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“Mapa de Anatomia: O Olho

O Olho é uma espécie de globo,
€ um pequeno planeta
com pinturas do lado de fora.
Muitas pinturas:
azuis, verdes, amarelas.

E um globo brilhante:
parece cristal,
€ como um aquario com plantas
finamente desenhadas: algas, sargacos,
miniaturas marinhas, areias, rochas, naufragios
e peixes de ouro.

Mas por dentro ha outras pinturas,
gue néo se veem:
umas sao imagem do mundo,
outras sédo inventadas.

O Olho é um teatro por dentro.
E as vezes, sejam atores, sejam cenas,
e as vezes, sejam imagem, sejam auséncias,
formam, no Olho, lagrimas”.

Cecilia Meireles
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RESUMO

SALIBA, J.B. Avaliacdo biol6gica de implantes biodegradaveis contendo
ciclosporina (A) de administracdo intravitrea. 2011, 152p. Tese (Doutorado),
Faculdade de Farmécia — Universidade Federal de Minas Gerais, 2011.

O tratamento da uveite posterior é limitado uma vez que as formas
convencionais de administracdo de farmacos falham ao disponibilizar doses
terapéuticas no vitreo, retina e coroide. Os implantes intraoculares biodegradaveis
sdo capazes de disponibilizar o farmaco diretamente na cavidade vitrea em doses
terapéuticas e por um periodo prolongado. O copolimero do acido latico e glicélico é
um classico exemplo entre os polimeros sintéticos biodegradaveis e bem aplicados
em sistemas de liberacdo de farmacos devido a sua biocompatibilidade e auséncia
de toxicidade em testes in vivo. Visando o desenvolvimento de um novo sistema
para tratar a doenca resistente a terapia com corticoides, o estudo realizado avaliou
a viabilidade e a seguranca da utilizacdo de implantes biodegradaveis obtidos a
partir do copolimero do acido latico e glicélico (PLGA 75:25) e do imunossupressor
Ciclosporina A (CsA) previamente desenvolvido por nosso grupo. A metodologia
desenvolvida e validada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
acoplada ao detector de Espectroscopia de Massa (EM) mostrou-se adequada para
quantificacdo de CsA no vitreo na ordem de nanogramas. O sistema desenvolvido
apresentou um perfil de liberagdo in vivo caracteristico de sistemas de liberacdo
prolongada (SLP) onde apenas 42,8% de CsA foi liberada e 22,8% da matriz foi
degradada em oito semanas. A partir do estudo in vivo foi possivel mostrar que a
liberacdo da CsA é regida pelas etapas primarias e secundarias de liberacdo. A
analise matemética por meio do modelo matematico de Korsmeyer-Peppas
demonstrou que a liberacdo do farmaco acontece primordialmente pela difusdo da
molécula a partir da matriz polimérica intumescida e porosa. Adicionalmente, foi
estimado que o tempo de permanéncia da CsA na cavidade vitrea € de dezessete
semanas ao determinar o tempo de meia vida de 69,3 dias e a taxa de eliminacao
constante de 3ug por dia, quantidade consideravelmente menor que aquela
distribuida no organismo quando o farmaco € administrado por via oral e sistémica.
O exame realizado no microscépio de luz evidenciou a integridade dos constituintes
do bulbo do olho e auséncia de qualquer manifestacdo inflamatéria. Ja a andlise
histopatoldgica confirmou a manutencdo da estrutura e organizacdo do tecido da
retina quando o sistema se encontra suspenso no vitreo viscoso. Entretanto, certa
alteracdo na funcédo retiniana foi observada por eletrorretinograma (ERG) ao se
detectar a supressao significativa na amplitude das ondas B em olhos de animais
gue receberam o implante contendo a CsA. A partir da injecéo intravitrea do farmaco
em dose superior a terapéutica foi possivel classificar a toxicidade como transitoria
ja que esta foi revertida doze dias ap0s a total eliminagdo do farmaco.

Palavras-chave: Sistema de liberacdo de farmacos; Ciclosporina A, Implante biodegradéavel
intraocular; Farmacocinética; Toxicidade retiniana.



ABSTRACT

SALIBA, J.B. Biological evaluation of Cyclosporine A — loaded biodegradable
implants of intravitreal administration. 2011, 152p. Thesis (Doctoral), Faculdade
de Farmécia — Universidade Federal de Minas Gerais, 2011.

The treatment of posterior ocular disease is limited once the conventional
forms of drug administration fail to provide therapeutic levels drug to the vitreous,
retina and choroids. The biodegradable polymers intraocular implants are able to
release drugs directly to the vitreous and are able to maintain long-term vitreous
concentration of drugs in therapeutic range. The poly (D,L-lactide—co—glycolide) is a
classic example amongst the synthetic polymers and well applied as drug delivery
system due to its satisfactory degradability, biocompatibility and absence of
significant toxicity in vivo studies. Aiming the development of a new system to treat
posterior uveitis that is not treaty with corticoids therapy, this study has evaluated the
viability and safety of an biodegradable implants based on poly (D,L-lactide—co—
glycolide) (PLGA 75:25) and the Cyclosporine A (CyA) previously developed. The
validated method applying Mass Espectroscopy detector (MS) High Performance
Liguid Cromatography (HPLC) showed to be suitable to quantify the concentrations
of CyA in the vitreous on the order of nanograms. The system presented a drug
delivery profile (DDS) where 42,8% of CyA were delivered and 22,8% of matrix mass
were lost in eight weeks. From the in vivo delivery study, it was possible to show that
the drug delivery was determinate by the first and second drug delivery pathways.
The Korsmeyer-Peppas mathematical model analysis demonstrated that the drug
delivery occurs mainly due to the drug diffusion from the swelling and porous
polymeric matrices. Additionally, it was estimated the CyA permanence period in the
vitreous of seventeen weeks once it was founded the CyA half-life of 69,3 days and
the CyA elimination constant rate of 3 pg per day, a lower quantity as compared to
the therapeutically CyA doses provide in the systemic administration. The light
microscopy analysis showed the eye integrity constituents and the absence of any
inflammatory manifestation. In addition, the histology findings confirmed the
maintenance of the structure and organization of the retinal tissue when the system
is suspended in the vitreous viscous. However, some retinal function alteration was
observed by the electrophysiological studies (ERG) once it was detected the B wave
suppression in the eye that received the implants containing the CyA. From the CyA
intravitreal injection of in a highest therapeutically dose, it was possible to classify
this toxicity as a transitory behavior once it was reverted twelve days after the totally
drug elimination.

Keywords: Drug Delivery System; Cyclosporine A; Intraocular biodegradable
implants; Pharmacokinetic; Retinal toxicity.
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1 INTRODUCAO

A disponibilizacdo prolongada de doses efetivas de farmacos na cavidade
ocular é um grande desafio quando o objetivo é tratar a uveite uma das principais
causas de cegueira que acomete a populacdo mundial (Myles et al., 2005; Jaffe et
al., 2006; Behar-Cohen, 2002; Silva et al., 2010).

As formas farmacéuticas convencionais de aplicacdo topica e sistémica
falham ao disponibilizar farmacos no segmento posterior do olho devido a dificuldade
das moléculas do farmaco em atravessar os tecidos oculares e as barreiras hemato-
oculares. Administracdes repetidas geralmente em concentracdes elevadas séo
necessarias na tentativa de manter, em niveis terapéuticos, o farmaco na cavidade
vitrea (Myles et al., 2005; Amo; Urtti, 2008; Velez; Whitcup, 2009).

Outro fator de dificuldade esta relacionado a utilizacdo de farmacos que
causam efeitos adversos no organismo, que muitas vezes levam o paciente a
abandonar a terapia prescrita. Dentre os farmacos indicados para o tratamento da
uveite resistente a terapia com corticoides, destaca-se a Ciclosporina A (CsA),
agente imunossupressor que inibe a manifestacao inflamatéria desencadeada pela
doenca (Gilger et al., 2000; Rezzani, 2004; Donnenfeld et al., 2009).

A administracdo direta na cavidade vitrea da CsA por meio de injecdes
intraoculares é uma excelente opcdo, porém nao se trata de uma alternativa segura.
Complicagcdes como descolamento da retina, catarata, hemorragia e endolftalmites
sao frequentes. Além disso, uma Unica injecao nao € suficiente para tratar a doenca,
pois o farmaco € rapidamente eliminado o que requer administracfes repetidas
(Pras et al., 2004; Yasukawa et at., 2001; Jaffe et al., 1998; Baeyens et al., 2006;
Amo; Urtti, 2008; Bochot et al., 2011).

Uma das formas de veiculagdo da CsA no tratamento de uveite posterior
consiste em sua disponibilizacdo direta no interior do olho, por meio de implantes
intraoculares preparados com materiais biocompativeis e biodegradaveis. Essa
forma de administracdo proporciona a liberacdo gradual do farmaco e em doses
efetivas (Yasukawa et al., 2005; Fialho; Cunha, 2006; Lee et al., 2010).

Os polimeros biodegradaveis tém sido largamente utilizados na area médica,

como biomateriais, e farmacéutica, como matéria prima para confec¢do de sistemas
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de liberacdo de farmacos. Dentre eles, destacam-se derivados do &cido latico e
glicdlico (PLGA) por apresentar satisfatoria biocompatibilidade e efeito toxico in vivo
reduzido (Jain et al., 2000; Yasukawa et al., 2001; Bourges et al., 2007).

Implantes poliméricos oculares ja vém sendo utilizados na pratica clinica
oftdlmica como o Vitrasert® e o Retisert® (Bausch & Lomb, EUA) que disponibilizam
respectivamente o ganciclovir e a fluocinolona. O Sudorex® (Allergan, Inc, Irvine,
CA), em fase lll de estudo clinico, que disponibiliza a dexametasona € o outro
exemplo de implante em avaliacdo (Bourges et al., 2006; Jaffe et al., 2006; Amo;
Urtti, 2008; Choonara et al., 2009; Lee at al., 2010).

Alguns implantes poliméricos e biodegradaveis contendo CsA sdo descritos
na literatura, esses capazes de liberar o farmaco em alguns meses e reverter o
quadro da uveite posterior em modelos animais. Porém, € ainda desconhecida a
capacidade desses sistemas em tratar por completo a manifestacéo (Pearson et al.,
1996; Jaffe et al., 1998; Jaffe et al., 2000; He et al., 2006; Dong et al., 2006).

Dessa forma, € de grande interesse atual a obtencdo de novos implantes
poliméricos biodegradaveis de facil obtencdo que veicule a CsA durante meses a
anos em doses seguras, sem danos a estrutura ocular e suficiente para tratar a
uveite posterior.

Previamente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um implante a partir do
PLGA capaz de disponibilizar a CsA na sua forma ativa na cavidade vitrea por um
periodo prolongado. Frente a promissora aplicabilidade desse sistema, a tese
desenvolvida objetivou avaliar a viabilidade, a farmacocinética e a toxicidade ocular
em olhos de coelhos sadios. O periodo de permanéncia da CsA no vitreo foi
determinado pela avaliagdo do mecanismo de liberacdo do farmaco e pela
determinacao do seu perfil farmacocinético a partir da matriz polimérica do sistema.

Ja a toxicidade foi estudada ao avaliar a estrutura, organizacao e funcéo da retina.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O olho: caracteristicas anatomicas e celulares
2.1.1 Anatomia geral do olho

O olho é o 6rgao responsavel pela captacdo da luz refletida pelos objetos a
sua volta. Ele se compde do “bulbo do olho” e das “estruturas acessorias”, as quais
sdo responsaveis pela sua protecdo e movimentagdo. Ele pesa aproximadamente
sete gramas, com um diametro médio entre 24 e 25 mm e encontra-se inserido na
cavidade 0ssea onde apenas um sexto da superficie aparece na superficie (Dyce et
al., 1997; Kowalczuk, 2010).

/:-4\ esclerdtica
\\ / . cordide

ligamentos -

Segmento anterior Segmento posterior

| | | |
l I I |
-13 -5 0 12 (mm)

~
rd

FIGURA 1 - Corte sagital de um olho humano. No esquema ilustrativo séo indicados:1) limbo esclero
corneano, 2) camera posterior, 3) cAmera anterior e 4) humor aquoso.
Fonte: Adaptacéo de Rony (2008).



Revisdo da literatura 26

O bulbo do olho consiste em duas esferas: uma de diametro de 16 mm (Figura
1, C1) que corresponde ao segmento anterior e outra de 20 mm (Figura 1, Cy) que
corresponde ao segmento posterior. A luz atinge em primeiro lugar a cOrnea e
atravessa o orificio da pupila. Em seu caminho, ela passa através do humor aquoso,
atingindo imediatamente a lente que funciona como um sistema de focalizacao,
convergindo os raios luminosos para um ponto focal sobre a retina. Na retina, as
células fotossensiveis transformam a luz em impulsos eletroquimicos, 0s quais sao
enviados ao cérebro pelo nervo 6ptico. No cérebro, mais precisamente no cortex
visual, ocorre o processamento das imagens recebidas, completando, ent&o,
sensacao visual (Kowalczuk, 2010).

Este 6rgdo € mantido na Orbita, uma cavidade éssea que o0 separa da
cavidade craniana, e que apresenta como principal funcdo protegé-lo. A
movimentag&o do bulbo do olho é realizada pelos musculos oculares, esses também
responsaveis em manté-lo suspenso na 6rbita (Dyce et al.,1997).

2.1.2 Tunicas oculares

O bulbo do olho é composto por trés tunicas delgadas, denominadas de tunica
fibrosa externa, tinica vascular média e tanica nervosa (Figura 1).

A tanica fibrosa externa é formada pela esclera e pela cérnea, estruturas que
conferem forma e firmeza ao olho. A esclera constitui a parte posterior opaca da
tunica fibrosa e envolve externamente o bulbo do olho onde estdo inseridos os
musculos oculares. Ela € uma membrana rigida constituida essencialmente de fibras
de colageno e fibroblastos que confere a forma e rigidez do bulbo do olho. A esclera
e também denominada como “branco do olho”, uma vez que confere a coloracéo
branca ao olho e nesta estdo inseridos os musculos oculares. Cerca de um quarto
da tanica fibrosa € constituida pela coérnea, um tipo especial de tecido conjuntivo
denso que se encontra disposto e na forma lamelar. A sua transparéncia € inerente
a sua estrutura tecidual e ao bombeamento continuo de liquidos intersticiais. Nao
pOoSsui vasos sanguineos e os nutrientes difundem para o tecido a partir dos vasos
do limbo, pelo tecido lacrimal ou pelo humor aquoso, sendo o oxigénio absorvido
diretamente da atmosfera (Dyce et al., 1997).
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O limbo é uma regido de um milimetro de comprimento, ricamente inervado e
vascularizado que separa a cérnea da esclera. Ele adere a conjuntiva, uma fina
membrana que cobre a face interna da palpebra, e a por¢cdo anterior da esclera.
Nessa juncdo, se encontra o canal de Schlemm, pela qual passa o humor aquoso
(Dyce et al., 1997). Transparente e ndo vascularizada, a cornea é considerada como
a primeira lente optica presente no bulbo do olho (Kowalczuk, 2010).

Conforme Dyce e colaboradores (1997), a tdnica vascular média, também
conhecida como Uvea, é formada pela coroide, corpo ciliar e iris. Ela € dividida pela
lente nas partes anterior, preenchida pelo humor aquoso, e posterior, preenchida
pelo humor vitreo.

A coroide, 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 intensamente vascularizada. O espessamento da coroide forma o
corpo ciliar que, junto aos musculos ciliares, possibilitam a contragdo e extensédo da
iris. O corpo ciliar é constituido por fibras musculares lisas e inumeros cilios
orientados nesse tecido, por vasos sanguineos. Esse € também responsavel pela
secrecdo do humor aquoso e controle dos musculos oculares cuja contracdo
controla a forma da lente (Kowalczuk, 2010).

A iris € a terceira e menor parte da tunica vascular. Ela encontra-se suspensa
entre a cérnea e a lente, e apresenta um orificio central, a pupila, por onde a luz
penetra até a parte posterior do olho. Ela divide o espaco entre a cdérnea nas
camaras anterior e posterior, ambas preenchidas pelo humor aquoso. A iris é a
responsavel pela coloracéo do olho que depende do nimero de células pigmentadas
presente em seu estroma e no tipo de pigmentos das células (Dyce et al., 1997).

A tdnica nervosa interna esta em contato com o humor vitreo e é a parte
sensorial do bulbo do olho. Ela é formada pela retina pelo epitélio pigmentado da
retina (EPR) e pela retina neurosensorial, tecido que contém as células
fotossensiveis ou fotorreceptoras representadas pelos cones e bastonetes. Estas
células transformam a energia luminosa em sinais nervosos, 0S quais Sao

transmitidos para o cérebro pelo nervo optico (Dyce et al., 1997).
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2.1.3 As estruturas acessorias

As estruturas acessorias que protegem o olho incluem as palpebras, o
aparelho lacrimal, os cilios, as sobrancelhas e a conjuntiva (Figura 2). Os cilios e as
sobrancelhas impedem o contato de particulas com a superficie do olho. A
conjuntiva protege o olho por meio de mecanismos de defesa celulares e a lagrima,
produzida pelo aparelho lacrimal, € distribuida na superficie pelas palpebras
retirando aquelas particulas que tiveram contato com a superficie ocular (Dyce et al.,
1997).

A cada vinte segundos, o liquido lacrimal é instilado sobre a superficie da
cérnea formando uma tricamada espessa de 6 um constituida pelas camadas
externa lipidica, intermediaria aguosa e interna de mucina. Seu volume é de 8 uL e é

renovada na razao de 15% por segundo (Offret et al., 2003).

Sobrancelha

Glandula Lacnmal

Parte orbitaria
Parte palpebral

Pontos lacrimais

Carincula
\ Canaliculos lacrimais
‘ Saco Lacrimal

Ducto nasolacrimal

FIGURA 2 - Visao externa do olho.
Fonte: Adaptacéo de Janot (2006).
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2.1.4 O segmento anterior

2.1.4.1 O humor agquoso

O humor aquoso, liquido aquoso e transparente, constantemente renovado,
preenche a camera anterior, formado pelo espaco entre a cornea e a lente (Figura
3). Ele é secretado pelos constituintes do corpo ciliar na camera posterior, migra
para a camera anterior ao passar pela pupila e é drenado as veias venosas da
circulacdo sistémica via canal de Schlemm. Se a drenagem é comprometida, a
pressdo intraocular se eleva podendo acarretar sérias complicagbes (Lloyd et al.,

2001).

Corpo ciliar

Canal de Schlemm

Trabécula do angulo irido-corneano

Cornea
\
g

Iris E

-y
el

Cristalino

FIGURA 3 - Representacao esquematica do angulo irido-corneano. O angulo irido-corneano € a zona
de transicé@o entre a cornea, esclera, iris e corpo ciliar responsavel pela circulagdo do humor aquoso.
A trabécula esta situada no limbo, zona de transi¢cdo da cOrnea transparente e esclera opaca. Sua
distribuicao é semelhante a aglomerados de orificios circulares.

Fonte: Adaptagdo de Kowalczuk (2010, p.23).

Além de apresentar propriedades de refragdo e ser o responsavel pela nutricado
da cornea, o humor aguoso desempenha um papel importante, juntamente com o
corpo vitreo, na manutencéo da pressao intraocular no valor padrao de 15 mm Hg,

com variacao de £ 6 (Lloyd et al., 2001; Kowalczuk, 2010).
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2.1.4.2 Alente e acdérnea

A lente tem a forma biconvexa de diametro de aproximadamente 10 mm e um
centro com espessura de 3-4 mm (Figura 3). Ela orienta a passagem da luz até a
retina. A sua flexibilidade permite a visdo de objetos proximos e distantes,
propriedade denominada acomodacdo visual (Dyce et al.,, 1997). Esse efeito é
atribuido a capacidade da deformacdo elastica da lente que sobre efeito da
contracdo dos musculos ciliares, focaliza os raios luminosos e os direciona para
amacula lutea. Com a idade, a perda da capacidade de acomodacdo origina a
presbiopia que necessita da utilizagdo de lentes corretivas convergentes para
ocorréncia da visdo de perto (Lloyd et al., 2001; Kowalczuk, 2010).

A cOrnea € um tecido transparente e nado vascularizado com diametro e
espessura média de 12 mm e 250 um, respectivamente (Hornof et al., 2005). Sua
estrutura é altamente sensivel a agressdes fisicas externas e pode ser danificada
mesmo quando exposta a leves contatos. Ela é formada por cinco camadas: o
epitélio, a membrana basal, a camada de Bownman, o estroma, a membrana de
Descemet e o endotélio (Hornof et al., 2005; Kowalczuk, 2010). O seu epitélio é
constituido de trés camadas de células. As células superficiais sdo unidas pelas
junc@es que limitam a passagem de moléculas hidrofilicas. As células intermediérias
formam uma camada de células em alto grau de apoptose e as células basais sao
associadas a uma camada monoestratificada unidas pelas juncfes comunicantes.
Como no epitélio cutaneo, as células basais sao capazes de proliferar ao contrario
das células superficiais que sofrem apoptose. O estroma é o tecido hidrofilico
constituido por colagenos hidratados e o endotélio € o principal responsavel na
manutencdo da transparéncia da coérnea. Para controlar a hidratacdo, este tecido
funciona como uma bomba de agua assegurando o constante movimento de ions

entre o estroma e o humor aquoso (Hornof et al., 2005; Kowalczuk, 2010).

2.1.4.3 A barreira hemato-aquosa

A barreira hemato-aquosa (BHA) esta localizada na parte anterior do bulbo do

olho e é formada pelas células endoteliais venosas da iris e pelo tecido né&o
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pigmentado do corpo ciliar. Juncdes serradas estdo presentes em ambas as
camadas (Cunha-Vaz, 1997).

A iris é composta por um endotélio, uma membrana limitante anterior, um
estroma, uma membrana limitante posterior. Farmacos dissolvidos no humor aquoso
podem facilmente difundir pela sua superficie porosa, porém, moléculas de tamanho
superior a 40 KDa nao difundem pelos seus vasos e permeiam entre as
fenestracdes do capilares do corpo ciliar atingindo o humor aquoso (Hornof et al.,
2005).

Ja o corpo ciliar é uma estrutura bastante vascularizada de 6 cm? de
superficie composto por cilios organizados. O epitélio ndo pigmentado do corpo ciliar
€ ligado por juncdes serradas ao epitélio pigmentado e contém células com
inUmeras vesiculas que garantem a difusédo transcelular de moléculas de pequeno
tamanho e lipofilicas. As moléculas sdo eliminadas pelas duas artérias ciliares
longas posteriores e duas anteriores presentes (Lloyd et al., 2001).

2.1.5 Segmento posterior
2.1.5.1 O humor vitreo

O vitreo é uma massa gelatinosa transparente e fina constituida de agua e
fibras de colageno (40 pg/mL), acido hialurénico (120 pg/mL) e proteoglicanos. Seus
filamentos proteicos sao ordenados tridimensionalmente carregados por
negativamente devido a presenca do glicosaminoglicano. A sua viscosidade limita a
difusdo de moléculas funcionando como um reservatorio. O seu volume total
equivale a 4 mL o que representa 80% do volume ocular (Laude et al., 2010). A
recepcao dos raios luminosos pela retina é permitida devido a sua transparéncia

(Laude et al., 2010; Sanharawi et al., 2010), conforme representado na Figura 4.
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FIGURA 4 - Microestrutura do humor vitreo. O alinhamento do coldgeno e aminoglicanosmantém a
rigidez e estabilidade do gel e controlam a difusdo de moléculas.
Fonte: Adaptacédo de Laude et al. (2010, p.469).

Os constituintes do vitreo dificultam a difusdo de moléculas carregadas
negativamente. Os seus constituintes proteicos organizados em filamentos e
extremamente negativos mobilizam algumas moléculas por meio de interacdes

quimicas ou fisicas prejudicando a difusdo destas moléculas pela cavidade vitrea
(Myles et al., 2005).

2.1.5.2 Aretina

A retina é composta pela retina neurosensorial e pelo epitélio pigmentado da

retina (EPR), cuja estrutura e organizacdo estdo representadas na Figura 5.
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FIGURA 5 - Estrutura e organizacéo da retina. (a) Esquema de uma secao sagital do olho humano.
SA: segmento anterior; SP: segmento posterior. (b) Corte histolégico da retina orientado de acordo
com o trajeto da luz. (c) Esquema da retina.

Fonte: Imagens cedidas por F. Behar Cohen'.

O epitélio pigmentado da retina (EPR) é o tecido mais externo da retina
situado entre os fotorreceptores e os coriocapilares. Esse tecido é constituido de
uma camada monoestratificada de células hexagonais repletas de melandcitos e a
sua estrutura é atribuida a presenga das juncdes serradas (gap junctions). As
juncdes asseguram a fusdo de duas membranas adjacentes que impede a
passagem passiva de macromoléculas entre a coroide e EPR (Hornof et al., 2005;
Behar-Cohen et al., 2009).

A camada nuclear externa (CNE) € exclusivamente composta pelos seus
corpos celulares e a camada plexiforme externa (CPE) é o local de formacao
sinaptico entre os fotorreceptores e as células bipolares. A camada nuclear interna
(CNI) é composta pelos nacleos de trés tipos de neurdnios: as células horizontais,
bipolares e amacrinas, e dos nucleos das células glias de Muller (CGM). A camada
plexiforme interna (CPI) € o local de formacéo de conexdes sinapticas entre o axénio
das células bipolares e dos dendritos das células ganglionares. A camada das
células ganglionares (CCG) contém o nucleo das células ganglionares. A camada
das fibras nervosas (CFN) sédo as mais internas (Behar-Cohen et al., 2009).

A retina neuronal é constituida de 95% (92 milhdes em nimero de células) de
fotorreceptores, representados pelos bastonetes. Eles sdo responsaveis pela viséo

periférica, pela deteccdo de movimentos e pela visdo noturna chamada, visao

1
Imagens cedidas pela Prof. Dra. Francine Behar-Cohen em seminério na Unidade 17 do INSERM
UMRS 872, Paris, 10 maio 2010.
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escotdpica, uma vez que apresenta alta sensibilidade ao contraste luminoso. Um
Unico foton é capaz de excitar um bastonete. J& os cones, cuja densidade celular
de 4,6 milhdes, estdo situados em uma regido proxima a fovea e sdo as células
responsaveis pela visdo diurna de detalhes e cores, visdo fotopica (Behar-Cohen et
al., 2009).

Os fotorreceptores sdo células extremamente polarizadas constituidas de
quatro partes: o segmento externo (SE), parte sensivel que € formada por um
empilhamento de 1000 discos; o segmento interno (SI) responsavel pelo
metabolismo; o corpo ciliar (CC) onde se situa o nucleo; a terminagéo sinptica que
contém microfilamentos e uma rede sinptica envolvida por inUmeras vesiculas. O
polo sinaptico € o responsavel pela liberacdo do neurotransmissor glutamato (Figura
6a).
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FIGURA 6 - Morfologia dos receptores e diagrama da foto-transducdo. (a) Esquema dos
fotorreceptores. (b) Estrutura molecular da rodopsina. (c) Cascata dos segundos mensageiros na
foto-transducéo.

Fonte: Adaptacéo de Kowalczuk (2010, p.29).
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Os bastonetes contém um foto-pigmento croméforo chamado rodopsina. Ela
contém um cromoforo que absorve a luz, o 11 cis-retinal, um aldeido da vitamina A
associado a proteina denominada opsina. Esta substancia ajusta a absorcéo da luz
em uma regido do espectro. Quando o cis-retinal absorve um féton, a sua molécula
muda de conformacao para 11 trans-retinal desencadeando uma série de alteragcfes
na rodopsina. O trans-retinal em excesso € armazenado no EPR na forma de
lipofusina cuja quantidade se acumula com a idade. Tanto o acumulo desse
complexo como a ineficiéncia de algumas das enzimas envolvidas na via de
conversao da cis-retinal pode desencadear a degeneracéo da retina (Figura 6b).

O estado de despolarizagdo dos fotorreceptores depende da presenca dos
canais iénicos que regulam o fluxo de calcio, potassio, sédio e magnésio situados na
SE. A abertura desses canais é regulada pelo nucleotideo (3'-5'guanosina
monofosfato) ciclico (GMPc). No escuro, as altas concentracdes de GMPc mantém
0s canais i6nicos abertos. O receptor é despolarizado com um potencial de
membrana -40 mV. Na presenca de luz, a transformacdo da rodopsina ativa um
mensageiro intracelular, a transducina, que ativa um tipo de fosfodiesterase (PDE).
A PDE diminui a concentragdo de GMPc por meio da sua hidrélise e leva o
fechamento dos canais i0nicos. Este acontecimento desencadeia uma
despolarizacdo da membrana SE e a diminuicdo da liberacdo de neurotransmissores
pela sinapse presente nos fotorreceptores. O aumento progressivo da intensidade
luminosa origina um potencial de membrana cada vez mais negativo até atingir o
valor de — 65 mV (Figura 6c).

A principal fungéo da retina € a transformacéo da luz em impulsos nervosos
gue acontece por meio do mecanismo chamado foto-transducédo (Figura 6c). A
camada nuclear externa (CNE) onde se encontram os fotorreceptores conduz o sinal
elétrico até a camada plexiforme externa (CFE). A informacdo é entdo transmitida
para as células bipolares, horizontais e amacrinas presentes na camada nuclear
interna (CNI). As células horizontais e amacrinas sdo as responsaveis pela
modulacdo da transmissdo da informacdo que serdo captadas pelos nucleos das
células bipolares. Na camada plexiforme interna (CPI), as células bipolares formam
sinapse com as células ganglionares cujos axdnios se agrupam para formar o nervo

otico. O nervo 6tico de cada olho se encontra no quiasma 6tico até atingir o cortex
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visual situado no talamo, local onde se forma a memoria para reconstruir a
imagem do objeto observado (Kowalczuk, 2010).

Os sinais elétricos transmitidos pela retina podem ser detectados pela
técnica de eletrorretinograma (ERG), técnica largamente utilizada tanto na
clinica como em laboratério de pesquisa para avaliar o funcionamento da retina
(Dong.,Hare, 2000). Ela baseia no estimulo da retina por meio de sinais
luminosos eventuais cujas respostas a esses estimulos sdo determinadas
(Chen et al., 2006), Figura 7.
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FIGURA 7 - Funcionamento simplificado da deteccéo dos sinais elétricos da neuroretina pelo
eletroretinograma (ERG). (I) representacdo dos eletrodos conectados ao olho: (C), eletrodo
positivo, catodo; (B, A, E, D) eletrodos negativos, anodo. (II) representacdo da transmisséo do
sinal elétrico e as resisténcias utilizadas para cada ponto A, B, C e E. (lll) esquema ilustrativo
da retina neuronal: (a) cones; (ba) bastonetes, (b) bipolares; (OP) células horizontais. (IV)
sinais originados pelo ERG.

Fonte: Imagens cedidas por A. Messias e F. Almeida e Dr. Felipe de Almeida’.

Resumidamente, um eletrodo positivo (catodo) € colocado na superficie
da coOrnea e trés eletrodos negativos (anodo) sdo colocados nas superficies da
retina, coroide e esclera.

O impulso elétrico flui por meio de resisténcias no sentido anodo e

catodo e gera um sinal interpretado pelo detector. Resisténcias de menor

% Imagens cedidas pelo Prof. Dr. André Messias da Escola em aula ministrada na Medicina da
Universidade de S&o Paulo (USP). Ribeirdo Preto, 22 jan. 2011.



Revisdo da literatura 37

comprimento sado utilizadas para conducdo do sinal vindo de tecidos com
menor capacidade de transmissdo elétrica (cOrnea < retina < coroide <
esclera). Quanto mais vascularizado o tecido, maior é a sua capacidade de
transmitir o impulso elétrico. Para detec¢do do estimulo nervoso, um sinal de
luz (iluminancia) é fixado e emitido em direcdo a superficie ocular a cada 250
milésimos de segundos e estimula as células neuronais da retina. Para real
deteccdo do sinal transmitido pelas células neuronais, é necessario adapté-las
ao escuro ou ao claro. Na adaptagéo ao escuro estas sao providas de qualquer
estimulo luminoso e os bastonetes se encontrardo em repouso®.

Inicialmente, os fotorreceptores estdo despolarizados. ApoOs o0 estimulo
luminoso (CD.seg/m?), essas células se hiperpolarizam negativamente em um
velocidade menor que 1 pico por segundo. Essas cargas dissipam pela
superficie ocular tornando a coérnea negativa, gerando uma diferenca de
potencial que proporciona a saida de potassio pela total abertura dos canais de
sédio e potassio. Nesse momento, o sinal da onda A referente ao estimulo das
células dos fotorreceptores € originado no eletroretinograma. Em seguida, 0s
fotorreceptores transmitem o0s impulsos elétricos as células bipolares que
despolariza positivamente por meio da saida de sodio neutralizando as cargas
negativas residuais apés os 250 segundos, finalizando o ciclo. O sinal referente
a zona B, originada pelo estimulo emitido entre a sinapse elétrica entre
fotorreceptores e células bipolares, € entdo detectada. O potencial oscilatério
observado no eletroretinograma refere-se ao somatoério do estimulo transmitido
pelas células amécrinas e horizontais (comunicacdo entre fotorreceptores e
células glanglionares estimuladas por diferentes cores)®.

A relacdo energia versus resposta é expressa em YV detectados em
relacdo ao comprimento de onda da luz aplicada. Quanto maior a intensidade
do feixe de luz menor é o tempo méaximo necessario (ms) para a resposta. Um
estimulo luminoso acima de 0,01 CD.seg/m? é necessario para deteccdo da

zona A. Ainda, quanto maior a intensidade, maior a resposta cone/bastonete®.

® Aula ministrada por Prof. Dr. André Messias em seminario na Escola de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (USP). Ribeirdo Preto, 22 jan. 2011.
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2.1.5.3 A barreira hematorretiniana

Conforme Hornof e colaboradores (2005), a barreira hematorretiniana
(BHR) é divididas em dois niveis: interna, situada entre os vasos retinianos e a
retina, e externa, formada pelo EPR e os coriocapilares que se encontram na

membrana de Bruch (Figura 8)
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FIGURA 8 - Esquema representativo da barreira hematorretiniana (BHR) responsavel pelo
transporte de moléculas do vaso sanguineo a neuroretina.
Fonte: Adaptagdo de Hornof et al. (2005, p. 211).

A camada mais interna formada pela retina é separada da coroide (C)
pela membrana de Bruch. Ela apresenta pequenos capilares retinianos
impermeaveis a passagem de moléculas superiores a 30 kDa e apenas permite
uma difusdo moderada no vitreo e retina de moléculas administradas pela via
sistémica. Ja a membrana de Bruch é permeavel a moléculas inferiores a 200
kDa. A associacdo das juncdes intercelulares presente entre a coroide e a
retina que garante a permeabilidade seletiva dessa barreira (Hornof et al.,
2005; Velez., Whitcup, 2009; Kowalczuk, 2010).

A funcéo principal da barreira hematorretiniana é de regular a entrada de
leucdcitos, de nutrientes ou de outras moléculas provenientes da circulacao
sanguinea a fim de preservar a homeostasia da retina. Os mecanismos de
transferéncia por essas barreiras sdo controladas por processos passivos por
difusdo aquosa da retina para o vitreo. Ja a passagem de oxigénio e
substéancias lipidicas da retina para 0s vasos retinianos acontece por transporte
ativo. As moléculas terapéuticas podem também migrar para o vitreo a partir da
camera anterior e dos corpos ciliares por difusdo passiva, porém esse processo

é limitado pela barreira hemato-aquosa. A transferéncia de ions e proteinas na
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regido limite da retina / vitreo € igualmente assegurada pelas células presentes
na barreira hematorretiniana por meio de processo ativo

A ruptura da BHR pode ocorrer durante uma acdo cirdrgica ou em
condicdes patoldgicas: infecgBes causadoras de lesdes intraoculares, rejeicdo
de transplante de coérnea, inflamacfes (uveites) ou neovascularizacdes
intraoculres (DMRI, retinopatia diabética). Uma vez que a barreira BHR externa
€ rompida, células inflamatérias migram até a membrana de Bruch, infiltram no
espacgo sub-retiniano e provocam os efeitos secundéarios (Behar-Cohen et al.,
2009).

2.1.6 Tecidos oculares como fatores limitantes para a administracdo de

farmacos

As caracteristicas anatbmicas e fisiolégicas do bulbo do olho séo
abordadas como fatores que limitam o tratamento tépico e sistémico de
doencas oculares. A eficiéncia de tratamento estd relacionada com a
capacidade da molécula do farmaco de penetracdo e de atravessar as
barreiras hemato-oculares e permanecer em contato com os tecidos oculares
em um tempo e dose necessarios. A baixa penetracdo de farmacos é
justificada pelas caracteristicas teciduais da esclera, conjuntiva e cornea, pela
existéncia da drenagem lacrimal, pela presenca das barreiras hemato-aquosa e
hemato-retininanas e pelas caracteristicas fisico-quimicas implicitas ao
farmaco (Hornof et al., 2005). As vias de absorcao estdo esquematizadas na
Figura 9.
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FIGURA 9 - Vias de absorcdo ocular. Rotas de penetracdo ocular de farmacos apds
administragdo tépica, sistémica e intravitreal. As principais vias de eliminagéo estéo indicadas
pela seta escura. As barreiras oculares: BHR E/I, barreira hematorretiniana externa / interna;
BHA, barreira hemato-aquosa.

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

Por via tépica, o primeiro obstaculo encontrado para penetracdo de
farmaco é a drenagem lacrimal. Esse mecanismo permite que apenas 3% a 5%
da dose sejam absorvidos pelos tecidos oculares, sendo o restante totalmente
eliminado (Hughes et al., 2005; Amo., Urtti, 2008). Para os colirios, a camada
lacrimal constitui tanto um meio de diluicdo como também diminui o contato do
farmaco na superficie ocular a qual elimina o ativo instilado a superficie ocular
a cada 30 segundos (Hornof et al., 2005; Diebold., Calonge, 2010).

A cornea é a principal barreira que impede a penetracao de farmaco
para a camera anterior. A resisténcia a penetracao intraocular de moléculas
ocorre pela presenca do epitélio que favoriza a travessia de moléculas
lipofilicas ndo ionizadas (lipofilicas). Pela via paracelular, as barreiras epiteliais
s6 permitem a passagem de substancias hidrossollveis de massa molecular
inferiores a 500 Da e anfifilicas, ou seja, moléculas que contém certa
solubilidade tanto no meio hidrofilico como lipofilico. As células do endotélio
impedem apenas a passagem de molécula de massa molecular acima de 70
KDa, devido a presenca de juncdes serradas mais flexiveis aquelas presentes

no epitélio (Hornof et al., 2005).
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A conjuntiva apresenta juncdes intercelulares que sdo as principais
responsaveis pela seletividade de absorcdo. Diferente das juncdes corneais,
estas se apresentam maiores, permitindo a passagem de moléculas de maior
massa molecular. A caracteristica de seu tecido também permite a passagem
de moléculas hidrofilicas, uma vez que é formado por uma membrana mucosa
vascularizada e de area dezessete vezes maior quando comparado com 0O
tecido corneal.

Além da baixa penetrabilidade de farmacos impostas pelos tecidos
oculares, a constante renovacdo do humor vitreo e a propria existéncia de
vasos sanguineos limitam o tempo de permanéncia de farmacos na cavidade
ocular. Estes sdo 0s principais responséaveis pela eliminacdo precoce dos
farmacos, impossibilitando que seja atingida a dose terapéutica efetiva. Os
farmacos sao eliminados da camara anterior pela reciclagem do humor aquoso
e pela presenca de circulacdo sanguinea na porcdo da Uvea anterior. Ja
aqueles presentes no humor vitreo sé@o eliminados pela camara anterior, pela
barreira hematorretiniana e pela propria circulagdo sanguinea (Jarvinen et al.,
1995).

2.2 A uveite

2.2.1 Aspectos gerais da doenca

A uveite é uma doenca decorrente da manifestacdo de processos
inflamatoérios na porgéo do trato uveal, o qual € composto pelo corpo ciliar, iris
e coroide (Hesselink et al., 2004; Srivastava et al., 2010). Ela vem sendo
mundialmente abordada como uma doenca de grande impacto sécio-
econdmico, uma vez que acometem individuos de todas as faixas etarias e
classes sociais (Jaffe et al., 2006). Na clinica médica, considera-se que sao
responsaveis por 3 a 15% de todas as causas de cegueira mundial (Hessenlink
et al., 2004). Entre os individuos que apresentam a uveite, pelo menos 35%
dos casos sofrem seérias sequelas da doenca, que vao desde o

comprometimento da visao até a cegueira plena (Jabs et al., 2000).
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A uveite é considerada uma doenca de alta complexidade, que segundo
Fialho (2003), pode ser desencadeada por fatores como a presenca de agentes
infecciosos, existéncia de debilidade do sistema de defesa do organismo,
ocorréncia de traumas cirdrgicos e acidentais ou até mesmo por motivos ndo
determinados, as denominadas idiopaticas. Segundo Bennet e Cecil (1997), a
uveite pode ainda ser classificada segundo a etiologia (endégena quando
desenvolvida por agentes do proprio organismo e exdgena quando provocada
por agentes infecciosos externos), segundo o curso clinico (aguda que
manifesta durante meses e cronica que manifesta por alguns anos) e segundo
0 aspecto clinico (granulomatosa ou ndo granulomatosa).

A uveite também pode ser dividida em anterior, intermediaria, posterior e

difusa, classificacdo anatbmica esquematizada na Figura 10.
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FIGURA 10 - Classificacdo anatdmica da uveite. A uveite anterior compromete a iris e corpo
ciliar. A uveite intermediaria trata-se da inflamacédo da por¢édo posterior do corpo ciliar e da
retina periférica. A ocorréncia da uveite posterior € limitada a processos inflamatérios que
comprometem a coroide, retina e humor vitreo. Raramente ocorre a manifestagdo da uveite
difusa, esta que se manifesta em todo o bulbo ocular.

Fonte: Adaptacéo de Prevent Blidness America (2010).

A uveite anterior, também denominada irite ou iriociclite, atinge os
tecidos anteriores do bulbo do olho e compromete a iris e o corpo ciliar. A sua
forma de manifestacdo aguda é caracterizada pela congestdo do olho seguida
de um halo vermelho, de sensacgéo dolorosa, fotofobia, diminuicdo da viséo e
lacrimejamento. A congestdo esta relacionada ao depdsito de células na

cornea. Na inflamagdo mais grave, surgem precipitados ceratoliticos e
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agregados celulares no dorso da cornea. Quando cronica, a inflamacdo €
denominada irite granulomatosa e esta associada algumas vezes as doencas
sistémicas (Bennet; Cecil, 1997; Kanski et al., 1994; Bodaghi et al., 2003).

A uveite intermediaria compromete a regido posterior do corpo ciliar e a
retina periférica e € caracterizada pela infiltracdo de células originadas do corpo
vitreo, quando inflamado. A uveite posterior atinge a retina, coroide e corpo
vitreo, também chamada de retinites, coroidites e vasculites (Kanski, 1994;
Bennet; Cecil, 1997). Geralmente apresentam exsudagao na por¢do do corpo
vitreo, podendo, pela turvacdo do humor vitreo, ocasionar a baixa acuidade
visual (Bodaghi et al., 2003).

No caso da uveite posterior, a inflamacdo presente desencadeia a
formacao de novos vasos sanguineos e a migracado de células. Desta forma, o
meio ocular transparente se torna opaco, prejudicando a passagem da luz e a
acuidade visual do individuo (Boyd et al., 2001; Kanski, 1994). Alguns
individuos também podem apresentar a uveite de forma difusa, também
denominada panuveite, uma vez que esta compromete o bulbo do olho como
um todo (Fialho, 2003., Bodaghi et al., 2003).

Quanto as causas, a uveite pode ser desencadeada por agentes virais,
parasitarios, bacterianos e por mecanismos intrinsecos ao organismo, sendo

alguns deles exemplificados no Quadro 1.

QUADRO 1
Doencas associadas a uveite

Infecciosas Outras

Herpes zoster Espondilite anquilosante

Artrite reumatoide

Anterior (iridociclite)

Herpes simplex
Doenca de Hansen
Toxoplasmose

Toxocariose

Sindrome de Reiter
Sarcoide

Sindrome de Behcet

Histoplasmose Sindrome de Vogt-Koyanagi — Harada

. Lo Sarampo Doenca inflamatoria intestinal
Posterior (corioretinite) Sifilis Sarcoide
Cocciodioidomicose Sindrome de Behget
Oncocercose Sindrome de Vogt-Koyanagi — Harada
Brucelose Doenga inflamatdria intestinal

Fonte: Bennet; Cecil (1997, p. 2404).
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2.2.2 Regulacao da resposta inflamatéria aguda e autoimune

Considerando a alta vascularizagcdo do trato uveal e sua fungéo de
fornecer aos tecidos oculares nutrientes e células de defesa, torna-se
explicavel a possibilidade da existéncia de manifestacbes inflamatorias no
local. Baseando-se no principio de que a inflamacdo é desencadeada pela
ativacdo de células linfocitarias por particulas estranhas, tanto enddgenas
(distarbios autoimunes) como exdgenas (virus ou bactérias), acredita-se que as
uveites sado originadas pelo mesmo processo. Segundo Pras e colaboradores
(2004), o principal responsavel pela ativacdo da resposta inflamatéria sao os
linfécitos auxiliares (linfécitos T), células ativadoras de todo o sistema imune
celular, junto com a apresentacdo de antigenos via complexo de
compatibilidade principal (CMP) (Boyd et al., 2001).

Particulas estranhas ao organismo sdo apresentadas aos linfocitos T
pelas células apresentadoras de antigeno na forma de fragmentos peptidicos
via complexo de histocompatibilidade de classe | (MHC ) para agentes

endogenos e classe Il (MHC II), como descrito na Figura 11.
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FIGURA 11 - Esquema das funcdes efetoras e dos linfocitos auxiliares diferenciados.
Fonte: Adaptacdo de Abbas et al. (1996, p.276).
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O complexo formado entre MHC e TCR (ligante das células T)
desencadeia sinais que irdo produzir e liberar citocinas que, em conjunto, irdo
ativar toda a resposta imune protetora do organismo, tanto celular quanto pela
atuacdo de anticorpos especificos (resposta humoral, via ativacao de linfocito
B). A apresentacdo de antigenos APCs por meio da expressao de MCH | ativa
um tipo de linfocito T, chamado de citotoxico (Linfocito T CD8+; CTL) levando a
apoptose celular, exposicdo das particulas estranhas fagocitadas e
continuidade do ciclo. A expressdo de MHC Il os linfocitos T chamados de
auxiliares (Linfocito T CD4+) que podem se diferenciar em Thl e Th2 e liberar
diversas citocinas ativadoras na resposta inflamatoéria. Os linfocitos Th2 liberam
as citocinas IL-2, fator de necrose tumoral (TNF) e interferon gama (IFN y) que
ativam os macrofagos. Os linfocitos Thl ativam as células B e os eosindfilos
pela liberacdo das interleucinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-11 (Figura 11).
As citocinas inflamatérias TNF, IFN vy, IL-6 e IL-8 sdo aquelas encontradas no
humor aquoso de pacientes que apresentavam a uveite (Sakaguchi et al.,
1998; Bertelmann; Pleyer, 2004; Dick et al., 2004).

2.3 O tratamento da uveite posterior

2.3.1 As vias de administracao de fArmacos no segmento posterior

Na oftalmologia, a administracdo de farmacos pode ser feita por

diferentes vias de administracdo (Figura 12).
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Figura 12 - Barreiras oculares e as vias de administracdo. No esquema séo indicados: cornea:
1a, epitélio; 1b, estroma; 1c, endotélio; 2, humor aquoso; 3, iris; 4, corpo ciliar; 5, cristalino; 6,
vitreo; 7, retina; 8, coroide, 9, nervo 6ptico. (a) administragcdo tdpica, (c) injecdo intravitrea, (d)
injecéo transescleral e (e) inje¢édo subretiniana.

Fonte: Adaptagdo de Naik et al. (2009, p.6).

A administracéo tépica € a via mais comum para tratamento de doencas
oculares tais como o glaucoma, inflamacdo do segmento anterior ou da
superficie ocular e de doencas externas do olho. Entretanto, essa via falha ao
disponibilizar farmacos no segmento posterior, sendo assim ineficaz para o
tratamento de doencgas intravitreas (Amo., Urtti, 2008., Velez., Whitcup, 2009).
Por essa via, apenas moléculas de pequeno tamanho podem difundir para a
camera anterior através dos vasos da iris (Figura 12, 3a), porém elas sao
rapidamente eliminadas pelo fluxo continuo do humor aquoso.

A administracdo sistémica também é pouco eficaz em disponibilizar
farmacos no interior do bulbo do olho. Para atingir o segmento posterior, as
moléculas administradas pela via sistémica intravenosa (Figura 12, b) devem
atravessar a barreira hematorretiniana (ll) interna (Figura 12, 7a, endotélio dos
vasos retinianos) e externa (Figura 12, 7b, EPR) da retina. Além disso, a
eficiente circulacdo sanguinea presente nos tecidos oculares posteriores
promove a redugdo da meia-vida dos farmacos no local, diminuindo suas
concentracbes a niveis inferiores ao terapéutico. Esta via de administracao

apresenta baixa resposta terapéutica, elevadas doses de farmacos sé&o
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necessarias e diversos efeitos colaterais sdo desencadeados (Amo., Urtti,
2008).

As injecdes intravitreas e transesclerais (Figura 12, ¢ e d) aumentam a
biodisponibilidade de principios ativos no segmento posterior e maximizam as
suas concentracdes na retina na regido da macula. Entretanto, as moléculas,
ao se depararem com a barreira vitrea, sdo rapidamente distribuidas (Figura,
12, 6a). O aspecto tridimensional das fibras de colageno constituidas pelos
filamentos proteoglicanos e hialurénico dificultam a mobilidade de moléculas de
grande massa molecular e carregadas positivamente (Naik et al., 2009; Laude
et al., 2010).

A injecéo direta, precisa e delicada, no espaco subretiniano (Figura 12,
e) permite maior tempo de contato entre 0 agente terapéutico e as camadas
externas da retina, sendo a melhor indicacdo para tratamento de doencas que
acometem os tecidos da coroide e retina, como a degeneracdo macular
relacionada a idade (DMRI). Essa técnica € mais invasiva e pode danificar a
integridade do EPR e dos fotorreceptores. Além disso, a terapia € restrita ja
gue a difusdo da molécula é limitada ao sitio de injecao.

Para a administracdo de farmacos no segmento posterior, a injecdo
intravitrea constitui a melhor alternativa a aplicacdo topica e sistémica e
transescleral. Trata-se da administracéo direta do farmaco ou do medicamento
na parte interior do bulbo do olho disponibilizando quantidade adequada de
farmaco no vitreo (Pras et al., 2004; Naik et al., 2009). A sua grande
desvantagem estd relacionada a necessidade de injecBes repetidas para
manter o nivel terapéutico do farmaco (Yasukawa et al., 2001; Jaffe et al.,
1998; Baeyens et al., 2006; Bochot et al., 2011), o que pode ocasionar
endoftalmites, deslocamento da retina, catarata e perfuracdo do olho (Peyman;
Ganiban, 1995; Amo., Urtti., 2008).

As vias de administracdo acima descritas muitas vezes nao sao
suficientes para prolongar a acdo dos farmacos e efetivar o tratamento das
doengas que acometem o0 segmento posterior. Para tanto, a melhora da
eficacia na disponibilizagdo de ativos no local € observada quando sistemas
particulados e lipidicos sao veiculados diretamente no espaco subconjuntival,

periocular (transescleral) ou na cavidade vitrea (intravitreo).
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O Quadro 2 apresenta as vantagens e desvantagens das vias de
administracdo utilizadas bem como as formas farmacéuticas existentes para a

sua veiculacao.
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QUADRO 2

Vantagens e desvantagens das formas e vias de disponibilizacdo de farmacos
para o tratamento de doencas oculares do segmento posterior

Forma
farmacéutica
e via de

administracédo

Vantagens

Desvantagens

Colirio

Administragéo
sistémica

Injecdo
intravitrea,

Implantes

Microparticulas,
nanoparticulas
e lipossomas

lontoforese*

Fé&cil aplicagao.
Método néo invasivo
Boa aceitabilidade do paciente.

Maior efetividade para
tratamento de doengas do
segmento posterior comparado a
aplicacéo de colirios.

Comparada a administragéo
sistémica promove melhor
disponibilidade de farmacos e
menor toxicidade sistémica.

Disponibilizagdo do farmaco no
local de acéo.

Alternativa as inje¢fes
intravitreas.

Estabiliza¢@o do farmaco.
Periodos prolongados de
liberacdo na cavidade vitrea.

Estabiliza¢&o do ativo e aumento
do tempo de meia vida .

Menor possibilidade de burst
final comparado ao implante
devido ao volume pequeno
administrado.

Localizagdo do farmaco na EPR.

Método néo invasivo.
Aplicado concomitantemente
com SLF.

Menor risco de toxicidade.
Promove boa penetracédo de
farmacos nos segmentos
anteriores e posteriores.

Boa aceitabilidade pelo
pacientes.

Baixa biodisponibilidade.

Ineficaz para tratamento de doencgas do
segmento posterior.

Altas concentracdes e frequentes
instilagbes sdo necessarias.

Baixa ades&o ao tratamento.

Farmacos nao atravessam a barreira
hemato-ocular.

Toxicidade sistémica.

Altas concentracdes e frequentes
instilagbes séo necessarias.

Necessidade de repetidas
administracdes devida a rapida
eliminagéo do ativo.

Causa dor, desconforto, aumento da
pressao intraocular, chances de
infeccéo, possibilidade de deslocamento
da retina, endoftalmite, baixa
aceitabilidade do paciente.

Deslocamento da retina e hemorragia
vitrea.

Implantes ndo biodegradaveis:
necessidade de remocéo cirargica.
Implante biodegradaveis: eroséo final
ndo controlada e possivel ocorréncia de
“burst” repentino.

Opacicidade do vitreo.

Riscos associados a injecao intravitrea,
periocular e sunconjuntival.

Relacdo concentrag&o/volume
desfavoravel.

Requer repetidas aplicacoes.

Pode causar dor moderada, porém sem
risco de infec¢Bes ou ulceracdes.
Possivel abandono da terapia devido a
repetidas aplicagdes.

Risco de choque.

*Técnica para potencializar a penetracdo de farmacos por meio de uma corrente elétrica gerada na superficie
ocular que altera transitoriamente a seletividade do epitélio da cornea e conjuntiva (Behar-Cohen, 2002; Myles et
al., 2005).

Fonte: Amo; Urtti (2008, p.139).
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A administracdo de implantes intraoculares € abordada na literatura
como a melhor alternativa para veiculacdo de farmacos no segmento posterior,
apresentando consideraveis vantagens frente a aplicacdo de outros sistemas.
Este sistema é descrito detalhadamente no item 2.4.3.

2.4. Os sistemas de liberacdo modificada (SLM)

Define-se como sistema de liberacdo modificada (SLM) todo sistema que
disponibiliza o medicamento de forma diferente do perfil de liberacdo
convencional (Ansel et al., 2005). Dentre as diferentes condi¢cdes de SLM, a
liberacdo do farmaco pode ocorrer de forma prolongada, sustentada e
controlada, ou apresentar dois ou trés perfis simultaneamente. Na liberacdo
controlada (SLC) o farmaco é liberado em taxas semelhantes em cada intervalo
de tempo. Na liberacdo sustentada (SLS) o farmaco é liberado de forma que
mantenha constante a taxa de liberacdo em um determinado intervalo de
tempo e na liberacéo prolongada (SLP) por um periodo de tempo maior quando
comparado com os sistemas convencionais (Aulton, 2005).

Atualmente, diferentes tipos de sistemas de liberacdo de farmacos séo
desenvolvidos para uso na oftalmologia objetivando a liberacdo prolongada do
ativo a fim de minimizar frequentes intervencdes (Behar-Cohen, 2002; Bourges
et al., 2007; Amo., Urtti, 2008). O principal desafio € melhorar a eficiéncia dos
tratamentos convencionais (topico e sistémico), promover um maior contato do
farmaco com a superficie ocular, minimizar as frequentes injecdes intraoculares
e facilitar a administragdo intravitrea. Agindo como um reservatorio, esses
sistemas diminuem a toxicidade local do farmaco, melhoram a
biodisponibilidade e prolongam o tempo de contato do ativo no tecido alvo
(Ding, 1998; Kaur et al., 2004; Peyman; Ganiban, 1995; Amo., Urtti, 2008;
Bochot et al., 2011).
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2.4.1 Polimeros biocompativeis como constituintes de SLM: o copolimero

do acido latico e acido glicolico

Alguns polimeros sdo classificados como biomateriais, termo que vem
sendo utilizado para descrever aqueles materiais derivados de fontes
bioldgicas ou aqueles usados em terapias no corpo humano. Biomateriais séo
largamente utilizados na medicina como material cirdrgico, proteses
odontoldgicas, préteses ortopédicas, ou mesmo como forma de veiculagdo de
farmacos em sistemas de liberacdo (Griffth, 2000). Na oftalmologia, os
polimeros sdo empregados desde a década de sessenta. Como exemplo, se
destaca a aplicacdo dos derivados do silicone como substitutos do humor vitreo
em pacientes com vitreoretinopatia proliferativa (PVR) e os polietilenos como
lentes intraoculares (LIO) na cirurgia da catarata (Colthrust et al., 2000;
Bourges et al., 2007).

No campo de engenharia de tecidos, os biomateriais sdo empregados
como auxiliares na regeneracao de tecidos e érgaos. Griffth (2000) descreve
como sendo possiveis adjuvantes capazes de estimular mecanismos naturais
celulares relacionados com o crescimento, metabolismo, diferenciacdo e
migracao celular. A sintese dos polimeros pode ser realizada de forma que
este contenha, em sua constituicao, transmissores extracelulares como fatores
de crescimento ou componentes da matriz extracelular como proteinas,
poliglicanos e polissacarideos, fibronectina, integrinas, entre outros.

Como na aplicagdo na engenharia de tecidos, o desenvolvimento de
sistemas de liberacao de farmacos (SLF) torna-se um campo inovador quando
se trata de utilizacdo de polimeros que permitem a liberagdo sustentada (dias,
semanas, meses ou anos) e direcionada (a um tumor, um tecido local ou até
mesmo a um local especifico da circulacdo sanguinea). O interesse surgiu na
década de 80 objetivando o direcionamento da terapia protéica como forma de
substituicdo dos métodos que empregavam injecdes protéicas locais. Griffth
(2000) comenta a aplicabilidade futura destes sistemas para diversas terapias,
colocacao também reforcada por Pillai e Panchagnula (2001), ao considerarem
0s polimeros como materiais promissores para o desenvolvimento de diversos
SLF.
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Nos ultimos anos, o interesse no estudo da utilizacdo dos polimeros
biodegradaveis como matriz de SLF cresceu frente aos nao biodegradaveis. Os
biodegradaveis se distinguem dos n&o biodegradaveis por sofrerem
degradacdes imediatamente ou apds o periodo de aplicacdo. Adicionalmente,
ao contrario dos polimeros nao biodegradaveis tais como derivados de
celulose, silicones, polimeros acrilicos, polivinilpirrolidona e copolimeros dos
oxidos de etileno e propileno, os biodegradaveis (poliamidas, poliaminoéacidos,
polialquilcianacrilatos, poliésteres, poliortoésteres, poliuretanos e
poliacrilamidas) proporcionam maior adeséo e aceitacdo do paciente ja que sao
totalmente absorvidos pelo organismo e ndo necessitam de remocéao cirdrgica
apos o tratamento (Yasukawa et al., 2001; Bourges et al., 2007). Dentre os
diversos polimeros sintéticos e biodegradaveis, os derivados do acido latico e
acido glicolico vém sendo estudados nas duas ultimas décadas como
potenciais materiais para veiculacdo de farmacos (Jain et al., 2000).

Os copolimeros dos &cidos latico e glicélico sdo poliésteres cuja principal
caracteristica € a ligagéo éster presente entre os meros (Figura 13). Segundo
Merkli e colaboradores (1998) e Jain (2000), estes copolimeros apresentam
cadeias lineares, saturadas e comportamento termoplastico, ou seja, sao
facilmente moldados quando exposto ao aquecimento. Eles possuem um
centro assimétrico, apresentando pelo acido latico (PLA) em uma mistura
racémica (D,L-PLA) ou por uma das suas formas levogira (L-PLA) e dextrogira
(D-PLA), ligados de forma alternada ao polimero acido glicélico (PGA).
Segundo 0os mesmos autores, o copolimero encontra-se no estado amorfo,

quando é constituido apenas da forma racémica D,L-PLA (Figura 13).
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FIGURA 13 - Estrutura quimica do copolimero acido poli (D,L-latico-co-glicélico). (m) e (n)
representam inimeros meros do acido latico e glicolico, respectivamente que definem a massa
molecular do copolimero e as suas propriedades termopléastica.

Fonte: Loo et al. (2004, p.260).
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A biodegradacdo desses polimeros ocorre por meio da clivagem da
cadeia polimérica por hidrolise, liberando o acido latico e glicélico. Esses
acidos, por serem metabdlitos naturais do organismo sao eliminados pelo ciclo
de Krebs na forma de géas carbodnico e 4gua (Figura 14).

R =H (acido glicélico)
ou
R = CHa (&cido latico)

R 0 R
L H30 o Ciclo de Krebs .
0-CH~C —— HO=CH-COOH — )7+ H:'_.

FIGURA 14 - Mecanismo de hidrélise do PLA, PGA ou PLGA. * Os produtos de degradacao:
acido latico (caso o polimero seja PLA), acido glicélico (polimero de origem PGA) e ambos
(polimero de origem PLGA).

Fonte: Adaptagdo de Merkli et al. (1998, p. 569).

A hidrofilicidade e lipofilicidade dos polimeros sdo determinadas pela
proporcdo de é&cidos laticos e glicolicos na sua constituicdo. O acido latico
possui maior hidrofobicidade devido a presenca do grupo metila na sua
estrutura e o PGA é bastante susceptivel a hidrolises. Assim, quanto maior a
proporcao de acido latico, maior sera a hidrofobicidade do copolimero e menor
sera o tempo de degradacéo (Fialho et al., 2003).

O comportamento in vitro e in vivo dos diferentes copolimeros séo
influenciados pelas proporcées de acido latico e glicdlico no material. A sua
resisténcia mecanica, a sua capacidade de intumescimento e a taxa de
degradacéo séo influenciadas pela cristalinidade a qual depende da proporcao
molar presente no copolimero. O PLGA contendo a mesma razdo de PLA e
PGA (PLGA 50:50) séo hidrolisados mais rapido do que o PLGA contendo 75%
de PLA e 25% de PGA. Adicionalmente, o copolimero apresenta maior grau de
cristalinidade e menor ponto de fusdo quanto menor for a sua massa molecular.
A mudanca de conformacdo do estado vitreo para o amorfo acontece em
temperaturas entre 36 °C e 50 °C, onde 0os menores valores sao observados
quando presente uma maior proporcao de PLA (Lewis, 1990; Jain et al., 2000).
Na forma amorfa, estes materiais sado facilmente moldados, sendo possivel a
obtencdo de sistemas de diferentes formas de tamanhos em temperaturas

consideravelmente baixas e de facil manuseio na pratica laboratorial.
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2.4.2 Sistemas de liberacdo de farmacos (SLF) na oftalmologia

Na Figura 15, alguns exemplos de sistemas de liberacdo de farmacos
utilizados no segmento posterior estéo classificados como sistemas de curta e
prolongada acao.

Acdo prolongada

Implantes ndo biodegradaveis
Medidur®: 36 meses, Retisert®: 30 meses, Vitrasert: 8 meses

Anos

Semanas e meses Implantes biodegradaveis
Porsudex®: 6 meses

Semanas 8 Microparticulas intraoculares
Lipossomas intraoculares

Dias e semanas
Nanoparticulas intraoculares

Hidrogeis para aplicacéo tdpica

| | Collirio

Acao curta

Figura 15 - Periodo de acé@o de diferentes sistemas de liberagdo de farmacos aplicados no
tratamento de doencas oftalmicas do segmento posterior.
Fonte: Adaptacdo de Amo; Urtti (2008, p.137).

Segundo Amo e Urtti (2008), o periodo de liberacdo do farmaco a partir
dos SLF é justificado pela composi¢céo, tamanho da matriz polimérica, pelo tipo
de interacdo polimero/farmaco e pela caracteristica intrinseca da molécula
(solubilidade em agua e coeficiente de particdo polimero/dgua). Os implantes,
por apresentarem uma matriz sélida e compacta, sdo capazes de liberar o
farmaco durante meses ou anos. Moléculas que apresentam grande afinidade
pela matriz serdo liberadas mais lentamente. Ainda, por sofrerem eroséo, as
matrizes biodegradaveis disponibilizam o ativo mais rapidamente. Ja os
farmacos vinculados pelas particulas poliméricas e lipidicas séo
disponibilizados em uma maior velocidade (durante semanas e dias).

As nano ou microsistemas poliméricos, esferas e capsulas, sédo capazes
de melhorar a permeacdo epitelial. Eles séo reservatorios constituidos de

polimeros biodegradaveis: poliacrilcianocrilatos, poliacrilamidas,
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polimetilmetacrilatos, poliésteres (PLA, PLGA), entres outros. Em meio aquoso,
liberam a molécula do ativo por consequéncia do intumescimento e erosao da
matriz. Ainda, o tamanho, a hidrofibicidade e carga sdo 0s responsaveis pela
permanéncia destes sistemas na cavidade ocular (Behar — Cohen, 2002).

Ja a aplicacdo topica dos hidrogéis, constituidos de um material
polimérico que adquire viscosidade na presenca do meio aquoso, formacéo in
situ, minimizam a difusdo do ativo para o0 meio exterior e prolonga a sua
liberag@o por horas ou até dias. Quanto menor o tamanho das particulas ou

glébulos, mais rapida € a disponibilizacdo do ativo (Amo; Urtti, 2008).

2.4.3 Implantes poliméricos na oftalmologia

Historicamente, Michelson e colaboradores (1979), citados por Peyman
e Ganiban (1995, p.114), desenvolveram o primeiro sistema de liberacdo
sustentada para via ocular contendo o farmaco gentamicina, como sendo uma
minibomba osmoptica para implantagcdo subconjutival para o tratamento de
endoftalmites. Este sistema foi implantado em ratos por meio de incisdo do
bulbo do olho. A liberacdo de 0,01 mg de farmaco por mL de corpo vitreo em
um periodo de quatro dias e meio foi determinada nesse estudo.
Posteriormente, outros implantes foram sendo desenvolvidos objetivando o
tratamento de retinite causada por citomegalovirus (CMV), endolftalmites,
vitreoretinopatia proliferativa, renites virais e uveites, apresentando resultados
satisfatorios quanto ao perfil de liberacdo controlada de farmacos (Peyman;
Ganiban, 1995; Colrhurst et al., 2000).

Implantes poliméricos ndo biodegradaveis ja vém sendo utilizados na
pratica clinica como o Vitrasert®, Retisert® (Bausch & Lomb, EUA) e o
Ozurdex® ou Posurdex® (Allergan, Inc, Irvine, CA). O Vitrasert® € o primeiro
dispositivo intraocular aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em
1996. Os polimeros derivados do alcool polivinilico controlam a liberagédo do
ganciclovir no vitreo por oito meses. E efetivo no tratamento de retinites
desencadeadas pelo citomegalovirus (CMV), uma infeccdo oportunista em
pacientes portadores do virus HIV, porém foram relatados casos de

endoftalmites e deslocamento da retina (Choonara et al., 2009). O Retisert ®,
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um implante ndo biodegradavel desenvolvido a base de alcool polivinilico e
silicone, disponibiliza a acetonida de triancinolona. Embora este dispositivo seja
efetivo para o tratamento da uveite ndo infecciosa posterior, também apresenta
efeitos no tratamento da catarata. Jaffe e colaboradores (2006) avaliaram a
eficacia e seguranca do implante intraocular Retisert® para o tratamento de
uveites posteriores nao infecciosas. Os efeitos indesejaveis como catara e
aumento da presséao intraocular observados apresentaram-se inferiores quando
comparado com a administracao sistémica de formulagcdo contendo o farmaco
(Choonara et al., 2009; Lee at al., 2010). JA o Ozurdex® ou Posurdex®,
aprovado pela FDA em 2009, é empregado para o tratamento do edema
macular associado a oclusdo de veias da retina. Ele apresenta-se na forma
cilindrica & base do PLGA e disponibiliza a dexametasona. Uma maior dose é
liberada nos primeiros dois meses e menores doses sao disponibilizadas nos
seis meses restantes (Bourges et al., 2006; Amo., Urtti, 2008; Lee et al., 2010;
Silva et al., 2010).

Adicionalmente, encontram-se descritos na literatura dois implantes em
fase Ill de estudos clinicos. O Medidur® (Alimera Science, EUA e pSivida Inc,
EUA) e o Sudorex® (Allergan, Inc, Irvine, CA). Medidur® é um implante nao
biodegradavel desenvolvido contendo a fluocinolona para ser inserido na
cavidade vitrea por meio de injecdes intravitreas para o tratamento de edema
macular. Ele apresenta pequeno tamanho e espessura (3 mm de comprimento
e 0,37 mm de diametro) e € capaz de liberar o farmacos entre dezoito e trinta e
seis meses (Bourges et al., 2006; Amo., Urtti, 2008; Lee at al., 2010). J4 o
Sudorex® €é um implante biodegradavel constituido de PLGA e
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e dexametasona. Ele é capaz de liberar o
farmaco por sete a dez dias. Em cirurgias de catarata, o implante é inserido na
camera anterior para controle de inflamacdo pos-operativa sem a necessidade

de suturar o local de implantacéo (Lee et al., 2010; Silva et al., 2010).

2.4.3.1 Implantes poliméricos biodegradaveis

Capazes de disponibilizar moléculas de farmacos durante meses ou até

anos, os implantes sdlidos intravitreos biodegradaveis (do inglés, inserts) séo
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excelentes alternativas para tratamento de doencas intraoculares. O seu
principal objetivo é possibilitar a disponibilizacdo de doses efetivas do farmaco
por um periodo prolongado diretamente na cavidade vitrea, superando 0s
incovenientes da presenca da barreira hematorretiniana. Em uma Unica
cirurgia, eles sdo inseridos na cavidade vitrea por meio de uma inciséo
posterior a lente e anterior a retina (pars plana). Embora esta seja uma técnica
invasiva e relativamente arriscada, este sistema é ainda considerado a melhor
alternativa para disponibilizar farmacos na cavidade vitrea j& que ndo exige
repetidas administracées (Amo., Urtti, 2008).

Os implantes poliméricos ndo desencadeam respostas inflamatérias no
local da aplicacdo uma vez que sdo constituidos de materiais poliméricos
atoxicos, ndo cancerigenos, hipoalergénicos (Athanasiou et al., 1996). Os
sistemas compostos por polimeros ndo biodegradaveis, precisam ser
removidos  posteriormente por processos cirdrgicos enquanto  0s
biodegradaveis sao totalmente absorvidos pelo organismo, ndo necessitando a
remogéao, e proporcionando, desta forma, uma maior adesdo e aceitagdo do
paciente ao tratamento (Yasukawa et al., 2001).

Os polimeros biodegradaveis, por serem termoplasticos, sédo facilmente
moldados e consequentemente implantados na camera anterior, no espaco
peribulbar e intraescleral ou na cavidade vitrea. Os implantes séo originados
por dois diferentes processos: 1) moldagem a quente de uma massa
previamente liofilizada contendo o polimero e o farmaco e 2) evaporacdo de

solvente, Figura 16.
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Figura 16 - Processos de obtencédo do implante biodegradavel em diferentes formas.
Fonte: Adaptacao de Yasukawa et al. (2005, p. 2038).

Durante a moldagem a quente, a massa polimérica contendo ou ndo o
farmaco € comprimida em um molde para obtencdo da forma desejada. Para
deformacdo do material, a temperatura atingida deve ser superior a
temperatura de sua transicdo vitrea e ndo degradar a molécula do farmaco.

7

Diferente da moldagem a quente, o filme polimérico é obtido pela simples
evaporacdo do solvente da solucdo polimérica ou polimérica/farmaco sobre
uma superficie ndo adesiva. A espessura o implante € determinada pelo
recipiente em que esta se encontra (Yasukawa et al., 2005; Fialho; Cunha,
2006).

A liberacdo do farmaco a partir dos implantes intraoculares poliméricos
biodegradaveis esta relacionada com a caracteristica do proprio sistema e
acontece devido as diversas alterac6es que ocorrem nos materiais (Kunou et
al., 1995). Em geral, os perfis de liberacdo de diversos farmacos a partir de
implantes poliméricos segue uma cinética de zero ou primeira ordem e
possuem trés etapas de liberacdo (Kunou et al., 1995; Kunou et al., 2000;

Yasukawa et al., 2005; Lee et al., 2010), Figura 17.
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Figura 17 - Mecanismos de liberacdo de farmacos e biodegradagcédo da matriz polimérica. (a)
Gréfico ilustrativo da liberagdo acumulada versus tempo a partir do implante composto de
PLGA. (b) implante polimérico antes da implantagdo mostrando uma matriz homogénea e
porosa. (c) A ocorréncia do burst inicial logo apdés a implantacdo, molécula do farmaco
(vermelho) e penetracdo da agua (azul). (d) fase de difusdo do farmaco pela matriz intumescida
e cisdo da cadeia. (e) biodegradacéo e inicio da erosdo da matriz. (f) Degradacdo da matriz e
consequente alteracdo do formato do implante. (g) Fragmentacdo do implante e o fim da
biodegradacéo.

Fonte: Adaptacéo de Lee et al. (2010, p. 2048).

A primeira etapa consiste de uma alta taxa de liberacdo do farmaco,
conhecida como “burst” inicial, possivelmente devido a presenga do farmaco na
superficie do sistema (Yasukawa et al., 2005; Lee et al., 2010), Figura 17c. A
segunda etapa acontece por difusdo do farmaco da matriz porosa para 0 meio
externo antes mesmo de ocorrer a erosdo da matriz polimérica e esta
relacionada com o coeficiente de difusdo, saturacdo do meio de incubacéo e a
concentracdo de farmaco nos sistemas (Figura 17d). A terceira fase
corresponde a um repentino “burst” devido ao intumescimento e desintegracéo
da matriz propriamente dita (Kunou et al., 1995; Lee et al., 2010),Figura 17e a
17q.

A vantagem na utilizagdo dos implantes intraoculares constituidos de
matrizes poliméricas biodegradaveis é explorada por diferentes pesquisadores
nos ultimos quinze anos 0s quais focalizam a suas pesquisas no
desenvolvimento de novos SLFs. Copolimeros derivados do &cido latico e

acido glicolico (PLGA) foram utilizados para o desenvolvimento de alguns
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implantes intraoculares. Kunou e colaboradores (1995) avaliaram o perfil de
liberacdo de implantes a partir do PLA e PLGA contendo diferentes
concentragdes de ganciclovir (GCV). Os autores observaram que o implante de
PLA contendo 10% p/p de GCV apresentou um periodo de liberacao, in vitro,
de seis meses. O implante de PLGA contendo 25% p/p de GCV, testado por
meio da administracdo em coelhos, apresentou um periodo de permanéncia no
corpo vitreo de trés meses e na retina e coroide de cinco meses. A
concentragdo do farmaco encontrada na retina e coroide foi superior a
encontrada no corpo vitreo.

Jaffe e colaboradores (1998) mostraram a eficacia da ciclosporina A
(CsA) no tratamento de uveite induzida em ratos quando administrada por meio
de um sistema de liberag&o intraocular composto por alcool polivinilico (PVA).
Os autores observaram que o implante presente na cavidade vitrea era capaz
de inibir a manifestacdo da uveite e a liberacdo do farmaco foi detectada por
um periodo superior a nove anos.

A vantagem na utilizacdo de implantes poliméricos ndo biodegradaveis
frente as demais formas de tratamento da uveite posterior foi observada, por
exemplo, por Jaffe e colaboradores (2000) ao verificar uma melhora no quadro
da doenca em pacientes portadores ao administrar implante intraocular de PVA
e silicone contendo fluocinolona.

Zhou e colaboradores (1998) desenvolveram um implante para o
tratamento de vitreoretinopatia proliferativa (PVR), composto de PLGA 50:50.
Esse implante apresenta trés segmentos cilindricos, cada um contendo o0s
seguintes farmacos: 5-fluorouridina (5-Furd), triancinolona e um agente
trombolitico, o ativador do plasminogénio tecidual (t-PA). Com o objetivo de
promover um periodo de laténcia para liberacdo do farmaco no momento
adequado. Para reduzir o risco de sangramento pés-operatorio, a por¢cao do
implante contendo o t-PA foi revestida com PLGA. Os resultados mostraram
que o 5-Furd e o Triam foram liberados na taxa de 1,0 ug/dia por mais de
quatro semanas e de 10,0-190,0 ug/dia por mais de duas semanas,
respectivamente. Apés um periodo de laténcia de cerca de dois dias, o t-PA foi

liberado ativo na taxa de 0,2-0,5 ug/dia durante duas semanas.
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Sakurai e colaboradores (2003) avaliaram a eficacia da administracédo de
um implante biodegradavel constituido de PLGA em diferentes proporc¢des,
contendo tacrolimus, para o tratamento de uveites experimentais em ratos. O
polimero na propor¢cdo de 50:50 e massa molar de 63000 dalton (Da)
apresentou uma rapida liberacdo do farmaco. Os autores observaram que o
implante, além de ser efetivo na supressédo da uveite e liberar o farmaco de
forma continua, apresentou uma liberacdo do farmaco na cavidade vitrea
dependente do tamanho da cadeia polimérica e da massa molecular do
polimero avaliado.

Okade e colaboradores (2003) demonstraram a lenta biodegradacao do
implante intra-escleral constituido de PLA e contendo fosfato de
dexametasona. A concentracao atingida no corpo vitreo, coroide e esclera foi
capaz de suprimir respostas inflamatérias por mais de oito semanas. Os
autores também observaram que a taxa de eliminacdo do farmaco no corpo
vitreo foi maior que na esclera e coroide.

Fialho e Cunha (2006) desenvolveram um implante de PLGA capaz de
liberar acetato de dexametasona por aproximadamente oito semanas quando
implantados em olhos de coelhos. A dexametasona foi posteriormente
veiculada com sucesso em um implante intraocular constituido de poli-¢-
caprolactona (e-PCL) cujo farmaco foi liberado em aproximadamente vinte e
um dias (Fialho et al., 2008).

2.5 Tratamento farmacoldgico da uveite

2.5.1 Classes de farmacos

O tratamento da uveite esta relacionado a utilizacdo de medicamentos
capazes de prevenir ou tratar complicagfes visuais, aliviar o desconforto dos
pacientes e controlar a manifestacdo inflamatoria (Kanski, 1994). Entre as
diversas classes de farmacos, encontram-se descritos na literatura a utilizagéo
de midridticos, antiinflamatoérios corticoides, agentes citotoxicos, antivirais e
imunossupressores (Kanski, 1994; Fialho, 2003). Estes farmacos podem ser

administrados pelas vias oral (tratamento sistémico), topica e por meio de
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injecdes perioculares e intravitreas (Kanski, 1994; Jabs et al., 2000). A escolha
do farmaco ocorre devido a frequéncia e a via de administracdo, da natureza,
da gravidade e da localizacdo da doenca (Fialho, 2003).

A utilizacdo tépica de midriaticos (atropina, tropicamida e ciclopentolato)
visa proporcionar um maior conforto ao paciente, uma vez que minimizam
espasmos do musculo ciliar potencializados pela manifestacdo da uveite,
principalmente pela uveite anterior (Kanski, 1994).

O tratamento usual da grande parte das manifestacdes da uveite
apresenta como terapia de primeira escolha a administracdo sistémica ou
intravitreas de corticéides, sendo citados a dexametasona (Okade et al., 2003),
prednisonola, prednisona (Jabs et al., 2000), triancinolona (Baeyens et al.,
2006) e seus respectivos sais. Porém, quando o organismo nao se adapta a
terapia com corticéides, muitas vezes eles devem ser substituidos por outros

medicamentos.

2.5.2 Imunossupressores

2.5.2.1 Generalidades sobre 0s imunossupressores

A substituicdo terapéutica baseia-se na administracdo de farmacos
imunossupressores, capazes de inibir a resposta imune inflamatéria (Hesselink
et al., 2004). Entre 0s imunossupressores encontram-se o0s farmacos
citotoxicos como o metrotexato, 6-mercaptopurina, azatioprina, ciclofosfamida,
clorambucil e os farmacos que inibem as células T, como Ciclosporina A e
tacrolimus e sirolimus (Jabs et al., 2000; Kulkarni, 2001). A Ciclosporina A

(CsA), em substituicio a terapia baseada em corticoides, torna-se uma

alternativa para o tratamento da uveite posterior.
2.5.2.2 A Ciclosporina A (CsA)
A Ciclosporina A (CsA) €& um polipepitideo isolado do fungo

Tolypocladium inflatum gams, identificado, inicialmente, em 1976, por Borel e

colaboradores (1976) (apud Rezzani, 2004, p. 88), como uma nova molécula
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antibiotica com propriedades antifingicas, antiparasitarias e antiinflamatorias.
O primeiro trabalho sobre a utilizagcdo da CsA na clinica médica foi publicado,
em 1978, por Calne e White (apud Graeb et al., 2004, p.125) que constataram
a potente propriedade imunossupressiva ao observar diminuicdo de rejeicdes
em pacientes com rins transplantados, sucesso terapéutico que despertou,
durante os ultimos vinte anos, o interesse de diversos pesquisadores pela CsA
(Abendroth, 2004).

Desde entdo, a CsA apresenta grande impacto na medicina de
transplantes, também sendo utilizada para o tratamento de doencas de origem
infecciosas - ceratoconjutivite por adenovirus, herpes, ceratite, imunoldgicas -
ceratoconjutivite atopica, conjuntivite, Ulcera corneal reumatéide, doenca do
olho seco, ldpus eritematoso, psoriase, artrite reumatica, entre outras, e
manifestacfes pds-operatdrias - ceratoplastia (Jabs et al.,2000; Rezzani,2004;
Bertelmann., Pleyer, 2004; Hesselink et al.,2004).

2.5.2.3 Caracteristicas fisico-quimicas da CsA

A Ciclosporina A é descrita como um polipeptideo hidrofobico constituido
por 11 peptideos arranjados em uma cadeia rigida composta por ligacdes
peptidicas. E definida como ciclo-[MeBmt'-Abu-MeGli*-MeLeu*-Val>-MeLeu®-
Ala’-D-Ala®-MeLeu®-MeLeu'’-MeVal'!] (Figura 18).
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FIGURA 18 -Estrutura plana e tridimensional da CsA. (a) representacdo do esqueleto
molecular. (b) representacédo da estrutura tridimensional da CsA.
Fonte: (a) Donnenfeld et al. ( 2009, p.322. (b) Adaptacéo de Jegorov et al. (2003, p.441).
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Em consequéncia da rigidez da configuracdo estrutural (Figura 18), as
cadeias de aminoéacidos séo direcionadas em angulos para a direita em relacao
ao plano formando dois sitios hidrofébicos, um contendo os peptideos Abu?,
Val’, MeVal'!, projetados em um lado da cadeia, e os peptideos MeBmt?,
MeLeu*, MeLeu® e MeLeu® para o lado oposto. As ligacdes intermoleculares
beta-folhas envolvem tripeptideos antiparalelos [Meval*-MeBmt*-Abu?] e [Val°*-
MeLeu®-Ala’]. MeGly3 e MelLeu4 participam em um tipo de torcdo beta e
torcbes nas cadeias na forma de loop sdo formadas pelo pentapeptideo [Ala’-
D-Ala®-MeLeu®-MeLeu'®-MeLeu®]. Contém ligacbes cis de amidas entre os
residuos de aminoécidos adjacentes MeLeu® e MeLeu®. A estrutura é mantida
por quatro ligagdes de hidrogénio envolvendo os 4 grupos amida nao metilado
(amidas secundarias) dos residuos 2, 5, 7 e 8. As ligacdes de hidrogénios
definem a estrutura secundaria sendo uma do tipo tor¢cdo gama entre [N%-0°] e
[N’-0], duas beta-folhas entre [N>-O°] e [N’-O*!] e uma nao usual definida por
torcdo gama entre [N3-O°] dos aminoéacidos D-Ala® e Me Leu® em volta da Ala’
(Loor et al., 2002).

A existéncia de diversas estruturas tridimensionais define o esqueleto da
molécula, sua estabilidade conformacional e consequentemente sua atividade
como imunossupressora. Estudos extensivos da estrutura-atividade da CsA
tem mostrado que a cadeia MeBmt em sua devida conformagéo é essencial,

porem nao suficiente, para a atividade biolégica (Lazarova et al, 2003). A
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dependéncia de outros sitios hidréfobos também € demonstrada no trabalho de
Loor e colaboradores (2002) ao definir a importancia conformacional dos sitios
hidrofébicos na capacidade de ligarem aos segundos mensageiros calcinerina
e glicoproteina P.

Vale ressaltar que a estrutura ndo s6 determina estabilidade e atividade,
mas também define o aspecto morfolégico do farmaco. Este comportamento €
explicado por Stevenson e colaboradores (2003) ao avaliar picos de FTIR
caracteristicos de estruturas secundarias e associar suas variagcbes aos
diferentes estados do material e a existéncia de polimorfismo da CsA,
caracteristica atribuida pelo autor, ao processo de obtencdo e do meio de

diluicdo.

2.5.2.4 Efeito anti-inflamatério da CsA

A disponibilizacdo do farmaco no sitio ativo € dependente de suas
propriedades farmacocinéticas e de distribuicdo. Segundo Rezzani (2004), o
farmaco é absorvido no intestino, posteriormente se liga as lipoproteinas
presentes no sangue, é metabolizado pelo figado e finalmente eliminado pelas
fezes. Abendroth (2004) constatou que apenas 30% do farmaco presente na
formulagcdo Neoral® administrado oralmente é biodisponibilizado e que, em
poucos minutos, 60% a 70% do farmaco absorvido séo distribuidos nas células
sanguineas. Destes, 34% se ligam a proteinas transportadoras e s&o
eliminados em um tempo de meia vida de, aproximadamente, dezenove horas.
A metabolizacdo observada foi explicada como sendo dependente da
regulacdo, expressao e interacdo do farmaco pelas enzimas do citocromo P450
e diretamente dependente da idade do paciente.

No momento em que o farmaco € disponibilizado na circulacéo
sanguinea e distribuido em todos os compartimentos do organismo, observa-se
gue ele agira indiretamente em outros mecanismos celulares, desencadeando
efeitos adversos. Nos rins promove mudangas estruturais e funcionais das
células do tubulo proximal e arteriola aferente, aumenta niveis de tromboxano
A2 e causa a vasoconstricdo renal (Abendroth, 2004). Os efeitos refletem na

hipertensdo, como disfungdo cardiovascular e nefrotoxicidade (aumento do
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nivel sérico de creatinina, retencdo de fluido, edema, hipercloremia, acidose
metabdlica e hipercalcemia). Observam-se, também, efeitos no sistema
nervoso central (tremor, confusdo, rubor, efeitos dermatoldégicos como
hisurtismo e gengival hiperplasia), hepatoxicidade (hiperbilirrubinemia), efeitos
no sistema trato gatrointestinal (TGI) (diarréia, nauseas, vomitos, anorexia,
desconforto abdonimal, gastrite, Ulcera péptica ou hemorragia retal),
complicagbes infecciosas (pneumonia, septicemia, abscessos), infeccdes
sistémicas por virus e fungos, efeitos hematolégicos (leucopenia, anemia e
trombocitopenia) e possiveis reacgfes anafilaticas (AHFS Drug Infomation,
2000, p. 3378- 3381). No bulbo do olho este farmaco pode ocasionar alteracao
na eficiéncia transitoria das células neuronais da retina (Pearson et al., 1996;
Jaffe et al., 1998; Gilger et al., 2000; He et al., 2006).

A acado desejada ocorrera quando a molécula for capaz de regular as
respostas imunes por meio da diminuicdo da liberacao da IL-2 liberada pelos
linfécitos T - células T (AHFS Drug Information, 2000; Jabs et al., 2000; Gilger
et al., 2000; Rezzani; 2004; Donnenfeld et al., 2009). A Figura 19 descreve,
esquematicamente, 0 mecanismo de ativacdo das células T e 0 mecanismo de

acao da CsA.
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FIGURA 19 - Representacdo: (a) da ativagdo de linfocitos T e (b) do mecanismo de acdo da
CsA.
Fonte: Adaptacdo de Rezzani (2004, p.90).

Quando o organismo € exposto a um agente patoldgico, o sistema imune
¢ ativado a fim de elimind-lo. As células apresentadoras de antigenos
fagocitam os patégenos e os metabolizam de forma a expor, por intermédio do
receptor celular chamado complexo de histocompatibilidade de classe Il (MHC
II) o antigeno em fragmentos peptidicos.

Segundo Rezzani (2004), o mecanismo natural de ativacdo de células T
acontece quando o complexo de histocompatibilidade de classe Il (MHC II) de
células apresentadoras se liga, especificamente, no receptor de células T
(TCR). A ligagdo MHC II-TCR originara sinais intracelulares que ativara a
enzima tirosina quinase por meio da desfosforilizagdo. Essa enzima promovera
a quebra da fosfolipase C (PLCy1) em diacilglicerol (DAG) e 1,4,5 trifosfato de
inositol (IP3). O PLCy1, na presencga de calcio intracelular, ativa a fosfoquinase
C (PKC), que é responsavel pela ativacdo da chamada AP1, regidao promotora
de genes responsavel da IL-2. Ja o IP3; estimula a liberagdo de calcio
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armazenado no reticulo endoplasmatico. O calcio intracelular se liga a
calmodulina formando o complexo célcio-calmodulina, como sendo um
segundo mensageiro. Este, ao se ligar a calcineria A formara um complexo
capaz de desfosforilar e ativar o fator de transcricdo de células T (NFAT), a
outra regido promotora de genes de IL-2 e consequentemente a producao da
proteina IL-2. Depois de formada, a citosina € entéo exteriorizada (Figura 19a).

A inibicdo da producéo de IL-2 é realizada pela CsA (Figura 19b). No
citoplasma ela se liga a uma proteina intracelular nomeada ciclofilina (ClI;
ciclofiina A). O complexo farmaco-imunofilina (ciclosporina-Cl) se liga a
calcinerina bloqueando o sistema a fosforilacdo mediada pelo sistema
calcineria-calmodulina. Assim, ndo ha ativacdo de NFAT, ndo ocorrendo a
ativacdo de células T e, consequentemente, a liberacdo de Interleucina 2
(Bertelmann; Pleyer, 2004; AHFS Drug Information, 2000; Rezzani; 2004).

A primeira formulacdo registrada contendo a CsA (Sandimmune®,
Novartis, Suica) foi desenvolvida na forma de emulsdo concentrada.
Posteriormente foi lancada a microemulsdo (Neoral®, Novartis, Suica),
formulacdo que apresentou melhor biodisponibilidade e eficacia, quando
comparado com a primeira (Jabs et al., 2000; Andrysek et al., 2003; Pollard et
al., 2003). Encontra-se também no mercado, o farmaco disponibilizado em
capsulas gelatinosas (Sandimmune®), Sandimmune Neoral® suspensao (Italia
et al., 2007) e solucdes oleosas de administracdo parenteral (Sandimmune®
IV), conforme AHFS Drug Information (2000) e Jabs e colaboradores (2000).

2.6 Utilizacéo clinica da CsA em oftalmologia

A administracdo sistémica de CsA foi introduzida com o intuito de
prevenir a rejeicdo de tumores sélidos em 1983 e é atualmente utilizada no
tratamento de tumores no rim, coracao, figado e pulmédo, como também para o
tratamento da doenca de Behget e na quimioterapia para combate a
retinoblastoma em associagéo a outros farmacos (Donnenfeld et al., 2009).

Atualmente a CsA é utilizada na oftalmologia para tratamento da uveite
decorrente da doenca de Behget, uveite por sarcoidoses, uveite e esclerite

idiopatica. Para atingir a dose terapéutica de 3 a 10 pug/mL no tecido atingido,
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doses diarias proximas de 5 a 15 mg/Kg (dependente da formulacdo
administrada) sdo administradas por via oral ou endovenosa resultando em
uma concentracdo sanguinea de 200 a 400 ng/mL, esta responsavel pelos
casos de nefrotoxicidade, hipertensédo, hiperplasia gengival, aumento de
infeccbes oportunistas. A administracdo oral € comumente utilizada para
tratamento artrite reumatoide, psoriase moderada e severa, doencas
inflamatdrias 6sseas e como combinagdo a outras terapias medicamentosas
(Donnenfeld et al., 2009).

Diferente da terapia antitumoral e da prevencdo de rejeicdo a
transplantes, € utilizada na oftalmologia em doses sistémicas diarias mais
baixas entre 2,5 e 5 mg por kilo mg/kg/dia e a concentracdo sérica entre 75 a
100 pg/mL s&o encontradas (Donnenfeld et al., 2009). Trabalhos mostram sua
eficacia no tratamento da uveite posterior em adultos e criancas (Walton et
al.,1998; Kulkarni, 2001; Lallemand et al.,, 2003; Hesselink et al.,2004).
BenEzra e colaboradores (1990) mostraram a distribuicdo da CsA no sangue,
saliva, lagrima, humor aquoso, vitreo, apés administracdo diaria oral com 5
mg por kilo (mg/kg/dia) ou por meio da aplicacéo tépica de 2% de farmaco.

A administracdo das formulacbes descritas acima destinada para o
tratamento da doenca apresenta varias desvantagens quando se analisa a sua
capacidade de disponibilizar a CsA nas porc¢des posteriores do bulbo do olho
na dose efetiva e sem ocasionar efeitos colaterais. O farmaco, devido a sua
baixa solubilidade em agua (40ug de farmaco por mL de &gua), baixo
coeficiente de particdo Oleo/dgua e elevada massa molecular (AHFS Drug
Information, 2000; Bertelmann; Pleyer, 2004; Donnenfeld et al., 2009), nao
atravessa, de forma satisfatoria, as barreiras teciduais e a barreira
hematorretiniana do bulbo do olho, apresentando baixa penetrabilidade.

Visto os inconvenientes da administracdo da CsA por vias convencionais
para o tratamento da uveite posterior resistente a terapia com corticoides e 0s
efeitos toxicos causados pela molécula, é de interesse cientifico a busca de
novos sistemas de liberagcdo que possibilitem a sua disponibilizagédo de forma

efetiva e segura.
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2.6.1 Sistemas de liberacdo de farmacos contendo CsA

A literatura relata diversos trabalhos que propdem alternativas para
administracdo oral da CsA, objetivando melhorar o comportamento
farmacocinético, a biodisponibilidade, a solubilidade e o perfil de liberacdo do
farmaco (Quadro 3).

QUADRO 3
Formas farmacéuticas de veiculacdo de CsA.

Forma Farmacéutica Resultados encontrados Referéncias

Melhora na biodisponibilidade da
CsA quando comparado com a

formulagdo comercial Al-Meshal et al., 1998.
Sandimmune®.

Lipossomas composto por
dipalmitoilfosfaditilcolina
(DPPC) e colesterol (Chol).

Nanoparticulas poliméricas de ﬁt? Or cap azeitc: el pcriorr;ov]srrrt:]ma
(PLGA) e polietilenoglicol eracao controlada do farmaco,

(PEG) guando em presenca do fluido
' natural intestinal.

Jaiswal et al., 2004.

Além de apresentar um perfil de
liberacdo sustentada, o sistema foi
capaz aumentar a solubilidade do

Micelas de copolimero
metoxipoli (oxido de etileno)-b-
(poli-e-caprolactona) (POE—b-

Aliabadi et al., 2005b.

PCL). farmaco.

Micelas compostas pelo Melhor biodisponibilidade e

copol_lmero metox_lpoh (oxido d.|m|Anu!<;ao dos efeitos agversos Aliabadi et al 2005a.
de etileno)-b- (poli-¢- sistémicos em comparacao com

caprolactona) (POE-b-PCL). (Sadimmune).

Microesferas de
poli latico-b-caprolactona Capacidade de liberacéo prolongada. | Li et al., 2005.
(P(LA-b-CL).

Melhor biodisponibilidade reducéo da

Nanoparticulas polimericas de toxicidade comparado com o Italia et al., 2007.

PLGA. medicamento comercial.Neoral®
Ve;mul:’;\s I|p|g|cas para Melhora na biodisponibilidade da Liu et al., 2006.
aplicacao cutanea. CsA.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Al-Meshal e colaboradores (1998) observaram uma melhora na
biodisponibilidade @ do  farmaco em lipossomas composta  por
dipalmitoilfosfaditilcolina (DPPC) e colesterol (Chol), quando comparado com a
formulag&o comercial Sandimmune®.

Jaiswal e colaboradores (2004) mostraram que nanoparticulas
poliméricas de polimeros biodegradaveis de (PLGA) e polietilenoglicol (PEG)
sdo capazes de promover uma liberacdo controlada do farmaco, quando em
presenca do fluido natural intestinal.

Aliabadi e colaboradores (2005b) também mostraram vantagens dos
SLM ao investigarem a possibilidade da utilizacdo de micelas compostas pelo
copolimero metoxipoli (oxido de etileno)-b- (poli-e-caprolactona) (POE—b-PCL)
em diferentes propor¢des de PCL como veiculo para melhorar a solubilidade e
liberacdo da CsA. Comparando-se com a férmula comercial contendo o
Cromophor EL, o autor observou que a micela polimérica, além de apresentar
um perfil de liberacdo sustentada, foi capaz de aumentar a solubilidade aquosa
do farmaco.

Dando continuidade ao trabalho, Aliabadi e colaboradores (2005a)
verificaram o potencial das mesmas micelas em modificar a farmacocinética e
distribuicdo da CsA nos tecidos, em comparacdo com a formula para aplicacao
intravenosa (Sadimmune). Em ratos, o sistema micelar proporcionou uma
melhor biodisponibilidade do medicamento, jA que o aumento da solubilidade
proporcionou a alteracdo da sua biodistribuicdo nos rins e figado, diminuindo
sua metabolizacdo hepatica e seus efeitos téxicos nos referidos érgéaos.

A encapsulacdo da CsA em microesferas poliméricas e a avaliacdo do
seu perfil de liberacdo, tanto in vitro quanto in vivo, foram realizadas por Li e
colaboradores (2005), comparando com suspensdes de CsA, observaram um
perfil de liberacédo controlada em ambos os estudos.

A aplicacdo topica da CsA para o tratamento de doencas dérmicas
autoimunes, como por exemplo a psoriase, e a necessidade de promover maior
permeacdo do farmaco também tem sido investigado. Liu e colaboradores
(2006) avaliaram a capacidade de vesiculas lipidicas em melhorar a

permeabilidade do farmaco na superficie da pele.
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Italia e colaboradores (2007) observaram, em teste in vitro, boa
biodisponibilidade de nanoparticulas poliméricas do copolimero PLGA
contendo CsA quando comparados com o0s resultados obtidos como
medicamento comercial Neoral® e de suspensdes de CsA.

Para a administracdo no segmento anterior, o desenvolvimento de SLM
descritos na literatura objetiva melhorar a penetrabilidade da CsA, aumentar
sua estabilidade, minimizar seus efeitos téxicos e prevenir rejeicdo a

transplantes de cornea (Quadro 4).
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QUADRO 4

Formas farmacéuticas de veiculacdo de CsA em oftalmologia no segmento

anterior

Forma Farmacéutica

Resultados encontrados

Referéncias

Colirio contendo a-
ciclodextrina
(a-CD).

Lipossoma

Nanocapsulas e
nanoesferas de PCL.

Microesferas de PLGA
para via subconjuntival.

Microesferas de PLGA.

Matriz polimérica sélida
a base de silicone para
aplicacdo episcleral.

Nanoparticulas lipidicas
solidas.

Nanoesfera a base de
policaprolactona, acido
hialurénico.

Reservatorio de
metacrilato no canal
lagrimal.

Nanoparticulas
polimérica de PLGA,
eudragit e carbopol. E
CsA para tratamento da
ceratoconjutivite seca.

Menor toxicidade corneal e uma
penetracao na cOrnea cinco a dez vezes
maior que o farmaco no veiculo lipofilico.

Melhoria no transporte de CsA para 0s
tecidos oculares comparado ao veiculo
oleoso.

A absorgéo corneal foi cinco vezes
superior com nanocapsulas quando
comparada ao veiculo oleoso.

Possivel eficacia na prevencao de
rejeicdo do transplante da cornea e
auséncia de efeitos adversos.

Possivel eficacia na prevencéo de
transplante da cérnea em modelo in
vitro.

Auséncia de toxicidade tecidual e celular
e potente sistema para prevencao de
rejeicao no transplante de cérnea.

Biocompatibilidade em células da cérnea
e satisfatéria permeabilidade da CsA em
modelo in vitro de cérnea.

Maior penetrabilidade do farmaco na
cérnea de coelhos e menor permanéncia
na lagrima.

Liberagéo prolongada por trés meses.

Viabilidade de aplicacao, liberacéo
prolongada e adequada permeacéo da
CsA vitro em células da cornea.

Kanai et al., 1989.

Pleyer et al., 1994.

Alonso et al., 1995.

Silva et al., 1999.

Vallelado et al., 2002.

Lee et al., 2007.

Gokce et al., 2008.

Yenice et al., 2008.

Gupta et al., 2010.

Aksungur et al., 2011.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Kanai e colaboradores (1989) testaram combinagOes diferentes de o-
ciclodextrina (a-CD) e CsA e observaram que o colirio contendo o complexo de
CsA-a-CD resultou em uma menor toxicidade corneal e uma penetracdo na
cornea cinco a dez vezes maior que o farmaco no veiculo lipofilico.

Pleyer e colaboradores (1994) investigaram a habilidade de lipossomas
transportarem CsA para os tecidos oculares. A formulacdo foi aplicada
topicamente em gotas oleosas (controle) e em uma forma encapsulada em
lipossoma. O estudo mostrou claramente a superioridade dos liposomas sobre
o0 veiculo oleoso.

Alonso e colaboradores (1995) mostraram que nanocapsulas e
nanoesferas de poli-e-caprolactona, e nanoemulsdes promoveram absorgéo
corneal de farmacos lipofilicos (Ciclosporina e indometacina). Eles mostraram
que a absorcao corneal da CsA foi cinco vezes superior com nanocapsulas de
poli-e-caprolactona quando comparada a solugéo oleosa da droga.

A eficicia na prevencao da rejeicdo de transplante da cérnea por meio
de sistemas de liberacdo de farmacos foi avaliada por diferentes autores.
Microesferas de PLGA contendo CsA para aplicacdo subconjuntival foi
desenvolvida por Silva e colaboradores (1999). A auséncia de possiveis efeitos
adversos sistémicos foi sugerida ja que ndo foi detectada a presenca do
farmaco na circulacdo sanguinea. Vallelado e colaboradores (2002)
confirmaram esses resultados por meio da avaliagdo in vitro em modelo
queratoplastico. Ainda, Lee e colaboradores (2007) desenvolveram e avaliaram
uma matriz polimérica solida a base de silicone para aplicacdo episcleral cuja
auséncia de toxicidade tecidual e celular enquadra o sistema como potente
alternativa para prevenir rejeicdo apos transplante de cornea.

Objetivando o desenvolvimento de um sistema de liberacdo prolongada
da CsA para utilizacao tépica, Gokce e colaboradores (2008) desenvolveram
nanoparticulas lipidicas solidas e demosntraram satisfatoria a permeabilidade
da CsA em modelo in vitro bem como a sua compatibilidade quando em
contato com células da cornea.

A determinacdo dos niveis de CsA foi realizada na cornea de coelhos
apos a administracéo topica de nanoesfera a base de policaprolactona e acido

hialurénico contendo diferente quantidade de CsA na cornea de coelhos.
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Resultados satisfatorios foram detectados uma vez observados a maior
concentracdo de farmaco no segmento anterior € menor concentracdo na
lagrima nas formulagbes que continham a maior quantidade de farmaco
(Yenice et al., 2008).

Visando o tratamento da ceratoconjutivite seca, Gupta e colaboradores
(2010) desenvolveram um sistema reservatorio a base de metacrilato contendo
CsA para insercdo no canal lagrimal onde o farmaco é liberado durante trés
meses. Ainda, Aksungur e colaboradores (2010) comprovaram a viabilidade de
nanoparticulas polimérica de PLGA, eudragit e carbopol uma vez observado
um perfil de liberacao prolongada do farmaco, a auséncia de toxicidade e
adequada permeabilidade da CsA em modelos in vitro contendo células da
cornea.

Entre os sistemas de liberacdo modificada, os implantes poliméricos
biodegradaveis séo sistemas viaveis para o tratamento de doencas oculares do
segmento posterior, uma vez que disponibilizam o farmaco no tecido alvo e
minimizam consideravelmente os seus efeitos indesejaveis (Jaffe et al., 1998;
Gilger et al., 2000; Dong et al., 2006).

A disponibilizacdo da CsA no segmento posterior € ainda uma tarefa
desafiadora e pouco explorada. Alguns estudos descritos na literatura relatam a
efichcia de SLF em reduzir a inflamacéo intraocular, porém com algumas

limitagdes (Quadro 5).
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QUADRO 5

Formas farmacéuticas de veiculacdo de CsA em oftalmologia no segmento

posterior

Forma Farmacéutica

Resultados encontrados

Referéncias

Implante polimérico ndo
biodegradavel avaliados
em modelo de UIE em
coelhos.

Implante polimérico ndo
biodegradavel de PVA
em UIE em coelhos.

Implante ndo
biodegradavel de PVA e
acetato de vinietileno em
UIE em cavalos.

Microesferas de PLGA
para injecao intravitrea.

Implantes
biodegradaveis de
PLGA-PCL em modelos
de UIE.

Ocorreu a liberacdo prolongada,
reversivel diminuicdo das ondas B
observadas pelo ERG, opacidade

corneana e diminuicdo da inflamagéo
intraocular.

A CsA foi liberada por seis meses e
manutenc¢do da amplitude das ondas B
bem como a reducdo do processo
inflamatorio.

Boa tolerancia do implante apos
dezesseis dias. Ndo se observou a
diminuicho das ondas B. Células
inflamatorias foram detectadas proximo
ao local de implantagéo.

O sistema foi capaz de liberar 25% do
farmaco em seis meses em estudos in
vitro. A sua injecao intravitrea reduziu a
inflamacéao.

Observou-se reducdo da inflamacgéo
por seis meses. Nenhuma alteragdo foi
encontrada pelos estudos pré-clinicos e
ERG empregados.

Pearson et al., 1996.

Jaffe et al., 1998.

Jaffe et al., 2000.

He et al., 2006.

Dong et al., 2006.

UIE = uveite induzida por endotoxinas
Fonte: Elaborado pela autora.

Pearson e colaboradores (1996), Jaffe e colaboradores (1998) e

colaboradores (2000) e Gilger e colaboradores (2000) avaliaram a eficacia de

diferentes implantes intraoculares ndo biodegradaveis contendo a CsA os quais

mostraram-se eficazes para o tratamento da doenca em modelos de uveite

desencadeada por endotoxinas (UIE). A grande desvantagem desses sistemas

€ a necessidade de

remocao cirargica apdés o tratamento.

Dong e

colaboradores (2006) mostraram, com sucesso, a possibilidade de tratamento
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da modelos UIE em coelhos a partir de implantes intraoculares biodegradaveis
constituidos do PLGA e € — caprolactona contendo CsA. Porém, este sistema
foi capaz de liberar o farmaco durante quatorze semanas, um fator limitante
para o tratamento de uveites posteriores resistentes a terapia com corticoides.

Frente a necessidade de melhorar as formas de tratamento da uveite
posterior resistente a terapia com corticoides por meio da disponibilizacdo de
doses terapéuticas e ndo téxicas da CsA por um longo periodo, Nnosso grupo
desenvolveu, caracterizou e avaliou por meio de estudos in vitro, um novo
implante biodegradavel a partir do PLGA 75:25 e CsA. O processo de obtencao
baseou-se na moldagem a quente da mistura liofilizada do polimero e do
farmaco, uma técnica de facil manuseio que permitiu a obtencéo de cilindros de
pequenas espessuras e tamanho. Os resultados encontrados na
caracterizacdo dos implantes obtidos comprovam que o farmaco se encontra
na sua forma ativa e devidamente disperso na matriz polimérica.
Adicionalmente, os estudos in vitro mostraram um perfil de liberagcdo da CsA
prolongado onde apenas 8,4% do farmaco foi liberado em 23 semanas em
duas etapas distintas pelo mecanismo de difusdo pela matriz polimérica
intumescida e porosa (Saliba et al., 2008, vide anexo).

Visto a promissora aplicacdo do sistema desenvolvido, tem-se como
objetivo dessa tese dar continuidade a avaliacdo da aplicabilidade do sistema
como uma alternativa no tratamento da doenca em questdo. Para tanto, a
farmacocinética foi avaliada in vivo e o tempo de liberacdo da CsA foi
determinado. Ainda, avaliou-se a sua biocompatibilidade por meio da avaliagéo
clinica, da analise histopatolégica e da toxicidade na funcdo retiniana de

coelhos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é investigar a viabilidade e a seguranca
da utilizacdo de implante biodegradavel obtido a partir do copolimero acido
latico e acido glicdlico (PLGA 75:25) contendo Ciclosporina A (CsA) com o

intuito de tratar a uveite posterior resistente a terapia com corticoides.

3.2 Objetivos especificos

a) Validar o método de analise da CsA por meio da Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada ao detector de Espectroscopia de Massa
(CLAE/EM).

b) Avaliar o perfil de liberacéo da CsA a partir da matriz polimérica por meio
da determinacdo do mecanismo e da cinética de liberacdo do farmaco
em estudos envolvendo experimentos em coelhos da raca New Zealand.

c) Determinar o tempo de permanéncia da CsA na cavidade vitrea por
meio da avaliacdo do perfil farmacocinético in vivo do farmaco.

d) Avaliar a seguranca da utilizagcdo do implante em experimentos in vivo
por meio de estudos pré-clinicos e da avaliacdo do efeito toxico na

estrutura e na funcao retiniana.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

= Ciclosporina A: massa molecular de 1202 g/mol, teor de pureza de 98%
- Sigma Pharma, Brasil.

» Ciclosporina A padrdo USP, teor de pureza de 99% - Sigma Aldrich,
Brasil

= Ciclosporina A - solucéo oral, Sandimmun Neoral®, Novartis, EUA.

» Tamoxifeno, teor de pureza de 99% — Sigma Aldrich, Brasil.

= Copolimero &cido latico / &cido glicélico na propor¢cdo de 75:25: iv
(viscosidade intriseca) aproximada de 0,8 CP — Resomer RG 756,
Boehring Inselheim, Alemanha.

= Acetonitrila - J.T Baker.

»= Acido férmico - J.T Baker.

= Agua ultra pura — Mili-Q.

» Cetamina - Ketamin®, Cristalia, Brasil.

» Cloridrato de xilasina - Copanize®, Schering-Plough Coopers, Brasil.

» Cloridrato de Tetracaina 1% + Cloridrato de Fenilefrina 0,1% (Anestésico
colirio®, Allergan, Inc, EUA).

4.2 Animais

Coelhos brancos machos New Zealand, Oryctolagus cuniculus, (2,0-2,4
Kg) adquiridos do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto da
Universidade de Séao Paulo (USP) . Os animais foram criados e utilizados nos
experimentos de acordo com as normas éticas estabelecidas pela resolucéo da
ARVO (Association for Research in Vision and Ophthalmology) para estudos

envolvendo animais.
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4 .3Métodos

4.3.1 Validacdo do método de analise da CsA por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectroscopia de Massa (CLAE/EM)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada ao detector
de Espectroscopia de Massa (EM) foi a técnica escolhida para quantificacdo da
CsA durante o estudo de liberagéo in vivo.

4.3.1.1 Preparo de solugdes

Foram preparadas solucbes estoques a 100 pg/mL de CsA e do
Tamoxifeno (TMX), o padréo interno escolhido para verificagdo da eficiéncia da
andlise ao longo do estudo. A partir das solugdes estoques, solu¢des contendo
diferentes concentracdes de CsA foram obtidas em acetonitrila a 100%. A
solucdo de padrao interno (PIl) foi preparada em acetonitrila a 4,0 ng/mL de
TMX.

4.3.1.2 Preparo das amostras do vitreo para a validacdo: método de

precipitacdo de proteinas

Os interferentes presentes no vitreo foram separados por meio do
método de precipitacdo de proteinas na presenca da acetonitrila (ACN). Para a
precipitacdo dos constituintes do vitreo, 100 pL da solu¢do de Pl em ACN
foram acrescentados a 100 yL da amostra do vitreo. Para separacdo do
residuo, o meio foi submetido a agitacdo em vortex (IKA® JK MS1) por 30
segundos e centrifugacado (MR23i, JOUAN) a 15000 rpm por 5 minutos a -8 °C.
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4.3.1.3 Preparo das amostras do vitreo para a avaliacdo da eficiéncia do
método de precipitacédo de proteinas: estudos de recuperacao do analito e

do efeito da matriz

Para avaliacdo da recuperacdo do analito pelo método de precipitacdo
de proteinas, foram acrescentados 60 ul e 400 pl da solucédo de CsA preparada
em acetonitrila em 100 pl do vitreo contendo o Pl e as amostras contendo 60
ng/mL e 400ng/mL de CsA foram obtidas. Para a avaliagdo do efeito da matriz
foram obtidas trés amostras nas concentracfes de 20, 500 e 1000 ng/mL a
partir da solucdo de CsA contendo o Pl em 100 pl do sobrenadante do vitreo
obtido ap6s a precipitacao de proteinas.

Para realizacdo desses estudos, 50 pl das amostras preparadas no
sobrenadante do vitreo (n=2) e na fase mével (n=4) foram injetadas no CLAE.

A area dos picos obtidos para cada amostra preparada foram comparadas.

4.3.1.4 Método analitico

Para validacdo do método analitico e quantificacdo da CsA, o método
desenvolvido por Saliba e colaboradores (2008) foi adaptado em relacdo a
temperatura de coluna e detector. Para tanto foi utilizado o cromatégrafo
Waters ®, equipado com bomba binaria 1525 L, injetor automatico modelo
2777 plus, forno de colunas DCM/CHM a 65 °C acoplado a espectrébmetro de
massa Waters® Quatro LC. A separacdo cromatografica foi realizada utilizando
uma coluna monolitica C18 Phenomenex® (100 x 4,6 mm) e fase movel
constituida de 30% de acido férmico 0,05% e 70% de ACN.

O tempo de corrida foi fixado em 6,5 minutos e os tempos de retencéo
foram de 1,6 minutos e 5,3 minutos para TMX e CsA respectivamente. Os
parametros do espectrometro de massas foram a temperatura da fonte,
temperatura de desolvatagéo, capilaridade e voltagem do cone extrator. Estes
foram ajustados para 100 °C, 300 °C, 3 kV e 2 V respectivamente. A voltagem
do cone e energia de coliséo utilizadas foram 50 Ve 42 V paraa CsAe 40V e
20 V para o TMX. Os cromatogramas foram obtidos nas transicoes de 1203.87

m/z a 1185.6 m/z para CsA e 372.2 m/z a 72.3 m/z para o padr&o interno.
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4.3.1.5 Validacéao

O procedimento adotado para a validagdo do método foi adaptado da
resolucado 899 de 29/05/2003 da ANVISA (Brasil, 2003) para a validacao de
meétodos bioanaliticos. As adaptacdes se fizeram necessarias devido a pouca
quantidade de vitreo disponivel. Apenas uma curva analitica foi construida com
vitreo contaminado nas condic¢des de trabalho, e esta mesma curva foi utilizada
para a andlise das amostras. Para se comprovar a linearidade do método trés
curvas analiticas foram construidas em fase mével contendo CsA padrdo USP
(Sigma Aldrich, Brasil), CsA (Sigma Pharma, Brasil) e em vitreo contendo CsA
(Sigma Pharma, Brasil) na faixa de concentracdo de 20 ng/mL a 1000 ng/mL.
Além dos pontos da curva analitica, amostras controle nas concentragdes de
10 ng/mL, 60 ng/mL, 400 ng/mL e 1000 ng/mL foram analisadas para se
verificar a exatiddo e precisdo do método. A precisdo do método é expressa
como desvio padrédo relativo (DPR), sendo que ndo se admitem valores
superiores a 15%, exceto para o limite de quantificacdo (LQI), para o qual se
admitem valores menores ou iguais a 20%. A exatiddo é expressa pela relacéo
entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracao
tedrica correspondente, multiplicada por 100. A exatiddo de métodos
bioanaliticos deve estar compreendida entre 85% e 115%, exceto para o LQlI,

para o qual se admitem valores dentro da faixa de 80% a 120%.
4.3.1.6 Recebimento e armazenamento das amostras
As amostras de vitreo dos animais foram recebidas, conferidas e

armazenadas sob refrigeracdo a -70 °C. Os microtubos estavam identificados

com numeracao idéntica a do implante utilizado e tempo de coleta.
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4.3.2 Preparo dos implantes intraoculares

Os implantes foram preparados a partir de uma mistura liofilizada,
segundo a metodologia desenvolvida por Saliba e colaboradores (2008). O
farmaco e o polimero PLGA 75:25 foram solubilizados em quantidade suficiente
de ACN, obtendo uma solu¢cdo com uma proporcao entre CsA e polimeros de
1:3. A solucéo foi congelada a -70 °C por, no minimo 24 horas e posteriormente
liofilizada (Liofilizador E-C MODULYO, E-C Apparatus Inc. EUA). Uma massa
homogénea contendo CsA foi obtida de acordo com a metodologia descrita por
Saliba e colaboradores (2008). As formula¢des foram preparadas na forma de
implante sobre uma placa aquecida na temperatura entre 100 e 120 °C, erro
em torno de 0,5 °C. Os implantes desenvolvidos apresentaram-se como um
sistema compacto, na forma de um cilindro com aproximadamente 0,45 de
diametro, 6 mm de comprimento, massa de 1,1 =+ 0,09 mg e quantidade média
de CsA incorporada de 353 = 0,03 pg (Figura 20).

FIGURA 20 - Fotografia dos implantes obtidos.

4.3.3 Insercdo dos implantes na cavidade vitrea dos olhos dos coelhos

Os estudos in vivo foram realizados empregando-se sessenta coelhos
albinos Nova Zelandia de acordo com a resolugdo da ARVO (Association for
Research in Vision and Ophthalmology) para o uso de animais em pesquisa.
Os coelhos foram anestesiados utilizando-se inje¢ao intramuscular de 30mg/Kg
de Cloridrato de Ketamina (Ketamin®, Cristalia — 50 mg/mL), 4,0 mg/Kg de
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Xilasina (Coopazine®, Schering-Plough Coopers — 20 mg/mL) e instilacdo
topica de Cloridrato de Tetracaina 1% e Cloridrato de Fenilefrina 0,1%
(Anestésico colirio®, Allergan).

Uma esclerotomia foi realizada no quadrante temporal superior a cerca
de 2 mm do limbo utilizando-se o sistema de trocateres transesclerais de 25 G
da Alcon. O implante foi inserido através da céanula transescleral a qual foi
retirada apds o procedimento finalizando a inser¢cdo. Nenhuma sutura foi

necesséria ja que a esclerotomia € auto-selante, Figura 21.

Figura 21 - Procedimento de inser¢do do implante intraocular: (a) O implante polimérico a ser
inserido na cavidade vitrea, (b) Trocater Transescleral (Accurus® 25 — Gauge System, Alcon,
Inc, EUA), (c) e (d) Procedimento cirdrgico de inser¢do dos implantes intraoculares na
cavidade vitrea do bulbo do olho dos coelhos.

4.3.4 Obtencao do vitreo

Trinta e dois animais receberam o implante contendo a CsA no olho

esquerdo (grupo |) e dezesseis animais receberam o implante sem o farmaco
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(grupo 11). Em ambos os grupos, os olhos direitos ndo receberam o sistema
(olho controle). Os coelhos foram sacrificados sob anestesia profunda e em
seguida, decapitados e o vitreo foi totalmente retirado e conservado a -80°C. O
vitreo dos olhos dos controles e daqueles que receberam o implante sem o
farmaco (grupo 1) foi utilizado para validacdo do método descrito no item 4.3.1.
O vitreo dos olhos que receberam o implante contendo CsA (grupo I) foram

utilizados para quantificagdo da CsA.

4.3.5 Determinacdo da quantidade de CsA liberada no vitreo a partir da

matriz polimérica

A quantidade em porcentagem de CsA liberada no vitreo a partir dos
implantes intraoculares foi calculada por meio da diferenca entre a quantidade
inicial de farmaco e quantidade restante no implante. Os resultados foram

expressos pela média e desvio padréo (n= 4).

4.3.6 Determinacao da CsA nos implantes

O teor total de CsA presente nos implantes intraoculares, antes e apés o
estudo de liberacédo in vivo foi determinada ap6s a solubilizacdo dos implantes
solubilizados em acetonitrila (ACN). O método cromatografico empregado foi a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado ao detector de Ultra Violeta
(CLAE/UV) desenvolvido para a quantificacdo da CsA em presenca de
produtos de degradacdo do PLGA 75:25 descrito por Saliba e colaboradores

(2011). Os resultados foram expressos pela média e desvio padrdo (n= 4).

4.3.7 Determinacdo da CsA presente no vitreo

A quantidade de CsA presente no vitreo durante sete semanas de
estudo in vivo obtidos dos olhos dos animais do grupo | foi quantificada pelo
meétodo descrito no item 4.3.1. Os resultados foram expressos pela média e

desvio padréo (n= 3).



Materiais e Métodos 88

4.3.8 Proposta dos mecanismos de liberacdo da CsA nos estudos in vivo

A proposicao do mecanismo de liberacéo do farmaco a partir do implante
intraocular foi determinada a partir das quantidades de CsA liberadas durante o
estudo de liberacdo in vivo em um periodo de 8 semanas. A analise foi
realizada por meio de dois modelos tedricos matematicos que descrevem o
processo de difusdo matricial de farmacos descritos por Higuchi (Kunou et al.,
1995; Schiliecker et al.,, 2003; Siepman et al., 2008) e Korsmeyer-Peppas
(Schiliecker et al., 2003; Siepman et al., 2008).

Segundo o modelo de Higuchi, o perfil de liberacdo de um farmaco a

partir de uma matriz homogénea pode ser representando pelas equacoes (1-3):

F= [D(ZCO'CS)Cst]U2 (1)
Em que: F= quantidade de farmaco liberado por unidade de area em um tempo especifico

C,= concentragdo de farmaco original no veiculo (matriz polimérica)

C,= limite de solubilidade do farmaco no veiculo

D= difusibilidade do farmaco no veiculo

t= tempo

Considerando C,>>>Cs, a equacéo € simplificada como:

F = [2C,DCt]"? )
Em que: F= quantidade de farmaco liberado por unidade de area em um tempo especifico
C,= concentragdo de farmaco original no veiculo (matriz polimérica)
C,= limite de solubilidade do farmaco no veiculo
D= difusibilidade do farmaco no veiculo

t= tempo

A equacdo (3) indica que a quantidade de farmaco liberado é
diretamente proporcional a raiz quadrada do tempo. Isso significa que, quando
ocorre relacéo linear entre a concentracdo liberada versus raiz quadrada do
tempo, a liberacdo do farmaco a partir da matriz homogénea ocorre por um

processo controlado pela difusdo (Kunou et al., 1995).
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F= Ky t¥2 (3)
Em que: F= quantidade de farmaco liberado por unidade de area em um tempo especifico
Ky= constante de difusdo do farmaco do veiculo

t= tempo

Para tanto, um gréfico relacionando concentracdo do farmaco
acumulada e raiz quadrada o tempo de liberacéo foi construido e a relacao foi
avaliada pela determinacéo do coeficiente de relacéo (r?) da equacéo obtida. O
processo de difusdo do farmaco é entdo atribuido para r® for maior que 0,99
(Quadro 6)

Para sistemas que ndo se enquadram no modelo de Higuchi, a analise
pode ser realizada aplicando-se 0 modelo de Korsmeyer-Peppas. Segundo
Siepman e colaboradores 2008, esse modelo representa mecanismos de
liberagdo que n&o acontecem segundo o modelo de Fick, considerado
comportamento anémalo (Quadro 6). O modelo pode ser descrito pelas

equacodes (4-5):

Mt/Meo = kt" (4)
Em que: Mt= quantidade de farmaco liberado por tempo (t)

M= quantidade de farmaco liberada em um tempo infinito («)

K= constante da cinética de difuséo do veiculo

n= liberagcdo exponencial do farmaco do veiculo.

F= Kp.t" (5)
Em que: F= quantidade de farmaco liberado por unidade de area em um tempo especifico
ko= constante da cinética de difuséo do veiculo

t= tempo

Os valores de n estédo relacionados a forma geométrica do sistema de
liberagdo e determina o mecanismo de liberagdo do farmaco. Para sistemas
cilindricos, farmacos liberados pelo processo de difusdo através de poros
presentes na matriz originam valores de n menores que 0,45, para liberacdo

controlada por difusdo fickianan, n maiores que 0,89 caracterizam uma
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liberacdo de ordem zero cujo farmaco € liberado pela sua difusdo da matriz
intumescida, enquanto valores de n entre 0,45 e 0,89 indica a ocorréncia de um
transporte anédmalo nao fickiano, onde a liberacao € determinada por diferentes

fendmenos néo esclarecidos pelo modelo.

Para determinacado dos valores da inclinacdo da reta (n) e do coeficiente
de correlacdo (r®), um grafico relacionando o logaritmo da porcentagem e
quantidade de liberacdo da CsA e o logaritmo do tempo em semanas e dias
para os estudos in vitro e in vivo, respectivamente, foi construido utilizando a
equacdo 4. O modelo é valido se o valor atribuido para r*> for maior que 0,99
(Quadro 6).

QUADRO 6
Modelos de liberacdo aplicados.

Modelo Equacéo Descricdo do modelo Referéncia
. , _ 12 Liberacéo difusédo-controlada Kunou et al., 1998
Higuchi | F= Kyt R?>0.99 Siepman et al., 2008
Condicéo para o modelo (cilindro)
R?>0.99
Difusao fickiana
n<0.45
Peppas F= K.t" Transporte anédmalo nao fickiano Sl\ilgcrmoasne;taallll’ 22000088
0.45 < n <0.89 P g

Transporte de zero ordem
intumescimento da matriz
n =0.89

4.3.9 Avaliacado da degradacéo da matriz polimérica

Para avaliacdo da degradacdo da matriz polimérica, nos intervalos de
tempo determinados, os implantes obtidos durante o estudo in vivo foram
secados em estufa a vacuo e pesados com o objetivo de determinar a perda de
massa polimérica. Um grafico relacionando a perda de massa do implante e

tempo de permanéncia no vitreo foi construido, cujos dados foram
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apresentados como porcentagem de perda de massa em relacdo a massa total

do implante solido.
4.4 Avaliacdo da farmacocinética in vivo
4.4.1 Determinacao da taxa de eliminacédo da CsA do vitreo

A taxa de eliminagdo CsA foi expressa tanto em porcentagem liberada
por semana quanto em quantidade de CsA eliminada por dia durante as sete
semanas do estudo in vivo. Os resultados de eliminacdo foram obtidos pela
diferencga entre a quantidade liberada de farmaco e a quantidade determinada
no vitreo. A partir do valor obtido, foi calculada a porcentagem de eliminacao
considerando como 100% a concentracdo liberada no vitreo a partir dos
implantes inseridos na cavidade vitrea. Um grafico foi construido relacionando
porcentagem de eliminagéo versus semanas. Os resultados foram expressos
pela média e desvio padréo (n= 4).

A taxa de eliminacdo encontrada foi posteriormente utilizada para
calcular a quantidade (em nanogramas) de CsA eliminada por dia,

considerando como 100% a quantidade liberada no vitreo referente a cada

semana.
4.4.2 Determinacao do tempo de meia vida da CsA no vitreo

Para avalicdo da farmacocinética de eliminacdo e determinacdo do
tempo de meia vida do farmaco, um gréfico relacionando a quantidade de CsA
restante no vitreo e tempo em dias relativo as sete primeiras semanas de
estudo in vivo foi construido. A relacdo foi avaliada pela determinacdo do
coeficiente de relacdo (r?), K e tw2 a partir da obtencdo da equagéo
matematica (Schliecker et al., 2004; Kim et al., 2006):
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Cgy = Cyexp Y

(6)

Em que: C(t)= concentrac¢des (ug/mL) do farmaco em um determinado tempo experimental
C(o)= concentragdes (ug/mL) restante no vitreo
K= constante de eliminacéo

tw2)= tempo de meia vida de eliminagéo do farmaco

Para determinacédo da quantidade de CsA restante no vitreo por dia, foi

necessario determinar a taxa de eliminacdo diaria de CsA, segundo as
equacoes (7-9):

% Tx (s) = (C( — Cy — Cv)) X 100/ Cy
Em que: Tx (s)=taxa de eliminagdo em porcentagem de CsA por sete dias

(7)

Tx (d)=taxa de eliminagdo em porcentagem de CsA por dia
C()= concentragéo de CsA (ug/mL) inicial
C-concentracéo de CsA (ug/mL) liberada

C))= concentracéo de CsA (ug/mL) no vitreo

Tx (d) =% Tx (s) X Cc(o) (s)/ 7 (8)

Em que: Tx (s)= taxa de eliminagdo em porcentagem de CsA por sete dias
Tx (d)=taxa de eliminagdo em porcentagem de CsA por dia
C)= concentragéo de CsA (ug/mL) inicial
C-concentracéo de CsA (ug/mL) liberada

C))= concentracdo de CsA (ug/mL) no vitreo

Cc() (9= quantidade de CsA em pg presente no vitreo apos sete dias

Ceo @ = Co @) - TX @ (9)
Em que: Cc( = quantidade de CsA em ug presente no vitreo apos um dia
Cc(0) (¢-)= quantidade de CsA em pg referente ao dia anterior

Tx (d)=taxa de eliminagdo em porcentagem de CsA por dia
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4.5 Avaliacéo da seguranca da utilizacdo do implante in vivo

4.5.1 Observacdo clinica

A avaliacdo da toxicidade e biocompatibilidade foram realizados por
meio de ensaios pré-clinicos, eletrorretinograficos e histopatolégico dos olhos
dos animais, de acordo com o procedimento estabelecidos pelos departamento
de oftalmologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade

de Sao Paulo.

4.5.2 Exame de biomicroscopia

Os exames de biomicroscopia e oftalmoscopia binocular indireta
(Topcon®, Japéo) foram realizados em todos os animais antes e apos 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7 e 8 semanas da realizagdo do procedimento cirdrgico para a
colocacédo do implante, por dois examinadores. Os seguintes dados pré-clinicos
foram pesquisados: células e flare na camara anterior, congestdo dos vasos
irlanos, catarata, tonometria (tonopen), opacidade vitrea, descolamento de
retina, dilatacdo dos vasos retinianos e neovascularizagdo. A pressao
intraocular (PIO) de ambos os olhos de cada coelho foi medida pelo
equipamento (TonoPen®, Mentor Corporation, EUA) antes da cirurgia e em

intervalos predeterminados.

4.5.3 Estudo histopatolégico

Para a realizacdo do estudo histopatologico foram utilizados doze
coelhos escolhidos aleatoriamente que foram divididos em dois grupos (grupo
[l e IV). Nos seis animais do cada grupo Ill foram inseridos os implantes
contendo CsA em ambos os olhos e nos seis animais do grupo IV foram
inseridos os implantes sem o farmaco. Apds oito semanas de estudo, os bulbos
dos olhos foram removidos e colocados em solucéo fixadora livre dos tecidos

externos.
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A solucéao fixadora empregada para a preparacao da amostra foi o formaldeido
a 4% em tampao fosfato de Sorensen 0,1M, pH 7,2. Uma calota posterior do
buldo do olho foi separada por meio de uma incisdo equatorial ao nivel da
insercdo dos musculos retos, e, em seguida, dividida em duas metades por um
corte transversal horizontal ao nivel do nervo éptico, mantida no tampéao por 24
horas, a 4 graus Celsius. Em seguida, foi desidratada em alcoois de
concentracdo crescente de 25%, 50%, 75% v/v até o &lcool absoluto. Do alcool
absoluto, as metades foram transferidas para xilol, a seguir para uma mistura
de xilol/parafina e, entdo, varios banhos de parafina a 60°C precederam o
banho final, realizado em estufa a vacuo, durante 2 horas. Dos blocos foram
produzidos cortes de 5um micrébmetros de espessura, em micrétomo Reichert-
Jung, modelo RM 2065. A partir da observacéo dos cortes, corados a frio com
azul de toluidina 1 %, foram obtidos registros fotograficos da retina e coroide

utilizando-se o fotomicroscépio Axiophot (Carl Zeiss).

4.5.4 Estudo eletrofisiolégico

A funcao retiniana foi avaliada por meio de eletrorretinograma (ERG)
(Espion E2; Colordome; Diagnosys LLC), de acordo com o protocolo da
International Society of Electrophysiology of Vision (ISCEV). Foi realizado um

estimulo tipo flash, utilizando-se uma cupula de Ganzfeld (Figura 22).

Eletrodo corneano JET

Figura 22 - O Eletroretinograma (ERG). (a) posicionamento do animal para o exame da funcao
retiniana, (b) o eletrodo colocado na superficie ocular.
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O exame foi realizado em fase escotOpica adaptacdo ao escuro durante
30 minutos, na qual foram estudados os bastonetes. Para tanto foram
realizados os passos escotépico B, resposta maxima combinada e potenciais
oscilatérios. A iluminancia aplicada foi de 30. CD.s/cm?.

Seis animais do cada grupo V e VI cujos implantes contendo ou nédo a
CsA foram inseridos nos olhos esquerdos (OE), respectivamente, foram
escolhidos aleatoriamente e submetidos ao exame de ERG vinte e quatro
horas antes da insercdo do implante, e no trigésimo segundo dia apos a
mesma.

Os coelhos foram submetidos ao ERG sob anestesia com injecéo
intramuscular de 30mg/Kg de Cloridrato de Ketamina (Ketamin®, Cristalia -
50mg/mL), 4,0mg/Kg de Xilasina (Coopazine®, Schering-Plough Coopers -
20mg/mL) e instilacdo topica de Cloridrato de Tetracaina 1% + Cloridrato de
Fenilefrina 0,1% (Anestésico colirio®, Allergan). A partir do eletrorretinograma
obtido nos animais de cada grupo, a amplitude das ondas A referente ao
estimulo das células receptoras e B originada pelo estimulo emitido entre a
sinapse elétrica entre fotorreceptores e células bipolares foram comparadas.

Para avaliacdo da toxicidade transitéria da funcéo retiniana, 35 pg de
CsA (Sandimmun Neoral®, Novartis, EUA) foram injetados na cavidade vitrea
em ambos os olhos de trés animais. Durante quatro semanas, a medida das
amplitudes das ondas A e B obtidas foram realizadas semanalmente. A
toxicidade transitéria foi calculada pela raz&o entres as amplitudes das ondas B
e A. Valores iguais a 1 foram atribuidos a um ERG normal, este obtido logo
apos a injecao do farmaco.

4.6 Andlise estatistica

Para o estudo de liberacao in vivo, foi realizada uma analise estatistica
descritiva pela determinacédo das médias aritméticas e dos desvios padrdo dos
valores que foram encontrados em cada semana. A analise estatistica dos
dados relativos a quantidade de CsA liberada no vitreo durante sete semanas
de estudo e a avaliacdo quantitativa das amplitudes das ondas A e B no ERG
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foi realizada pelo método paramétrico One-Way ANOVA, uma vez comparado
dois ou mais grupos que assumem uma distribuicdo normal ou gaussiana. A
analise compara uma unica fonte de dados que varia com o tempo. A pés-
andlise de Tukey foi a escolhida j& que é aplicada quando os resultados

apresentam coeficiente de variacdo menor que 15%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validacdo do método de andlise da Ciclosporina A por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectroscopia de Massa (CLAE/EM)

O presente estudo visou validar o método bioanalitico adaptado de Saliba e
colaboradores (2011, vide anexo) para a quantificacdo da CsA em vitreo de coelhos.
A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a um detector de
Espectroscopia de Massas (EM) foi o método de escolha devido a necessidade de
qguantificacdo de concentragcfes muito pequenas, na ordem de nanogramas (ng) de
CsA.

A viabilidade de aplicacdo do CLAE/EM foi investigada por meio: 1) da
determinacao do perfil de fragmentacéo da CsA e do TMX ao avaliar a eficiéncia do
método de extracdo de proteinas por meio da técnica de recuperacdo do analito, 2)
da avaliacdo da possivel interferéncia dos residuos do vitreo na ionizacdo da CsA
por meio do efeito de matriz, 3) da analise do perfil de separacdo pelo CLAE dos
constituintes do analito segundo os parametros de especificidade e seletividade
(ANVISA, 2003), e 4) da determinagédo da linearidade e o limite de quantificagéo
inferior obtidos pelo método analitico CLAE/EM.

5.1.1 O espectro de massa: fragmentacéo das moléculas de CsA e TMX

Os espectros de massa originados da fragmentacdo da CsA e do TMX estao
representados nas Figuras 23b e Figura 24b, respectivamente. Os resultados
comprovam a aplicabilidade do EM para determinacédo da quantidade de CsA e TMX

presente nas amostras.
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Figura 23 - Espectro de massas com fonte de eletrospray (ESI/EM): (a) da CSA, (b) dos fragmentos
de CsA.
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Figura 24 - Espectro de massas com fonte de eletrospray (ESI/EM): (a) do TMX, (b) dos fragmentos
de TMX.

O espectro de massa identificou a CsA como molécula de massa molecular
de 1204,25 g/mol (Figura 23a). Apés a colisdo pelo ESI, fragmentos da CsA foram
encontrados com massa molecular de 1202,82 g/mol e 1185,60 g/mol (Figura 23b).
Para o TMX, a molécula de massa molecular de 372,20 g/mol (Figura 24a) originou
fragmentos de massa molecular de 372,77 g/mol (Figura 24b). As moléculas
fragmentadas acima apresentadas foram as utilizadas para determinacdo da

guantidade de CsA e TMX presentes no analito.
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5.1.2 Determinacédo da eficiéncia do método de precipitacdo de proteinas: a

recuperacao do analito e efeito da matriz

A recuperacdo do analito pelo método de precipitacdo de proteinas foi
avaliada em duas concentracdes diferentes de CsA, em quadruplicata, por meio da
comparacao entre as areas dos farmacos em solugédo na fase movel com aquelas
obtidas com amostras do vitreo submetidas ao processo de extracdo de proteinas,

nas mesmas concentracdes (Tabela 1).

TABELA 1

Resultados da recuperagao do analito

Area média das Area média
Concentragdo | amostras em fase | das amostras | Recuperagdo | Recuperagéo
(ng/mL) moével extraidas (%) média (%)
(n=4) (n=2)
60 231,75 256,06 110 110
400 1612,61 1782,16 110

A recuperacdo do método foi satisfatdria uma vez que a recuperacdo media
foi de 110% (Tabela 2). O valor encontrado superior a 100% pode ser oriundo de
desvios durante a analise como o proprio efeito de matriz ou erros analiticos como
pesagens e diluicdes.

Os resultados encontrados no estudo de efeito da matriz estdo descritos na
Tabela 2.
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TABELA 2

Resultados do teste de efeito de matriz

Area média das Area média _ _
_ _ Efeito Matriz
Concentragdo | amostras em fase | das amostras | Efeito Matriz e
édio
(ng/mL) movel extraidas (%)
(%)
(n=4) (n=2)
20 73,53 67,54 -8,2
500 2163,58 2187,02 +1,08 -2,02
100 4150,38 4218,08 +1,06

A partir dos resultados obtidos de efeito de matriz, foi possivel demonstrar
gue ndo houve efeito de matriz significativo para a CsA, uma vez que todos 0s
desvios obtidos ficaram dentro da faixa de + 15. Valores negativos de desvio
indicam supressdo de ionizacdo, enquanto valores positivos indicam inducdo de
ionizacdo (Matuszewski et al., 2003). %. Adicionalmente, o valor de 8,2% de efeito
de matriz encontrado para as amostras na diluicdo de 20 ng/mL foi atribuido a

possiveis erros de diluicdo no momento de preparo das amostras.

5.1.3 Validacdo da metodologia de CLAE utilizada para separacdo dos

constituintes do analito: avaliacdo da seletividade e especificidade

A seletividade do método foi determinada a partir da andlise dos
cromatogramas obtidos para o fragmento ionizado obtido para a CsA e para o TMX
na presenca do vitreo. A especificidade foi demonstrada pela comparacao dos picos

obtidos da CsA e TMX e dos constituintes do vitreo (Figura 25).
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Figura 25 - Cromatograma obtido de andlise por cromatrografia liquida com espectrometria de
massas (CLAE/EM) dos constituintes do vitreo (a), da CsA (b)e TMX (c).

O estudo dos cromatogramas indica uma boa separacdo da CsA dos
constituintes do vitreo (Figura 25a e 25b), comprovando a seletividade do método. A
especificidade é também confirmada, uma vez que 0s picos presentes no vitreo néo
interferem no pico obtido para deteccdo da CsA. Apesar dos interferentes do vitreo e
o TMX serem eluidos simultaneamente, eles ndo interferem na adequada

determinacao do farmaco.
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Apesar do tempo de eluicdo dos constituintes do vitreo e do TMX serem
semelhantes (Figura 25a e 25c), a viabilidade da utilizagdo da metodologia por
CLAE/EM foi confirmada pelos estudos de recuperacdo do analito e de efeito de

matriz.

5.1.4 Determinacao da linearidade, exatidao, limite de quantificacao inferior e

sinal: ruido

A linearidade do método foi verificada para uma faixa de 20 a 1000 ng/mL
para a CsA. As trés curvas obtidas em dias consecutivos sdo mostradas na Figura

26.
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Figura 26 - Graficos das curvas analiticas dos testes de linearidade.

A linearidade do método foi observada uma vez que a quantidade de CsA
determinada nos meios contendo fase moével e vitreo apresentaram-se proporcionais
e um perfil de curva semelhante ao padrdao USP foi encontrado (Figura 26). As trés
curvas obtiveram R?> 0,98 e todos os pontos da curva e os controles baixo, médio e
alto, apresentaram desvios dentro da faixa estabelecida de 20% para o LQI e 15%
para os demais com perda de ndo mais que dois pontos por curva, comprovando a

precisdo do método.
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A exatiddo do método foi demostrada por meio da andlise das trés curvas
obtidas das amostras contaminadas em agua, anélise em triplicata, e em vitreo, em
duplicata devido ao pouco material disponivel. Os testes foram realizados em dois

dias consecutivos. Os resultados sdo apresentados na Tabela 3.

TABELA 3

Resultados da exatiddo do método

Concentracbes
Replicatas
60 ng/mL 400 ng/mL 1000 ng/mL

65,84 437,09 812,67
Curva 1 2 67,93 407,35 818,37
(CsAemagua) 3 68,51 391,62 830,92
1 66,65 361,68 811,53
Curva 2 ) 66,70 371,05 810,25
(CsA em agua) 3 68,07 366,44 831,98
62,08 412,28 860,47

Curva 3 1
55,24 448,70 917,67

(CsA em vitreo) 2

Média = DPR (%) 65,13 + 6,87 399,53 + 8,17 836,73 + 4,39

Exatidao (%) 108,55 99,88 104,59

O valor de exatiddo encontrado foi entre 104,59% e 108,55% (Tabela 3),
resultado valido uma vez que se apresentou dentro da faixa de variacédo
estabelecida pela ANVISA (Brasil, 2003). Esses resultados reforcam a aplicabilidade
do método desenvolvido na determinagéo da CsA .

O limite inferior de quantificacdo do método foi confirmado por meio da
avaliacdo da relacdo sinal/ruido nos cromatogramas e da analise em triplicata de
amostras contendo CsA em agua e em duas repeticdes no vitreo. Os resultados sédo

demonstrados na Tabela 4.
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TABELA 4

Resultados do limite de quantificacao inferior do método

Concentracéo
Replicatas
20 ng/mL
1 19,89
Curva 1 2 21,32
(CsA em agua) 3 21,68
20,73
Curva 2
; 2 18,87
(CsA em agua)
3 18,97
Curva 3 1 18,69
(CsA em vitreo) 2 18,58
Média + DPR (%) 19,84 + 1,17
Exatidao (%) 96.15

Todos os valores de desvio padrao relativo foram inferiores a 20% e a
exatiddo se manteve dentro da faixa de 80% a 120%, demonstrando que a
concentracdo de 20 ng/mL pode ser considerada seguramente como o limite inferior
de quantificacdo do método.

Além disso, a relacdo sinal: ruido nos cromatogramas obtidos nessa
concentracdo foi avaliada (Figura 27). A relacdo obtida para a CsA foi de 6, valor

superior ao minimo 5 preconizado pela ANVISA (Brasil, 2003).
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FIGURA 27 - Cromatograma demonstrativo do sina/ruido para a concentragédo de 20 ng/mL de CsA.

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que a validacdo do método
desenvolvido comprovou a validade dos parametros e a possibilidade de sua
aplicacdo para quantificacdo do farmaco CsA durante os estudos de liberagcéo in

vivo. A Tabela 5 sintetiza os dados de validacdo obtidos nessa etapa.

TABELA 5

Sintese dos dados de validagéo

Recuperacdo do método 110%
Efeito da matriz -2,02%
Método especifico Sim
Método seletivo Sim
Linearidade em vitreo > 0,98
Exatidao 99,88% a 108,55%
Limite de quantificagéo 19,3 ng/mL

Sinal: Ruido 6
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Nessa etapa do trabalho, um método seguro e eficaz para quantificar a CsA
presente nas amostras de vitreo foi desenvolvido e validado. A associagédo da CLAE
ao detector EM (CLAE/EM) permitiu a quantificacdo da CsA em concentracdes muito
baixas, limitacdo existente quando o CLAE € associado ao detector de Ultra Violeta
(UV).

O CLAE/EM é uma técnica que apresenta alta sensibilidade, essa superior em
comparacao com ao detector de Ultra Violeta (UV). Diferente do detector UV, que
identifica todas as substancias que absorvem no comprimento de onda selecionado,
o EM detecta apenas a massa molecular inerente a molécula de interesse, neste
caso, a CsA, esta determinada por meio da obtencdo fragmentados ionizados
caracteristico da molécula originados pelo eletrospray (ESI). Ainda, essa técnica se
apresenta mais seletiva e especifica, jA que apenas os fragmentos ionizados da
molécula de interesse sdo determinados.

A técnica em questdo consiste primeiramente na separacdo dos constituintes
presentes no analito pelo CLAE. A medida que ocorre a separacéo, a fase moével elui
as substancias em direcdo ao detector de massa (EM) que ira ioniza-las e
fragmenta-las. O detector Espectroscopia de Massa (EM), composto por trés fases,
detecta primeiramente as massas moleculares das moléculas de interesse. Na
segunda etapa, a molécula ionizada no estado gasoso € colidida sob uma atmosfera
de vacuo e fragmentos especificos dessa molécula sdo formados. Por fim, o
fragmento € entdo detectado e sua leitura € realizada e o perfil do espectro de
massa é obtido. O interessante dessa técnica é a possibilidade de selecionar a
massa molecular que sera detectada e analisada, sendo assim uma técnica de alta
seletividade. Ainda, a alta especificidade do EM é atribuida a sua capacidade de
gerar fragmentos exclusivos da molécula do farmaco.

Apesar das vantagens do EM, alguns constituintes da amostra podem
interferir no processo de fragmentagcédo e originar resultados de quantificacdo nao
confiaveis, principalmente quando o electrospray (ESI) € utilizado como fonte de
ionizacdo. Neste estudo, as proteinas e sais presentes no vitreo podem ser
considerados os potentes interferentes. Para tanto, a confiabilidade da determinacéo
dos fragmentos de interesse foi garantida pela adicdo de uma quantidade fixa e
conhecida de um padrao interno (Pl) em todas as amostras a serem analisadas a fim

de confirmar que nenhuma variagdo indesejavel ocorreu durante andlise.
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Adicionalmente, a separacdo do farmaco do vitreo foi realizada objetivando a
eliminagc&o dos possiveis interferentes presentes na amostra a ser analisada.

Neste trabalho, o PI escolhido foi o tamoxifeno (TMX), um farmaco mais
comercialmente disponivel e de menor custo quando comparado a ciclosporina
deuterada e ciclosporina D (CsD), segundo descrito por Chimalakonda et al., 2002;
Taylor et al., 2005). Para separacdo do farmaco presente no vitreo, foi adotado o
meétodo de precipitacdo de proteinas, este de facil manuseio e baixo custo.

A eficiéncia do método de precipitacdo de proteinas foi avaliada pelos estudos
de recuperacdo do método e de efeito de matriz. A recuperacdo do método consistiu
na contaminagéo do vitreo branco com uma quantidade conhecida de CsA, molécula
de interesse, e do padréo interno TMX. A recuperacdo de 110% comprova que a
CsA e o TMX foram devidamente separados dos constituintes do vitreo e
determinados pelo EM, resultado que confirmam a confiabilidade na quantificacdo da
CsA auséncia ja que os constituintes do vitreo ndo interferiram na anélise (Tabela 2).

A eficiéncia da separacdo do farmaco pelo método de precipitacdo de
proteinas foi confirmada pelo estudo do efeito da matriz. Observou-se que as
guantidades de CsA encontradas nas trés concentracbes avaliadas na amostra
contendo fase movel foi semelhante aqueles resultados determinados nas amostras
submetida ao método de precipitacdo de proteina. O efeito da matriz médio
encontrado foi de - 2,02% o que indica que apenas 2% da CsA néo sofreu ionizacao
e consequente fragmentacéo pelo EM. Esse resultado reforca a afirmativa de que o
método de precipitacdo de proteinas foi eficaz na separacédo da CsA do vitreo e que
os interferentes ainda restante no sobrenadante analisado n&o interfere, de forma
significativa, na determinacao do farmaco.

A etapa final da validacdo do método proposto se tratou da avaliacdo dos
parametros de seletividade, especificidade, exatiddo, lineraridade, limite de
quantificacdo e sinal/ruido segundo preconizado pela ANVISA (Brasil, 2003).

A especificidade é confirmada uma vez que 0s picos presentes no vitreo nao
interferem nos picos obtidos para quantificacdo dos fragmentos da CsA (Figura 25a)
e do TMX (Figura 25b) Acredita-se que a adequada separacdo é valida para
minimizar o efeito da matriz e para melhorar a deteccéo dos fragmentos de interesse
pelo EM ja que o fragmento de cada constituinte presente na amostra sera originado

em diferentes intervalos de tempo.
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A linearidade do método foi observada uma vez que a quantidade de CsA
determinada nos meios contendo fase movel e vitreo apresentaram-se proporcionais
e perfil de curva semelhante ao padrdo USP (Figura 26).

A exatiddo do método foi realizada a fim de confirmar a capacidade da
metodologia de determinar as quantidades reais de CsA presente nas amostras. A
partir da area do pico encontrado para o farmaco foi realizada a quantificacdo deste
presente no vitreo em triplicata. O valor de exatiddo encontrado foi entre 104,59% e
108,55% (Tabela 4), porcentagem valida uma vez que se apresentou dentro da faixa
de variacéo estabelecida pela ANVISA (Brasil, 2003). Esses resultados reforcam a
aplicabilidade do método desenvolvido na determinagdo da CsA .

O proposito de gquantificar a CsA em ordem de nanogramas foi atingido ao se
detectar o limite de quantificacdo de 20 ng/mL, esse suficiente para determinar o
farmaco presente na maioria das amostras do vitreo avaliados nesse trabalho.
Ainda, o ruido apresentado pela linha de base néo interferiu na confiabilidade dos
resultados de quantificacdo do farmaco.

ApoOs a obtencdo, com sucesso, de um método adequado para determinacéo
da CsA no vitreo, a etapa seguinte consistiu nha determinagéo do perfil de liberacéo
do farmaco no vitreo dos animais utilizados para o desenvolvimento deste trabalho.
Este estudo foi realizado para determinar e melhor compreender 0os mecanismos

envolvidos nesse processo.

5.2 Determinagdo do mecanismo de liberagdo da CsA no estudo in vivo

A determinacao do mecanismo de liberacdo da CsA a partir dos implantes em
guestdo se baseou na tentativa de elucidar as trés etapas de liberacdo descritas na
literatura: a etapa primaria caracterizada pelo “burst”’ inicial, a secundaria que
acontece pela difusdo do farmaco pela matriz porosa e intumescida e a terciaria
determinada pela liberacdo do farmaco pela matriz erodida, (Kunou et al., 1995;
Kunou et al., 2000; Yasukawa et al., 2001; Lee et al., 2010), vide item 2.4.3.1.

Para tanto, a quantidade de CsA liberada no vitreo, o perfil de degradacéo da
matriz do implante e a cinética de liberacdo do farmaco foram determinados nas oito

semanas de estudo in vivo.
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5.2.1 Avaliacédo do perfil de liberacdo da CsA no vitreo a partir dos implantes

poliméricos em estudo in vivo

O perfil de liberacdo da CsA no vitreo foi obtido na forma de porcentagem
acumulada de liberacdo do farmaco em relacdo ao tempo de estudo in vivo (Figura
28).
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FIGURA 28 - Perfil de liberagcdo da CsA no estudo in vivo.

Nessa avaliacdo, o valor minimo e maximo de liberacdo da CsA no vitreo
durante as oito semanas de experimento foram de 19,37 e 42,8%, respectivamente.
Observa-se um aumento gradativo da liberacdo da entre as semanas 1 e 6 de 27,5%
(aumento da liberacdo da CsA de 2,37% % 0,51 entre cada semana) e uma liberagéo
acentuada de 12,83% entre as semanas 6 e 7 (27,5% a 40,4%) e pequena liberagcao
de 2,48% entre as semanas 7 e 8 (40,4% a 42,8%).

O perfil de liberacdo observado na Figura 28 apresenta caracteristica de um
sistema de liberacdo prolongada de farmacos a partir de um implante polimérico
biodegradavel de PLGA (Figura 17). A primeira etapa definida pelo “burst” inicial foi
observada no estudo, provavelmente devido a presenca de farmaco adsorvida na

superficie do sistema. Adicionalmente, a quantidade liberada de CsA durante a
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primeira semana de estudo in vivo é superior aquela encontrada no vitreo por Dong
e colaboradores (2006), quantidade capaz de suprimir a inflamacéo intraocular em
modelos de uveite induzida por endotoxinas (UIE). Esse resultado valida o sistema
quanto a disponibilizacdo de doses terapéuticas na fase inicial de liberacdo do
farmaco a partir da matriz polimérica do sistema.

Como etapa seguinte da avaliagdo do mecanismo de liberagcdo da CsA, a
degradacédo da matriz polimérica e a cinética de liberacdo foram avaliadas a fim de
determinar a existéncia da etapa terciaria e o quanto a etapa secundaria interfere na

liberagéo da CsA.
5.2.2 Determinacéo do perfil de degradacao da matriz polimérica
A determinacdo da porcentagem de perda de massa polimérica do implante

ao longo do teste de liberacédo in vivo foi utilizada para acompanhar o perfil de

biodegradacédo do material (Figura 29).
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Figura 29 - Relacdo entre porcentagem de perda de massa polimérica versus o tempo de estudo in
vivo.

No estudo in vivo, observa-se uma perda de massa de 22,8% durante as oito

semanas analisadas. Durante as quatro primeiras semanas, foi observada uma
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pequena perda de massa de 3,1%. Ja nas semanas posteriores, foi constatada uma
perda da matriz polimérica de 3% entre as semanas 3 e 5 e 8,1% entre a semanas 5
e 8. A partir dos resultados encontrados, sugere-se que a perda de material foi
pequena, o que indica a auséncia da etapa terciaria nas semanas analisadas nesse
trabalho.

Frente aos resultados obtidos, pode-se sugerir que a perda de massa durante
o periodo analisado esta relacionada com a formacgéo de poros na matriz polimérica.
Acredita-se que, a partir da quinta semana, ocorreu a significativa formacéao de poros
pela agua presente no vitreo, alteragdo que possibilitou uma maior liberacdo da CsA
a partir da sexta semana de estudo in vivo (Figura 28).

Dessa forma, propde-se que, durante o periodo avaliado, o processo de
difusdo por meio da matriz porosa seja 0 mecanismo primordial para liberacdo da
CsA.

5.2.3 Avaliacdo da cinética de liberacéo in vivo

A influéncia da etapa secundaria no mecanismo de liberacdo de farmacos
observado pelo estudo in vivo pode ser melhor compreendido pelo estudo da
cinética de liberacdo da CsA pelos modelos de difusdo controlada de acordo com a
equacao de Higuchi (comportamento fickiano) e de Korsmeyer-Peppas (mecanismo
nao fickiano) previamente descritos no item 4.3.8.

Uma vez determinado o perfil de liberagéo, a equacao da reta foi obtida por
meio da plotagem da porcentagem liberada de CsA a partir dos implantes

intraoculares para cada semana, resultados apresentados nas Figuras 30 e 31.
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Figura 30 - Graficos relacionando a porcentagem acumula de CsA liberada no vitreo e o tempo no
estudo in vivo segundo o modelo de Higuchi. A analise exponencial esta representada pelas linhas
pontilhadas.
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Figura 31 - Graficos relacionando o logaritmo da porcentagem acumula de CsA liberada e o tempo no
estudo in vivo segundo o modelo de Korsmeyer-Peppas. A andlise logaritmica esta representada

pelas linhas pontilhadas.
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As equacoOes da reta definida pelo modelo de Higuchi e Korsmeyer-Peppas e
os valores do coeficiente de correlagdo e da inclinacdo da reta (n) encontrados nos
estudos in vitro e in vivo estao descritos nas Tabelas 6 e 7.
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TABELA 6

Resultados obtidos pelo modelo mateméatico de Higuch descrito por Kunou e
colaboradores (1998)

Semanas 1-8 semanas 1-6 semanas 6-8 semanas
Estudo in 5
_ R 0,806 0,977 0,882
vivo
Equacéo
F= K, 2 y = 10,378e%7** y = 13,182%11%% y = 1,6182e%44%
TABELA 7

Resultados obtidos pelo modelo matematico de Korsmeyer - Peppas descrito por
Nochos e colaboradores (2008)

Semanas 1-8 semanas 1-6 semanas 6-8 semanas
Estudo in )
_ R 0,801 0,994 0,878
Vivo
Equacéao y = 0,4699In(x) + y =0,9183In(x) + y =1,8306In(x) +
Mt/Meo = kt" 1,2718 1,3017 0,6108
n 0,918

Segundo o modelo de Higuchi, uma relagdo néo linear foi observada para os
estudos in vivo uma vez que as curvas obtidas apresentaram um coeficiente de
correlacao inferior a 0,99. Esse modelo matemético foi considerado inadequado para
representar a etapa secundaria nas oito semanas avaliadas.

Ja pelo modelo de Korsmeyer - Peppas, coeficientes de correlacéo (r?) acima
de 0,99 foram encontrados durante apenas as seis primeiras semanas. Nao foi

observado uma relacdo matematica entre seis e oito semanas no estudo in vivo
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devido a ocorréncia de uma maior perda de massa matricial entre as semanas 6 e 7,
sendo impossivel obter a relacdo matematica e analise deste periodo.
Adicionalmente, nédo foi possivel avaliar o periodo superior a sete semanas, uma vez
que é necessario o numero minimo de trés pontos para obtencdo de uma relacdo
matematica

O valor observado de r? permite afirmar que o periodo analisado pode ser
avaliado pelo modelo de Korsmeyer — Peppas que afirma que o mecanismo de
liberacdo acontece primordialmente pela difusdo do farmaco pela matriz polimérica e
assume um comportamento andmalo, ou seja, ndo representado pelo modelo de
Higuchi.

Adicionalmente, nas primeiras seis semanas, observa-se que o valor de n
(inclinacéo da reta que determina o tipo de difusdo ocorrido) foi de 0,918. Esse valor
retrata uma liberacdo da CsA regida pelo transporte fickiano de zero ordem. Isso
significa que a quantidade de farmaco liberado acontece de forma independente da
concentracéo inicial (C,) do farmaco presente na matriz polimérica (Siepman et al.,
2008) e que a matriz polimérica pouco interfere na liberacdo da CsA.

O valor de n também indica que a liberacdo da CsA ocorre pela difusdo do
farmaco da matriz intumescida e porosa determinada pela etapa secundaria (Quadro
6). Pode-se sugerir que a liberagdo esteja relacionada primeiramente com o
intumescimento da matriz polimérica e formacdo de poros, seguido da difusdo do
farmaco pela matriz. O intumescimento ou inchamento ocorre quando a agua
presente no vitreo penetra no sistema pela superficie da matriz polimérica hidrofilica.
Esse processo possibilita a difusdo da CsA pelos 0os espac¢os aquosos originados
entre as cadeias poliméricas da matriz. O contato da dgua com a superficie da
matriz também desencadeia pequenas hidrolises poliméricas e formacéo de poros
que facilitam a difusédo da CsA.

A escolha de apenas dois modelos matematicos para a avaliacdo da cinética
de liberacdo da CsA no vitreo foi baseada no trabalho cientifico publicado por
Siepman e colaboradores (2008). Segundo esses autores, o0 modelo de Higuchi e
Korsmeyer - Peppas sdo modelos que melhor representam o perfil de liberacdo de
farmacos a partir de um sistema monolitico, cilindrico e na fase inicial de liberacéo
(perda de massa néo significativa). Modelos como Hopfenderg e Cooney nao sao os

mais adequados para analise do sistema em questdo, pois sdo capazes de
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descrever guantitativamente sistemas cuja liberacéo é determinada pela degradacgéo
da matriz polimérica dependente do tempo (modelo de Hopfenderg) e dependente
da matriz erodida (modelo de Cooney).

E importante ressaltar que o experimento foi inicialmente planejado de acordo
com o protocolo escrito por e Cunha (2006). Nesse trabalho, um implante & base do
copolimero do 4cido latico e glicélico contendo dexametasona foi analisado por oito
semanas, o qual foi capaz de liberar todo o farmaco incorporado, diferentemente do
encontrado neste trabalho no qual apenas 42,8% do total de CsA foi liberado.
Consequentemente, o tempo planejado para o experimento foi insuficiente para
determinar as trés etapas de liberacdo da CsA a partir do implante desenvolvido.

A fim de melhor compreender o mecanismo de liberacdo por meio da
avaliacdo da fase terciaria e melhor aplicar os métodos matematicos descritos, sera
necessario efetuar o perfil de liberacdo por completo (Siepmann et al., 2008), uma
vez que o estudo é considerado finalizado apenas quando a liberacdo do farmaco é
totalizada. Para tanto, propde-se como uma das perspectivas desse trabalho, dar
continuidade tanto ao estudo de liberagéo in vivo, objetivando a obtencao futura dos
perfis de liberagdo, no sentido de se complementar o estudo apresentado nesse
trabalho.

Frente aos resultados encontrados, pode-se afirmar que a liberacdo da CsA
no vitreo a partir do implante é caracteristico de um sistema de liberacdo prolongada
(SLP). A etapa secundaria do perfil de liberacdo ocorreu cujo mecanismo primordial
de liberacdo é determinado pela difusdo do farmaco pela matriz polimérica
intumescida e porosa. Acredita-se que o farmaco serd totalmente disponibilizado no
vitreo apos dezessete semanas antes da erosdo significativa da matriz, jA que
apenas 42,8% do farmaco foi liberado e 22,8% da matriz foi degradada em oito
semanas. Frente a proposta de liberacdo da CsA pela matriz pouco erodida,
acredita-se que ndo ocorrera o “burst” tardio e repentino e disponibilizagdo da CsA
no vitreo em quantidade potencialmente téxica.

Adicionalmente, conclui-se que o meio em que o implante se encontra
inserido também interfere no perfil de liberacdo da CsA. No estudo in vitro em
tampdao salina realizado por Saliba e colaboradores (2008, vide anexo), 0 mesmo
perfil de liberagdo do farmaco e degradacdo da matriz foram observados, porém

uma taxa mais lenta de liberagcdo e degradacdo foram encontrados. A perda de
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massa polimérica do implante foi de 0,03% durante as treze primeiras semanas.
Apés este periodo, o implante perde massa polimérica até o valor de 0,5% durante
as 23 semanas observadas. Acredita-se que os constituintes do humor vitreo (adgua
e proteinas) tenham exercido uma importante influéncia na formacdo de poros e
intumescimento da matriz, facilitando a solubilizacdo do farmaco. Ainda, acredita-se
também que o vitreo de olhos inflamados podem interferir no perfil de liberacdo da
CsA e degradacdo da matriz do implante. Para tanto, € de extrema importancia a
realizacdo de novos estudos de liberacdo in vivo a fim de determinar o mecanismo
liberacdo da CsA a partir do implante em olhos que apresentam inflamacao
intraocular.

Apos determinacdo do mecanismo de liberacdo da CsA a partir da matriz
polimérica, a etapa seguinte desse trabalho consistiu na determinacao do periodo de
permanéncia do farmaco no vitreo a fim de avaliar a viabilidade de utilizacdo do

sistema como uma alternativa para tratar a uveite resistente a terapia com corticoide.

5.3 Determinacdo do periodo de permanéncia da CsA no vitreo: estudo da

farmacocinética in vivo

A avaliacdo do perfil farmacocinético da CsA liberada do estudo in vivo foi
realizada objetivando uma melhor compreenséao do perfil de eliminacéo e periodo de
permanéncia do farmaco na cavidade vitrea. Essas informac¢fes sdo essenciais para
determinacdo de uma estratégia de tratamento de doencas inflamatorias
intraoculares. Nesse trabalho, foi estipulado o tempo total de permanéncia da CsA
no vitreo a partir dos valores experimentais obtidos para as sete semanas de estudo
in vivo. Esses resultados nos permitem avaliar se a utilizagdo desse sistema é valida
para tratamento de uma uveite posterior resistente a terapia com corticoides cujo
tratamento é caracterizado pela administragdo continua e prolongada do farmaco.

Compreende-se que os parametros farmacocinéticos de eliminagédo e tempo
de meia vida do farmaco na cavidade ocular partindo da insercdo de um sistema de
liberagdo prolongada s&o definidos pela quantidade de farmaco liberada em um
determinado tempo (C(y)) e pela quantidade de farmaco eliminado neste mesmo
periodo (Ty), sendo que a quantidade em nanogramas de CsA remanescente a

cada periodo de tempo pode ser quantificada (Figura 32).
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Taxa de liberagdo

CsA remanescente

Figura 32 - Esquema ilustrativo dos parédmetros farmacocinéticos da CsA a partir do implante
intraocular. Em um determinado tempo (t), certa quantidade de CsA é liberada (C(y)), difunde para
retina, humor aquoso, iris ou copo ciliar e é eliminada (Cy) pela barreira hemato-aquosa e
hematorretiniana (Hornof et al., 2005) até atingir uma concentracdo remanescente na ordem de
nanogramas. Este processo € continuo até total liberagcao do farmaco presente no sistema.

O conhecimento tanto da quantidade de CsA inicial e restante no implante
guanto da quantidade presente no vitreo nos permite determinar experimentalmente
a taxa de eliminacéo do farmaco por dia , a constante de eliminacéo (k), o tempo de
meia vida do farmaco (t12). A analise desses parametros farmacocinéticos nos
fornece o periodo estimado em que ocorre a liberacdo completa do farmaco
presente na matriz polimérica e o tempo necessario para a sua total eliminacao,
sendo assim possivel prever o tempo de permanéncia total do farmaco na cavidade
vitrea ap6s completa liberacdo da CsA do implante.

A quantidade de CsA remanescente determinada no vitreo pelo método
validado CLAE/EM (item 4.3.1) durante as sete semanas analisadas e a
porcentagem de eliminacdo determinado para todos os periodos de estudo in vivo

estéo representados nas Figuras 33 e 34.
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Figura 33 - Estimativa da quantidade de CsA presente no vitreo (n=3). Os valores representam a
meédia e desvio padrdo de quatro determinag@es. (*) concentragdo maxima de 19,3 ng/mL de CsA no
vitreo. (**) diferenca estatistica obtida pelo método paramétrico One-way ANOVA seguido do pds-
teste Tukey (p < 0,05).

1004

98

96

% CsA elimininada do vitreo

Semanas

100.004

99.98+

99.964

% CsA elimininada do vitreo

Semanas

Figura 34 - Perfil farmacocinético durante sete semanas de estudo in vivo: porcentagem de
eliminacdo vitrea da CsA. Os valores representam a média e desvio padrdo de quatro determinacdes.
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Uma faixa de liberacdo constante foi determinada entre as semanas 1 e 4,
considerando a concentragdo de 19,3 ng/mL nas semanas 2 e 3. Nas quatro
semanas seguintes, foi detectada uma liberacdo acentuada de CsA (de 19,67 ng/mL
para 85,13 ng/mL), um aumento na taxa de liberacdo da CsA de 68,23% entre as
semanas 4 e 5, 47,0% entre as semanas 5 e 6 e 70,72% entre as semanas 6 e 7
(Figura 33, Tabela 8). Observa-se que a quantidade de CsA aumenta
significativamente apds a quarta semana de liberacdo, resultados semelhantes
aqueles obtidos nos estudos in vivo de perda de massa polimérica e liberacdo da
CsA a partir dos implantes intraoculares, onde se detectou, apds a quarta semana,
certa perda de massa e significativa liberacdo de fa&rmaco da matriz polimérica
(Figuras 28 e 29). A permanéncia de nanogramas de CsA no vitreo durante as sete
semanas avaliadas indica que a maior parte do farmaco liberado do implante é
eliminado. Essa afirmativa foi confirmada ao observar a porcentagem minima e
méaxima de eliminacdo de 99,94% e 99,97%, respectivamente (Figura 34).
Adicionalmente, pode-se afirmar que a quantidade de CsA eliminada e distribuida no
organismo € consideravelmente inferior a dose maxima administrada por via
sistémica de 10mg/Kg/dia (Donnenfeld et al., 2008).

Ja4 os parametros farmacocinéticos (taxa de eliminacdo, K e tjp) sao

apresentados nas tabelas 8 e 9.
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TABELA 8

Parametros farmacocinéticos da CsA no estudo in vivo: taxa de eliminacédo da CsA

CsA no vitreo (ng)*

CsA liberada (C) no vitreo (ug)*

Semanas =4 Média + DP % de CsA eliminada

1 47,552 + 0,735 27,429 + 8,189 99,989

2 46,320+ 0,00** 59,776 + 9,152 99,996

3 46,320+ 0,00** 77,239+ 5,503 99,998

4 47,200 + 0,518 86,926+ 7,421 99,992

5 111,66+ 13,331 95,217+ 3,559 99,9693

6 144,560 + 8,981 97,084 + 7,514 99,947

7 204,320 + 4,904 142,325 + 13,465 99,9964
Semanas Taxa de eliminacgéao Taxa de eliminagéo (C) Taxa de eliminagéo de

de CsA (g ) de CsA (ug / dia) CsA (pg/ dia)
Média + DP

1 27,425 3,917

2 59,773 4,269

3 77,238 3,768

4 86,920 3,211 3,287 + 0,668

5 95,325 2,630

6 97,033 2,310

7 142,320 2,904

*CsA liberada em 2,4 mL de vitreo.
**Valor estimado: concentracdo de CsA abaixo do limite de quantificagdo definida pelo método
analitico HPLC/EM (19,3 ng/mL).

Como mostrado na Tabela 8, um valor Unico de eliminacdo do farmaco foi
encontrado de, aproximadamente, trés ug por dia. Esse resultado permite concluir

gue a CsA é igualmente eliminada ao longo do estudo e que este processo é
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independente tanto da quantidade do farmaco liberado quanto das alteracbes da
matriz, sendo esta a possivel justificativa para o aumento gradual da quantidade de
CsA remanescente no vitreo (Figura 34, Tabela 8).

Adicionalmente, foi observado que, durante as sete semanas analisadas, a
quantidade de CsA eliminada é proxima a quantidade de farmaco liberada do
implante. Isso significa que a sua taxa de liberagdo do implante é semelhante a taxa
de eliminacéo do vitreo.

Considerando que a quantidade total de CsA presente no implante seja de
353 pug = 0,03 (n = 32 implantes) e a taxa de eliminacao e liberacdo de 3 pg por dia,
acredita-se que a total liberacdo da CsA na cavidade Vvitrea ocorrera
aproximadamente apds dezessete semanas.

Uma vez determinado o perfil de eliminacdo, as equacdes da reta foram
posteriormente obtidas por meio da plotagem da quantidade restante no vitreo
(equacédo 7, item 4.4.2) para cada semana a fim de determinar a constante de
eliminacédo (K) e o tempo de meia vida (t12) resultados representados na Figura 35 e
Tabela 9.
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Figura 35 - Gréfico relacionando a estimativa da concentragdo de CsA presente no vitreo C(t) e o
tempo de estudo in vivo em dias para cada semana. Valores obtidos por meio da taxa de eliminacao
de 3 pg/dia determinada experimentalmente. A andlise exponencial esta representada pela linha
solida.
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As curvas obtidas a partir de (Cg) e o tempo de liberacéo (dias) apresentaram
valores de coeficientes de correlagdo acima de 0,99 para seis das sete semanas

analisadas (Figura 35).

TABELA 9

Parametros farmacocinéticos da CsA no estudo in vivo: constante de eliminacao e
tempo de meia vida do farmaco

. Constante de Tempo de meia
Equacéo da reta L _ o
eliminagcdo em | vida de eliminagao

Semanas r ]

~ 0 semanas em dias
(Co=Cpexp ™)
(k) (t12)
1 y = 32,523 exp ¥ 0,936 0,245 2,829

2 y = 60,718 exp % 0,995 0,069 10,043
3 y = 77,896 exp % 0,998 0,050 13,860
4 y = 87,488 exp ¥ 0,998 0,044 15,750
5 y = 95,717 exp %% 0,998 0,039 17,769
6 y = 97,572 exp V% 0,999 0,039 17,769
7 y = 142,63 exp %% 0,999 0,025 27,720
17* y = 352,77exp ™ 0,999 0,01 69,300

* Valor estimado considerando liberacdo total da CsA presente no implante:
C(0) = 353 ug + 0,03.

Como mostrados na Tabela 9, foram encontrados valores crescentes de k e
(t12) para maiores valores de (C()). Segundo a literatura, o tempo de elimina¢éo do
farmaco depende da dose inicial administrada. Quanto maior a quantidade inicial do
farmaco, maior sera o tempo necessario para a sua total eliminagéo (Siepman et al.,
2008; Kim et al.,, 2006). Em um sistema polimérico de liberacdo prolongada, a
liberacdo do farmaco varia a cada intervalo de tempo e a quantidade inicial é
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interpretada como sendo a quantidade do farmaco liberada (C()) no meio exterior,
no presente estudo representado pelo humor vitreo (Figura 32).

A fim de prever o tempo total de permanéncia da CsA na cavidade vitrea apos
completa liberacdo do farmaco da matriz polimérica, um novo valor tedrico de K e
ty» foi determinado. Para tanto, foram considerados como (C() 353 pg de CsA +
0,03 (n = 32 implantes) e como tempo as dezessete semanas (0 periodo total
necessario para liberacdo da CsA). O tempo de meia vida encontrado foi de 69,3
dias, sendo assim necessarios dezessete semanas para completa eliminacdo da
quantidade total de CsA presente nos implantes avaliados. O resultado €
semelhante aquele previsto pela analise do perfil e liberacdo in vivo (Figura 28) e
aquele obtido pela avaliacdo do perfil de eliminacdo (Tabela 8). E importante
ressaltar que esse resultado € um valor estimado ja que ndo é conhecido
experimentalmente o perfil de liberacdo da CsA apds oito semanas de estudo.

A determinacdo do mecanismo de liberacdo da CsA a partir da matriz
polimérica e a definicdo do perfil de eliminacdo do farmaco presente no vitreo
permitem definir os fatores que determinam os dezessete semanas de permanéncia
da CsA na cavidade vitrea. Acredita-se que esse periodo € dependente tanto das
caracteristicas intrinsecas da matriz polimérica do implante quanto do mecanismo
fisiologico de eliminacdo do farmaco. Prop8e-se que no primeiro momento, a CsA
difunde pela matriz polimérica intumescida e ndo erodida através dos poros
originados pela 4gua e sais minerais presentes no vitreo. A molécula do farmaco ali
presente € entdo eliminada em uma taxa constante pelo humor aquoso e pela
barreira hematorretiniana. Proximo as dezessete semanas de liberacdo, toda a CsA
presente no implante tera sido liberada e eliminada.

O perfil farmacocinético determinado neste trabalho foi desenvolvimento
utilizando animais sadios com olhos normais. Para tanto, novos estudos devem ser
realizados a fim de determinar o perfil farmacocinético em olhos de coelhos
inflamados.

Frente ao exposto, pode-se afirmar que a CsA disponibilizada a partir do
implante avaliado permanece no vitreo por aproximadamente dezessete semanas,
resultado que viabiliza a utilizacdo desse sistema no tratamento da uveite posterior

resistente a terapia com corticoides.
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A fim de assegurar a possibilidade de utilizacdo futura do sistema, a etapa
seguinte desse trabalho consistiu em avaliar a seguranca da utilizagao do implante
intraocular por meio dos estudos de biocompatibilidade e toxicidade in vivo.

5.4 Avaliagcdo da segurancga da utilizacao do implante intraocular em olhos de

coelhos

A viabilidade da utilizacdo do implante intraocular foi investigada por meio de
estudos preé-clinicos, da avaliacao histopatologica e da funcao retiniana nos olhos de

coelhos.

5.4.1 Estudos preé-clinicos: exame biomicroscépico

O sucesso na insercao dos implantes na cavidade vitrea foi comprovado por
meio da avaliacdo clinica dos olhos dos animais durante e apds oito semanas de
estudo. Os olhos dos coelhos contendo o implante com e sem farmaco
apresentaram semelhantes resultados quando comparados aos olhos utilizados
como controle e nenhuma alteragdo na biomicroscopia foi observada (Figura 36).

Figura 36 - Fotografia do implante devidamente inserido na cavidade vitrea no olho do coelho.
Observa-se a auséncia aparente de danos a estrutura ocular.

Nesse estudo foi possivel observar que o0s implantes se encontraram
suspensos na porcdo anterior do humor vitreo proximo ao local de insercéo, o que

comprova a sua pequena mobilidade na cavidade vitrea. Os tecidos da cérnea e
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conjuntiva se apresentaram normais e transparentes. N&o foram detectados
processos inflamatérios uma vez que células nas cameras anterior e posterior nao
foram observadas. Além disso, a pressao intraocular (PIO) foi estavel durante todo o
estudo. Finalmente, a anéalise de fundo de olho mostrou auséncia de opacidade

vitrea, deslocamento da retina, dilatagdo dos vasos retinianos e neovascularizagao.

5.4.2 Avaliacdo do efeito toéxico da CsA na estrutura da retina: estudo

histopatoldgico

A auséncia da toxicidade relatada ao uso do implante observada durante os
estudos pré-clinicos foi confirmada pela avaliagdo da estrutura e da organizacéo do

tecido da retina apds oito semanas de estudo (Figura 37).

EPR Coroide

EPR Coroide EPR Coroide

Figura 37 - Andlise histopatoldgica da retina e coroide de olho de coelho oito semanas apds a
implantac&o do implante polimérico com (b) e sem a CsA. (c) e o controle (a). Aumento de 20X.

A morfologia normal da retina foi preservada nos olhos dos coelhos que
receberam os implantes intraoculares contendo ou ndo o farmaco. A organizacao
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das camadas da retina é semelhante a observada nos olhos que ndo receberam o
sistema (controle). Adicionalmente, nao foi observado nenhum sinal de necrose,

fibrose ou infiltracdo de células inflamatorias neste tecido.

5.4.3 Avaliacédo do efeito toxico da CsA na funcao retiniana por ERG

Independente da via de administracdo ou da forma farmacéutica, o efeito
toxico de diferentes farmacos nos tecidos oculares, em especial as células neuronais
da retina, é de conhecimento cientifico e extensamente relatado em diversos
trabalhos na literatura (Yasukama et al., 2001; Thaler et al., 2008; Messias et al.,
2008). Alteracbes nas amplitudes das ondas A e B sdo comumente detectadas pelo
eletrorretinograma (ERG) no escotépico (adaptacdo ao escuro) mesmo hao
observado nenhuma toxicidade celular ou efeito na organizacdo dos tecidos
intraoculares quando o ganciclovir (Yasukama et al., 2001), betametasona (Kato et
al., 2004), rodamina 6G (Thaler et al.,, 2008), fluoroquinolona e pradofloxania
(Messias et al., 2008) e ciclosporina A (Pearson et al., 1996; Jaffe et al., 1998; Gilger
et al., 2000; Dong et al., 2006) séo disponibilizados na cavidade vitrea. No caso da
CsA, se encontra na literatura a descricao de alteracbes da amplitude das ondas B,
inconveniente que pode estar relacionado com a quantidade de farmaco presente no
vitreo e que a retirada do sistema é capaz de reverter este quadro (Jaffe et al., 1998;
Dong et al., 2006; Pearson et al., 1996). A fim de detectar se a quantidade de
farmaco liberada no vitreo é capaz de interferir no processo de foto-transducéo, a
funcdo retiniana foi avaliada pela técnica de ERG no escotopico ao determinar a
amplitude das ondas A e B originadas ap6s o estimulo elétrico externo nos olhos
controle e naqueles que receberam o implante contendo ou ndo o farmaco (Figura
38).
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FIGURA 38 - Exemplos de respostas obtidas do ERG na luminancia de 30 CD.s/m? apos adaptacdo
no escuro. (a) olhos esquerdos (OE) de coelhos que receberam o implante sem CsA (b) OE de
coelhos que receberam o implante e farmaco. (c) olhos direitos (OD) que nao receberam o sistema
(controle). (d) esquema descrevendo a diminuicdo da amplitude da onda B nos olhos contendo o
implante e CsA.

Os resultados do ERG encontrados apés oito semanas de estudo mostraram
sinais de toxicidade retiniana e a CsA foi considerada a responsavel por essa
alteracdo. Em relacdo ao olho controle (Figura 38c), as amplitudes das ondas A e B
permaneceram normais nos olhos que receberam apenas a matriz polimérica (Figura
38a) e a reducao na amplitude da onda B a valores negativos foi apenas observada
naqueles que receberam o implante contendo a CsA (Figura 38b). Esta alteracao
esta relacionada com a modificacdo na via dos bastonetes responsavel pela
transmissdo de impulsos elétricos as células bipolares e pela capacidade de
formacédo de imagens em ambientes com pouca iluminacdo (penumbra).

Uma vez que o implante foi inserido via regido da pars plana, sugere-se que a

retina periférica foi a mais afetada pelo farmaco ja que o sistema se encontra
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suspenso no vitreo proximo ao local de insercdo, ndo tendo contato direto com a
retina posterior.

A ocorréncia da toxicidade funcional observada pela alteracdo da amplitude
da onda B é atribuida a concentracdo de CsA presente na cavidade vitrea no
periodo avaliado. Como descrito na Tabela 8, item 5.3, a concentragdo de farmaco
no vitreo é de aproximadamente 54 pg/mL (140 pg de farmaco em 2,4 mL de vitreo),
valor nove vezes superior a concentragdo maxima nao toxica descrita na literatura
(Pearson et al., 1996; Jaffe et al., 1998; Dong; Hare., 2000).

E possivel que essa alteracdo na funcdo retiniana possa ser revertida apos
alguns dias da total eliminagdo da CsA presente na cavidade vitrea. Essa hipotese
pode ser afirmada a partir da observacao do reestabelecimento da amplitude normal
das ondas B em olhos de coelhos que receberam injecéo intraocular de 35 ug de
CsA (Sandimmun Neoral®, 100 mg/mL, solucdo oral), dose trinta e cinco vezes
maior que a encontrada na cavidade vitrea a partir quando administracao da dose
maxima do farmaco (Lafferty e Hodgkin, 1983; BenEzra et al., 1990), resultados

apresentados na Figura 39.
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FIGURA 39 - Avaliacéo do periodo de reestabelecimento da normalidade da amplitude de onda B
quando 35 pg de CsA sao injetados na cavidade vitrea. (*) diferenca estatistica obtida pelo método
paramétrico One-way ANOVA seguido do pds-teste Tukey (p < 0,5).



Resultados e Discussao 133

Na Figura 39 se observa uma supresséo significativa da amplitude da onda B
apenas nos primeiros sete dias de estudo. Nas semanas seguintes, a supressao é
revertida de forma gradativa até total reestabelecimento da amplitude da onda B que
ocorreu em quatorze dias. Acredita-se que a sua completa reversdo aconteceu
aproximadamente dezessete dias apés a total eliminacdo do farmaco, ja que séo
necessarios onze dias completos para total eliminacdo de 35 pg de CsA do vitreo
(taxa de eliminacdo da CsA de 3 pg/dia, item 5.3). Portanto, sugere-se que, para o
implante avaliado nesse trabalho, a amplitude da onda B sera também normalizada
dezessete dias apos total eliminagéo da CsA.

Nessa etapa do estudo, a seguranca da utilizacdo do sistema no estudo in
vivo foi avaliada. A biocompatibilidade do sistema foi confirmada por meio da
realizacdo de exames clinicos e do estudo histopatolégico do tecido da retina. O
exame realizado no microscopio de luz evidenciou a integridade dos constituintes
interno do bulbo do olho e auséncia de qualquer manifestacdo inflamatéria. Ja a
analise histopatologica confirmou a manutencdo da estrutura e organizacdo do
tecido da retina quando o sistema se encontra suspenso no vitreo viscoso. E
importante ressaltar que o estudo envolveu animais sadios com olhos normais, para
que possiveis efeitos adversos encontrados fossem unicamente relacionados ao
sistema e nado a possivel inflamacao intraocular desencadeada ao longo do estudo.

Quanto a toxicidade intraocular, foi observada por estudos de ERG certa
supresséo da amplitude da onda B nos olhos dos animais que receberam o implante
contendo CsA. Essa interferéncia na funcgao retiniana foi atribuida exclusivamente a
guantidade de CsA presente no vitreo nas oito semanas de estudo. A toxicidade
observada foi classificada como transitéria ao verificar o reestabelecimento da
amplitude da onda B quando a CsA foi injetada diretamente na cavidade vitrea em
quantidade superior no implante. A fim de investigar o efeito da toxicidade no
mecanismo de formacdo da visdo noturna, novos estudos sdo necessarios para
determinar se essa supressao compromete, de forma significativa, na adequada
formacao da visdo noturna.

Em resumo, a parte experimental deste trabalho permitiu: 1) validar a
metodologia adotada para quantificacdo da CsA presente no vitreo, 2) sugerir um

mecanismo de liberacdo do farmaco a partir do implante biodegradavel
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desenvolvido, 3) determinar a quantidade de farmaco disponibilizado e estimar o
tempo de permanéncia da CsA no vitreo, 4) comprovar a biocompatibilidade in vivo
do sistema e 5) sugerir que a alteracdo na funcao retiniana de coelhos, observada
com o uso do implante é transitéria.

Os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que o implante desenvolvido
por Saliba e colaboradores (2008, vide anexo) pode ser viavel para o tratamento da
uveite posterior resistente a terapia com corticoides quanto a disponibilizacdo da
CsA na cavidade vitrea. Foi possivel prever que o farmaco foi inicialmente liberado
em quantidade suficiente para reverter a inflamacéo intraocular e permaneceu no
vitreo por dezessete meses, periodo superior ao descrito na literatura (Dong et al.,
2006). Ainda, a quantidade de farmaco liberada e eliminada é consideravelmente
menor que aquela distribuida no organismo quando esse € administrado por via oral
ou sistémica (Donnenfeld et al., 2009). Em adicdo, o trabalho mostrou a
possibilidade de quantificacdo da CsA no vitreo pelo método analitico CLAE/EM.

Quanto aos estudos de biocompatibilidade e toxicidade in vivo foi possivel
mostrar que nenhuma alteracdo nos olhos dos animais que receberam os implantes
ocorreu, mas que certo comprometimento na funcéo retiniana foi detectado. No
entanto, esse sinal de toxicidade pode ser revertido alguns dias apo6s a total

eliminacéo do farmaco.
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6 CONCLUSAO

Este estudo permitiu avaliar a seguranca e a viabilidade da utilizacdo do
implante biodegradavel constituido de PLGA e CsA quanto a disponibilizacdo do
farmaco no humor vitreo visando o futuro tratamento de uveite posterior resistente a
terapia com corticoides.

Como perspectiva desse trabalho, propde-se a realizacdo de novos estudos
objetivando a determinacao da influéncia da etapa terciaria na liberacdo da CsA em
olhos de coelhos sadios, a elucidacdo do impacto da toxicidade desse sistema no
mecanismo de formacgdo da visdo noturna bem como obter e avaliar sistemas com
menores quantidades do farmaco a fim de reverter a alteracdo do perfil do ERG
observada. Adicionalmente, para comprovar in vivo a eficacia terapéutica do
sistema, novas pesquisas devem ser realizadas empregando-se modelos

experimentais de inflamagé&o ocular.
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