglicol) (REIF et al., 2001) também foram
relatados. Outro parametro importante é a estabilidade da solucédo diluida a ser
administrada, que varia entre 5 a 72 horas dependendo da concentracdo do farmaco
(HANDE, 1998).

A administracao oral de capsulas, contendo uma solucdo de etoposideo em
um sistema misto de solventes apolares, apresenta biodisponibilidade baixa e
variavel (em torno de 50%). Fato justificado, em parte, pela inativacdo do farmaco no
fluido gastrintestinal (REIF et al., 2002).

3.4.4 Sistemas de liberacdo modificada contendo etoposideo

Na literatura sdo encontrados varios estudos descrevendo o desenvolvimento
de diferentes sistemas de liberacdo modificada contendo etoposideo, como:
nanoparticulas poliméricas (MITRA et al., 2011; TANG et al.,, 2010; YADAYV,
SAWANT, 2010), lipossomas (PARMAR et al., 2011), implantes (UPPAL et al., 1994)
e outros. A maioria desses sistemas tinha como objetivo o tratamento de tumores
como: glioma (CALLEWAERT et al., 2013), leucemia (YADAV; SAWANT, 2010) e
cancer de pulmdo (PARMAR et al., 2011; TANG et al., 2010). No entanto, poucas
formulacbes foram destinadas ao tratamento de doencas oculares, como
retinoblastoma.

Mitra e colaboradores (2011) desenvolveram nanoparticulas constituidas por
PLGA e etoposideo destinadas a aplicacdo no tratamento do retinoblastoma. Neste
estudo, as nanoparticulas promoveram a liberacdo do etoposideo por periodo

prolongado (seis semanas). Além disso, essas nanoparticulas apresentaram elevada
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atividade citotoxica contra linhagem de células humanas de retinoblastoma (Y79),
sendo em torno de cem vezes mais ativas que o etoposideo puro.

O copolimero de 1,3-bis(p-carboxifenoxi)propano e acido sebécico foi utilizado
na elaboracdo de implantes de etoposideo, os quais foram inseridos no espaco
subconjuntival de olhos de coelhos para avaliagdo farmacocinética. Neste estudo, os
de cicatrizagdo da cirurgia filtrante antiglaucomatosa. Desta forma, antes da
implantacdo dos dispositivos poliméricos no olho, os animais foram submetidos ao
procedimento cirdrgico. Foi verificado que a concentracdo de etoposideo nos tecidos
oculares adjacentes ao local da cirurgia permaneceu dentro do intervalo terapéutico
para inibicdo da proliferacéo dos fibroblastos (UPPAL et al., 1994).

Em vista do exposto, este trabalho propde o desenvolvimento de implantes
biodegradaveis contendo etoposideo destinados a futura aplicagdo no tratamento de

retinoblastoma.
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4 MATERIAL

4.1 Substancias quimicas de referéncia (SQR), amostras e polimeros

- etoposideo SQR (USP, EUA), lote: H1K394, teor: 99,7%.

- etoposideo matéria-prima (Quiral Quimica, Brasil), teor: 97,98%;
- PCL MM 14000 daltons (Sigma-Aldrich, EUA);

- PLGA na proporgéo de 75:25 (Boehring Ingelheim, Alemanha).

4.2 Reagentes e vidraria

- acetonitrila grau cromatogréafico;

- 4gua destilada e a4gua deionizada em sistema Milli-Q®;

- pipetas, buretas e baldes volumétricos calibrados;

- béqueres, tubos com rosca, e kit de filtracao;

- reagentes grau analitico: acido acético, cloreto de sodio, fosfato de potassio
monobasico anidro, fosfato de sodio bibasico anidro, cloreto de potassio, cloreto de

célcio, cloreto de magneésio, acetato de sédio, citrato de sodio, hidroxido de sédio.

4.3 Equipamentos

- agitador magnético com aquecimento Thelga TMA20CF,;

- analisador termogravimétrico Mettler Toledo TGA/SDTA851¢;

- aparelho de ultra-som Bransonic 220;

- balanca analitica Sartorius BP210D com precisao de 0,01 mg;

- calorimetro Mettler Toledo DSC822¢;

- cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Thermo Surveyor System, com
forno, bomba quartenaria, injecdo automatica, detector de arranjo de diodos (DAD) e
software ChromQuest 4.2;

- difratbmetro de raios-X Philips modelo PW 3710;

- espectrofotbmetro de absorcdo no infravermelho Perkin Elmer Spectrum
1000;
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- evaporador rotativo lka RV 10 Digital V;

- incubadora automatica digital Golden;

- incubadora com agitacéo orbital Tecnal TE420;

- microscépio eletrénico de varredura Jeol JSM-6360LV;

- microscopio trinocular Zeiss - Primo Star. Camera Canon PowerShot A650;
- paquimetro digital 150 mm Mitutoyo 500-144;

- capela de fluxo laminar vertical Veco - Biosafe 12.

4.4 Colunas cromatograficas

- coluna cromatografica Ace C18 (250 x 4,6 mm; 5 ym) — ACT,;

- coluna cromatografica Zorbax SB-Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 ym) — Agilent.

4.5 Animais

Coelhos albinos machos Nova Zelandia, pesando entre 2,0 e 2,5 kg, foram
adquiridos da Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Durante o periodo do estudo, os animais foram

mantidos no biotério da Fundacéo Ezequiel Dias (Funed) em Belo Horizonte.
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5 METODOS

5.1 Preparo dos implantes constituidos de etoposideo e PCL

Os implantes foram preparados por moldagem a quente da mistura
constituida por PCL e etoposideo (1:1). O farmaco foi disperso no polimero fundido e
a mistura obtida foi moldada, em uma placa de Teflon® aquecida a 60 °C, na forma
de cilindros com aproximadamente 0,6 mm de diametro, 6,3 mm de comprimento e
massa de 2,2 mg. Implantes sem farmaco também foram preparados utilizando o

procedimento descrito anteriormente.

5.2 Desenvolvimento e validacdo de método analitico por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) para quantificacdo de etoposideo em implantes de
PCL

5.2.1 Preparo das solucdes padrdo, amostra, PCL e de resolucéao

Solucédo padréo estoque de etoposideo (250 pg/mL): aproximadamente 25 mg
de etoposideo SQR foram exatamente pesados e transferidos para baldo
volumétrico de 100 mL. Adicionaram-se 50 mL de acetonitrila para completa
solubilizac&o e o volume foi ajustado com acido acético 4% (v/v).

Solucdo estoque de etoposideo (250 pg/mL): aproximadamente 25 mg de
etoposideo matéria-prima foram exatamente pesados e transferidos para baldo
volumétrico de 100 mL. Adicionaram-se 50 mL de acetonitrila para completa
solubilizacéo e o volume foi ajustado com acido acético 4% (v/v).

Solucdo amostra: cinco implantes contendo etoposideo e PCL foram pesados
e transferidos para baldo volumétrico de 50 mL. Adicionaram-se 25 mL de
acetonitrila para completa solubilizacdo e o volume foi ajustado com &cido acético
4% (v/v). Transferiram-se 15 mL da solucéo obtida para baldo volumétrico de 50 mL
e o volume foi ajustado com tampéo fosfato salina, pH 7,4 (PBS), obtendo-se uma

solucdo cuja concentracdo de etoposideo foi de aproximadamente 35 pg/mL. A
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solucdo de PBS foi preparada conforme procedimento descrito na Farmacopeia
Britanica (BRITISH..., 2012).

Solucéo estoque de PCL (700 pg/mL): aproximadamente 35 mg de PCL foram
exatamente pesados e transferidos para baldo volumétrico de 50 mL. Adicionaram-
se 30 mL de acetonitrila para completa solubilizacdo e o volume foi ajustado com
mesmo solvente.

Solucgéo diluida de PCL (35 pg/mL): Transferiram-se 5 mL da solucao estoque
de PCL para baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi ajustado com mistura de
acetonitrila, acido acético 4% (v/v) e PBS (15:15:70).

Solugéo de resolucdo: em uma aliquota de 10 mL da solucao padrao estoque
de etoposideo, foram adicionados 0,1 mL de solugéo alcodlica de fenolftaleina 1%
(p/v) e solucdo de hidroxido de sodio 1 mol/L até coloracdo levemente rosa. A
solucdo foi mantida em repouso por quinze minutos e, em seguida, 0,1 mL de

solucéo de acido acético 4% (v/v) foram adicionados.

5.2.2 Determinacao das condicOes analiticas

As condic¢des analiticas para quantificacdo de etoposideo em implantes foram
definidas considerando o método descrito na Farmacopeia Internacional 42 edicéo
(INTERNATIONAL..., 2006) para o doseamento de etoposideo em matéria-prima
farmacéutica. O método farmacopeico preconiza o emprego de coluna C18 (250 x
4,6 mm; 10 um), fluxo de 2 mL/min, volume de injecdo de 10 uL, deteccdo a 285 nm
e fase movel composta por acetonitrila e acido acético 4% (v/v) (24:76).

Com o objetivo de reduzir o tempo de analise, foram avaliadas trés diferentes
proporcdes de acetonitrila na fase movel (24%; 27% e 30%). Para cada condicdo
analitica testada, foram realizadas trés injecbes da solucdo de resolugcdo no
equipamento e avaliados o tempo de retencédo do etoposideo e a resolucdo entre 0s

picos do antitumoral e de seu produto de degradacao (picroetoposideo).
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5.2.3 Condicoes cromatoqgraficas

As andlises cromatogréficas foram realizadas em cromatografo Thermo
Surveyor System provido de detector ultravioleta (DAD) a 285 nm e coluna Ace C18
(250 x 4,6 mm; 5 ym), mantida a 25 °C. A eluicéo foi realizada de forma isocrética,
com fase movel constituida por acetonitrila e &cido acético 4% (v/v) (30:70), e fluxo

de 2 mL/min. O volume de injecéo foi de 25 pL.

5.2.4 Avaliacdo da adequacdo do sistema

A adequabilidade do sistema foi determinada pela injecdo de 25 uL da
solucdo de resolucdo e subsequente avaliagdo da resolucdo entre os dois picos
principais do cromatograma (etoposideo e picroetoposideo), desconsiderando o0 pico
referente a fenolftaleina.

5.2.5 Validacao

A validacao foi realizada segundo os procedimentos descritos na Resolucéo
RE n° 899/2003 e em outros guias nacionais e internacionais (BRASIL, 2003; ICH,
2005; INMETRO, 2011).

5.2.5.1 Seletividade

Para avaliacdo da seletividade do método cromatografico, foram preparados,
por diluicio em PBS, a partir da solucdo padrao estoque de etoposideo, dois grupos
de solucdes: um grupo constituido por seis solu¢cdes de etoposideo na concentracao
de 35 pg/mL; e outro contendo seis solucdes de etoposideo (35 pg/mL) adicionadas
de PCL (35 pg/mL). A seletividade foi avaliada pela comparacdo da concentracao
média de etoposideo dos dois grupos de soluces por meio do teste t de Student
(a = 0,05). O teste F (Snedecor) (a = 0,05) foi aplicado para avaliar a

homocedasticidade (INMETRO, 2007). Além disso, foi avaliada a pureza espectral
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dos picos de etoposideo obtidos em cromatogramas das solu¢gdes de etoposideo e
das soluctes de etoposideo e PCL, com auxilio do detector DAD. O cromatograma

obtido para a solucéo diluida de PCL também foi avaliado.

5.2.5.2 Linearidade

Foram feitas diluicdes, em triplicata, a partir da solucdo padréo estoque de
etoposideo para obter as concentragcdes de 5; 20; 35; 50 e 65 ug/mL (Tabela 1).
Para o preparo destas solugdes, PBS foi utilizado como diluente.

Tabela 1 - Solugfes diluidas de etoposideo para obtencéo de curva analitica e
avaliacdo da linearidade do meétodo por CLAE para quantificacdo de

etoposideo em implantes de PCL

Volume da solugéo padréao Concentragao de
] PBS g.s.p. (mL) ]
estoque de etoposideo (mL) etoposideo (ug/mL)
1 50 5
4 50 20
7 50 35
10 50 50
13 50 65

Legenda: g.s.p. - quantidade suficiente para.

A curva analitica foi plotada para a concentracdo de etoposideo versus a area
do pico. Foram obtidas duas curvas analiticas em dois dias diferentes.

Para cada curva analitica, foi calculada a equacédo da reta pelo método dos
minimos quadrados ordinarios e realizada a analise da adequacdo do modelo
proposto, que consistiu em avaliar: o desvio de linearidade por meio da analise de
variancia (ANOVA); e a analise de residuos que compreendeu a verificacdo da
normalidade dos residuos pelo teste de Ryan-Joiner, da homocedasticidade pelo
teste de Levene modificado por Brown e Forsythe e da independéncia dos residuos
por meio do teste de Durbin-Watson (INMETRO, 2011; SOUSA; JUNQUEIRA,
2005). A andlise de covariancia (ANCOVA) foi utilizada para a comparacdao das
curvas analiticas obtidas em dias diferentes (SNEDECOR; COCHRAN, 1996).
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5.2.5.3 Precisdo

A precisao intradia foi avaliada por meio de trés determinacbes em trés
concentragdes diferentes: baixa (5 pg/mL); média (35 pg/mL) e alta (65 pg/mL). As
solucbes analisadas foram preparadas pela incorporacao de etoposideo na solucéo
estoque de PCL (Tabela 2). Para avaliagdo da precisao interdias, 0 mesmo
procedimento foi adotado, realizando-se analises em dois dias consecutivos. Em
cada andlise, o teor de etoposideo e o desvio padrdo relativo (DPR) foram

determinados.

Tabela 2 - Diluicbes e concentra¢cdes das solucdes para avaliacdo da precisao
do método por CLAE para quantificacdo de etoposideo em implantes de PCL

Volume da solucéo Volume da PBS | Concentracdo | Concentragcéo
estoque de solucao estoque | g.s.p. | de etoposideo de PCL
etoposideo (mL) de PCL (mL) (mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
1 2,5 50 5 35
7 2,5 50 35 35
13 2,5 50 65 35

Legenda: g.s.p. - quantidade suficiente para.

5.2.5.4 Exatiddo

A exatiddo foi avaliada pelo ensaio de recuperacdo, no qual quantidades
conhecidas de etoposideo SQR foram adicionadas a solucao estoque de PCL.

As solugbes foram preparadas, em triplicata, conforme as diluicdes
apresentadas na Tabela 2, sendo que a solucdo estoque de etoposideo foi
substituida pela solucdo padrdo estoque de etoposideo. As analises foram
realizadas em dois dias consecutivos, de forma a avaliar a exatiddo intradia e

interdias. A porcentagem de recuperacéo e o DPR foram calculados.



Métodos 55

5.2.5.5 Limite de guantificacao

O limite de quantificagdo foi estimado a partir dos parametros da curva
analitica, conforme Equacgéo 1:

LQ = 10% (1)

em que, o é o desvio padrao das respostas e b é a inclinagdo da curva analitica
(ICH, 2005). Entédo, foram analisadas, em triplicata, solu¢cdes placebo contendo
etoposideo em quatro diferentes concentragbes: 1; 1,5; 1,75 e 2 uyg/mL. A
concentracdo média, o DPR e a porcentagem de recuperacdo meédia foram
calculados.

5.2.5.6 Robustez

O método proposto por Youden e Steiner (1975) foi empregado para avaliar a
robustez do método cromatografico. Nesse teste, sete parametros analiticos foram
selecionados e investigados em dois niveis conforme indicados por letras
maiusculas (correspondentes as condicbes analiticas em seus valores nominais) e

letras minusculas (condicbes com uma pequena variacéo) na Tabela 3.

Tabela 3 - Parametros analiticos e variacfes utilizadas em estudo de robustez

do método por CLAE para quantificacdo de etoposideo em implantes de PCL

Condicdes | Condicdes

Parametros analiticos e .
nominais modificadas

Proporcao de acetonitrila na fase mével (%) 30 - A| 32 - a
Concentracao de acido acético na fase movel (% v/v) 4 - B| 42 - b
Temperatura do compartimento das amostras* (°C) 25 - C| 3 - c
Temperatura da coluna (°C) 25 - D| 30 - d
Fluxo da fase movel (mL/min) 2 - E|] 18 - e
Proporcdo de acetonitrila nas solucbes padrdo e da 13 - E 20 - f
amostra de etoposideo (%)

Comprimento de onda de detecc¢do (nm) 285 - G| 287 - ¢

Nota: * Temperatura do compartimento do cromatégrafo destinado ao armazenamento das amostras.
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Oito ensaios foram realizados, em ordem aleatéria, de acordo com o
planejamento experimental apresentado na Tabela 4. Em cada experimento, foram
empregadas trés solugdes (solucao de resolucéo, solugdo amostra e solugcéo padréo
de etoposideo na concentracdo de 35 pg/mL), para as quais foram realizadas trés
injecbes no equipamento. Apds a alteracdo das condi¢cbes analiticas, foram
aguardados 20 minutos para estabilizacao do sistema.

Os resultados de cada experimento estéo representados pelas letras de S a Z
(Tabela 4). A partir desses resultados, o efeito de cada parametro analitico foi
estimado pela diferenca entre a média dos resultados das quatro analises com letra
mailscula (condi¢ces nominais) e a média dos resultados das quatro andlises com
letra mindscula (condi¢cBes alternativas) (YOUDEN; STEINER, 1975). Assim, para
avaliar a influéncia, por exemplo, do comprimento de onda no resultado final das
analises, a Equacéo 2 apresentada a seguir foi utilizada:

g= (S+V2X+Y)_(I'+UJ;W+Z) )

Tabela 4 - Matriz de planejamento fatorial dos parametros analiticos para

Efeito G/

avaliacdo da robustez de acordo com teste de Youden e Steiner (1975)

. » Combinacéo fatorial
Parametros analiticos

1 2 3 4 5 6 7 8

Proporcao de acetonitrila na fase moével A|lA|A|A]|a a a a

Concentracdo de acido acético na fase
movel

Temperatura do compartimento das

amostras
Temperatura da coluna D | D d d d d D | D
Fluxo da fase movel E e E e e E e E

Proporcdo de acetonitrila nas solucdes

padrdo e amostra de etoposideo

Comprimento de onda de deteccao G| g g | G| g |G| G| g

Resultados S T U vV | W X Y Z
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O efeito da resposta devido a alteracdo do parametro analitico foi considerado
significativo quando o valor da diferenca foi superior a (s\/i) em que s € o desvio

padrao entre os oito resultados (BEDREGAL et al., 2008).
Foi avaliada a influéncia dos sete parametros analiticos sobre a area do pico,
tempo de retencao, assimetria, nUmero de pratos tedéricos, resolucdo e conteudo de

etoposideo nos implantes.

5.3 Quantificacdo de etoposideo em implantes de PCL

Foram preparadas, em sextuplicata, a solugcdo padrdo de etoposideo a
35 pg/mL (por diluicdo da solucdo padrédo estoque de etoposideo) e a solucéo
amostra (conforme descrito no item 5.2.1). As solu¢cbes foram analisadas pelo
método cromatografico desenvolvido e validado. O teor de etoposideo nos implantes
de PCL foi expresso em porcentagem do valor rotulado (50% p/p).

5.4 Caracterizacdo dos implantes constituidos de etoposideo e PCL

Os implantes desenvolvidos foram caracterizados pelos métodos de
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (Fourier
transform infrared spectroscopy - FTIR), analise térmica, difracdo de raios-X em
baixo angulo (scanning electron microscopy - WAXS) e microscopia eletrénica de

varredura (scanning electron microscopy - SEM).

5.4.1 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos para o etoposideo,
PCL, mistura fisica (mistura dos componentes da formulacéo, isto é, farmaco e
polimero) e implante. Foi empregada a técnica de Reflexdo Total Atenuada, na faixa

de 650 a 4000 cm™, a partir de 32 varreduras com resolucdo de 4 cm™.
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5.4.2 Anélise térmica

5.4.2.1 Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas foram obtidas utilizando cerca de 5 mg das
amostras (etoposideo e implantes) colocados em cadinhos de alumina (70 uL). As
amostras foram analisadas a partir de 30 °C até 500 °C, com razdo de aquecimento
de 10 °C/min.

5.4.2.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As analises de DSC foram realizadas utilizando cerca de 3 mg das amostras
(etoposideo, PCL, mistura fisica, implante) colocados em cadinhos de aluminio
(40 uL) fechados e perfurados. As amostras foram submetidas ao aquecimento de
30 a 300 °C, sob atmosfera de nitrogénio (fluxo 50 mL/min), com razdo de

aquecimento de 10 °C/min.

5.4.3 Difracdo de raios-X em baixo anqulo

A WAXS foi realizada em difratbmetro de raios-X com alvo de cobre
(I1=1,54 A) e equipado com filtro de niquel. Foram feitas varreduras a partir de 26 na
faixa de 1 a 90° a uma taxa de 1°/min. O padrédo de difracdo de raios-X foi obtido

para o etoposideo, PCL e implante.

5.4.4 Microscopia eletrénica de varredura

A SEM foi realizada utilizando um microscépio Jeol operando a 15 kV. Os
implantes recentemente preparados foram criofraturados e montados em suportes
(stubs) de aluminio com o auxilio de fita dupla-face. As amostras foram submetidas a
um processo de metalizagdo com ouro, sob atmosfera de argbnio, durante 60

segundos.



Métodos 59

A superficie dos implantes foi visualizada nos aumentos de 100X, 120X,
1500X e 5000X. As imagens obtidas foram ajustadas utilizando os programas Adobe
Photoshop e Adobe lllustrator (Adobe Systems Incorporated).

5.5 Uniformidade de conteudo

O teste foi realizado de acordo com o método de uniformidade de conteudo
descrito na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). De forma resumida, dez
unidades de implantes foram pesadas individualmente. Cada implante foi transferido
para um bal@o volumétrico de 10 mL e dissolvido em mistura de acetonitrila e acido
acético 4% (v/v) (1:1). Foram transferidos 3 mL da solucdo obtida para baldo
volumétrico de 10 mL e o volume foi ajustado com PBS. O conteudo de etoposideo
para cada unidade foi determinado pelo método cromatografico desenvolvido e
expresso em porcentagem do valor rotulado (50% p/p).

5.6 Processo de esterilizacao dos implantes constituidos de etoposideo e PCL

Os implantes foram esterilizados por meio de exposicdo a luz ultravioleta

(A=254 nm), em capela de fluxo laminar, por 30 minutos (PATEL et al., 2009).

5.6.1 Avaliaciao da estabilidade dos implantes frente ao processo de

esterilizacdo

Para avaliar a estabilidade do etoposideo quando submetido ao processo de
esterilizacdo, foi obtida, conforme descrito no item 5.4.2.2, a curva de DSC do
etoposideo exposto a radiagdo ultravioleta (A=254 nm) por 30 minutos. Também
foram avaliados os espectros na regido do infravermelho (item 5.4.1) do implante e
do farmaco submetidos ao mesmo tratamento. Além disso, foi determinado, pelo
método por CLAE, o teor de etoposideo em amostras de implantes submetidos e
nao submetidos a radiacdo ultravioleta pertencentes ao mesmo lote. Os teores

médios (n=7) obtidos para ambas as amostras foram comparados por meio do teste
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t de Student (a = 0,05). O teste F (Snedecor) foi aplicado para avaliar a

homocedasticidade (a = 0,05).

5.6.2 Teste de esterilidade

Para avaliacdo da eficacia do processo de esterilizacdo, uma amostra dos
implantes estéreis foi submetida ao teste de esterilidade conforme método direto
descrito na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). Sob condi¢cdes assépticas, 0s
implantes (n = 10% do numero de implantes do lote produzido para cada meio de
cultura) foram adicionados aos tubos contendo caldo caseina soja ou meio fluido
tioglicolato. Apos a inoculagdo, os tubos contendo meio fluido tioglicolato e caldo
caseina-soja foram incubados, respectivamente, a 35 °C e 25 °C, por quatorze dias.
Durante esse periodo, foi avaliada a presenca de crescimento microbiano. Antes da
execucado do experimento, foram avaliadas a compatibilidade fisico-quimica dos
implantes com os meios de cultura e a atividade bacteriostatica e fungistatica dos

implantes frente a alguns microrganismos (BRASIL, 2010).

5.7 Avaliacdo in vitro da perda de massa dos implantes constituidos de

etoposideo e PCL

Os implantes de etoposideo e PCL (n=5), previamente pesados, foram
colocados em frascos de vidro individuais e imersos em 30 mL de PBS. Esses
frascos foram incubados a 37 °C, sob agitacdo (30 rpm), e em intervalos de tempo
pré-estabelecidos, os implantes foram removidos do PBS e secados por 72 horas
em dessecador a vacuo a temperatura ambiente. Em seguida, o peso seco final foi
registrado e a porcentagem de perda de massa foi calculada pela Equacédo 3 (LI et
al., 2013):

% perda de massa = WHOO 3)
em que, m; é a massa inicial do implante e m; é a massa final do implante no

intervalo de tempo pré-estabelecido.
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5.8 Avaliacdo da absorcao de agua pelos implantes constituidos de etoposideo
e PCL

Os implantes foram mantidos sob as mesmas condigbes descritas no item
5.7. Em periodos de tempo pré-definidos, os implantes foram retirados do meio de
incubacdo e o excesso de liquido presente na superficie do implante foi removido
com papel de filtro. Em seguida, os implantes foram pesados e a porcentagem de
absorcédo de agua foi calculada pela Equacao 4:

u _ms)

Absorcao de agua (%) = (m ——=x100 (4)

S
em que, m, € mg sdo, respectivamente, as massas do implante umido e seco no

intervalo de tempo pré-estabelecido.
5.9 Estudo de liberacgéo in vitro do etoposideo a partir dos implantes de PCL

A liberacdo in vitro do etoposideo a partir dos implantes foi realizada em
incubadora a 37 °C sob agitacéo (30 rpm), respeitando as condi¢cdes sink. Segundo
a Farmacopeia Americana (UNITED..., 2012), as condicdes sink sao definidas como
um volume de meio de dissolucdo correspondente a, no minimo, trés vezes aquele
necessario para obter uma solucdo saturada do farmaco. Assim, os implantes (n=5)
foram colocados em frascos de vidro contendo 30 mL de PBS, volume necessario
para assegurar as condi¢des sink, visto que a solubilidade do etoposideo em PBS a
37 °C é de 125,93 pg/mL (SHAH et al.,, 1989). Em intervalos de tempo pré-
estabelecidos, 15 mL do meio de incubacao foram coletados e 15 mL de PBS recém
preparado foram adicionados a cada frasco. A quantidade de farmaco liberado foi
determinada por CLAE. O perfil de liberacdo foi avaliado como percentual

acumulado de etoposideo liberado no meio durante 150 dias.

5.10 Avaliacao do potencial toxico dos implantes de PCL contendo etoposideo
empregando o teste em membrana corion-alantéide de ovo embrionado de
galinha (teste HET-CAM)

Foram utilizados ovos embrionados de galinha da espécie Gallus domesticus

e da linhagem Ross, que foram adquiridos junto ao Incubatério da Rivelli Industria de
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Alimentos, localizado no municipio de Mateus Leme — MG. Os ovos foram incubados
na posicdo horizontal com rotagcdo constante por dez dias, a temperatura de
37 £ 1 °C e umidade relativa de aproximadamente 60%. No 10° dia de incubac&o, foi
feita uma abertura circular na regido da camara de ar da casca dos ovos,
evidenciando a membrana da casca. Nesta etapa, 0s ovos nao viaveis (ovos nao
embrionados ou cujo embrido estava morto) foram descartados. Ap6s a membrana
coérion-alantéide (MCA) ser exposta, foram aplicados sobre ela 300 yL das amostras:
solucdo de hidroxido de sédio 0,1 mol/L (controle positivo); solu¢do de cloreto de
sédio 0,9% (p/v) (controle negativo); etoposideo lixiviado de implantes poliméricos
apos sete dias de incubagcdo em PBS; solucéo de etoposideo 24,9 pg/mL preparada
em dimetilsulféxido (DMSO) 1% (v/v); DMSO 1% (v/v) e PBS em que implantes de
PCL sem farmaco foram incubados por sete dias. Implantes de PCL com e sem
etoposideo também foram introduzidos diretamente sobre a MCA. Apdés vinte
segundos de contato entre a amostra e a MCA, a membrana foi lavada com solugéo
de cloreto de sodio 0,9% (p/v), examinada visualmente por cinco minutos e
graduada para os efeitos irritantes, de acordo com a Tabela 5 (ALANY et al., 2006;
LUEPKE; KEMPER, 1986). As MCA também foram examinadas em microscopio

optico.

Tabela 5 - Escores para as alteracdes observadas na MCA do ovo embrionado

de galinha
Efeitos Tempo (1
t<30s 30s<t<2min | 2min<t<5min
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacao 9 7 5

Fonte: ALANY et al., 2006, p. 148.

Os aspectos observados para cada efeito foram:

- hiperemia: o aparecimento de capilares que antes ndo eram visiveis e/ou a
dilatacdo dos vasos visiveis;

- hemorragia: a difusdo de sangue no meio;

- coagulacdo: o aparecimento de manchas avermelhadas ou de grumos

esbranquicados.
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Foram utilizados seis ovos para cada amostra, sendo que para cada ovo,
foram somadas as pontuacfes de cada efeito observado. A média do somatério dos
escores dos seis ovos foi utilizada para determinar a classificagdo final das
amostras, conforme descrito na Tabela 6.

Tabela 6 - Relacdo entre o escore da resposta vascular e o potencial de

irritagéo das amostras

Escore cumulativo Potencial de irritagéo
0a0,9 N&o irritante
1,0a4,9 Ligeiramente irritante
50a8,9 Moderadamente irritante
9,0a21 [rritante

Fonte: ALANY et al., 2006, p. 148.

5.11 Preparo dos implantes constituidos de etoposideo e PLGA

Para a confeccéo dos implantes, foi preparada uma solucéo, em acetonitrila,
contendo etoposideo e PLGA na propor¢cdo 1:2. O solvente foi eliminado em
evaporador rotativo sob pressao reduzida e o filme resultante foi modelado a quente
em uma placa de Teflon®, para a producdo de implantes cilindricos com
aproximadamente 0,4 mm de diametro, 8 mm de comprimento e massa de 1,8 mg.
Também foram preparados implantes sem farmaco usando o procedimento descrito

anteriormente.

5.12 Desenvolvimento e validacdo de meétodo analitico por CLAE para

guantificacdo de etoposideo em implantes de PLGA

5.12.1 Preparo das solucdes padrdo, amostra, PLGA e de resolucdo

Solucao padréo estoque de etoposideo (250 pg/mL): aproximadamente 25 mg

de etoposideo SQR foram exatamente pesados e transferidos para balédo
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volumétrico de 100 mL. Adicionaram-se 40 mL de acetonitrila para completa
solubilizagéo e o volume foi ajustado com tampé&o acetato pH 4,56 (0,05 mol/L).

Solugédo estoque de etoposideo (250 pg/mL): aproximadamente 25 mg de
etoposideo matéria-prima foram exatamente pesados e transferidos para baldo
volumétrico de 100 mL. Adicionaram-se 40 mL de acetonitrila para completa
solubilizagéo e o volume foi ajustado com tampéao acetato pH 4,56 (0,05 mol/L).

Solugdo amostra: quatro implantes constituidos de etoposideo e PLGA foram
pesados e transferidos para baldo volumétrico de 100 mL. Adicionaram-se 40 mL de
acetonitrila para completa solubilizacdo e o volume foi ajustado com mistura de
tampéo acetato pH 4,56 (0,05 mol/L) e PBS (5:95), obtendo-se uma solucdo cuja
concentracao de etoposideo foi de aproximadamente 24 pg/mL.

Solucdo estoque de PLGA (500 pg/mL): aproximadamente 25 mg de PLGA
foram exatamente pesados e transferidos para baldo volumétrico de 50 mL.
Adicionaram-se 40 mL de acetonitrila para completa solubilizacdo e o volume foi
ajustado com o mesmo solvente.

Solucédo diluida de PLGA (50 pg/mL): 5 mL da solucdo estoque de PLGA
foram transferidos para baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi ajustado com a
mistura de acetonitrila, tampéao acetato pH 4,56 (0,05 mol/L) e PBS (37:3:60).

Solucéo de resolugcédo: em uma aliquota de 10 mL da soluc&o padrao estoque
de etoposideo, foram adicionados 0,1 mL de solucdo alcodlica de fenolftaleina 1%
(p/v) e solucdo de hidroxido de sodio 1 mol/L até coloracdo levemente rosa. A
solucdo foi mantida em repouso por quinze minutos e, em seguida, 0,1 mL de

solucéo de acido acético 4% (v/v) foram adicionados.

5.12.2 Determinacdo das condicdes analiticas

Durante o desenvolvimento do método cromatografico, inicialmente, foram
consideradas as condicbes analiticas descritas por Tian et al. (2006), que
preconizavam o emprego de coluna fenil, de 250 mm de comprimento, fase moével
composta por acetonitrila e tampao acetato pH 4,5 (30:70) e fluxo de 1 mL/min.
Visando a reducéo do tempo de analise, foram avaliados diferentes fluxos (1,7; 1,9 e

2 mL/min) e propor¢des de acetonitrila na fase movel (30; 35; 38 e 40%). Para cada
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condicao analitica testada, foram realizadas trés injecdes da solucdo de resolucéo

no equipamento.

5.12.3 Condicdes cromatoqraficas

As andlises cromatogréficas foram realizadas em cromatégrafo Thermo
Surveyor System provido de DAD a 247 nm e coluna Zorbax SB-Phenyl (250 x 4,6
mm; 5 ym), mantida a 25 °C. A eluicdo foi realizada de forma isocratica, com fase
movel constituida por mistura de acetonitrila e tampao acetato pH 4,56 (0,05 mol/L)
(38:62), e fluxo de 1,9 mL/min. O volume de inje¢é&o foi de 25 pL.

5.12.4 Avaliacao da adequacado do sistema

A adequacgédo das condi¢cdes cromatograficas foi avaliada conforme descrito

no item 5.2.4.

5.12.5 Validacéo

A validacao foi realizada segundo os procedimentos descritos na Resolucao
RE n° 899/2003 e em outros guias nacionais e internacionais (BRASIL, 2003; ICH,
2005; INMETRO, 2011).

5.12.5.1 Seletividade

Para avaliacdo da seletividade, foram preparados, em mistura de acetonitrila
e PBS (40:60), dois grupos de solucdes a partir da diluicdo da solucdo padréo
estoque de etoposideo: um grupo constituido de seis solucbes de etoposideo na
concentracdo de 25 upg/mL; e outro contendo seis solucbes de etoposideo
(25 pg/mL) adicionadas de PLGA (50 pg/mL). A seletividade foi avaliada conforme

procedimento descrito no item 5.2.5.1.
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5.12.5.2 Linearidade

Foram feitas diluicbes, em triplicata, da solucdo padrdo estoque de
etoposideo para obter as concentracbes de 5; 15; 25; 35 e 45 ug/mL (Tabela 7).
Para o preparo dessas solucdes, a mistura de acetonitrila e PBS (40:60) foi utilizada

como diluente.

Tabela 7 - Solucdes diluidas de etoposideo para obtencéo de curva analitica e
avaliacdo da linearidade do método por CLAE para quantificacdo de

etoposideo em implantes de PLGA

Volume da solucéo padréo Acetonitrila:PBS Concentracao de
estoque de etoposideo (mL) (40:60) g.s.p. (mL) etoposideo (ug/mL)
1 50 5
3 50 15
5 50 25
7 50 35
9 50 45

Foram obtidas duas curvas analiticas em dois dias diferentes. Para cada

curva, foi realizada a analise de regressao como descrito no item 5.2.5.2.

5.12.5.3 Precisao

A precisao intradia foi avaliada por meio de trés determinacfes em quatro
concentragbes diferentes: 2; 5; 25 e 45 ug/mL. As solugbes analisadas foram
preparadas pela incorporacdo de etoposideo na solucdo estoque de PLGA (Tabela
8). Para avaliacdo da precisdo interdias, o mesmo procedimento foi adotado,
realizando-se as analises em dois dias consecutivos. Em cada andlise, o teor de

etoposideo e o DPR foram determinados.



Métodos 67

Tabela 8 - Diluicbes e concentra¢gdes das solugbes para avaliagcdo da precisao

do método por CLAE para quantificacdo de etoposideo em implantes de PLGA

Volume da Volume da | Acetonitrila
Concentracdo | Concentracao
solucéao solucéao e PBS )
de etoposideo de PLGA
estoque de estoque de (40:60)
] (ng/mL) (ng/mL)
etoposideo (mL) | PLGA (mL) g.s.p. (mL)
1,6 20 200 2 50
1 5 50 5 50
5 5 50 25 50
9 5 50 45 50

5.12.5.4 Exatidao

Foram preparadas, em triplicata, solu¢cdes contendo etoposideo e PLGA
conforme as diluicbes descritas na Tabela 8, sendo que a solucdo estoque de
etoposideo foi substituida pela solucdo padrdo estoque de etoposideo. As analises
foram realizadas em dois dias consecutivos, de forma a avaliar a exatidao intradia e

interdias. A porcentagem de recuperacao e o DPR foram calculados.

5.12.5.5 Limite de quantificacdo

O limite de quantificacdo foi estimado conforme procedimento descrito em
item 5.2.5.5, sendo que foram analisadas solu¢des contendo PLGA (50 upg/mL) e

etoposideo em diferentes concentracdes (0,25; 0,5 e 1 pg/mL).

5.12.5.6 Robustez

A robustez foi avaliada pela alteracdo de duas condicGes analiticas:
proporcdo de acetonitrila na fase movel e fluxo da fase moével (Tabela 9). As
solucdes padréao de etoposideo (25 ug/mL), amostra (aproximadamente 25 ug/mL) e

de resolucdo foram analisadas, em sextuplicata, sob as condicdes nominais e
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modificadas. A significAncia da influéncia dessas condi¢des analiticas sobre o tempo
de retencdo, a resolucdo entre o pico de etoposideo e de seu produto de
degradacdo, e o teor de farmaco nos implantes foi avaliada pelo teste de t de
Student (a = 0,05).

Tabela 9 - Parametros analiticos e variacGes utilizadas para avaliacdo da
robustez do método por CLAE para quantificacdo de etoposideo em implantes
de PLGA

. » Condicdes Condicdes
Parametros analiticos o .
nominais modificadas
Proporcéo de acetonitrila na fase mével (%) 38 39
Fluxo da fase mével (mL/min) 1,9 1,8

5.13 Quantificacdo de etoposideo em implantes de PLGA

Foram preparadas, solucdo padréo de etoposideo e solugdo amostra (n=6) na
concentracao de trabalho (25 pg/mL), conforme descrito no item 5.12.1. As solucdes
foram analisadas pelo método cromatografico desenvolvido e validado. O teor de
etoposideo nos implantes de PLGA foi expresso em porcentagem do valor rotulado
(33,3% p/p).

5.14 Caracterizacdo dos implantes constituidos de etoposideo e PLGA

Os implantes desenvolvidos foram caracterizados por FTIR, andlise térmica e
SEM.

5.14.1 Espectroscopia na reqgido do infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros na regidao do infravermelho foram obtidos para as amostras
(etoposideo, PLGA, mistura fisica e implante) conforme procedimento descrito em
item 5.4.1.
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5.14.2 Anédlise térmica

5.14.2.1 Termogravimetria

As curvas termogravimétricas foram obtidas utilizando cerca de 5 mg das
amostras (etoposideo, PLGA, mistura fisica e implantes) colocados em cadinhos de
alumina (70 pL). As amostras foram analisadas a partir de 30 °C até 700 °C, com

razao de aquecimento de 10 °C/min.

5.14.2.2 Calorimetria exploratoéria diferencial

As analises de DSC foram realizadas utilizando cerca de 3 mg das amostras
(etoposideo, PLGA, mistura fisica e implantes) colocados em cadinhos de aluminio
(40 uL) fechados e perfurados. As amostras foram submetidas ao aquecimento de
30 a 250 °C, sob atmosfera de nitrogénio (fluxo 50 mL/min), com razédo de

aquecimento de 10 °C/min.

5.14.3 Microscopia eletrbnica de varredura

A SEM foi realizada de acordo com o procedimento apresentado no item
5.4.4.

5.15 Uniformidade de contelido

O teste foi realizado de acordo com o método de uniformidade de conteudo
descrito na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). De forma resumida, dez
unidades foram pesadas individualmente e o conteddo de farmaco determinado para
cada unidade, por CLAE. Para o doseamento, cada implante foi transferido para um
baldo volumétrico de 25 mL e dissolvido em 10 mL de acetonitrila. O volume foi
ajustado com mistura de tampao acetato pH 4,56 (0,05 mol/L) e PBS (5:95). O

contetdo de etoposideo foi expresso em porcentagem do valor rotulado (33,3% p/p).
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5.16 Processo de esterilizacdo dos implantes constituidos de etoposideo e
PLGA

Os implantes foram esterilizados por meio de exposicdo a luz ultravioleta
(A=254 nm) por 30 minutos (PATEL et al., 2009).

5.16.1 Avaliacdo da estabilidade dos implantes frente ao processo de

esterilizacao

Para avaliar a estabilidade do etoposideo quando submetido ao processo de
esterilizacdo, farmaco e implantes foram avaliados conforme procedimento descrito

no item 5.6.1.

5.16.2 Teste de esterilidade

Para avaliacdo da eficacia do processo de esterilizagcdo, uma amostra dos
implantes estéreis foi submetida ao teste de esterilidade conforme método descrito

no item 5.6.2.

5.17 Avaliacdo in vitro da perda de massa dos implantes constituidos de

etoposideo e PLGA

Os implantes de etoposideo e PLGA (n=5), previamente pesados, foram
colocados em frascos de vidro individuais e imersos em 15 mL de PBS. Esses
frascos foram incubados a 37 °C e submetidos ao mesmo procedimento descrito no
item 5.7.

5.18 Avaliacdo da absorcdo de &gua pelos implantes constituidos de

etoposideo e PLGA

A absorcdo de agua pelos implantes contendo etoposideo e PLGA foi
avaliada conforme procedimento descrito no item 5.8 , exceto que foram utilizados

15 mL de PBS para incubar os dispositivos.
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5.19 Estudo de liberacé&o in vitro do etoposideo a partir dos implantes de PLGA

O perfil de liberagdo in vitro do farmaco foi realizado sob condi¢gdes sink
(UNITED..., 2012), durante cinquenta dias, em incubadora a 37 °C sob agitacao
(30 rpm). Os implantes (n = 5) foram colocados em frascos de vidro contendo 15 mL
de PBS. Em intervalos de tempo pré-estabelecidos, o meio de incubacdo dos
implantes foi totalmente retirado para posterior quantificacdo por CLAE, e o volume
foi reposto com PBS recém preparado. A média da porcentagem de farmaco
liberado a cada tempo foi calculada e utilizada para construir a curva do perfil de

liberagé&o in vitro.

5.20 Avaliacéao do potencial toxico dos implantes constituidos de etoposideo e
PLGA empregando o teste HET-CAM

A avaliacdo do potencial toxico dos implantes contendo etoposideo e PLGA
foi realizada conforme procedimento descrito no item 5.10 .

As amostras avaliadas pelo teste HET-CAM foram: solucdo de hidroxido de
sodio 0,1 mol/L (controle positivo); solucdo de cloreto de sédio 0,9% (p/v) (controle
negativo); etoposideo lixiviado de implantes poliméricos apos 7, 14 e 21 dias de
incubacdo em PBS; solucao de etoposideo 20 pug/mL preparada em dimetilsulfoxido
(DMSO) 1% (v/v); DMSO 1% (v/v) e PBS em que implantes de PLGA sem farmaco
foram incubados por sete dias. Implantes de PLGA com e sem etoposideo também

foram introduzidos diretamente sobre a MCA.

5.21 Desenvolvimento e validacdo de método analitico por cromatografia

liguida de alta eficiéncia para quantificacdo de etoposideo em humor vitreo

5.21.1 Preparo das solucdes e amostras

Humor vitreo simulado (SILVA et al., 2013): aproximadamente 6,4 g de cloreto
de so6dio, 750 mg de cloreto de potassio, 480 mg de cloreto de calcio, 300 mg de

cloreto de magnésio, 3,9 g de acetato de sddio e 1,7 g de citrato de sodio foram
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exatamente pesados, transferidos para baldo volumétrico de 1000 mL e
solubilizados em agua. O volume foi completado com 0 mesmo solvente.

Solucdo padrédo estoque de etoposideo (1000 pg/mL): aproximadamente 25
mg de etoposideo SQR foram exatamente pesados e transferidos para baldo
volumétrico de 25 mL. Adicionaram-se 10 mL de acetonitrila para completa
solubilizacéo e o volume foi ajustado com humor vitreo simulado.

Solucéo padréo diluida de etoposideo (250 pg/mL): transferiram-se 12,5 mL
da solucdo padrdo estoque de etoposideo para baldo volumétrico de 50 mL e o
volume foi ajustado com mistura de acetonitrila e humor vitreo simulado (40:60).

SolugbBes padrao de etoposideo: foram feitas diluicdes da solucdo padréo
estoque de etoposideo e da solucdo padréo diluida de etoposideo, em humor vitreo
simulado, de modo a obter diferentes concentragcdes do farmaco (Tabela 10).

Tabela 10 — Solugbes padréo de etoposideo utilizadas na validacdo do método

por CLAE para quantificagéo de etoposideo em humor vitreo

Volume de Volume de Acetonitrila e Concentracao
solucéo padrao solucao padréo humor vitreo final de
estoque de diluida de simulado (40:60) etoposideo
etoposideo (mL) etoposideo (mL) g.s.p. (mL) (ug/mL)
- 0,4 100 1
- 0,8 100 2
- 1,2 100 3
- 1,6 100 4
- 2 100 5
- 3,2 100 8
- 2 25 20
- 3,5 25 35
- 5 25 50
- 6,5 25 65
0,8 - 10 80
1 - 10 100
2 - 10 200
3,2 - 10 320
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Amostra de humor vitreo adicionada de etoposideo: uma aliquota de 50 pL de
solucao padrédo de etoposideo foi adicionada em 50 yL de humor vitreo. O volume
final da amostra foi ajustado para 200 yL pela adigdo de humor vitreo simulado de

forma a obter diferentes concentragfes de etoposideo (Tabela 11).

Tabela 11 — Solugcbes de etoposideo em humor vitreo utilizadas na validacéo
do método por CLAE para quantificacdo de etoposideo em humor vitreo

Solugéo padréo de Concentracao
. Volume de Humor vitreo _
etoposideo _ final de
humor vitreo simulado ]
Concentracao Volume etoposideo
(uL) g.s.p. (ML)
(hg/mL) (ML) (hg/mL)
1 50 50 200 0,25
2 50 50 200 0,5
3 50 50 200 0,75
4 50 50 200 1
8 50 50 200 2
200 50 50 200 50
320 50 50 200 80

Solucdo de resolucdo: em 5 mL da solugdo estoque de etoposideo padrao,
foram adicionados 0,1 mL de solucdo alcodlica de fenolftaleina 1% (p/v) e solucao
de hidréxido de sédio 1 mol/L até coloracdo levemente rosa. A solucédo foi mantida
em repouso por quinze minutos e, em seguida, 0,1 mL de solucdo de acido acético
4% (v/v) foi adicionado. Uma aliquota de 50 yL da solugéo obtida foi adicionada em
50 uL de humor vitreo, e o volume foi ajustado para 200 uL pela adicdo de humor

vitreo simulado.

5.21.2 CondicOes cromatoqgraficas

Para determinacdo de etoposideo em amostras de humor vitreo, foram
empregadas as condicbes cromatograficas descritas para quantificacdo deste

farmaco em implantes constituidos de PLGA e etoposideo (item 5.12.3).
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5.21.3 Avaliacao da adequacado do sistema

A adequacédo das condi¢Bes analiticas foram avaliadas conforme descrito no
item 5.2.4.

5.21.4 Validacéo

A validacao foi realizada segundo os procedimentos descritos na Resolucéo
RDC n° 27/2012 e em outros guias internacionais (BRASIL, 2012; FDA, 2001;
EMEA, 2011).

Devido a auséncia de quantidade suficiente de matriz biolégica para
realizacdo de todo processo de validacéo, a linearidade do método bioanalitico foi

avaliado utilizando uma solucéo de humor vitreo simulado (SILVA et al., 2013).

5.21.4.1 Seletividade

Para verificar a existéncia de interferentes oriundos da matriz bioldgica, foram
analisadas seis amostras de humor vitreo obtidas de seis animais distintos. Os
cromatogramas destas amostras foram comparados ao cromatograma da amostra
de humor vitreo adicionada de etoposideo na concentracdo de 1 pg/mL, que
corresponde ao limite inferior de quantificacdo (Tabela 11). Além disso, o humor
vitreo simulado também foi analisado pelo método cromatografico para avaliar a

presenca de interferentes.

5.21.4.2 Efeito da matriz

Foram preparadas seis amostras de humor vitreo adicionadas de etoposideo
(2 e 80 pg/mL - Tabela 11) e seis solucdes de etoposideo, em fase movel, nas
concentragdes de 2 e 80 ug/mL, que foram analisadas por CLAE. As amostras de

humor vitreo foram obtidas de seis animais distintos. Foram calculados o fator de
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matriz (FM) para cada amostra analisada (Equacéo 5) e o DPR para o conjunto de
FM obtidos.

EM — Respostado analitoem matriz (5)
Respostado analitoem solugao

Também foram analisadas seis solucfes de etoposideo nas concentracdes de
2 e 80 ug/mL, que foram preparadas em humor vitreo simulado. Com o objetivo de
verificar o possivel efeito de matriz decorrente do emprego da solucdo de humor
vitreo simulado, as areas dos picos de etoposideo obtidas para essas solucdes
foram comparadas, conforme procedimento descrito anteriormente, as areas obtidas

para solucdes do farmaco, preparadas em fase movel, nas mesmas concentracoes.

5.21.4.3 Efeito residual

Foram realizadas trés injecdes de uma amostra de humor vitreo, sendo que
apos a injecao da primeira réplica, uma amostra de humor vitreo adicionada de
etoposideo na concentracédo de 100 pg/mL (Tabela 11) foi injetada no cromatografo.
Em seguida, as outras duas réplicas de humor vitreo foram analisadas. Os
cromatogramas das amostras de humor vitreo foram comparados ao cromatograma

da amostra de humor vitreo adicionada de etoposideo na concentragédo de 1 pg/mL.

5.21.4.4 Linearidade

Foram obtidas trés curvas analiticas, em trés dias diferentes, por meio da
analise de solucdes padrdo de etoposideo em humor vitreo simulado, preparadas
em ftriplicata, nas concentracdes de 1; 2; 5; 20; 35; 50; 65; 80 e 100 ug/mL (Tabela
10).

Para cada curva analitica, foi calculada a equacédo da reta pelo método dos
minimos quadrados ordinarios e os coeficientes de correlacdo e determinagcédo. Além
disso, a partir da equacdo da reta, foi calculada a concentracdo e o desvio

percentual em relacdo a concentracdo nominal para cada amostra de solugéo
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padrdo de etoposideo utilizada na obtengcdo da curva analitica. Esses dados foram

utilizados para verificar a validade dos pontos da curva analitica.

5.21.4.5 Precisao e exatidao

A precisdo e exatiddo intradia foram avaliadas por meio da andlise, em
quintuplicata, das amostras de humor vitreo adicionadas de etoposideo nas
concentragbes (Tabela 11): 1 pg/mL (limite inferior de quantificagdo); 2 pg/mL
(concentragao baixa); 50 pg/mL (concentracdo meédia) e 80 pg/mL (concentragéo
alta). Para avaliacdo da precisdo e exatidao interdias, 0 mesmo procedimento foi
adotado, realizando-se andlises em trés dias consecutivos. Em cada analise, o DPR
e 0 erro padrao relativo foram determinados para avaliar, respectivamente, a

preciséo e a exatiddo do método.

5.21.4.6 Limite inferior de quantificacdo

Para determinacéo do limite inferior de quantificacdo, foram analisadas, em
quintuplicata, amostras de humor vitreo fortificadas com etoposideo nas
concentragbes de 0,25; 0,5; 0,75 e 1 ug/mL (Tabela 11). O DPR e o erro padréao

relativo foram calculados para cada nivel de concentracéo do farmaco.

5.21.4.7 Estabilidade

A estabilidade do analito na matriz biologica foi avaliada por meio da andlise,
em triplicata, de amostras de humor vitreo adicionadas de etoposideo (2 e 80 ug/mL

- Tabela 11) submetidas a diferentes condicdes de armazenamento.

Estabilidade de curta duracao

Foram analisadas amostras de humor vitreo adicionadas de farmaco
mantidas a temperatura ambiente por 10 horas. A concentracdo de etoposideo
determinada para estas amostras foi comparada a concentracdo obtida para

amostras recém-preparadas.
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Estabilidade de longa duracéo

Foram analisadas amostras de humor vitreo adicionadas de farmaco
mantidas a -20 °C por 45 dias. A concentracdo de etoposideo determinada para
estas amostras foi comparada a concentracdo obtida para amostras recém-

preparadas.

Estabilidade apdés ciclos de congelamento e descongelamento

As amostras de humor vitreo adicionadas de etoposideo foram mantidas a
- 20 °C por 24 horas, e entédo, descongeladas até atingir a temperatura ambiente. As
amostras descongeladas foram novamente mantidas a - 20 °C por 24 horas. Este
procedimento foi repetido até completar trés ciclos de congelamento e
descongelamento. Assim, a concentracédo do etoposideo foi determinada para estas

amostras e comparada a concentracdo obtida para amostras recém-preparadas.

Estabilidade do etoposideo em solucao

Foram preparadas, em triplicata, solucdes de etoposideo nas concentracfes
de 1000 pg/mL (solucdo padrdo estoque de etoposideo) e 1 pg/mL (menor
concentracdo de trabalho). Essas solugfes foram analisadas apds serem mantidas a
temperatura ambiente durante 6 horas. As areas médias do pico do etoposideo
foram comparadas as areas obtidas para solucbes recém-preparadas. Para
realizacdo das andlises cromatograficas, a solucdo padrdo estogue de etoposideo

foi diluida para obter a concentracao de 50 pg/mL.
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5.22 Estudo de liberacéo in vivo do etoposideo a partir dos implantes de PLGA

Os experimentos foram realizados de acordo com as normas da Association
for Research in Vision and Ophthalmology para o uso de animais em pesquisa em
oftalmologia. Este estudo foi aprovado pela Comisséo de ética no uso de animais da
Funed (protocolo n° 030/2011). O procedimento cirtrgico foi realizado pelo médico
veterinario Doutor Gustavo Oliveira Fulgéncio.

O estudo in vivo foi realizado empregando-se 36 coelhos albinos Nova
Zelandia, que foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com te mperatura
média de 25 °C e com exaustor de ar. Durante o periodo do experimento, ndo houve
restricdo de agua e a alimentacao utilizada foi ragdo animal propria para a espécie.
Os animais foram divididos em dois grupos: o grupo 1, contendo 24 coelhos, nos
guais os implantes de PLGA e etoposideo foram implantados cirurgicamente no
corpo vitreo do olho direito; e o grupo 2 (grupo controle) constituido por 12 coelhos

gue receberam implantes sem o farmaco.

5.22.1 Insercao dos implantes na cavidade vitrea dos olhos dos coelhos

Os coelhos foram anestesiados com injecdo intramuscular de cloridrato de
cetamina 30 mg/kg (Ketamin®, Cristalia — 50 mg/mL) e cloridrato de xilasina 4 mg/kg
(Coopazine®, Schering-Plough Coopers — 20 mg/mL) e instilagéo tépica de cloridrato
de tetracaina 100 mg/mL e cloridrato de fenilefrina 1 mg/mL (Anestésico colirio®,
Allergan).

Para introducdo dos implantes na cavidade vitrea, foi realizada uma
esclerotomia no quadrante temporal superior a cerca de 2 mm do limbo. Os sistemas
poliméricos foram inseridos na cavidade vitrea por meio de um trocater transescleral
de 25G - Alcon (Figura 7). Nao houve necessidade de sutura. A avaliacao clinica dos

animais foi realizada semanalmente durante 42 dias.
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Figura 7 - Procedimento cirdrgico para a insercdo do implante intraocular: (a)
determinagcdo do local de insercé&o do trocater; (b) introducdo do trocater no
globo ocular; (c) canula do trocater inserido no globo ocular; (d) introducéo do

implante na cavidade vitrea

(b)

(©) (d)

O estudo de liberacdo in vivo do antitumoral ndo foi realizado para os
implantes de PCL, uma vez que esses sistemas foram friaveis, ndo permitindo a

realizacdo do procedimento cirdrgico.

5.22.2 Obtencao das amostras de humor vitreo

Quatro animais do grupo 1 e dois do grupo 2 foram sacrificados com dose
letal de pentobarbital 100 mg/kg apos 7, 14, 21, 29, 35 e 42 dias de implantacdo dos
sistemas desenvolvidos. O olho direito dos animais foi enucleado; e o humor vitreo
foi completamente removido e imediatamente armazenado em freezer a - 20 °C até
ser feita a andlise para determinacdo da concentragdo do etoposideo. Os
dispositivos poliméricos implantados também foram removidos dos olhos dos

animais e armazenados a - 20 °C até a quantificacdo do etoposideo néo liberado na
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cavidade vitrea. As amostras permaneceram armazenadas a - 20 °C, por no

maximo, vinte dias.

5.22.3 Quantificacdo de etoposideo nas amostras de humor vitreo e nos

implantes removidos da cavidade vitrea dos olhos dos coelhos

Para a quantificacdo de etoposideo nas amostras de humor vitreo, essas
foram descongeladas a temperatura ambiente e analisadas por meio do método
cromatografico descrito no item 5.21. A concentracdo intravitrea do farmaco dos
animais do Grupo | em todos os periodos do estudo (7, 14, 21, 29, 35 e 42 dias) foi
comparada por ANOVA e teste de Tukey (a=0,05).

O etoposideo, que permaneceu nos implantes apdés serem mantidos na
cavidade vitrea dos olhos de coelhos por diferentes periodos, foi quantificado por
CLAE, empregando o método descrito no item 5.12. Cada implante removido dos
olhos dos coelhos foi transferido para um baléo volumétrico de 10 mL, no qual foram
adicionados 4 mL de acetonitrila e o volume foi ajustado com mistura de tampéao
acetato pH 4,56 (0,05 mol/L) e PBS (5:95). Os resultados obtidos foram expressos
em porcentagem de etoposideo remanescente nos implantes de PLGA em relagdo a
concentracgao inicial.

A porcentagem de etoposideo liberado a cada tempo, a partir dos implantes
de PLGA, na cavidade vitrea dos olhos dos coelhos foi calculada pelo emprego da
Equacéao 6:

(ETP, —ETPg,)

Etoposideo liberado a partir do implante de PLGA (%) = ETP
0

x100 (6)

em que ETP, corresponde ao conteudo inicial de etoposideo nos implantes de PLGA
antes da insercao na cavidade vitrea, e ETPg; € a quantidade de farmaco presente
no implante apds a sua remoc¢ao no tempo t.

A média da porcentagem de farmaco liberado a cada tempo foi calculada e

utilizada para construir a curva do perfil de liberacéo in vivo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Preparo dos implantes constituidos de etoposideo e PCL

Os implantes desenvolvidos consistiram de sistemas cilindricos com peso
medio de 2,26 *+ 0,08 mg, comprimento médio de 6,34 + 0,18 mm e diametro médio
de 0,62 £+ 0,02 mm (n=10) (Figura 8). Tais implantes foram preparados pelo método
de fusdo seguido pela moldagem a quente. O método de fusdo consiste,
inicialmente, em fundir o polimero, e em seguida, dispersar o farmaco na matriz
fundida. Logo, polimeros que apresentam baixa temperatura de fusdo, como € o
caso da PCL (60 °C), séo ideais para o preparo dos implantes por este método, visto
gue temperaturas mais baixas sdo empregadas no procedimento, minimizando,
assim, a degradacdo térmica do farmaco (LI et al., 2010). O método de fusédo
apresenta as vantagens de ser um processo facilmente executavel, e que ndo ha a

necessidade de utilizagéo de solventes organicos.

Figura 8 - Implante de PCL contendo etoposideo (50% p/p)

A PCL é um material hidrofébico capaz de incorporar farmacos, como o
etoposideo, em suas cadeias poliméricas. A moldagem a quente da matriz
polimérica contendo o farmaco, em temperatura proxima a fusdo da PCL, permitiu a
obtencdo de dispositivos sélidos implantaveis. A moldagem a quente também foi
utilizada por Saliba et al. (2008) e Cheng et al. (2009) para preparo de implantes

poliméricos.
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6.2 Desenvolvimento e validagdo de método analitico por CLAE para

guantificacdo de etoposideo em implantes de PCL

A determinacdo das condi¢cfes analiticas para a quantificacdo de etoposideo
em implantes de PCL por CLAE foi baseada no método preconizado pela
Farmacopeia Internacional (INTERNATIONAL..., 2006) para o doseamento deste
farmaco em matéria-prima.

Objetivando a reducdo do tempo de analise das amostras contendo
etoposideo, a proporcdo de acetonitrila na fase mdével foi aumentada de 24%
(condicéo analitica farmacopeica) para 27% (v/v), 0 que promoveu a diminuicao do
tempo de corrida de 24 para 18 minutos. Quando a proporgdo de 30% (v/v) foi
testada, o tempo de andlise reduziu para 13 minutos. Para avaliar os efeitos na
mudanca da condicdo cromatografica, foi calculada a resolucdo entre os picos do
etoposideo e do picroetoposideo (epimero formado em meio alcalino, pH 9)
presentes no cromatograma da solucdo de resolucdo (Figura 9). O valor de
resolucdo encontrado foi superior a dois (SNYDER et al., 1997) em todas as
condicles testadas, demonstrando a completa separacdo entre o etoposideo e o
seu produto de degradacdo. Assim, a proporcdo de acetonitrila de 30% foi a

condicao analitica selecionada para o método por CLAE.

Figura 9 - Cromatograma obtido para solucédo de resolucdo, empregando fase
movel composta por acetonitrila e acido acético 4% (v/v) (30:70), fluxo de 2

mL/min, coluna C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm) a 25 °C e deteccdo a 285 nm
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6.2.1 Validacao

6.2.1.1 Seletividade

Ap6s avaliacdo do espectro de etoposideo na regido do ultravioleta (200 a
400 nm), 285 nm foi selecionado para deteccao e realizacdo das andlises, devido a
alta absorcdo deste farmaco neste comprimento de onda e elevada seletividade em
relacéo a possivel interferéncia da PCL presente nas amostras. Essa seletividade foi
confirmada pelo cromatograma da solucédo de PCL na concentracdo de 35 pg/mL
(Figura 10), no qual ndo foram observados picos interferentes no mesmo tempo de
retencéo do etoposideo.

A seletividade do método também foi avaliada por meio da comparacao da
concentracdo de etoposideo determinada em solucfes padrédo de etoposideo a 35
pHg/mL com e sem adicdo de PCL (35 pg/mL). Nao houve diferenca significativa (p >
0,05) entre as concentracbfes médias de etoposideo determinadas para os dois
grupos de solucbes: solucbes padrédo de etoposideo (35,03 £ 0,93 pg/mL) e
solucdes padrdo de etoposideo adicionada de PCL (35,04 + 0,40 pg/mL). Além
disso, foram obtidos altos valores de pureza dos picos de etoposideo para as
amostras de padrdo (99,97%) e de implantes (99,94%), sugerindo que ndo houve
co-eluicdo de outros compostos com o pico de interesse. Considerando esses
resultados, o método desenvolvido apresentou seletividade adequada para a

determinacao de etoposideo em implantes de PCL.
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Figura 10 - Cromatogramas obtidos para solugdo de PCL a 35 pg/mL (a);
solucdo padrdo de etoposideo a 35 pg/mL (b) e solugdo contendo PCL (35
pg/mL) e etoposideo (35 pg/mL) (c)
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Nota: As condi¢Bes cromatograficas utilizadas foram: fase mével composta por acetonitrila e acido
acético 4% (v/v) (30:70), fluxo de 2 mL/min, coluna C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm) a 25 °C e detecgéo a
285 nm.
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6.2.1.2 Linearidade

Foi verificada que, sob as condicdes experimentais do método cromatogréfico
e dentro da faixa de 5 a 65 ug/mL, a regressdo entre as concentragbes de
etoposideo e as areas do pico foi significativa (p < 0,05). O modelo linear foi
adequado para as duas curvas analiticas, obtidas em dias diferentes, apresentando
normalidade e independéncia dos residuos, homocedasticidade e desvio de
linearidade néo significativo (Tabela 12) (MONTGOMERY et al.,, 2001; SOUZA,
JUNQUEIRA, 2005)

Tabela 12 - Parametros da analise de regressao linear dos resultados obtidos

para etoposideo na faixa entre 5 e 65 pg/mL

Parametros da analise de regresséo Curva analitica - Curva analitica -
dia 1 dia 2
Inclinacdo + desvio padréo 28510 + 167,8 27290 + 899,4
Intercepto + desvio padréo - 3891 £ 5922 - 2835 £ 3593
Coeficiente de determinacéo (r?) 0,999 0,996
Coeficiente de correlacéo (r) 1,000 0,993
Normalidade dos residuos
(Coeficiente de correlagéo do teste de (R ,'O’?%lgso)a (Ruri 0,9?37950)""
Ryan_JOIner) critico — ’ critico — 1
Independéncia dos residuos 2,64 1,80
(Estatistica de Durbin-Watson) (1,33-2,67)° (1,35 -2,65)°
Homoscedasticidade -1,03 0,26
(Estatistica t de Levene) (teritico = 2,10) 2 (teritico = 2,10) 2
Falta de ajuste (Pcaiculado) 0,110° 0,823°

Nota: ? valores criticos para avaliacdo do teste de hipoteses. Para aceitagdo das hipéteses nulas,
gue consistem nos residuos seguirem a distribuicdo normal, serem independentes e apresentarem
homocedasticidade, deve-se ter: coeficiente de correlagdo > Rqico para o teste de normalidade;
estatistica de Durbin-Watson dentro dos limites calculados para verificacdo da independéncia dos
residuos; estatistica t de Levene > t.ico. Considerou-se para todos os testes a=0,05.

®p>0,05.
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As duas curvas analiticas apresentaram coeficiente de correlagdo superior a
0,99 (Tabela 12), conforme critério estabelecido pela Resolucdo RE n° 899/2003
(BRASIL, 2003). O coeficiente de determinacdo de ambas as curvas também foi
superior a 0,99, indicando que mais de 99% da variagdo total das areas do pico do
etoposideo foram explicados pela variacdo da concentracdo deste farmaco
(MONTGOMERY et al., 2001).

A duas retas foram comparadas e as diferencas entre os interceptos e as
inclinacdes néo foram significativas. Considerando os resultados obtidos, o método
apresentou relacdo linear adequada entre a area do pico e a concentracdo do
antitumoral, na faixa entre 5 a 65 pg/mL.

6.2.1.3 Precisao

As precisdes intradia e interdias foram avaliadas por meio de trés
determinacdes em trés niveis de concentracdo: baixo (5 pg/mL), médio (35 pg/mL) e
alto (65 pg/mL). Os valores de concentracdo média de etoposideo e DPR estéo

apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Valores de concentracdo média e DPR obtidos para avaliacdo da
precisdo intradia e interdias do método por CLAE para quantificacdo de

etoposideo em implantes de PCL

. Preciséo intra-corrida (n=3) Preciséo inter-corridas (n=6)
Concentracao
Concentragéo Concentragéo
(Mg/mL) ] DPR (%) _ DPR (%)

média (ug/mL) média (ug/mL)

5 5,10 0,2 514 1,9

35 34,72 2,3 34,44 1,8

65 64,82 11 64,40 1,5

Os valores de DPR foram inferiores a 5% para todos os niveis de
concentracfes testadas, indicando que o método apresentou precisdo intradia e
interdias adequadas (BRASIL, 2003).
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6.2.1.4 Exatiddo

A exatiddo foi avaliada pelo ensaio de recuperacdo, em trés niveis de
concentragdo. Os testes foram realizados em dois dias diferentes e os resultados
obtidos estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Porcentagem de recuperacdo de etoposideo para avaliacdo de
exatidao do método por CLAE para quantificacdo de etoposideo em implantes
de PCL

_ ) _ Exatid&o interdias
Exatidao intradia
~ (n=6)
Concentracao

Dia 1 (n=3) Dia 2 (n=3) .

(Mg/mL) Recuperacéo | DPR
Recuperacao DPR Recuperacdo | DPR .
_ _ media (%) (%)
média (%) (%) média (%) (%)

5 101,5 0,2 100,3 1,2 100,9 1,0
35 98,7 2,2 98,6 2,1 98,7 1,9
65 99,2 11 98,5 0,4 98,9 0,8

Os valores de porcentagem de recuperacao entre 98% e 102% indicam que o
método cromatografico apresentou exatiddo satisfatoria para quantificacdo de
etoposideo em implantes de PCL (GREEN, 1996).

A proximidade dos resultados encontrados ao valor aceito como verdadeiro é
resultante da soma de erros sistematicos e randomicos ou aleatorios, isto é, do erro
total associado ao resultado. Portanto, a exatiddo pode ser estudada como duas
componentes: tendéncia (bias) e precisao (desvio padrao) (HUBERT et al., 2007a).

A tendéncia esta relacionada com os erros sistematicos do procedimento
analitico e pode ser avaliada ao se plotar o valor esperado versus o observado.
Neste caso, espera-se obter uma reta cujo intercepto seja igual a zero e a inclinacéo
igual a um (CAULCUTT; BODDY, 1983; JARDY; VIAL, 1999). A Figura 11 apresenta
o grafico obtido ao se plotar os valores esperados de concentracdo de etoposideo
versus os resultados experimentais. O intercepto da reta experimental foi igual a
0,042, contudo seu intervalo de confianca incluiu o valor zero (-0,354 a 0,439). Desta
forma, ndo existe evidéncia suficiente de que o valor do intercepto seja diferente de
zero. Em relacdo a inclinacéo, o intervalo de confianca incluiu o valor um (0,983 a
1,001), logo a inclinacdo ndo é diferente de um. Em vista disso, os resultados

obtidos nas analises realizadas ndo apresentaram erros sistematicos (bias).
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Figura 11 - Concentracdo de etoposideo esperada versus concentragdo
determinada experimentalmente para avaliagdo de tendéncia. Reta ideal (em
preto): y = x; reta experimental (em vermelho): y = (0,042 + 0,187) + (0,992 *
0,004)x
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O B-intervalo de tolerancia é o intervalo que contém (% dos resultados
individuais futuros. Dois termos sdo contidos no intervalo de tolerancia, sendo que
um deles € a veracidade e o outro € o coeficiente de variacdo da precisao
intermediaria. Por esta razdo, o intervalo de tolerancia pode ser considerado como
uma expressao da exatiddo dos resultados (HUBERT et al.,, 2007b). A Figura 12
apresenta o B-intervalo de tolerancia, a um nivel de significancia de 5%, que foi
calculado segundo os procedimentos descritos por Hubert et al. (2007b). O -
intervalo de tolerancia para cada nivel de concentracdo encontra-se inserido no
limite de variacdo maxima de 5% (ROZET et al., 2007), confirmando que o método
apresentou exatiddo adequada.

Figura 12 - Erro relativo versus concentracdo de etoposideo, com intervalo de
tolerancia a 95% (linhas tracejadas) e limites de aceitacdo de 5% (em
vermelho)
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6.2.1.5 Limite de quantificacdo

O limite de quantificagcdo estimado pelos parametros da equacgédo da curva
analitica foi igual a 1,76 pg/mL. Baseado neste valor, solu¢ées de PCL (35 pg/mL)
adicionadas de etoposideo em diferentes concentracdes foram analisadas e o0s
resultados obtidos estéo apresentados na Tabela 15. A concentragédo de 2 pg/mL foi
definida como o limite de quantificacdo do método, desde que nesta concentracao
resultados precisos (DPR < 5%) e exatos (porcentagem de recuperacéo entre 98% e
102%) foram obtidos.

Tabela 15 - Valores de concentracdo média, DPR e porcentagem de
recuperacdo media para determinacdo do limite de quantificacdo do método

por CLAE para quantificagcéo de etoposideo em implantes de PCL

Concentracéo Concentracao Recuperacgéo
- DPR (%) .
(Mg/mL) meédia (ug/mL) media (%)
1 2,40 28,3 159,8
15 2,33 14,2 155,2
1,75 2,22 10,2 126,6
2 2,04 2,8 100,8

6.2.1.6 Robustez

A robustez do método cromatografico foi avaliada por meio do método
proposto por Youden e Steiner (1975), em que foi avaliada a influéncia de sete
parametros analiticos sobre a area do pico, tempo de retencdo, assimetria, nUmero
de pratos teéricos, resolucdo e conteudo de etoposideo nos implantes. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16 — Resultado do efeito dos parametros analiticos sobre a area, tempo
de retencdo (t;), assimetria, numero de pratos tedricos (N), teor de etoposideo
e resolucdo do método por CLAE para determinacdo de etoposideo em

implantes de PCL

Parametros Efeito X/x® (valor absoluto)

analiticos Area tr Assimetria N Teor | Resolucao®

Proporcéo de
acetonitrila na fase
movel (% viv)
(A=30; a= 32)

16021 | 1,0198° 0,0061 425,88 | 2,5212 0,8251°

Concentragéo de
acido acético na
fase movel (% viv)
(B=4; b=4.2)

31162 | 0,4943 0,0042 378,13 | 3,2503 0,3755

Temperatura do
compartimento das
amostras (°C)
(C=25; ¢c=30)

24875 | 0,0220 0,0039 91,63 | 2,1412 0,0161

Temperatura da
coluna (°C) 22994 | 0,0333 0,0013 615,38 | 2,3354 0,0288
(D= 25; d= 30)

Fluxo da fase movel
(mL/min) 117526 | 0,5840 0,0026 821,63 | 0,6057 0,2809
(E=2;e=1.8)

Proporcao de
acetonitrila nas
solucdes padrao e
amostra de
etoposideo (% v/v)
(F=13; f=20)

94185 | 0,0375 0,0041 43,88 | 3,1928 0,0167

Comprimento de
onda de deteccédo
(nm)
(G=285; g=287)

2792 | 0,0250 0,0026 41,88 | 0,8035 0,0116

Valor critico 119681 | 0,9648 0,0076 891,28 | 4,6700 0,7180

Nota: ? Diferenca entre as médias dos valores obtidos sob as condicdes nominais e dos valores
obtidos sobre as condi¢des alteradas.

® Resolucao entre os picos do etoposideo e do picroetoposideo.

¢ Efeito significativo.



Resultados e discusséao 92

O método cromatografico para quantificacdo de etoposideo em implantes
poliméricos foi robusto em relacdo a maioria dos parametros analiticos investigados,
uma vez que a diferenca entre os resultados obtidos sob as condi¢des nominais e
sob as condi¢bes modificadas foi menor que o valor critico para o parametro
analitico analisado. A variacdo na propor¢cao de acetonitrila na fase mével foi a Unica
condicao analitica com efeito significativo sobre o tempo de retencdo do pico do
etoposideo e sobre a resolucdo entre o pico do farmaco e seu produto de
degradacdo. O aumento da propor¢cdo de acetonitrila na fase moével promoveu o
aumento da sua forca eluente, proporcionando, assim, a reducdo do tempo de
retencdo do pico e da resolucédo. Apesar da observacao de reducéo da resolucéo, os
valores deste parametro ainda permaneceram acima de dois, demonstrando a

completa separacado entre o etoposideo e o picroetoposideo.

6.3 Quantificacédo de etoposideo em implantes de PCL

O método cromatografico foi aplicado para quantificacdo de etoposideo
incorporado aos implantes de PCL. O teor médio de etoposideo para os implantes
analisados foi 101,41 £+ 1,03 % (n=6) do valor rotulado (50% p/p).

6.4 Caracterizacdo dos implantes constituidos de etoposideo e PCL

A taxa de liberacdo do farmaco a partir dos implantes poliméricos depende
das condicdbes do meio, das propriedades fisico-quimicas do polimero, das
caracteristicas do farmaco, da organizacédo dos constituintes no sistema, da forma e
dimensédo dos implantes e da quantidade de principio ativo incorporada ao sistema
(LI et al., 2010). Assim, FTIR, andlise térmica, WAXS e SEM foram utilizadas para

investigar algumas propriedades dos implantes e de seus componentes.

6.4.1 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier

O espectro do etoposideo (Figura 13a) na regido do infravermelho apresentou

uma banda caracteristica a 3446 cm™ correspondente ao estiramento de —OH
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fendlico, bandas a 1614, 1504 e 1459 cm™ referentes ao estiramento de C=C de

grupos aromaticos, e uma banda a 1760 cm™ atribuida ao estiramento do grupo

carbonila do anel lactona. Resultados semelhantes a estes foram encontrados por

Shah e colaboradores (2013). No espectro da PCL (Figura 13d) foram observadas

bandas a 2944 e 2865 cm™ correspondentes ao estiramento de —CH,, e uma banda

intensa a 1724 cm™ atribuida ao estiramento do grupo carbonila de éster. As bandas

de absorcao tipicas dos grupos funcionais presentes no etoposideo e PCL foram

observadas nos espectros da mistura fisica e do implante (Figura 13b-c), indicando

gue a integridade quimica do farmaco foi mantida apds a sua incorporagdo na matriz

polimé

rica.

Figura 13 - Espectros na regiao do infravermelho de etoposideo (a), implantes

consti

tuidos de etoposideo e PCL (1:1) (b), mistura fisica de etoposideo e PCL

na proporcao 1:1 (c) e PCL (d)
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6.4.2 Analise térmica

A andlise térmica tem sido utilizada para determinar o estado fisico do

polimero e do farmaco na formulacéo e para avaliar a possibilidade da ocorréncia de
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interacOes entre os constituintes dos implantes (OLIVEIRA et al., 2013). Assim, 0
comportamento térmico do etoposideo, PCL, mistura fisica e implantes foi analisado
por DSC e TG.

Figura 14 - Curvas de DSC da PCL (a), etoposideo (b), mistura fisica de

etoposideo e PCL (c) e implantes constituidos de etoposideo e PCL (1:1) (d)
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A Figura 14a apresenta a curva de DSC da PCL, na qual pode ser observada
a ocorréncia de um evento endotérmico em 61 °C, caracteristico da fusdo do
polimero (CHENG et al., 2010). A curva de DSC do etoposideo (Figura 14b)
apresentou um pico endotérmico largo, entre 41,8 e 121 °C, atribuido a reacao de
desidratacdo, o que foi confirmado no termograma do farmaco (Figura 15a). Este
evento endotérmico também foi observado por Jasti et al. (1995). Apdés a
desidratacdo do farmaco, ndo houve perda significativa de massa até a
decomposicdo do etoposideo, que foi observada em temperatura acima de 290 °C,
conforme Figura 15a (JASTI et al.,, 1995; SHAH et al., 2013). Desta forma, a
temperatura empregada para a incorporacdo do farmaco a matriz polimérica, bem
como para a moldagem dos implantes (60 °C) nao representa um risco para a

estabilidade do etoposideo, pois se encontra bem abaixo da temperatura de
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degradagcdo do antitumoral. Na Figura 14b, foi observado um segundo pico
endotérmico, no intervalo de 173 a 187 °C, que pode estar relacionado a possivel
fusdo do etoposideo (MOHANTY et al., 2010). O terceiro pico correspondeu a um
evento exotérmico (213 — 230 °C), que provavelmente esta relacionado com a
recristalizacdo do farmaco a uma forma polimérfica diferente, uma vez que a
ocorréncia de um evento endotérmico seguido por um exotérmico, geralmente, esta
associada as transicfes polimérficas, devido a fusdo seguida por recristalizacéo
(OLIVEIRA et al., 2013). Jasti e colaboradores (1995) estudaram as formas
polimérficas de etoposideo e relataram que o farmaco, apds a sua desidratacao e
fusdo, recristaliza em uma forma polimoérfica diferente a 206 °C. O quarto evento
endotérmico no intervalo de 270 a 286 °C (Figura 14b) pode ser atribuido a fusao do
etoposideo recém-cristalizado, como relatado anteriormente por Shah et al. (2013) e
Jasti et al. (1995). A decomposicédo do farmaco ocorre logo apds a sua fusao, fato

gue pode ser confirmado na Figura 15a, como anteriormente relatado.

Figura 15 — Perfil termogravimétrico do etoposideo (a) e implantes constituidos
de etoposideo e PCL (1:1) (b)
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A curva de DSC da mistura fisica do etoposideo e polimero, na proporcéo de
1:1, é apresentada na Figura 14c. Um comportamento térmico similar ao identificado
para o farmaco e polimero puros foi observado, sendo: o primeiro evento
endotérmico (51,5 - 63,3 °C) devido a fusdo da PCL; o segundo pico endotérmico
(174 — 188 °C) atribuido a fusdo do etoposideo, seguido pelo evento exotérmico

devido a transicéo polimorfica que ocorre na faixa de temperatura de 209 a 230 °C.
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Finalmente, o evento entre 261 e 288 °C ¢é atribuido a fusdo da forma polimorfica do
etoposideo. A curva de DSC dos implantes (Figura 14d) apresentou uma variagcao
endotérmica em 58 °C referente a fusdo da PCL. Um pico endotérmico largo (135 —
150 °C) e um evento exotérmico de baixa intensidade (160 — 165 °C) foram
atribuidos a fusdo e recristalizacdo do etoposideo, respectivamente. A fusdo e a
transicdo de fase do farmaco ocorreram em temperaturas menores que as
identificadas para o etoposideo puro, o que poderia ser explicado pela possivel
dispersdo do antitumoral no polimero fundido durante o processo de preparo dos
implantes. Comportamento térmico similar a este foi relatado previamente por Cheng
e colaboradores (2010). O evento endotérmico observado na faixa entre 261 e
285 °C pode ser atribuido a fusdo da forma polimérfica do etoposideo.

O termograma do implante (Figura 15b) apresentou um evento Unico e bem
definido correspondente a degradacao térmica do sistema polimérico, a qual ocorreu
em temperatura superior a 342 °C. Estes dados confirmam um incremento na
estabilidade térmica do etoposideo incorporado ao implante polimérico. O aumento
da estabilidade térmica de farmacos incorporados a sistemas poliméricos foi descrito
no estudo de Oliveira et al. (2013), no qual foi observada a decomposicdo do
metotrexato encapsulado em nanoparticulas de PLGA em temperatura superior

aquela verificada para o farmaco puro.

6.4.3 Difracdo de raios-X em baixo anqulo

A andlise de WAXS foi empregada para caracterizar o estado cristalino do
farmaco e do polimero no implante. A forma e intensidade das bandas no padrédo de
WAXS para o etoposideo (Figura 16a) confirmam a natureza cristalina do farmaco,
sendo que foram observadas seis bandas principais em 10,53°, 16,53° 19,65
21,099 23,55° e 25,35° (28). Duas bandas caracteristicas a 26 = 21,21° e 20 =
23,61° foram observadas no padrao de WAXS para a PCL (Figura 16b), confirmando
a sua estrutura semi-cristalina (WANG et al., 2008). As bandas caracteristicas do
farmaco e do polimero foram observadas no padrédo de WAXS do implante (Figura
16¢), porém com menor intensidade que para o farmaco e polimero puros. Tal fato

sugere gque parte dos cristais de etoposideo foi dissolvida na PCL fundida durante o
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processo de preparo dos implantes. Esses dados confirmam os resultados obtidos

na andlise térmica.

Figura 16 - Padrbées de WAXS para etoposideo (a), PCL (b) e implantes
constituidos de PCL e etoposideo (1:1) (c)
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6.4.4 Microscopia eletrbnica de varredura

A morfologia dos implantes é uma caracteristica importante para a liberacéo
do farmaco a partir do sistema polimérico. Em sistemas monoliticos, como € o caso
dos implantes constituidos por PCL e etoposideo, a liberacdo do farmaco pode ser
resultante da difusdo do farmaco, da degradacéo do polimero ou da combinacéo de
ambos os mecanismos. Em escala macroscépica, a difusdo do principio ativo pode
ocorrer através dos poros da matriz. Portanto, a presenca destes poros ou canais na
matriz pode favorecer a difusdo do farmaco, que provavelmente, ndo sera controlada
pela velocidade de degradacdo do polimero (KIMURA; OGURA, 2001;
MCDONALDS et al., 2010). A superficie dos implantes desenvolvidos se apresentou
lisa e homogénea, sem evidéncia de poros ou canais (Figura 17 a-b). Contudo, a
secao transversal dos implantes revelou poucos poros, como apresentado na Figura

17 c—d.
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Figura 17 - Fotomicrografias dos implantes constituidos de PCL e etoposideo
(1:1): superficie externa em aumento de 100X (a) e 5000X (b); secé&o transversal
em aumento de 120X (c) e 1500X (d)
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6.5 Uniformidade de contelddo

Uma possivel desvantagem associada ao processo de preparo dos implantes
pelo método de fusdo é a falta de uniformidade da dispersdo do farmaco na matriz
polimérica, devido, principalmente, ao curto tempo de mistura dos componentes da
formulacédo (CHENG et al., 2009). Desta forma, o teste de uniformidade de contetdo
foi realizado para avaliar a etapa de mistura do processo de producdo dos implantes.
O teor de etoposideo em todas as unidades testadas variou de 99,73% a 103,84%
(DPR = 1,18%) do valor pré-definido para a formulacédo (50% p/p). Além disso, o

limite de variacdo do conteudo de farmaco destes implantes (3,49), calculado
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conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira, foi inferior a especificacao
farmacopeica (15) (BRASIL, 2010), atendendo, portanto, aos critérios de avaliagéo
do teste de uniformidade de conteldo. Esses resultados confirmam que o
etoposideo apresentou uma distribuicdo uniforme nos implantes de PCL, apesar do
curto tempo de mistura dos componentes da formulacdo durante o processo de

producgao dos dispositivos.

6.6 Resultados do processo de esterilizagcdo dos implantes constituidos de

etoposideo e PCL

6.6.1 Avaliacdo da estabilidade dos implantes constituidos de etoposideo e

PCL frente ao processo de esterilizacdo

Os implantes contendo etoposideo foram esterilizados por radiacao
ultravioleta. A exposicao de farmacos a essa radiacdo pode promover a degradacao
destes compostos, e consequentemente, reduzir a sua atividade biologica.

Na literatura, ndo ha relatos sobre a estabilidade do etoposideo, no estado
sélido, quando exposto a radiacdo ultravioleta. Estudos de degradacdo forcada
(exposicao a radiacéao de 320 — 400 nm, a 25 °C, por 8 h) deste farmaco, em solucao
metanodlica na concentragcdo de 100 pg/mL, comprovaram a formacdo de dois
produtos de degradacdo. No entanto, as estruturas quimicas néo foram elucidadas
pelos autores (AKHTAR et al., 2013).

Em vista disso, o0 etoposideo, exposto a radiacdo ultravioleta por trinta
minutos (condicao utilizada no processo de esterilizacao dos implantes), foi avaliado
por meio da DSC e FTIR. Os resultados obtidos indicam que esse procedimento nao
promoveu modificacdo detectavel na estrutura quimica do farmaco, uma vez que
nao foram observadas alterac6es no espectro na regiao do infravermelho (Figura 18)

e na curva de DSC (Figura 19) do etoposideo exposto a radiacéo.
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Figura 18 — Espectro na regido do infravermelho do etoposideo
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Figura 19 — Curvas de DSC do etoposideo
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Quando comparados os espectros na regido do infravermelho dos implantes

antes e apos serem submetidos ao processo de esterilizacdo (Figura 20), também

nao foram verificadas diferencas. Além disso, ndo houve diferenca significativa (p >

0,05) entre o teor de etoposideo presente nos implantes estéreis (100,78 £ 0,95 %) e

nao estéreis (101,07 £ 0,67 %). Esses resultados corroboram os dados descritos

anteriormente para o etoposideo, indicando que a integridade quimica do farmaco foi

mantida apos o processo de esterilizacao.
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Figura 20 — Espectros de absorcgédo na regidao do infravermelho dos implantes

constituidos de etoposideo e PCL antes (a) e ap6s (b) serem submetidos a

radiacao ultravioleta por trinta minutos
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6.6.2 Teste de esterilidade

N&o foi observado crescimento microbiano nos tubos contendo o implante e
meio de cultura, confirmando a esterilidade dos sistemas expostos a radiacdo
ultravioleta. O teste de esterilidade foi realizado conforme método direto descrito na
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010), ndo havendo necessidade de alteragdes
das condicbes de ensaio, uma vez que 0s constituintes do implante néo
apresentaram incompatibilidade fisico-quimica com os meios de cultura e nem
atividade antimicrobiana frente a alguns microrganismos padréao.

Os implantes confeccionados consistem em uma formulagéo extremamente
simples, constituida apenas por etoposideo e polimero, e na qual ndo houve o
acréscimo de substancias conservantes. Isso explica, em parte, a auséncia do efeito

bacteriostatico e fungistatico da formulacéo.

6.7 Avaliacdo in vitro da perda de massa, da absorcdo de agua e perfil de

liberacdo dos implantes constituidos de etoposideo e PCL

O perfil de liberacao in vitro do etoposideo a partir dos implantes poliméricos
foi obtido na forma de porcentagem acumulada de liberacdo do farmaco em funcgéo
do tempo em dias (Figura 21). Os implantes poliméricos desenvolvidos promoveram
a liberacéo do etoposideo por longo periodo e apresentaram um padrado de liberacéo
em duas etapas: um burst inicial de curta duracdo, seguido por uma fase de

liberacédo lenta por tempo prolongado.
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Figura 21 - Perfil de liberagdo acumulada in vitro de etoposideo a partir dos
implantes de PCL
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Nota: Resultados apresentados como média + desvio padrdo (n=5).

Durante os primeiros quinze dias, aproximadamente 12% do etoposideo
foram liberados a partir dos implantes. Na segunda fase, a taxa de liberacdo do
farmaco reduziu gradualmente, e cerca de 60% do antitumoral foram liberados a
partir do sistema polimérico.

A liberacdo de um farmaco a partir de um sistema monolitico pode ocorrer por
difusdo pelos poros da matriz, por degradacao do polimero ou por uma combinacao
dos dois mecanismos (KIMURA; OGURA, 2001). Objetivando avaliar a possivel
contribuicdo da degradacdo da matriz polimérica no processo de liberacdo do
farmaco, foi obtido o perfil de perda de massa dos implantes de PCL contendo
etoposideo (Figura 22a). Foi verificado que, em 15 dias, houve uma reducdo de
massa do implante de aproximadamente 6%, que correspondeu a massa de farmaco
lixiviada neste periodo. Portanto, ndo ha contribuicdo da erosdo da matriz polimérica
na fase inicial da liberacdo do antitumoral. Esta etapa foi caracterizada por uma alta
taxa de liberacdo do farmaco (Figura 21), que possivelmente ocorreu devido a
presenca de etoposideo associado a superficie da matriz polimérica (CHENG et al.,
2009).
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Figura 22 - Alteracdo de massa representada pela porcentagem de perda de
massa dos implantes de PCL contendo etoposideo (a), e absorcédo de dgua dos
implantes, a 37°C, em PBS (b)
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Nota: Resultados apresentados como média + desvio padrao (n=5).
Os resultados de absorcdo de agua estdo apresentados como porcentagem em relacdo a
massa seca dos implantes de PCL e etoposideo.

Apoés 150 dias de estudo, o etoposideo liberado representou uma perda de
massa de aproximadamente 30%. Neste periodo, a perda de massa total do
implante foi de 35%, indicando que apenas 5% séo decorrentes da degradacao do
polimero. Portanto, a liberac&o lenta do antitumoral observada na segunda etapa do
perfil obtido (Figura 21), provavelmente, ocorreu devido a difusdo do etoposideo a
partir da matriz polimérica, uma vez que a PCL apresentou uma baixa velocidade de
degradacdo, como pbdde ser comprovado pelos resultados apresentados
anteriormente.

A degradacdo da matriz de um poliéster, como a PCL, envolve os fenbmenos
de clivagem das ligacdes éster, a reducdo de peso molecular decorrente da
producdo de oligbmeros e a perda de massa (erosdo) devido a producdo de
fragmentos de baixo peso molecular capazes de difundir através matriz do polimero
para 0 meio. Um fator limitante da velocidade de degradacédo polimérica € a
permeabilidade da formulacdo a agua (DASH; KONKIMALLA, 2012). Foi observada
uma baixa penetracdo de agua nos implantes de PCL contendo etoposideo (Figura
22Db), que pode ser justificada pela natureza hidrofébica do farmaco e do polimero do
sistema. Além disso, a hidrofobicidade do etoposideo contribui para que o farmaco

apresente alta afinidade pela matriz polimérica e baixa solubilidade em meio aquoso,
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fatores que podem dificultar a liberagéo do antitumoral para o meio, tornando a sua
difusdo muito lenta (DASH; KONKIMALLA, 2012; FIALHO et al., 2008).

O fato do implante de PCL ser capaz de promover a liberacdo do etoposideo
durante um periodo prolongado pode ser considerado uma vantagem do sistema
avaliado, visto que estudos pré-clinicos e clinicos sugerem que o periodo de
exposicdo das células neoplasicas ao etoposideo € um fator importante para
obtencédo da atividade antitumoral maxima, o que pode estar relacionado ao fato do
etoposideo ser um farmaco citotoxico fase-especifica (CLARK et al., 1994). Este
farmaco é capaz de inibir a enzima topoisomerase Il, que é mais ativa na etapa final
da fase S e inicial da fase G2 do ciclo celular. O etoposideo estabiliza o complexo
enzima-DNA, promovendo quebras na cadeia de DNA, e assim, levando a
permanéncia do ciclo celular na fase G2 e a subsequente ativacdo do processo de
apoptose. A inibicdo enzimatica € reversivel e a dissociacdo do complexo
etoposideo-DNA-topoisomerase |l permite a reparacdo do DNA, o0 que,
consequentemente, reduz a atividade citotdéxica do farmaco. Assim, a exposicao
prolongada ao etoposideo poderia produzir periodos mais longos de inibicdo de
enzima, resultando no aumento da citotoxicidade do antitumoral (HANDE, 2008;
MONTECUCCO; BIAMONTI, 2007; TOFFOLI et al., 2004).

6.8 Avaliacdo do potencial toxico dos implantes de PCL contendo etoposideo

empregando o teste HET-CAM

O teste HET-CAM é um ensaio alternativo aos testes in vivo para avaliacdo da
irritacdo ocular induzida por medicamentos, cosméticos e outras substancias
guimicas. O ensaio se baseia na observacdo das alteracbes da MCA apds a
aplicacdo das amostras (BARILE, 2010). A MCA, por responder as injarias com um
processo inflamatério similar aguele observado no tecido conjuntival de olhos de
coelhos, foi utilizado por diferentes autores para determinar a tolerabilidade ocular
de sistemas de liberacdo de farmacos para aplicacédo oftalmica (ALANY et al., 2006;
GILHOTRA et al., 2011; GUPTA et al., 2010).

A Tabela 17 apresenta os escores médios para as diferentes amostras e sua

classificacado quanto ao potencial de irritacao ocular.
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Tabela 17 - Escore médio e classificacdo quanto ao potencial de irritacdo

ocular das amostras submetidas ao teste HET-CAM

Amostras méisi’go(:]i@ Classificacao

Solucéo de hidréxido de sodio 0,1 mol/L 15 Irritante
Solucéo de cloreto de sodio 0,9% (p/v) 0 N&o irritante
Etoposideo Iixiv_iado dg implanEes poliméricos apo6s 0 N0 irritante

sete dias de incubagcdo em PBS
Solucéo de etop%sll'/cligg ZlgA)Q(\L;/g\]//)mL preparada em 0 N0 irritante
PBS em que i_mplantes de PCL sem farmaco foram 0 N0 irritante
incubados por sete dias

DMSO 1% (v/v)* 0 N&o irritante
Implantes constituidos por PCL e etoposideo (1:1) 0 N&o irritante
Implantes constituidos por PCL 0 N&o irritante

Nota: * Solucdo testada para verificar se o DMSO, utilizado como solvente para o etoposideo,
apresentava potencial irritante. Assim, essa solugdo foi considerada o branco da solugdo de

etoposideo.

A solucdo de hidréxido de sodio 0,1 mol/L foi classificada como irritante,
conforme relatado anteriormente por Alany e colaboradores (2006). Para esta
amostra, foram observados os fenbmenos de hiperemia, coagulacdo e hemorragia

apresentados na

Figura 23. A solucdo de cloreto de sédio 0,9% (p/v) foi considerada nao

irritante (Figura 24), resultado que corrobora o estudo de Gupta e colaboradores
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(2010). Essas solugbes foram utilizadas como controles positivo e negativo do

ensaio.

Figura 23 - MCA intacta (a) e visualizada em diferentes intervalos de tempo

apo6s o tratamento com solucédo de hidroxido de sédio 0,1 mol/L: 30 segundos

(b); 2 minutos (c); 5 minutos (d); 5 minutos em aumento de 24x (e); e 24 horas

(f)
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Os implantes com e sem etoposideo, bem como 0 meio no qual o implante foi
incubado por sete dias, foram classificados como nao irritantes (Figura 24). Esses
resultados eram esperados para os implantes constituidos apenas por PCL, uma vez
gue este polimero € reconhecidamente biocompativel (FIALHO et al., 2008). Os
resultados obtidos para os implantes contendo etoposideo indicam que esses

sistemas serdo bem tolerados apoés inser¢édo na cavidade vitrea do olho.
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Figura 24 - MCA intacta (a) e visualizada em 5 minutos apds o tratamento com
diferentes amostras (b), cujos detalhes dos vasos sanguineos estdo

apresentados na micrografia em aumento de 24x (c)

Amostra: solucéo de cloreto de sédio 0,9% (p/v)

b7 \B

Amostra: meio de incubacéo (PBS), no qual os implantes de PCL sem farmaco foram

incubados por sete dias

Amostra: etoposideo lixiviado de implantes poliméricos ap0s sete dias de incubacgao
em PBS
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As MCA também foram avaliadas apds 24 horas de tratamento com as

diferentes amostras e nao foram verificadas alteracdes nas respostas vasculares.

6.9 Preparo dos implantes constituidos de etoposideo e PLGA

Os implantes, constituidos por etoposideo e PLGA, consistiram de sistemas
cilindricos com peso médio de 1,78 + 0,06 mg, comprimento médio de 8,04 + 0,17

mm, e didmetro médio de 0,42 + 0,02 mm (n=10) (Figura 25).

Figura 25 - Implante de PLGA contendo etoposideo (33,3%p/p).

IITTTTRIRRRRII

Os sistemas de PLGA e etoposideo foram preparados pelo método de
evaporacao do solvente seguido pela moldagem a quente. Nesse método, o farmaco
e 0 polimero sdo dissolvidos em um solvente organico adequado, formando uma
solucdo, que é, entdo, submetida a um processo para completa evaporacdo do
solvente e obtencdo de um filme contendo o farmaco incorporado ao polimero
(MAKADIA; SIEGEL, 2011). O filme, previamente obtido, foi moldado a quente,

permitindo a confec¢éo de sistemas cilindricos, compactos e homogéneos.
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6.10 Desenvolvimento e validagdo de método analitico por CLAE para

guantificacdo de etoposideo em implantes de PLGA

Durante o desenvolvimento do método analitico para a quantificacdo de
etoposideo em implantes de PLGA, que foi baseado no trabalho de Tian et al.
(2006), verificou-se que o aumento da proporcédo de acetonitrila na fase movel e a
elevacdo de seu fluxo promoveram a reducdo do tempo de retencédo do pico do
etoposideo, e consequentemente, diminuiram o tempo de analise. Contudo, 0s picos
do etoposideo e do picroetoposideo ndo apresentaram resolucdo adequada quando
foi testada a proporcao de 40% (v/v) de acetonitrila, e portanto, a proporcédo de 38%
(v/iv) foi selecionada para a realizacdo das analises. Além disso, quando foram
empregados os fluxos de 1,9 e 2 mL/min, essa resolucdo foi adequada e nao foi
observada diferenca significativa entre o tempo de retencdo do etoposideo obtido
em ambas as condi¢des. Assim, definiu-se o fluxo como 1,9 mL/min, o qual geraria
menor consumo de solvente. As condicbes cromatograficas determinadas permitiram

a eluicdo do farmaco em apenas 3,7 minutos (Figura 26).
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Figura 26 - Cromatograma obtido para solucao de resolucao, empregando fase
maovel composta por acetonitrila e tampdao acetato pH 4,56 (0,05 mol/L) (38:62),
fluxo de 1,9 mL/min, coluna fenil (250 x 4,6 mm; 5 ym) a 25 °C e detecc¢éo a 247

nm
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6.10.1 Validacao

6.10.1.1 Seletividade

O espectro do etoposideo na regido do ultravioleta (200 a 400 nm) apresentou
maximos de absorcdo em 247 e 285 nm, sendo que maior valor de absorvancia foi
observado para a leitura realizada a 247 nm. Desta forma, 247 nm foi selecionado
para deteccdo devido a maior sensibilidade do método, que foi comprovada pela
maior inclinacdo da curva obtida neste comprimento de onda (77460 + 525) quando
comparada a inclinacdo da curva a 285 nm (32170 + 224). Também foi verificada
alta seletividade para o etoposideo em relacdo a possivel interferéncia do PLGA
presente nas amostras, que foi confirmada pela auséncia de picos interferentes no

cromatograma da solucdo de PLGA na concentracéo de 50 pg/mL (Figura 27Db).
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Figura 27 - Cromatogramas obtidos para: solugcdo de PLGA a 50 ug/mL (a);
solucdo padrédo de etoposideo a 25 pg/mL (b) e solugdo contendo PLGA (50
png/mL) e etoposideo (25 pg/mL) (c)
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Nota: As condi¢bes cromatogréficas utilizadas foram: fase mével composta por fase movel
composta por acetonitrila e tampao acetato pH 4,56 (0,05 mol/L) (38:62), fluxo de 1,9 mL/min,
coluna fenil (250 x 4,6 mm; 5 um) a 25 °C e detecgdo a 247 nm.
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A seletividade também foi comprovada pela diferengca ndo significativa (p >
0,05) entre as concentracfes médias de etoposideo determinadas para as solucdes
padréo de etoposideo ndo adicionadas (25,48 + 0,10 pg/mL) e adicionadas de PLGA
(25,53 + 0,07 pg/mL). Além disso, foram obtidos altos valores de pureza dos picos
de etoposideo para as amostras de padrdao (99,95%) e de implantes (99,93%),
sugerindo que ndo houve co-eluicdo de outros compostos com o pico de interesse.
Considerando esses resultados, o método desenvolvido apresentou seletividade

adequada para a determinacao de etoposideo em implantes de PLGA.

6.10.1.2 Linearidade

Foi verificada regressao significativa entre as concentracdes de etoposideo,
dentro da faixa de 5 a 45 ug/mL, e as areas do pico. O modelo linear foi adequado
para as duas curvas analiticas, uma vez que foram comprovadas a normalidade e
independéncia dos residuos, homocedasticidade, desvio de linearidade néao
significativo e coeficientes de determinacdo e de correlacdo superiores a 0,99
(Tabela 18) (MONTGOMERY et al., 2001; SOUZA; JUNQUEIRA, 2005).

A duas curvas, obtidas em dias diferentes, foram comparadas e as diferencas
entre os interceptos e as inclinagcdes ndo foram significativas. Considerando os
resultados obtidos, o0 método apresentou relacao linear adequada entre a area do

pico e a concentracdo do etoposideo, na faixa entre 5 a 45 pug/mL.
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Tabela 18 - Parametros da analise de regressao linear dos resultados obtidos

para etoposideo na faixa entre 5 e 45 pg/mL

Parametros da anélise de regresséao

Curva analitica -
dial

Curva analitica -
dia 2

Inclinacdo + desvio padréo

Intercepto + desvio padréo

Coeficiente de determinacéo (r?)

Coeficiente de correlacéo (r)

Normalidade dos residuos
(Coeficiente de correlacdo do teste de
Ryan-Joiner)

Independéncia dos residuos
(Estatistica de Durbin-Watson)

Homoscedasticidade
(Estatistica t de Levene)

Falta de ajuste (Pcarculado)

76640 + 250,6

- 33960 + 6705

0,9998

1,000

0,9597

(Rcritic0: 0,955)a

1,508
(1,38 - 2,62)

0,04
(tcritic0: 2,13)a

0,064°

76580 + 145,9

- 29900 *+ 3218

0,9999

1,000

0,9728

(Rcritico: 0,956)a

1,227
(1,39 — 2,61)°

-0,20
(tcritico: 2,12)a

0,062°

Nota: ° valores criticos para avaliacdo do teste de hipoteses. Para aceitacdo das hipéteses nulas,

gue consistem nos residuos seguirem a distribuicdo normal, serem independentes e apresentarem

homocedasticidade, deve-se ter: coeficiente de correlacdo > Rico para o teste de normalidade;

estatistica de Durbin-Watson dentro dos limites calculados para verificacdo da independéncia dos

residuos; estatistica t de Levene > t.ico. CoOnsiderou-se para todos os testes a=0,05.

®p>0,05.
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6.10.1.3 Precisdo

Os valores de concentracdo média de etoposideo e DPR obtidos para
avaliagdo da precisao intradia e interdias estéo apresentados na
Tabela 19.

Tabela 19 - Valores de concentracdo média e DPR obtidos para avaliacdo da
precisdo intradia e interdias do método por CLAE para quantificacdo de

etoposideo em implantes de PLGA

. Precisao intradia (n=3) Preciséo interdias (n=6)
Concentracao _ _
(ug/mL) Conf:entragao DPR (%) Conf:entra(;ao DPR (%)
média (ug/mL) média (ug/mL)

2 1,98 11 2,02 2,2

5 5,11 1,4 5,08 1,3

25 25,53 0,2 25,41 0,9

45 45,48 0,1 45,13 0,8

Os valores de DPR foram inferiores a 5% para todos os niveis de
concentracgdes testadas, indicando que o método apresentou precisao intra-corrida e
inter-corridas adequadas (BRASIL, 2003).

6.10.1.4 Exatidao

Os valores de porcentagem de recuperacdo obtidos para a avaliacdo da
exatiddo estdo apresentados na Tabela 20. Os resultados, obtidos em dois dias de
analise, estdo dentro da faixa de 98 a 102%, indicando que o método apresentou
exatiddo satisfatéria para determinacdo de etoposideo em implantes de PLGA

(GREEN, 1996).
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Tabela 20 - Porcentagem de recuperacdo de etoposideo para avaliacdo de

exatiddao do método por CLAE para quantificacdo de etoposideo em implantes
de PLGA

_ ) _ Exatid&o inter-
Exatidao intra-corrida _
~ corridas (n=6)
Concentracao
Dia 1 (n=3) Dia 2 (n=3) .
(Mg/mL) Recuperacéo | DPR
Recuperacao DPR Recuperacdo | DPR .
_ _ media (%) (%)
média (%) (%) média (%) (%)

2 100,8 1,7 99,9 11 100,3 1,4
5 100,9 1,4 100,0 1,3 100,4 1,3
25 101,1 11 100,8 0,4 100,9 0,8
45 100,3 1,0 99,9 0,6 100,1 0,8

A equacdao da reta, que relaciona os valores esperados de concentracédo de
etoposideo e os resultados experimentais, apresentou intercepto e inclinagcdo que
nao foram diferentes de zero e um, respectivamente. Tal resultado sugere que os
resultados obtidos nas analises realizadas nédo apresentaram erros sistematicos
(bias).

O B-intervalo de tolerancia (Figura 28), calculado a um nivel de significancia
de 5%, confirmou a exatiddo adequada do método, uma vez que os valores de
intervalo de tolerancia para cada nivel de concentracdo estdo inseridos no limite de
variagcdo maxima de 5% (ROZET et al., 2007).

Figura 28 - Erro relativo versus concentracdo de etoposideo, com intervalo de

tolerancia a 95% (linhas tracejadas) e limites de aceitacdo de 5% (em

vermelho)
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6.10.1.5 Limite de quantificacdo

O limite de quantificagdo estimado pelos parametros da equacgédo da curva
analitica foi 0,37 pg/mL. Baseado neste valor, solu¢cdes placebo contendo
etoposideo em diferentes concentracdes foram analisadas e os resultados obtidos
estdo apresentados na Tabela 21. A concentragdo de 1 pug/mL foi definida como o
limite de quantificacdo do método, desde que nesta concentracdo resultados
precisos (DPR < 5%) e exatos (porcentagem de recuperacao entre 98% e 102%)
foram obtidos.

Tabela 21 - Valores de concentracdo meédia, DPR e porcentagem de
recuperacdo meédia para determinacdo do limite de quantificacdo do método
por CLAE para quantificagdo de etoposideo em implantes de PLGA

Concentracao Concentracao Recuperacéo
- DPR (%) o
(ng/mL) meédia (ug/mL) meédia (%)
0,25 0,70 18,9 275,1
0,5 0,67 8,3 131,9
1 1,00 1,3 98,5

6.10.1.6 Robustez

A Tabela 22 apresenta os resultados obtidos nas diferentes condi¢cdes de
analises utilizadas para avaliar a robustez do método.

Tabela 22 - Resultados das analises obtidas em condicdes nominais e
modificadas para avaliacdo da robustez do método para quantificacdo de
etoposideo em implantes de PLGA

.Condicdes de analise Teo(;pm(i/f)'o * tr (min) Resolucao
Nominais
Fase movel: Acetonitrila 38%(v/v) 1006 + 0.4 3 668 + 0.002 268 +0.03
Fluxo da Fase mavel: 1,9 mL/min e ' - e
Modificadas
Fase movel: Acetonitrila 39%(v/v) 1005 + 0.3 3564 +0.003* | 253+003*
Fluxo da Fase mavel: 1,9 mL/min e ' - T
Modificadas
Fase movel: Acetonitrila 38%(v/v) 1005+ 0.3 3719 + 0.002* 271 +0.03
Fluxo da Fase movel: 1,8 mL/min e ' - oo

Nota: *p<0,05: diferencga significativa quando o resultado foi comparado ao obtido nas condi¢8es
nominais.
Resultados apresentados como média + desvio padrao (n=6).
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Foram observados, respectivamente, o aumento e a reducdo do tempo de
retencdo do farmaco quando foram alterados a composi¢cdo da fase movel e o seu
fluxo. Foi verificada redugcdo da resolucdo quando se aumentou a proporcédo de
acetonitrila na fase mével, no entanto, sob essa condi¢do analitica, foi observada
completa separacdo dos picos. Apesar desses resultados, o método foi considerado
robusto para a quantificacdo de etoposideo nos implantes de PLGA, uma vez que as
alteracdes das condi¢Bes cromatogréaficas nédo influenciaram nos resultados de teor
(p>0,05).

6.11 Quantificacao de etoposideo em implantes de PLGA

O método cromatografico foi aplicado para quantificacdo de etoposideo
incorporado aos implantes de PLGA. O teor médio de etoposideo para os implantes
analisados foi 99,78 *+ 0,86 % (n=6) do valor rotulado (33,3% p/p).

6.12 Caracterizacao dos implantes constituidos de etoposideo e PLGA

6.12.1 Espectroscopia naredgidao do infravermelho com transformada de Fourier

A Figura 29 apresenta 0s espectros na regido do infravermelho do
etoposideo, PLGA, mistura fisica de etoposideo e PLGA (1:2), e implantes. Na

Figura 29a foram observadas absorcées tipicas do etoposideo, tais como: 1760 cm™

referente ao estiramento do grupo carbonila do anel lactona, 1617, 1506 e 1463 cm™

correspondentes ao estiramento de C=C de grupos aromaticos; 3441 cm™
correspondente ao estiramento de —OH fendlico; 2890 cm™ referente ao estiramento
de —CH,. Resultados semelhantes a estes foram encontrados por Shah e
colaboradores (2013). O copolimero PLGA 75:25 (Figura 29b) apresentou uma
banda em 1749 cm™ atribuida ao estiramento de grupos carbonilas (C=0) de
ésteres, bandas em 2995 e 2947 cm™ correspondentes ao estiramento dos grupos
metila (C-H) e bandas na regido entre 1050 e 1300 cm™ relativas ao estiramento de

ligacBes C-O de éster (MAINARDES et al., 2006).
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Figura 29 - Espectros na regido do infravermelho de etoposideo (a), PLGA (b),
mistura fisica de etoposideo e PLGA (1:2), implante de etoposideo e PLGA (2:1)
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Os espectros da mistura-fisica e de implantes (Figura 29c-d) apresentaram
bandas de absorcéo tipicas dos grupos funcionais presentes no etoposideo e PLGA.
Nesses espectros, as bandas de absor¢cdo do farmaco, na regido de baixo
comprimento de onda, ndo puderam ser perfeitamente observadas, devido a baixa
proporcdo do farmaco na mistura fisica e nos implantes. Esse fato ja havia sido
relatado por Mainardes e colaboradores (2006) em estudo sobre nanoparticulas de
PLGA contendo praziquantel.

Assim, os resultados de FTIR sugerem que as estruturas quimicas do
farmaco e polimero foram preservadas apds a incorporacdo do etoposideo a matriz
polimérica.

6.12.2 Anélise térmica

A curva de TG do PLGA (Figura 30a) apresenta um evento térmico atribuido a
etapa Unica da decomposicéo térmica do polimero que ocorreu na regido de 250 °C
a 390 °C. Resultados semelhantes foram observados anteriormente por Saliba et al
(2008). Ja o etoposideo €& termicamente estavel até aproximadamente 290 °C,
conforme pode ser verificado na Figura 30b. Esses resultados demonstram que o
método de preparo dos implantes néo interfere na estabilidade térmica do polimero e
do farmaco, uma vez que o inicio da decomposicdo térmica desses ocorre em
temperatura mais elevada que a aplicada na obtencdo dos dispositivos
(100 - 120 °C).

Figura 30 - Curvas de TG do PLGA (a), etoposideo (b), mistura fisica de
etoposideo e PLGA (1:2) (c) e implantes constituidos de etoposideo e PLGA
(2:2) (d)
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A Figura 3la apresenta a curva de DSC do etoposideo, na qual foram
verificados trés eventos atribuidos a reacdo de desidratacdo (35 - 121 °C), fuséo
(175 - 190 °C), transicdo polimorfica (210 - 235 °C) do etoposideo, conforme
discutido no item 6.4.2 . O evento endotérmico referente a fusdo do etoposideo
recém-cristalizado ndo foi observada, pois a andlise foi realizada na faixa de 30 a
250 °C.

Figura 31 - Curvas de DSC do etoposideo (a), PLGA (b), mistura fisica de
etoposideo e PLGA (1:2) (c) e implantes constituidos de etoposideo e PLGA
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A curva de DSC do PLGA (Figura 31b) apresentou um evento endotérmico
(57 °C) referente a transicéo vitrea do polimero (MITRA et al., 2011). As curvas de
DSC da mistura fisica e dos implantes (Figura 31 c-d) apresentaram eventos
térmicos similares aos identificados para o farmaco e polimero puros, sendo o
primeiro pico endotérmico devido a transicdo vitrea do PLGA; o segundo evento
endotérmico atribuido a fusdo do etoposideo, seguido pelo evento exotérmico devido

a transicao polimorfica.
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Os resultados da andlise térmica corroboram com os dados do FTIR,
indicando que ndo houve interagdo significativa entre o etoposideo e a PLGA nos

implantes.

6.12.3 Microscopia eletronica de varredura

Como relatado anteriormente, a morfologia dos implantes é um fator que pode
influenciar a liberacdo do farmaco a partir do dispositivo polimérico. A Figura 32
apresenta a fotomicrografia dos implantes de PLGA contendo etoposideo (2:1). A
superficie destes implantes se apresentou lisa e homogénea, sem a evidéncia de
poros ou canais, que poderiam favorecer a difusdo do farmaco (KIMURA; OGURA,
2001; MCDONALDS et al., 2010).

Figura 32 - Fotomicrografias da superficie externa de implantes constituidos
de etoposideo e PLGA (1:2) em aumento de 50X (a) e 1000X (b)
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6.13 Uniformidade de contelido

O método de evaporacgéo do solvente foi utilizado para a obtencéo do filme de
PLGA e etoposideo que, entdo, foi moldado em dispositivos cilindricos. No entanto,
esse método apresenta como desvantagem a possibilidade de formacdo de
agregados dos componentes da formulacdo, o que contribui para a falta de

uniformidade da dispersdo do farmaco na matriz polimérica. O processo de
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eliminacdo do solvente é um fator critico para a formagdo de agregados, pois,
durante um longo processo de eliminacdo do solvente, as forgas intermoleculares
atrativas sao favorecidas (MORALES; MCCONVILLE, 2011; PERUMAL, 2007).
Considerando esse problema, a evaporacdo do solvente sob pressédo reduzida,
procedimento relativamente répido, foi utilizado para eliminacdo da acetonitrila
empregada para solubilizar o PLGA e o etoposideo. Assim, para confirmar a
distribuicdo homogénea do farmaco nos implantes produzidos, o teste de
uniformidade de contetudo foi realizado. O teor de etoposideo nas dez unidades
testadas variou de 98,76% a 103,39% (DPR = 1,51%) do valor pré-definido para a
formulagéo (33,3% p/p). Além disso, o limite de variagdo do conteudo de farmaco
destes implantes (3,63) foi inferior a especificacdo de 15 (BRASIL..., 2010),
atendendo, portanto, aos critérios farmacopeicos de avaliacdo do teste de
uniformidade de contetddo. Esses resultados confirmam que o etoposideo foi
distribuido de forma uniforme nos implantes preparados, indicando que o método de

elaboracado dos sistemas garante homogeneidade do farmaco nestes dispositivos.

6.14 Resultados do processo de esterilizacdo dos implantes constituidos de

etoposideo e PLGA

6.14.1 Avaliacdo da estabilidade dos implantes constituidos de etoposideo e

PLGA frente ao processo de esterilizacdo

Os implantes de PLGA contendo etoposideo foram esterilizados por
exposicdo a radiacdo ultravioleta. Os resultados apresentados no item 6.6.1
indicaram que o etoposideo nao sofreu alteracbes detectaveis apos ser submetido
as condicdbes de esterilizacdo. Tais condicbes também nao promoveram
modificacbes detectaveis na estrutura quimica dos componentes dos implantes
(PLGA e etoposideo), uma vez que ndo foram observadas alteracdes no espectro na
regido do infravermelho dos implantes submetido ao processo de esterilizacao
(Figura 33). Adicionalmente, o teor de etoposideo dos implantes estéreis (100,07 +
0,84 %) foi comparado ao teor dos implantes néo estéreis (100,79 £ 0,94%), sendo

gue néo foi verificada diferenca significativa (p > 0,05) entre eles. Esse resultado
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indica que o conteudo de etoposideo dos implantes de PLGA nao € alterado apos a

exposicao a radiagao ultravioleta, por trinta minutos.

Figura 33 — Espectros na regido do infravermelho de implantes constituidos de
etoposideo e PLGA (1:2) antes (a) e ap6s (b) serem submetidos a radiacéo

ultravioleta por trinta minutos
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6.14.2 Teste de esterilidade

O teste de esterilidade foi realizado conforme método direto descrito na
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010), ndo havendo necessidade de alteragdes
das condicbes de ensaio, uma vez que o0s constituintes do implante nao
apresentaram incompatibilidade fisico-quimica com os meios de cultura e nem
atividade antimicrobiana frente a alguns microrganismos padrdo. Como no caso dos
implantes de PCL e etoposideo, os sistemas de PLGA e o antitumoral também
consistem em uma formulagdo simples, cuja adicdo de substancias conservantes
ndo foi necessaria. Esse fato facilita a execucédo do teste de esterilidade devida a
auséncia de atividade antimicrobiana do sistema.

Nos tubos contendo o implante e meio de cultura, ndo foi observado
crescimento microbiano, o que confirma a esterilidade dos sistemas expostos a

radiacéo ultravioleta.

6.15 Avaliacao in vitro da perda de massa, da absorcdo de agua e do perfil de

liberacdo dos implantes constituidos de etoposideo e PLGA

A Figura 34 apresenta o perfil de liberacdo in vitro do etoposideo a partir dos
implantes de PLGA, que foi obtido na forma de porcentagem acumulada de
liberacdo do farmaco em funcdo do tempo em dias. Os implantes de PLGA
promoveram a liberacdo prolongada do etoposideo, cujo perfil in vitro foi
caracterizado por duas fases definidas: uma etapa inicial, em que cerca de 9% do
etoposideo foram liberados lentamente durante os primeiros 28 dias de incubacao; e
a segunda fase, na qual 48% do antitumoral foram liberados no periodo entre o 29°

e 0 50° dia de estudo.
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Figura 34 - Perfil de liberacdo acumulada in vitro de etoposideo a partir dos
implantes de PLGA
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Nota: Resultados apresentados como média + desvio padrao (n=5).

A perda de massa in vitro dos implantes de PLGA contendo etoposideo esta
apresentada na Figura 35a. Durante os primeiros 21 dias, praticamente, ndo houve
perda de massa dos dispositivos poliméricos. Esta etapa pode ser atribuida a fase
inicial do processo de degradacdo do PLGA, na qual ha absor¢cdo de agua pelo
sistema (Figura 35b), promovendo a hidrélise das ligacbes éster na estrutura do
polimero. O processo de quebra aleatoria da cadeia polimérica promove uma
reducéo inicial do peso molecular, porém sem qualquer perda de massa apreciavel
(MAKADIA; SIEGEL, 2011).

Figura 35 - Alteracdo de massa representada pela porcentagem de perda de
massa dos implantes de PLGA contendo etoposideo (a), e absor¢céo de agua
dos implantes, a 37°C, em PBS
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Nota: Resultados apresentados como média + desvio padrdo (n=>5).

Os resultados de absorcao de agua estdo apresentados como porcentagem em relacdo a
massa seca dos implantes de PLGA e etoposideo.
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A partir do 21° dia de incubagéo, foi observado um aumento na perda de
massa do implante (Figura 35a) decorrente tanto da liberacdo do farmaco, como da
erosao da matriz polimérica. Apds 42 dias de incubacdo, o etoposideo liberado a
partir do implante de PLGA, representou uma perda de massa de aproximadamente
13,7%. Neste periodo, a perda de massa total do sistema foi cerca de 28,3%,
indicando que aproximadamente 14,6% s&o decorrentes da degradacdo do
polimero. A erosdo do PLGA, nesta fase, é consequéncia da difusdo de seus
produtos de degradacdo para o meio de liberacdo. Este processo cria poros na
matriz polimérica, os quais se tornam maiores devido ao contato com a agua, que
continua a promover a hidrélise polimérica, gerando compostos &cidos. Essas
substancias acidas catalisam a reacdo de degradacdo do PLGA, promovendo a sua
dissolucéo no interior dos poros, levando a erosao subsequente. Assim, esta fase é
caracterizada por uma reducdo no peso molecular acompanhada pela perda de
massa da matriz polimérica (FREDENBERG et al, 2011;. MAKADIA; SIEGEL, 2011).
A degradacdo da matriz favorece a penetracdo de agua no sistema, fato que pode
explicar o aumento do conteddo de agua nos implantes a partir do 22 ° dia de
incubacéao (Figura 35b).

Como relatado anteriormente, a liberacdo do etoposideo a partir dos
implantes de PLGA apresentou um perfil bifasico. Contudo, geralmente, a cinética de
liberacdo a partir de matrizes constituidas por esse polimero apresenta um perfil
trifasico, sendo que a primeira fase € caracterizada pela alta taxa de liberacdo do
farmaco decorrente da difusdo do principio ativo presente na superficie do sistema
ou proximo a ela. Na segunda etapa, considerada uma fase de laténcia, ocorre a
difusdo do farmaco da matriz para o meio externo antes da erosdo do polimero. Esta
difusdo é dependente do coeficiente de difusdo do principio ativo, da saturacdo do
meio de incubacé&o e da concentracdo do farmaco no sistema. Na terceira fase tem-
se uma liberacdo pronunciada do principio ativo, geralmente, atribuida ao inicio da
erosdo da matriz polimérica (FREDENBERG et al., 2011; KUNO; FUJII, 2010).

Para os dispositivos de etoposideo e PLGA, a primeira etapa do perfil de
liberacdo ndo apresentou uma liberacdo pronunciada do farmaco (Figura 34). Este
comportamento pode ser justificado pela difusdo lenta do antitumoral presente na
matriz e pela provavel auséncia do farmaco associado a superficie do sistema. A
difusdo muito lenta do etoposideo pode ser decorrente da sua natureza hidrofébica,

gue contribui para que o farmaco apresente alta afinidade pela matriz polimérica e
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baixa solubilidade em meio aquoso, fatores que dificultam a liberagdo do principio
ativo para o meio (DASH; KONKIMALLA, 2012; FIALHO et al.,, 2008). Saliba e
colaboradores (2012) também relataram a auséncia de uma liberacdo pronunciada
do farmaco na fase inicial do perfil de liberacdo de ciclosporina a partir dos implantes
de PLGA.

Na segunda fase do perfil de liberacdo do etoposideo, que ocorreu a partir do
28° dia de incubacdao, foi observado um aumento da taxa de liberacdo do farmaco
qgue pode ser atribuido a sua difusdo pelos poros iniciais jA presentes na matriz
polimérica e pelos novos canais formados durante o processo de eroséo do polimero

conforme discutido anteriormente.

6.16 Avaliacdo do potencial toxico dos implantes de PLGA contendo
etoposideo empregando o teste HET-CAM

O potencial toxico dos implantes desenvolvidos foi avaliado pelo teste HET-
CAM. As solucdes de hidroxido de sodio 1 mol/L e de cloreto de sédio 0,9% (p/v),
utiizadas como controle do ensaio, foram avaliadas e classificadas,
respectivamente, como irritante e nao irritante. Esses resultados estdo em
concordancia com dados da literatura e do item 6.8 (ALANY et al., 2006; GUPTA et
al., 2010).

N&o foram observadas alteracbes nos vasos sanguineos das MCA tratadas
com as demais amostras. Portanto, os implantes com e sem etoposideo, bem como
0 meio no qual os dispositivos foram incubados, a solucéo de etoposideo (20 pg/mL)
e 0 DMSO 1% (v/v) foram classificados como nao irritantes. Os resultados obtidos
para os implantes de PLGA (Figura 36) sdo congruentes com o fato deste polimero
ser reconhecidamente biocompativel (MAKADIA; SIEGEL, 2011).

Os resultados para os implantes de PLGA contendo etoposideo (Figura 36)
indicam que esses dispositivos podem ser bem tolerados apdés a insercdo na
cavidade vitrea do olho.

As MCA também foram avaliadas apds 24 horas de tratamento com as

diferentes amostras e nao foram verificadas alteracdes nas respostas vasculares.
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Figura 36 - MCA intacta (a) e visualizada em 5 minutos ap0s o tratamento com
diferentes amostras (b), cujos detalhes dos vasos sanguineos (em aumento de
24x) estao apresentados na micrografia (c)

Amostra: meio de incubacao (PBS), no qual os implantes de PLGA sem farmaco foram
incubados por sete dias

Amostra: etoposideo lixiviado de implantes poliméricos ap6s sete dias de incubacao
em PBS
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6.17 Validacdo de método analitico por CLAE para quantificacdo de etoposideo

em humor vitreo

Para a quantificacdo de etoposideo em humor vitreo, foram empregadas as
condicdes cromatograficas descritas anteriormente para a determinacdo deste
farmaco em implantes de PLGA (item 5.12.3). A adequacgdo das condi¢cbes
cromatograficas foi verificada por meio da andlise da solugdo de resolucéo
preparada em humor vitreo. A Figura 37 apresenta o cromatograma desta solugao,
no qual foi verificada completa separagdo entre o pico do etoposideo e o

picroetoposideo (Resolugéo > 2).
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Figura 37 - Cromatograma obtido para solucdo de resolucdo preparada em
humor vitreo, empregando fase movel composta por acetonitrila e tampao
acetato pH 4,56 (0,05 mol/L) (38:62), fluxo de 1,9 mL/min, coluna fenil (250 x 4,6

mm; 5 um) a 25 °C e detecgao a 247 nm
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Devido a auséncia de quantidade suficiente de humor vitreo para realizacao
da validacdo do método, uma solucédo de humor vitreo simulado foi empregada no
preparo das solu¢cdes do farmaco. A utilizacdo de uma matriz alternativa no processo
de validacdo é permitida pelos guias de validacdo (BRASIL, 2012; EMEA, 2011;
FDA, 2001). No entanto, para a avaliacdo de alguns parametros (precisao,
seletividade e estabilidade do analito em matriz bioldgica), as solu¢gdes de farmaco

foram preparadas na propria matriz bioldgica (BRASIL, 2012).

6.17.1 Validacao

6.17.1.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada por meio da analise de seis amostras de
humor vitreo, sendo que em nenhuma delas foram observados picos interferentes no
mesmo tempo de retencdo do etoposideo (Figura 38a). Os picos mais proximos ao
do etoposideo apresentaram tempos de retencéo de 2,3 e 4,9 minutos, 0s quais néo
interferem na quantificagdo desse farmaco, uma vez que seu tempo de retencdo €

3,8 minutos (Figura 38b).
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Figura 38 - Cromatogramas obtidos para: amostra de humor vitreo (a), amostra
de humor vitreo contendo etoposideo a 50 pug/mL (b) e solu¢cdo de humor vitreo
simulado (c)
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Nota: As condigBes cromatogréficas utilizadas foram: fase mével composta por fase movel
composta por acetonitrila e tampéo acetato pH 4,56 (0,05 mol/L) (38:62), fluxo de 1,9 mL/min, coluna
fenil (250 x 4,6 mm; 5 ym) a 25 °C e detecgao a 247 nm.
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Segundo a Resolugdo RDC n° 27/2012 (BRASIL, 2012), a resposta de picos
interferentes proximo ao tempo de retencdo do farmaco deve ser inferior a 20% da
resposta do analito no limite inferior de quantificacdo. Em todas as amostras de
humor vitreo analisadas, ndo foram observados picos interferentes no mesmo tempo
de retencdo de etoposideo. Além disso, as areas dos picos mais proximos ao pico
do etoposideo foram inferiores a 20% da reposta do analito na concentracdo de
1 pg/mL.

A Figura 38c apresenta o cromatograma do humor vitreo simulado, na qual
nao foram verificados picos interferentes no mesmo tempo de retencdo do
etoposideo, demonstrando a seletividade do método para o etoposideo, também, em

relacdo a possivel interferéncia do humor vitreo simulado.

6.17.1.2 Efeito da matriz

O efeito de matriz foi avaliado pela comparacdo das areas obtidas para o
etoposideo em humor vitreo e em fase movel. Além disso, foi investigado o efeito de
matriz decorrente do uso de uma solucao de humor vitreo simulado como diluente.
Os resultados obtidos (Tabela 23) demonstraram que ndo houve efeito de matriz
significativo, tanto para o humor vitreo quanto para a solucdo de humor vitreo

simulado, uma vez que os valores de DPR foram inferiores a 15% (BRASIL, 2012).

Tabela 23 - Resultados das analises para avaliacdo do efeito de matriz para o

método por CLAE para quantificacéo de etoposideo em humor vitreo

Amostras em humor vitreo e Amostras em humor vitreo

Concentracdes i . i
) em fase movel simulado e em fase movel
de etoposideo
FM DPRtotal FM DPRtotaI
(ng/mL) o DPR (%) o DPR (%)
medio* (%) meédio* (%)
2 1,05 8,4 1,04 4,0
7,3 3,9
80 1,00 52 1,00 2,9

Nota:

FM médio para n=6.



Resultados e discusséao 134

6.17.1.3 Efeito residual

Nos cromatogramas das amostras de humor vitreo, que foram obtidos apés a
injecdo de uma amostra de humor vitreo adicionada de etoposideo na concentracéo
de 100 pg/mL, n&o foram observados picos interferentes no mesmo tempo de

retencéo do analito. Portanto, ndo foi observado o efeito residual.

6.17.1.4 Linearidade

Foi verificada que, sob as condicdes experimentais do método cromatografico
e dentro da faixa de 1 a 100 pg/mL, a regressdao entre as concentragdes de
etoposideo e as areas do pico foi significativa (p < 0,05).

O modelo linear foi adequado para as trés curvas analiticas obtidas em trés
dias diferentes, cujos valores do coeficiente de determinacdo foram superiores a
0,99 (Tabela 24). O grafico de residuos, obtido para cada curva, demonstrou a
distribuicdo aleatoria dos residuos, de forma que néo se verificou qualquer tendéncia

nas curvas analiticas.

Tabela 24 - EquacOes das retas e respectivos coeficientes de correlagédo e de
determinacdo obtidos na avaliacdo da linearidade do método por CLAE para

guantificacdo de etoposideo em humor vitreo

Parametros da analise de
regressao

Curva analitica
-dial

Curva analitica
-dia 2

Curva analitica
-dia 3

Inclinacéo + desvio padrao
Intercepto + desvio padréo
Coeficiente de determinacao (r?)

Coeficiente de correlacéo (r)

77820 + 185

104100 *+ 9285

0,9998

1,000

78470 + 401

79730 + 20650

0,9991

1,000

78550 + 443

77340 + 23030

0,9988

0,999
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As areas utilizadas para construir as trés curvas atenderam aos critérios de
aceitacao preconizados pela Resolugcdo RDC n° 27/2012 (BRASIL, 2012), uma vez
gue apresentaram desvio menor ou igual a 20% em relacdo a concentragdo nominal
para o limite inferior de quantificacdo e desvio menor ou igual 15% em relacdo a
concentragdo nominal para as outras concentracdes da curva. No caso da curva do
dia 3, uma das réplicas da concentragdo de 2 ug/mL apresentou desvio superior a
15%, sendo este dado, portanto, ndo considerado no calculo dos parametros da
equacdo da curva analitica. Considerando os resultados obtidos, o método
apresentou relacdo linear adequada entre a area do pico e a concentracdo do

etoposideo, na faixa entre 1 a 100 pg/mL.

6.17.1.5 Precisdo e exatidao

A preciséo e exatiddo foram avaliadas pela analise em quatro concentracgoes,
em quintuplicata, em trés dias diferentes. Os resultados obtidos estdo apresentados
na Tabela 25. Os resultados obtidos demonstraram que o método apresenta
precisdo intradia e interdias adequadas, uma vez que todos os valores de DPR
foram inferiores a 15% (BRASIL, 2012).

Para a avaliacdo da exatiddo, o erro padrao relativo, que considera os erros
sistematicos (bias) do método analitico, foi calculado para todos os niveis de
concentracdo de etoposideo testados. Todos os valores de erro padrdo relativo
determinados estavam inseridos no intervalo de + 15%, demonstrando que o método
apresenta exatiddo adequada para quantificacdo do etoposideo em humor vitreo

(BRASIL, 2012).
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Tabela 25 - Resultados obtidos para avaliagdo da preciséo e exatidao intradia e

interdias do método por CLAE para quantificacdo de etoposideo em humor

vitreo
Concentragao de etoposideo (png/mL)
Parametros
1 2 50 80
Concentracdo média (pg/mL) 1,05 2,03 50,59 | 80,01
Dia 1
DPR (%) 6,2 7,3 15 3,8
(n=5)
Erro padréo relativo (%) 29 -1,0 1,2 1,2
Concentracédo média (pg/mL) 1,05 2,04 51,16 | 80,31
Dia 2
DPR (%) 3,5 2,0 1,2 1,2
(n=5)
Erro padréo relativo (%) 2.9 0,2 0,8 -1,3
Concentracédo média (pg/mL) 1,09 2,17 49,27 | 79,80
Dia 3
DPR (%) 6,4 8,1 3,7 2,2
(n=5)
Erro padréo relativo (%) 7.7 6,7 3,1 -1,9
Concentracédo média (pg/mL) 1,06 2,08 50,34 | 80,04
Inter-
dias DPR (%) 5,6 6,9 4,4 2,3
(n=15)
Erro padréo relativo (%) 4,5 1,9 1,2 -1,8

O B-intervalo de tolerancia (Figura 39), calculado a um nivel de significancia

de 5%, confirmou a exatiddo do método, uma vez que os valores de intervalo de

tolerancia para cada nivel de concentracdo estdo inseridos no limite de variacéo
maxima de 15% (ROZET et al., 2007)
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Figura 39 - Erro relativo versus concentracdo de etoposideo, com intervalo de
tolerancia a 95% (linhas tracejadas) e limites de aceitagcdo de + 15% (em

vermelho)
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6.17.1.6 Limite inferior de quantificacao

O limite de quantificacdo foi determinado pela analise, em

quintuplicata, de

amostras de humor vitreo contendo etoposideo nas concentracdes 0,25; 0,5; 0,75 e

1 pg/mL. Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 26. A concentracéo

de 1 pg/mL foi definida como o limite de quantificagdo do método, desde que nesta

concentracgao resultados precisos (DPR < 15%) e exatos (erro padréo relativo dentro
da faixa de + 15%) foram obtidos (BRASIL, 2012).

Tabela 26 - Valores de concentracdo média, DPR e erro padréo relativo para

determinacéo do limite inferior de quantificacdo (n=5) em humor vitreo

Concentracao de Concentracao Erro padrao
. DPR (%) .
etoposideo (ug/mL) média (ug/mL) relativo (%)
0,25 0,56 21,5 1242
0,5 0,60 22,6 21,6
0,75 0,82 21,5 18,3
1 1,04 7,6 52
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6.17.1.7 Estabilidade

A avaliagdo da estabilidade do farmaco foi realizada pela andlise de amostras
de humor vitreo contendo etoposideo submetidas a diferentes condi¢cbes
experimentais, que reproduzem as etapas de armazenamento, preparo e analise das

amostras.

Estabilidade de curta duracéo e estabilidade pds-processamento

O estudo de estabilidade de curta duragéo consiste em avaliar as amostras
submetidas a temperatura ambiente ou temperatura de processamento do método
por periodo de 4 a 24 horas. Também deve ser investigada a estabilidade do
farmaco na matriz biolégica apdés o seu processamento (BRASIL, 2012; EMEA,
2011; FDA, 2001). Como o processamento das amostras no método em questao
consistiu no preparo das solucdes e seu armazenamento, a temperatura ambiente
(25 °C), no compartimento do cromatografo até a sua analise, apenas um estudo foi
realizado para verificar tanto a estabilidade de curta duracdo como a estabilidade
pos-processamento. Este procedimento foi adotado devido ao pequeno volume de
matriz bioldgica disponivel e as condi¢des similares de ambos os estudos.

A Tabela 27 apresenta os resultados obtidos para as amostras de humor
vitreo contendo etoposideo mantidas na bandeja do injetor automatico, a 25 °C,
durante 10 horas. Os valores de desvio, tanto em relagcdo ao valor nominal das
concentragcfes como em relacdo a amostra recém-preparada, foram inferiores a
15%, para ambos o0s niveis de concentracdo testados. Tais resultados
demonstraram que as amostras sdo estaveis nas condi¢cdes analisadas (BRASIL,

2012; CASSIANO et al., 2009).
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Tabela 27 - Resultados obtidos para avaliagcéo da estabilidade de curta duragéo

e estabilidade pods-processamento de amostras de humor vitreo contendo

etoposideo nas concentragoes de 2 e 80 pug/mL

Humor vitreo contendo

etoposideo 2,05 pg/mL

Humor vitreo contendo

etoposideo 81,89 ug/mL

Parametros (n=3) (n=3)
Recém- Apos Recém- Apos
preparado | tratamento preparado | tratamento
Concentracdo média +
2,09 £ 0,08 1,97 £0,03 | 81,22+0,40 | 80,07 +0,33
dp (ug/mL)
Desvio em relagéo ao
_ 2,3 -4 -0,8 -2,2
valor nominal (%)
Desvio em relacédo a
- -6,2 - 1,4
amostra recente (%)

Estabilidade de longa duracéo

A estabilidade de longa duracéo foi avaliada em amostras de humor vitreo

armazenadas a -20 °C por 45 dias. A concentracdo destas amostras foi determinada

e comparada a amostras recém preparadas (Tabela 28). Os valores de desvio, tanto

em relacdo ao valor nominal das concentraces como em relacdo a amostra recém-

preparada, foram inferiores a 15%, para ambos 0s niveis de concentracao testados.

Esses resultados indicam que o etoposideo se mantém estavel no humor vitreo

durante o periodo avaliado.
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Tabela 28 - Resultados obtidos para avaliacdo da estabilidade de longa
duracdo de amostras de humor vitreo contendo etoposideo nas concentragdes
de 2 e 80 pg/mL

Humor vitreo contendo Humor vitreo contendo
etoposideo 2,03 pg/mL etoposideo 81,33 pg/mL
Parametros (n=3) (n=3)
Recém- Apos Recém- Apos
preparado | tratamento preparado | tratamento
Concentragdo médiat |y g5, 905 | 1754002 | 81,24+03 | 75,17 +0,92
dp (ug/mL)
Desvio em relagao ao 2.9 13,9 0.1 76
valor nominal (%)
Desvio em relacédo a
amostra recente (%) ) 114 ) 7o

Estabilidade ap0s ciclos de congelamento e descongelamento

O comportamento do analito na matriz biologica foi avaliado apés trés ciclos

de congelamento (-20 °C) e descongelamento. Os resultados indicaram que o
etoposideo € estavel sob as condi¢des de congelamento/descongelamento apds trés
ciclos, uma vez que os desvios calculados (Tabela 29) foram inferiores a 15%

(BRASIL, 2012) em todas as amostras avaliadas.

Tabela 29 - Resultados obtidos para avaliacdo da estabilidade apds ciclos de
congelamento e descongelamento de amostras de humor vitreo contendo

etoposideo nas concentragoes de 2 e 80 pg/mL

Humor vitreo contendo Humor vitreo contendo
etoposideo 2,03 pg/mL etoposideo 81,33 ug/mL
Parametros (n=3) (n=3)
Recém- Apos Recém- ApoOs
preparado tratamento preparado tratamento
~ “in +
Concentragdo media | 99,005 | 1844002 | 81,24+0,30 | 79,28 +1,12
dp (pg/mL)
Desvio em rfalagao ao 29 97 01 25
valor nominal (%)
Desvio em relagdo a ] 70 24
amostra recente (%)
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Estabilidade do etoposideo em solucao

Foi avaliada a estabilidade das solu¢cBes estoque e padréo de etoposideo
apos a permanéncia dessas solucdes a temperatura ambiente durante 6 horas. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 30 e sugerem que as solu¢des do
farmaco sé@o estaveis na temperatura ambiente pelo periodo de 6 horas, uma vez
gue os valores de desvio calculados foram inferiores a 10% (BRASIL, 2012).

Tabela 30 - Resultados obtidos para avaliacdo da estabilidade do etoposideo

em solucédo nas concentracdes de 1 e 1000 pg/mL

Solucgéo padréo de Solucédo padréo estoque de
etoposideo 1 pg/mL (n=3) etoposideo 1000 pg/mL (n=3)
Parametros
Recém- Apos Recém- Apos
preparado tratamento preparado tratamento
Area média 74082 72902 4058813* 4022770*
DPR (%) 0,4 1,3 0,2 0,9
Desvio em relacéo a ] 16 ) 0.9
amostra recente (%)

Nota: Area correspondente a solugdo de etoposideo a 50 ug/mL, devido a diluigdo necessaria para

realizacdo da analise pelo método por CLAE desenvolvido.

6.18 Estudo de liberacéo in vivo do etoposideo a partir dos implantes de PLGA

Os implantes de PLGA e etoposideo foram inseridos, através da pars plana,
na cavidade vitrea dos olhos de coelhos albinos (Figura 40a), evitando assim, danos
a retina, musculos e nervos (SOUZA et al., 2014). Um trocater transescleral de
calibre 25 gauge (Figura 40b) foi utilizado neste procedimento cirdrgico, que
apresenta como vantagem, o fato de ser um processo minimamente invasivo e sem

a necessidade de sutura, uma vez que a esclerotomia € auto-selante.



Resultados e discusséao 142

Figura 40 - Implante constituido por PLGA e etoposideo (ponta da seta)
inserido na cavidade vitrea do olho direito do coelho (a), por meio de um
Trocater transescleral (25G Edgeplus®, Alcon, EUA) (b)

(b)

Essa técnica também foi utilizada por Saliba et al. (2011) e Souza et al. (2014)
para inser¢édo de implantes poliméricos na cavidade vitrea de olhos de coelhos com
objetivo de avaliar a farmacocinética e toxicidade desses dispositivos.

Devido ao pequeno calibre do trocater utilizado, os implantes devem
apresentar dimensdes adequadas (diametro maximo de 0,4 mm) que possibilitem
sua passagem pela canula. Em vista disso, as dimensdes dos implantes de PCL
contendo etoposideo foram alteradas de forma a obter dispositivos com diametro
(0,37+£0,04 mm) e comprimento (7,89+0,16 mm) adequados para sua introducao na
cavidade vitrea utilizando o trocater transescleral. No entanto, estes sistemas foram
muito friaveis, impossibilitando a realizacdo desse procedimento. Com intuito de
reduzir a fragilidade e conferir flexibilidade aos dispositivos de PCL e etoposideo, um
plasticizante (glicerol na concentracdo de 30% p/p — PATEL et al., 2009) foi
adicionado a formulacdo. De acordo com Pietro et al. (2008), as moléculas do
plasticizante seriam capazes de se interporem entre as cadeias do polimero,
reduzindo a interacdo entre elas e, assim, favorecendo a flexibilidade da matriz
polimérica. Contudo, os implantes obtidos permaneceram friaveis, impedindo a
realizacdo do procedimento cirargico. Em vista disso, o estudo de liberagcéo in vivo
desses sistemas nao foi realizado.

Ja os dispositivos de PLGA contendo etoposideo foram implantados com

sucesso por meio da técnica descrita anteriormente (Figura 40a).
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O exame clinico dos olhos dos coelhos, nos quais os implantes foram
inseridos na cavidade vitrea, evidenciou a auséncia de toxicidade local e nenhum
animal do estudo foi perdido. As manifesta¢c@es clinicas oculares observadas foram:
hiperemia moderada da mucosa palpebral em um animal do grupo 1 (coelhos que
receberam os implantes constituidos de PLGA e etoposideo); e hiperemia
conjuntival moderada em dois animais desse mesmo grupo (Figura 41). Ambas as
manifestacbes clinicas regrediram de forma espontdnea apds quatorze dias do
processo cirdrgico. Nas semanas seguintes, ndo foram verificadas alteracbes
significantes nos olhos dos animais dos grupos 1 e 2. Essas observacdes indicaram
gue os implantes de PLGA incorporados de etoposideo foram bem tolerados quando
inseridos na cavidade vitrea dos olhos de coelhos, corroborando os resultados
obtidos no teste HET CAM desses dispositivos (item 6.16).

Figura 41 - Olhos submetidos ao processo cirurgico para insercdo dos
implantes constituidos de PLGA e etoposideo: hiperemia moderada da

conjuntiva (a) e da mucosa palpebral (b); implante na cavidade vitrea apos 42

dias e sua aparéncia ap6s a remocéao (em destaque) (c)

A Figura 42 apresenta o perfil de liberagéo in vivo do etoposideo a partir dos
implantes de PLGA, que foi obtido na forma de porcentagem acumulada de
liberacdo do farmaco em funcdo do tempo em dias. Os sistemas desenvolvidos
promoveram a liberacdo prolongada do antitumoral na cavidade vitrea dos olhos de
coelhos, sendo que aproximadamente 63% do farmaco presente no dispositivo

polimérico foram liberados em 42 dias.
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Figura 42 - Perfil de liberagdo acumulada in vivo de etoposideo a partir dos
implantes de PLGA
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Nota: Resultados apresentados como média + desvio padrao (n=4).

O perfil de liberacdo in vivo do etoposideo foi caracterizado por uma fase
inicial, em que cerca de 24% do antitumoral presente nos implantes foram liberados
durante os primeiros sete dias do estudo. Na segunda etapa, que ocorreu entre o 8°
e 21° dia, os implantes liberaram aproximadamente 7,4% do farmaco. Nesta fase, foi
observada uma liberacao lenta do antitumoral, provavelmente, devido a sua difusédo
através dos poros iniciais presentes na matriz polimérica. Entre o 22° e 29° dia, a
taxa de liberacdo aumentou de forma acentuada e cerca de 23,9% do etoposideo
foram liberados. Uma possivel explicacdo para a maior liberacdo observada a partir
do 22° dia seria 0 aumento significativo de poros na matriz polimérica decorrente de
sua degradacao, o que permitiria uma saida mais rapida do farmaco para o meio. A
partir do 30° dia, a taxa liberacdo reduziu novamente e 8,5% do antitumoral foram
liberados até o final do estudo.

Comparativamente, o perfil in vivo apresentou uma fase inicial de liberacdo
pronunciada do farmaco, ausente no padréo in vitro apresentado no item 6.15. Além
disso, no estudo in vivo, o etoposideo foi liberado de forma mais rapida. Essas
diferencas podem ser atribuidas as diferencas existentes entre as condi¢cdes
fisiol6gicas e a simulacéo in vitro. O transporte do farmaco no interior do vitreo e sua
eliminacdo do olho sdo condicdes fisiologicas que podem contribuir para liberacéo
mais rapida do farmaco no organismo. Além disso, a natureza do humor vitreo e dos

tecidos adjacentes ao local de implantagédo pode gerar gradientes de concentragao
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dentro do corpo vitreo, afetando a libera¢do do principio ativo e contribuindo para a
baixa correlag&o in vitro/in vivo observada (AVTAR; TANDON, 2008; FRIEDRICH et
al., 1997; TOJO; ISOWAKI, 2001).

Figura 43 — Concentracdes intravitreas de etoposideo liberado a partir dos
implantes ao longo de 42 dias de estudo
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Nota: Resultados apresentados como média + desvio padrdo (n=4).

Médias indicadas com mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (a = 0,05).

Durante o periodo de estudo, a concentracdo de etoposideo no humor vitreo
variou de 1,1 a 2,5 pg/mL. A concentracao do farmaco (Figura 43) foi relativamente
constante (aproximadamente 1,1 ug/mL) nos periodos de 7, 14 e 21 dias apos a
insercao dos dispositivos na cavidade vitrea. A partir do 35° dia, foi observado um
aumento significativo (p<0,05) nos niveis de etoposideo (aproximadamente
2,5 ug/mL) em relacdo as primeiras semanas de estudo.

Existem poucos relatos na literatura sobre a farmacocinética ocular do
etoposideo. Mao e colaboradores (2004) determinaram a concentracao intravitrea de
etoposideo, apds a sua administracado por via subconjuntival (2,5 mg/mL, 0,5 mL) em
coelhos da raca Nova Zelandia. As concentracdes obtidas pelos autores, apos 1, 2 e
3 horas da administracdo do antitumoral, foram, respectivamente, 43,7; 66,7 e 32,4
ng/mL. Nesse estudo, também foram monitorados os niveis de etoposideo no humor
vitreo, apos 1, 2 e 3 horas da administracdo intravenosa, sendo encontradas 12;
25,1; 18 ng/mL, respectivamente aos tempos avaliados. Esses resultados foram

inferiores aos niveis intravitreos encontrados durante o estudo de liberag&o in vivo a
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partir dos implantes de PLGA e etoposideo, o que pode ser considerado uma
vantagem do sistema desenvolvido.

N&do foram encontrados na literatura, dados sobre as concentracdes
intraoculares efetivas de etoposideo para o tratamento de retinoblastoma. No
entanto, estudos in vitro demonstraram que 0 etoposideo apresenta atividade
antiproliferativa, em concentragdo micromolar, contra a linhagem Y79 de células de
retinoblastoma humano. Shah et al. (2008) verificaram que a concentragdo inbitoria
a 50% (IC50) para as células Y79 foi de 0,70 pug/mL, enquanto Mitra et al. (2011)
determinaram uma IC50 de 0,21 pg/mL para a mesma linhagem celular. A relagéo
entre a concentracdo do etoposideo no meio de cultura e no tecido tumoral ndo é
conhecida. Contudo, as concentracbes no humor vitreo do antitumoral, durante os
42 dias em que os implantes de PLGA e etoposideo permaneceram inseridos nos
olhos dos coelhos, foram superiores aos valores de IC50 para as células Y79. Este
resultado é um indicio de que concentracdes eficazes no corpo vitreo poderiam ser
alcancadas a partir dos implantes de PLGA e etoposideo.

Outro fator importante a ser considerado € que a lipofilicidade ou
hidrofilicidade do farmaco interferem em sua concentragéo no tecido (FIALHO et al.,
2006). Assim, um farmaco lipofilico, como o etoposideo, provavelmente, apresentara
concentracbes diferentes no vitreo e tecidos adjacentes. As concentracdes de
farmacos lipofilicos tendem a ser maiores em tecidos com caracteristicas lipofilicas,
como a retina, do que em tecidos hidrofilicos como o vitreo.

Em vista dos resultados apresentados, os implantes de PLGA contendo
etoposideo puderam ser facilmente inseridos na cavidade vitrea, por meio de
procedimento cirargico relativamente simples. Esses implantes apresentaram boa
tolerancia intraocular no olho de coelho, além de proporcionarem a liberacéo
prolongada do etoposideo no corpo vitreo, permitindo alcancar concentracdes na
faixa de 1,1 a 2,5 pug/mL, no periodo de 42 dias.

Frente ao exposto, pode-se inferir que o implante constituido de PLGA e
etoposideo apresenta potencial para se tornar uma alternativa para o tratamento do
retinoblastoma. No entanto, estudos ainda Sado necessarios para assegurar sua

aplicacao clinica.
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7 CONCLUSOES

- Foi possivel obter dois sistemas poliméricos contendo etoposideo: implantes
constituidos por PCL e etoposideo (1:1) que foram preparados pelo método de fusédo
(sem necessidade de adicdo de solvente) e moldagem a quente; e implantes de
PLGA incorporado de etoposideo (2:1) preparados pelo método de evaporagcdo do

solvente e moldagem a quente.

- Os resultados das técnicas FTIR, TG e DSC, para ambos os implantes,
demonstraram que a incorporacao do farmaco a matriz polimérica ndo promoveu
modificagfes quimicas detectaveis nos componentes da formulacdo. No caso dos
implantes de PCL e etoposideo, esse resultado também foi confirmado pelas
analises de WAXS.

- Ambos os implantes desenvolvidos apresentaram superficie externa lisa e
sem poros. Além disso, 0 etoposideo apresentou uma distribuicdo uniforme tanto

nos implantes de PCL como nos de PLGA.

- Os implantes constituidos de PCL e etoposideo promoveram a liberacao
prolongada do farmaco in vitro por 150 dias. Esses sistemas apresentaram baixa

permeabilidade a 4gua e perda de massa total de 35% no periodo de 150 dias.

- Os dispositivos de PLGA incorporados de etoposideo promoveram a
liberacdo prolongada do antitumoral in vitro por 50 dias. Esses sistemas

apresentaram perda de massa total de 28% no periodo de 42 dias.

- Ambos os sistemas poliméricos foram classificados como nao irritantes pelo
Teste HET-CAM.

- Foi possivel inserir os implantes de PLGA contendo etoposideo na cavidade
vitrea dos olhos de coelho, por meio da utilizacdo de um trocater transescleral.
Esses dispositivos ndo apresentaram potencial toxico quando implantados, por 42

dias, nos de olhos de coelhos.
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- Os sistemas de PLGA e etoposideo promoveram a liberagédo prolongada do
farmaco na cavidade vitrea dos olhos de coelho, permitindo alcancar concentracdes
na faixa de 1,1 a 2,5 pug/mL, no periodo de 42 dias.

- O método por CLAE com deteccdo UV (285 nm) se mostrou adequado para
guantificacdo de etoposideo em implantes de PCL. O método demonstrou ser
seletivo, preciso, exato, robusto, e com linearidade adequada na faixa de 5,0 a
65,0 pg/mL.

- O método por CLAE com detecc¢do UV (247 nm) se mostrou adequado para
qguantificacdo de etoposideo em implantes de PLGA. O método demonstrou ser
seletivo, preciso, exato, robusto, e com linearidade adequada na faixa de 2 a
45 pg/mL.

- As condi¢des analiticas do método cromatografico para quantificacdo de
etoposideo em implantes de PLGA foram adequadas para determinacdo deste
antitumoral em amostras de humor vitreo. O método bioanalitico foi validado e
mostrou ser seletivo, preciso, exato e com linearidade adequada na faixa de 1 a 100

Mg/mL.
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Anexo A - Oficio de aprovacéo do projeto pela Comissao de ética no uso de

animais da Funed

FUNED
Fundagao
7| Ezequiel Dias

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o Protocolo n° 030/2011, relativo ao projeto intitulado “Avaliagao in
vivo de implantes poliméricos intra-oculares contento etoposideo destinados ao
tratamento de retinoblastoma” que tem como responsavel Dra. Silvia Ligério
Fialho, estd de acordo com Principios Eticos da experimentagdo animal, adotados
pela Comissdo de Etica em Experimentagao Animal (CEUA/Funed), tendo sido
APROVADO na reunido do dia 15/02/2012. e

Belo Horizonte, 16 de fevereiro de 2012.

e & 47
V) e

e 7 -
TR v W P12 7

Myrian Morato Duarte
Coordenadora da CEUA/Funed

Obs.: a validade deste protocolo é de 02 anos a partir da data de sua expedicao.

Rua Conde Pereira Cameiro, 80, Gameleira, Belo Horizonte, MG.
CEP 30510-010 Telefone: (31) 3314-4645
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHIC METHOD
FOR DETERMINATION OF ETOPOSIDE IN BIODEGRADABLE POLYMERIC IMPLANTS
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A method using HPLC-UV was developed and validated for the determination of etoposide incorporated into polycaprolactone
implants. The method was carried out in isocratic mode using a CI18 column (250 x 4.6 mm; 5 pm), at 25 °C, with acetonitrile and
acetic acid 4% (70:30) as mobile phase, a low rate of 2 mL/min, and UV detection at 285 nm. The method was linear (r*= 0.99) over
the range of 3 to 63 pe/mL., precise (RSD < 5%, accurate {recovery of 98.7%), robust, selective regarding excipient of the sample, and
had a quantitation limit equal to 1.76 pg/mL. The validated method can be successfully employed for routine quality control analyses.

Keywords: validation; etoposide; poly(e-caprolactone); intraocular implant.

INTRODUCTION

Etoposide (Figure 1) is a semisynthetic derivative of podophyllo-
toxin, acompound extracted from the roots and rhizomes of the plants
Podophyllum peltatum and P. emodi.! It is a cytotoxic drug whose
mechanism of action is believed to be the inhibition of topoisomerase
I enzyme. Etoposide is widely used in chemotherapy of various solid
tumors including lung cancer, testicular tumor, gastric fumor, ovarian
cancer, and retinoblastoma.? However, the systemic administration
of anticancer drugs such as etoposide has limited effectiveness in the
treatment of solid tumors. As only a small fraction of the total dose
of the drug reaches the tumor site and the remainder of the dose is
distributed throughout healthy organs and tissues, it causes undesi-
rable effects such as alopecia, hepatotoxicity, leukopenia. myelosu-
ppression, febrile episodes, gastrointestinal toxicity, nephrotoxicity,
and cardiomyopathy.™

Figure 1. Chemical structure of etoposide

*g-mail: anagabriela@ufsj.edu.br

The treatment of solid tumors through locoregional therapy has
been widely studied, and the usage of biodegradable polymeric im-
plants containing anticancer drug offers an advantageous alternative.
The implants are a sustained drug delivery system that can be inserted
in the region where the tumor is located or within the tumor itself.
This increases the tumor exposure to drug and also limits systemic
toxicity. In addition, the local maintenance of therapeutic levels for a
long period of time optimizes the chemotherapy regimen by reducing
the number of doses to be administered.”

The implants can be prepared from both biodegradable and non-
-biodegradable polymers. Nevertheless, biodegradable polymers have
been widely used owing to their non-toxic property and biodegra-
dability.* Poly(e-caprolactone) (PCL), a biodegradable and biocom-
patible polymer, has gained considerable attention owing to its high
permeability to several drugs and the possibility of a long sustained
and controlled drug release rate.” In an attempt to target the delivery
of etoposide for the locoregional treatment of retinoblastoma, a tumor
stemming from retinal cells, an etoposide-loaded biodegradable PCL
implant has been developed.

Several reports have described methods for quantifying etoposide
in different samples. Tang ef al.* determined etoposide-loaded biode-
gradable polymeric nanoparticles using the UV-spectrophotometric
method at a detection wavelength of 284 nm. However, this method
did not provide adequate selectivity for the etoposide, since the drug
and its degradation products have the same chromophore.” Chen and
Uckun® employed high performance liquid chromatography coupled
with mass spectrometry (HPLC-MS) for measurement of etoposide in
human serum and plasma. Although HPLC-MS provides the selective
measurement of this drug over a wide analytical range, this technique
does not represent a viable analytical method for quantifying the
etoposide in routine quality control analysis.
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Application of the Accuracy Profile to Validation of Chromatographic
Method for Determination of Etoposide in Polymeric Matrix

Ana G. R. SOLANO 1.2 * Gisele R. SILVA | & Gérson A. PIANETTI 2
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SUMMARY . The validation of an analytical method should demonstrate that the method is suitable for its
intended purpose. In the current study. the tolerance interval and accuracy profile, a statistical approach
that allows defining a region where a predetermined proportion of future measurements obtained with the
method will be observed, were applied to the validation of the chromatographic method for determination
of etoposide incorporated into a polymeric implant. Hence, it was possible to define the range of etoposide
concentrations to which the method may be applied (4.90 to 63.66 pg/mL), the gquantitation limits (4.61
and 71.0 pxg/mL), and the linearity of the analytical method. The accuracy profile showed to be a reliable
and useful tool for the validation of chromatographic methods.

KEY WORDS: Accuracy profile, Etoposide, Polymeric implant, Tolerance interval, Validation.
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Development and Evaluation of Sustained-Release Etoposide-Loaded
Poly(e-Caprolactone) Implants

Ana Gabriela Reis Solano,'?* Adriana de Fitima Pereira,” Flavia Carmo Horta Pinto,”

Leticia Gonealves Resende Ferreira,” Leandro Augusto de Oliveira Barbosa,” Silvia Ligirio Fialho,”

Patricia Santiago de Oliveira Patricio, Armando da Silva Cunha Jr,"
Giscle Rodrigues da Silva,” and Gérson Anténio Pianetti'

Received 31 January 2013; accepted 28 April 2013; published online 11 May 2013

Abstract. Poly(e-caprolactone) implants containing etoposide, an important chemotherapeutic agent
and topoisomerase II inhibitor, were fabricated by a melt method and characterized in terms of
content uniformity, morphology, drug physical state, and sterility. /n vitro and in vivo drug release
from the implants was also evaluated. The cytotoxic activity of implants against HeLa cells was
studied. The short-term tolerance of the implants was investigated after subcutaneous implantation in
mice. The original chemical structure of etoposide was preserved after incorporation into the
polymeric matrix, in which the drug was dispersed uniformly. Etoposide was present in crystalline
form in the polymeric implant. /n vitro release study showed prolonged and controlled release of
etoposide, which showed cytotoxicity activity against HeLa cells. After implantation, good correlation
between in vitro and in vive drug release was found. The implants demonstrated good short-term
tolerance in mice. These results tend to show that etoposide-loaded implants could be potentially

applied as a local etoposide delivery system.

KEY WORDS: etoposide; implant; poly{e-caprolactone); prolonged release.

INTRODUCTION

In recent decades, cancer has become an evident public
health problem worldwide. The World Health Organization
estimates that in the year 2030, 27 million incidents of cancer
and 17 million cancer deaths can be expected (1). Several
efforts have been made to obtain more effective treatments
for malignant mmors, especially solid cancer, which accounts
for about half of all cancer cases worldwide. In addition, these
tumors are characterized by not responding well to conven-
tional systemic chemotherapy or radiotherapy, more so when
the cancers are large or poorly vascularized (2).

Treatment of solid tumors through locoregional therapy
has been widely siudied, and usage of polymeric implants
containing the anticancer drug acts as an advantageous alter-

! Department of Pharmaceuticals Products, Faculty of Pharmacy,
Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brazil
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native. The implants are a sustained drug delivery system that
can be inserted in the region where the mmor is located or
within it. This increases the tumor’s exposure to the drug and
also limits systemic toxicity. [n addition, local maintenance of
the therapeutic levels for a long period of time optimizes the
chemotherapy regimen by reducing the number of doses to be
administered (2).

Currently, some successful drug delivery systems are al-
ready commercially available, such as Gliadel® Wafer, a biode-
gradable polyanhydride wafer containing the chemotherapeutic
carmustine, used clinically to treat and prevent glioblastoma, a
brain cancer. Vantas®, another drug delivery system containing
histrelin acetate, is used for the palliative treatment of advanced
prostate cancer (3).

The implant can be a preformed device or an in situ
forming polymeric system. The in sitee forming polymeric sys-
tems are low viscous formulations that are injected and solid-
ify in situ to form solid or semi-solid drug depots. These
implants are formed from different mechanisms and are clas-
sified into: in situ cross-linked polymer systems, in situ solidi-
fying organogels, and in situ phase separation systems (4.5).
Kang er al. (6) verified that an injectable drug depot for
doxorubicin prepared with poly(ethylene glycol)-b-
polycaprolactone diblock copolymer gel showed a good in
vivo efficacy after intratumoral injection. This system was
more efficacious in inhibiting the growth of the B16F10 tumor
implanted subcutancously on mice than the single injection of

» aaps’
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Spectrophotometric determination of etoposide from polyvmeric implant and
application in the study of in vitro release profile
Determinacao espectrofotométrica de etoposide de implante polimérico e aplicacao no estudo
do perfil de liberacao in vitro
Camila Tavares de Sousal, Gisele Rodrigues da Silval, Gérson Antonio Pianetti’ & Ana

Gabriela Reis Solanol2#

! Faculty of Pharmacy, Federal University of S3o Jodo Del Rei, Divinopolis, Minas Gerais, Brazil
“Departament of pharmaceutical products, Faculty of Pharmacy, Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte,
Minas Gerais. Brazil

RESUMO

Um método espectrofotomeétrico rapido, simples e econémico fo1 desenvolvido para a quantificacio de etoposideo em
implantes poliméricos e em amostras obtidas a partir do estudo de liberagio in vifro. As amostras foram quantificadas a
285 nm. O métedo foi linear (r? = 0.99) na faixa entre 5 e 100 pg/ml, preciso (DPR < 5%). exato (valores de recuperacio
proximos de 100%), seletivo em relacio aos excipientes das amostras, e apresentou limite de quantificacio 1gual a 1,68
ng/ml. O método validado foi empregado com sucesso para analises de rotina de controle de qualidade. Nio houve
diferenca significativa entre os resultados obtidos pelos método espectrofotométrico e HPLC para a deternunagio de
etoposideo incorporado em implantes biodegradiveis.

Palavras chave: Estudos de Validagio, Espectrofotometria, Polimero.

ABSTRACT

A rapid, economical. and simple UV spectrophotometric method was developed for quantification of etoposide in
polymeric implants and samples derived from in vitro release study. The samples were quantified at 285 nm wavelength.
The method was linear (r* > 0.99) over the range of 5 to 100 pg/ml, precise (RSD < 5%), accurate (recovery values close
to the 100%), selective regarding excipient of the sample, and had a quantitation limit equal to 1.68 pg/ml. The validated
method can be successfully employed for routine quality control analyses. There was no sigmficant difference between
the spectrophotometric method and HPLC method for deternunation of etoposide incorporated into biodegradable
devices.

Kevwords: Validation Studies, Sprectrophotometry, Polymer.
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