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RESUMO

O tratamento de doencas que atingem o segmento posterior do olho é limitado pela
dificuldade no transporte de doses eficazes de farmacos para o vitreo, retina e cordide
Injecdes intravitreas vém sendo utilizadas para transportar farmacos para o segmentc
posterior do olho, mas é uma técnica invasiva e apresenta riscos de infeccdes oculares
e danos aos tecidos. Visando a obtencdo de niveis terapéuticos adequados de
farmacos no segmento posterior do olho por longos periodos, sistemas poliméricos de
liberagdo prolongada implantados diretamente no vitreo estdo sendo investigados pare
o tratamento de varias doencas vitreo-retinianas. Tais sistemas eliminam ¢
necessidade de aplicacoes repetidas, visto que o farmaco é liberado por um periodo de
tempo maior, apresentando assim uma enorme vantagem em relacdo as injecdes
Neste trabalho, foi sintetizada uma dispersdo aquosa de poliuretano biodegradavel, e c
bevacizumabe foi incorporado a ela. A partir desta incorporagao, implantes constituidos
de poliuretano e bevacizumabe foram desenvolvidos e avaliados como dispositivos
intraoculares de liberagcdo controlada do farmaco, destinados ao tratamento de
Retinopatia Diabética proliferativa e Degeneracdo Macular Relacionada a ldade. Estes
implantes foram caracterizados por FTIR, DRX e Analise Térmica, e também forarr
submetidos ao estudo de liberacdo in vitro do bevacizumabe. O farmaco fo
quantificado por método analitico desenvolvido e validado previamente. As diferentes
técnicas de caracterizacdo revelaram que o bevacizumabe interagiu com o poliuretanc
apos dispersao na matriz polimérica. Esta interagédo foi confirmada também pelo estudc
de liberacao in vitro, uma vez que ndo foram detectados picos referentes ao farmacc
durante o estudo. Portanto, o poliuretano utilizado no presente trabalho nao apresentou

viabilidade para ser utilizado em sistemas de liberacédo prolongada do bevacizumabe.

Palavras-chaves: Poliuretano, bevacizumabe, implantes intraoculares, liberacéo

prolongada de farmacos, segmento posterior do olho
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ABSTRACT

The treatment of diseases of the posterior segment of the eye is limited by the difficulty
in delivering effective doses of the drug to the vitreous, retina and choroid. Intravitrea
injections have been used to deliver drugs to the posterior segment of the eye, but it is
an invasive technique and shows risk of infections and damages in ocular tissues
Aiming to reach adequate therapeutic range of the drugs in the posterior segment of the
eye for long periods, controlled drug release polymeric systems implanted directly in the
vitreous have been investigated for the treatment of several ocular diseases. Suck
systems eliminate the need for repeated applications, since the drug is released over ¢
period of time, thus presenting a huge advantage over injections. In this study, ¢
biodegradable aqueous dispersion of polyurethane was synthesized, and bevacizumakt
was incorporated to it. From this incorporation, implants made of polyurethane anc
bevacizumab were developed and evaluated as intraocular devices for controlled drug
delivery for the treatment of proliferative diabetic retinopathy and age-related maculal
degeneration. These implants were characterized by FTIR, XRD and thermal analysis
and also submitted to in vitro drug release study. The drug was quantified by the
analytical method previously developed and validated. Different characterizatior
techniques revealed that bevacizumab interacted with polyurethane when dispersed ir
the polymer matrix. This interaction was further confirmed by in vitro release study.
since no peaks concerning to the drug were detected during the study. Therefore, the
polyurethane used in this work showed no viability for use in delivery systems for
prolonged bevacizumab.

Keywords: Polyurethane, bevacizumab, intraocular implants, controlled drug release,
posterior segment of the eye
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1 INTRODUCAO

A retinopatia diabética proliferativa (PDR, proliferative diabetic retinopathy) e a
degeneracdo macular relacionada a idade (AMD, age-related macular degeneration
sao responsaveis pela maioria dos casos de cegueira adquirida no mundo inteiro. Tais
doencas acometem o segmento posterior do olho, cujo tratamento € limitado devido &
presenca de barreiras naturais do olho, constituidas pela cérnea, conjuntiva e sisteme
hematorretiniano. Essas barreiras dificultam o transporte de doses efetivas de farmacc
para o interior do olho, e, havendo necessidade desse transporte, as formas

farmacéuticas oculares convencionais ndo sao eficientes.

A administracao tépica, na forma de solucées, suspensdes, géis e pomadas, apresenta
um efeito terapéutico praticamente insignificante nas estruturas posteriores do olho. Os
farmacos utilizados pela via sistémica também penetram muito pouco no olho e
algumas vezes, € necessario o tratamento prolongado com doses elevadas, por meic
de injecdes intravenosas, para manutencdo da concentracdo do farmaco no vitrec
dentro da faixa terapéutica, o que pode ocasionar sérios efeitos adversos. A
administracdo intravitrea € uma alternativa para que se atinja uma concentragao efetive
do farmaco nos tecidos oculares posteriores. Entretanto, sdo requeridas injecoes
repetidas nesse local, que podem resultar em inUmeras complicacdes e desconforto
para o paciente.

Dentre os farmacos utilizados no tratamento da PDR e da AMD destaca-se o
bevacizumabe, que apesar de ndo ter seu uso aprovado para essa finalidade, verr
sendo muito util na terapia das doencas oculares degenerativas, devido ao seL
mecanismo de acgdo. O tratamento com o farmaco em questdo é feito por meio de

injecbes intravitreas.



Uma forma de evitar os riscos relacionados a essas injecées é o desenvolvimento de
um sistema que permita a liberacdo gradual e em doses efetivas de farmaco no interiol
do olho. Diferentes sistemas de transporte de farmacos tém sido desenvolvidos pare
essa finalidade, dentre os quais destacam-se os implantes poliméricos, que podem ser

biodegradaveis ou nao.

O presente trabalho objetivou desenvolver um implante intraocular constituido por uma
matriz polimérica de poliuretano, um material biocompativel e biodegradavel, contendo

o farmaco bevacizumabe.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O bulbo do olho

O bulbo do olho é formado por estruturas que compdem os segmentos anterior e
posterior do olho. O segmento anterior € constituido pela conjuntiva, iris, cristalino
pupila, cérnea, humor aquoso e esclera, sendo que esta ultima circunda todo o bulbc
do olho. O segmento posterior compreende o corpo vitreo, a retina, cordide, 0 nervo
Optico e também a esclera (Ogura, 2001; Yasukawa, Ogura et al., 2004).

Além dessas estruturas, ha também os chamados anexos do bulbo do olho, os quais
sao constituidos pelas palpebras, conjuntiva e sistema nasolacrimal.

Neste trabalho sera considerado apenas o segmento posterior do bulbo do olho.

2.1.1 O segmento posterior do bulbo do olho

As estruturas que formam o segmento posterior do bulbo do olho estao representadas
na Figura 1.

A esclera (ou esclerética) € a camada mais externa do segmento posterior e também
estq presente no segmento anterior, e forma juntamente com a cérnea a camada
protetora e fibrosa do olho, porque se mantém estavel durante variacées da pressao

intraocular e movimentos do olho. As fibras do nervo Optico atravessam a esclera,



através de uma area posterior desta estrutura denominada lamina cribrosa (Watson e
Young, 2004).

ligamentos -

Figura 1 - Estruturas que compdem o bulbo do olho

A cor6ide é uma camada localizada entre a esclera e a retina, e se estende do corpo
ciliar ao nervo o6ptico. Ela € mais espessa na regidao posterior e se torna gradualmente
mais fina ao se aproximar da regido anterior. Encontra-se firmemente ligada a esclera
na regiao do nervo Optico, onde as artérias ciliares posteriores e 0os nervos ciliares
penetram no olho. A cordide prove nutrientes para as células da retina, uma vez que €
altamente vascularizada. A retina e a cordide sao separadas pela membrana de Bruch
(Colthurst, Williams et al., 2000; Lloyd, Faragher et al., 2001).

A retina (Figura 2) é a camada mais interna do segmento posterior do bulbo do olho, e
€ a estrutura ocular responséavel pela captacdo dos estimulos luminosos, por meio dos

fotorreceptores nela presentes, que sdo compostos pelos cones e bastonetes.

A camada externa da retina encontra-se em contato com a cordide, e a camada

interna, com o corpo vitreo.
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Figura 2 - Organizagéo da retina

O corpo vitreo, também denominado humor vitreo, é constituido de agua, colageno,

proteinas do plasma e acido hialurénico.

O corpo vitreo esta em contato direto com a retina, o corpo ciliar e a porgéo posterior
da lente, e é capaz de promover estabilidade aos componentes posteriores do olho.
atenuando o estresse que pode ser gerado a retina, devido aos subitos movimentos.
Esta observagao é justificavel quando se considera que a primeira etapa no processc
de descolamento de retina é sua separagdo do corpo vitreo (Lloyd, Faragher et al.,
2001).



2.2 Retinopatia Diabética proliferativa (PDR) e Degeneracao Macular
Relacionada a idade (AMD)

A PDR e a AMD estao entre as principais causas de cegueira irreversivel no nosso
meio, cuja perda visual é decorrente da neovascularizagao ocular. A neovascularizagac
ocorre em situacoes patolégicas como uma tentativa de reparacao de danos teciduais
por meio da formacédo local de novos vasos sanglineos (neoangiogénese) (Damico,
2007).

A AMD é a principal causa de cegueira nos pacientes com mais de 50 anos de idade
na maioria dos paises desenvolvidos (Farah, Oshima et al., 2001). Por sua vez, a PDF
afeta a metade dos pacientes diabéticos, sendo a principal causa de cegueira em
adultos portadores dessa doenca. S6 no Brasil, a prevaléncia do diabetes é de 12,1%
(Universo Visual, 2010).

2.2.1 Retin ia Diabéti

Atualmente, estima-se que 7 a 8% da populacdo mundial seja portadora de diabetes
mellitus (DM). A prevaléncia no Brasil € comparavel a dos paises mais desenvolvidos
onde o Diabetes Melittus (DM) é considerado um dos maiores problemas de saude
publica. No nosso pais, situa-se entre as 10 maiores causas de mortalidade (Malerbi ¢
Franco, 1992). Entretanto, € na sua morbidade que se concentra 0 maior impactc
socio-econdmico. Os resultados do Diabetes Control and Complication Trial (DCCT
comprovaram que a hiperglicemia cronica é o fator causal mais importante para ¢
desenvolvimento da microangiopatia, que acomete em particular rins e olhos (Alder, St
et al., 1997). A Retinopatia Diabética é a complicacdo vascular mais especifica, tantc
do DM tipo 1 quanto do tipo 2, e quando resulta em cegueira é considerada uma das
complicagbes mais tragicas. Seu diagnostico geralmente € feito por meio de
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angiografias com fluoresceina. Um exemplo de angiografia mostrando um fundo de

olho normal € mostrado na Figura 3.

Figura 3 - O fundo de olho normal

Quase 100% dos individuos com DM1 ira progredir para alguma forma de retinopatia
apds 15 anos de doencga, sendo que, destes, aproximadamente 60% ird desenvolver ¢
forma mais grave que é a proliferativa. Este estagio é caracterizado pela formacao de
novos vasos (angiogénese) na retina que crescem em diregéo a interface vitrea. Esses
vasos possuem paredes mais finas que o0s vasos normais, e, portanto, sdo mais
suscetiveis a ruptura, causando extravasamento de sangue no humor vitreo. Esse
situacao pode evoluir para a perda irreversivel da acuidade visual, principalmente ernr
decorréncia de glaucoma neovascular, hemorragia vitrea (Figura 4a) e descolamentc
tracional da retina (Figura 4b) (Alder, Su et al., 1997; Bosco, Lerario et al., 2005). C
descolamento tracional da retina ocorre em consequéncia do crescimento de tecidc
fibroso (Figura 4c) durante a cicatrizacdo da hemorragia . Essa cicatriz fibrosa pode se
contrair, causando assim o descolamento da retina por tragdo. Ja o glaucome
neovascular é consequéncia da neovascularizacdo da iris, condicdo denominade
rubeosis iridis (figura 5). Os novos vasos interrompem o fluxo normal de humor aquoso,

0 que causa aumento da pressao intraocular.



Figura 4 - Angiografias mostrando hemorragia vitrea (a), descolamento tracional da retina (b) e

tecido fibrovascular (c)

Figura 5 - Rubeosis iridis

2.2.2 Degeneracao Macular Relacionada a Idade

A Degeneracdo Macular Relacionada a Idade é uma das principais causas de perda
visual na terceira idade. Os fatores de risco estabelecidos para a doencga sao: idade
avancada, etnia caucasiana, fumo, e hipertensdo arterial sistémica. A forme
neovascular (ou exsudativa) da AMD é a mais grave e caracteriza-se pelo crescimentc
anormal de vasos sangliineos no espacgo sub-retiniano, especificamente sob o tecidc
da cordide, formando a denominada membrana neovascular sub-retiniana (MNSR). A
MNSR estende-se anteriormente através de um defeito na membrana de Bruch para ¢
espaco abaixo do epitélio pigmentar da retina (EPR), e/ou da retina neurosensorial,
levando ao acumulo de liquido (sangue ou lipideos) no espaco sub-retiniano. Estes
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efeitos secundarios da MNSR, adicionados a presenca de um tecido cicatricial ou
fibroso, ocasiona a perda da visdo central (Rodrigues, Rossi et al., 2006).

2.3 Angiogénese

A teoria de que a formagdo de vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes
(angiogénese) € essencial para o crescimento e desenvolvimento dos tumores, surgit
por volta de 1939, quando Ide e colaboradores (1939) postularam a existéncia de vasos
sanguineos derivados de tumores, que serviriam para suprir as necessidades

nutricionais dos mesmos.

Em 1968, experimentos realizados por Greenblatt & Shubi e Ehrmann & Knoth
demonstraram que a angiogénese poderia ser mediada por proteinas ou fatores
estimuladores do crescimento vascular liberados pelas células tumorais. Ja no principic
da década de setenta, Folkman (1971) demonstrou a importante participacdo da

microcirculag&do no processo do crescimento tumoral.

A angiogénese ocorre naturalmente no organismo durante o desenvolvimento
embrionario, ciclo reprodutivo da mulher e em resposta a cicatrizacdo de ferimentos
para a restauracao do fluxo sanglineo nos tecidos lesados. Em condigdes normais, ¢
organismo € capaz de manter o equilibrio entre os mediadores angiogénicos e anti-
angiogénicos. Nas situacbes em que o organismo perde a capacidade de modular ¢
angiogénese, surgem as doencas relacionadas a essa perda (Polverini, 2002; Tonini,
Rossi et al., 2003).

A angiogénese insuficiente ocorre em doengas como cicatrizacdo retardada de
ferimentos, doencas das artérias coronarias e derrame cerebral. Quando a

angiogénese € excessiva, doengas como cancer, aterosclerose, inflamagdes crénicas,



retinopatia diabética, psoriase, endometriose e adiposidades podem surgir (Griffioen e
Molema, 2000).

Um dos fatores de crescimento mais bem estudados e um dos mais potentes fatores
pro-angiogénicos é o VEGF (Vascular endotelial growth factor, fator de crescimento de
endotélio vascular), descoberto por Dorak e colegas em meados dos anos 80 (Senger,
Galli et al., 1983).

2.3.1 VEGF

O VEGF é um dos principais alvos para o desenvolvimento de terapias anti-
angiogénicas devido as suas caracteristicas, como exemplo: posicdo estratégica dc
VEGF na regulacdo da angiogénese tumoral, servindo como ponto de integracao de
uma grande variedade de sinais reguladores positivos e negativos que resultam err
estimulacdo das células endoteliais; e promocédo da angiogénese pela acao direta dc
VEGF sobre as células endoteliais. Além disso, 0 VEGF pode induzir a expressao de
proteases e receptores importantes na invasdo celular e no remodelamento
prevenindo, com isso, a apoptose (Griffioen e Molema, 2000). Em contraste com
farmacos que inibem a angiogénese indiretamente, por meio da inibicdo de fatores
angiogénicos derivados dos tumores, farmacos que atuam na inibicdo da sinalizacac
mediada pelo VEGF sao menos susceptiveis a resisténcia por parte de linhagens
celulares mutantes (Pandya, Dhalla et al., 2006).

A familia VEGF inclui o VEGF-A, -B, -C, -D, -E e o fator de crescimento placentario
(Rodrigues, Farah et al, 2009). Por meio de “splicing alternativo” podem ser
encontradas as seguintes isoformas do VEGF: com 121, 145, 148, 162, 165, 165b, 183,
189 e 206 aminoacidos, sendo as isoformas mais comumente encontradas aquelas
contendo 121 e 165 aminoacidos (Matsumoto e Claesson-Welsh, 2001; Cross, Dixelius
et al., 2003; Eubank, Galloway et al., 2003).
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Os receptores de VEGF (VEGFR) sdo expressos em células endoteliais de adultos e
na maioria das células durante a embriogénese. Os VEGFRs ndo agem sozinhos, mas
acoplados a proteinas acessorias e co-receptores para regularem a sinalizacao. Estas
proteinas acessorias incluem as caderinas, integrinas, neuropilinas, heparina €
proteoglicanas de sulfato de heparana (Matsumoto e Claesson-Welsh, 2001). Ne
angiogénese anormal, o VEGF-A € a isoforma mais relacionada com os efeitos
patoldgicos sobre as células endoteliais e o VEGFR-2 € o seu principal mediador
(Cross, Dixelius et al., 2003; Rodrigues, Farah et al., 2009).

2.3.2 Mecanismo patoldgico da neovascularizaciao relacionada as doencas

7

oftalmicas

O mecanismo de neovascularizagdo sub-retiniana mais aceito esta descrito e ilustrado

a sequir:

WEETED S
.

Fotorreceptores

Figura 6 - Mecanismo de neovascularizagdo sub-retiniana

O envelhecimento causa alteracdées no epitélio pigmentar da retina (EPR), que perde
parte da capacidade de degradar metabdlitos do processo visual que ocorre nos
fotorreceptores, levando ao acumulo de lipidios na membrana de Bruch (Holz
Sheraidah et al., 1994), tornando-a mais espessa e diminuindo a capacidade de difusac
do oxigénio (Bird, 2003). Além disso, a demanda de oxigénio na macula, a presenca de

acidos graxos e a exposi¢cao continua a luz visivel oxidam diversas moléculas do EPR,
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o que leva a formagdo e acumulo de lipofuscina na regido macular. Com isso, as
células do EPR, que eram bem vascularizadas devido a producédo de VEGF local, témr
sua vascularizacdo comprometida, resultando em hip6xia dos fotorreceptores e atrofic
da coriocapilar (Ramrattan, Van Der Schaft et al., 1994). Em resposta a hipdxia, ha ¢
inducdo da liberacao de VEGF pelas células do EPR (Blaauwgeers, Holtkamp et al.,
1999).

A presenca dos metdbdlitos e da lipofuscina causa inflamagao cronica da macula,
condicdo que leva a ativagdo do sistema complemento e migracdo de células
inflamatérias para o espago sub-retiniano (exsudato), causando destruicao focal de
membrana de Bruch (Johnson, Leitner et al., 2001). Finalmente, a liberacdo excessive
de VEGF associada aos danos na membrana de Bruch leva a formagdo de novos
vasos e a formacao de cicatriz fibrosa macular com perda acentuada da visdo (Damico,
2007). O VEGF induz a mitose nas células endoteliais, ao mesmo tempo em que ha
liberacdo de enzimas que digerem a membrana basal, permitindo assim o
entroncamento dos vasos sanguineos, formando os neovasos (Figura 7).

Célulasvermelhas do sangue

iy |

Fibroblastos 4
‘::',’_J f J&'

Angiogénese

Figura 7 - Processo de angiogénese
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2.4 Terapia Anti-angiogénica e Inibidores da angiogénese

Na busca das substancias que poderiam atuar na terapia pré e anti-angiogénica, a
primeira molécula isolada e identificada como angiogénica foi descrita em 1984 (Shing
Folkman et al., 1984), e a primeira que exibiu efeitos inibitérios sobre o crescimentc
celular, com especificidade para as células endoteliais foi o o-cloroacetilcarbamoi
fumagillol ou AGM-1470/TNP-470, um analogo do antibiético fumagillin, cujc
mecanismo de acado € impedir que as células endoteliais entrem na fase G do ciclo
celular, resultando numa diminuigdo da proliferacao (Ingber, 1990; Rosen, 2000).

Atualmente existem muitas classes de substincias que atuam bloqueando diferentes
etapas que envolvem a angiogénese: inibicado de determinados fatores de crescimentc
como o VEGF, a interrupcdo da sinalizacdo via bloqueio das tirosinas-quinases dc
receptor do VEGF (VEGFR), bloqueio de enzimas que degradam a membranc
extracelular (MEC) ou a utilizacdo de inibidores endégenos (Sivakumar, Harry et al.,
2004). Estao disponiveis substancias inibidoras de metaloproteases (MMPs) da MEC
tais como o Marimastat, o Prinomastat, BMS275291, BAY12-9566 e o Neovastat
farmacos similares aos inibidores endoégenos da angiogénese como a Endostatina
Angiostatina, os Interferons, e as substancias que blogueiam a sinalizagao das células
endoteliais via VEGF e seu receptor VEGFR: SU5416, SU6668, ZD6474, CP-547, CP-
632, ZD4190, BAY 43-9006, SU11248, PTK787/ZK222584 e o rhuMAb VEGF
(Bevacizumabe) (Rosen, 2000; Castro Junior, Puglisi et al., 2006).

A utilizacao de inibidores da angiogénese nao se restringe apenas ao tratamento das
neoplasias. Muitos desses inibidores estdo sendo utilizados no tratamento de doencas
decorrentes da angiogénese excessiva e da neovascularizacao, tais como psoriase
artrite  reumatdide, doenca de Crohn, neovascularizacdo de cordide, retinopatia
diabética, etc (Carmeliet e Jain, 2000; Cao, 2001).
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Lai e colaboradores (2001) demonstraram que a injecao subretiniana contendo adeno
virus, o qual expressa angiostatina, reduz significantemente a neovascularizagdo da

cordide sem induzir a apoptose ou inflamacgao no local da aplicacao.

Krzystolik e colaboradores (2002) relataram que a utilizacdo de injecao intravitreal de
fragmento do anticorpo anti-VEGF (rhu-FAB) preveniu a neovascularizacao de coréide

em modelo experimental em macacos.

2.4.1 Bevacizum

O bevacizumabe é um anticorpo monoclonal humanizado, produzido por tecnologia de
DNA recombinante em um sistema de expressdo em célula de mamifero, de ovario de
Hamster Chinés, em um meio nutriente contendo o antibidético gentamicina e ¢
purificado por um processo que inclui a inativagdo viral especifica e etapas de
remocao. Esse anticorpo é constituido por 214 aminoacidos e tem um massa molecular

de aproximadamente 149kDa (Food & Drug Administration, 2004).

O bevacizumabe foi aprovado pelo FDA em fevereiro de 2004 e em janeiro de 2005
pela EMEA (European Agency for the Evaluation of Medicinal Products). Em estudo de
fase Ill, envolvendo casos de cancer colorretal metastatizado, os resultados forarr
promissores: a quimioterapia de primeira linha (irinotecan, 5-fluorouracil e leucovorin’
associada ao bevacizumabe mostrou ser capaz de prolongar significantemente o tempc
de progressao dos tumores e aumentar a sobrevida do paciente, em comparagdo com

a quimioterapia sem associagdes (Hurwitz, Fehrenbacher et al., 2004).
A adicao de bevacizumabe a carboplatina e ao paclitaxel aumentou significativamente

a sobrevida de pacientes com cancer metastatico do pulméao (Johnson, Fehrenbacher
et al., 2004; Ferrara, Hillan et al., 2005).
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O bevacizumabe liga-se ao VEGF, inibindo desta forma sua ligagdo aos seus
receptores, Flt-1 (VEGFR-1), KDR (VEGFR-2) e Flt-4 (VEGFR-3) na superficie das
células endoteliais. A neutralizagdo da atividade biologica do VEGF diminui a
vascularizacdo, o que, no caso de tumores, causa a diminuicdo ou supressao do

crescimento (Rodrigues, Farah et al., 2009).

Além da aplicagdo do bevacizumabe no tratamento de varios tipos de cancer, devido
ao seu efeito inibidor da angiogénese, o farmaco vem sendo utilizado também enr
doencas degenerativas oftalmolégicas decorrentes da angiogénese excessiva, tais
como a Neovascularizacao Coroidal (CNV, choroidal neovascularization), a Retinopatie
Diabética Proliferativa e a Degeneracao Macular Relacionada a Idade (Pandya, Dhalle
et al., 2006). Tanto o bevacizumabe como o seu derivado, 0 ranibizumabe, tém sidc
empregados no tratamento de tais doencas por meio de injecdes intravitreais
(Rosenfeld, Moshfeghi et al.,, 2005; Bashshur, Bazarbachi et al, 2006; Rodrigues,
Farah et al., 2009).

A meia-vida bioldgica do bevacizumabe, quando administrado por via endovenosa é
cerca de 12-14 dias. Entretanto, a meia vida do farmaco no corpo vitreo ainda nao fo
determinada (Bakri, Cameron et al., 2006). A frequéncia das administragdes
intravitreais de bevacizumabe para o tratamento de doencas do segmento posterior do
olho também néo foi adequadamente estabelecida (Oshima, Sakaguchi et al., 2006).

Estudos anteriores mostraram a correlacao existente entre a neovascularizagdo que
ocorre durante as doencgas oftalmicas, e a presenca de isquemia ocular, que estimule
de maneira continua a produgdo de VEGF, molécula-chave no desenvolvimento de
neovascularizacao (Adamis, Miller et al., 1994; Aiello, Avery et al., 1994; Carmeliet e
Jain, 2000).
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2.5 Tratamento da PDR e da AMD com bevacizumabe

Nguyen e colaboradores (2001) demonstraram que a utilizagdo sistémica de
bevacizumabe suprimiu a CNV decorrente de miopia em dois pacientes que até entdo

mostraram-se refratarios quando submetidos a outros tratamentos.

Rosenfeld e colaboradores (2005) mostraram que, para o tratamento da AMD, a
aplicacédo intravitreal de bevacizumabe restabeleceu a acuidade visual e a aparéncic
normal do contorno da macula em quatro semanas. Além disso, o custo da aplicagac
intravitreal € significantemente menor: para a aplicacao intravitreal de bevacizumabe ¢
dose é cerca de quatrocentas vezes menor do que a dose utilizada por via

endovenosa.

Bakri e colaboradores (2006) demonstraram que a aplicacdo intravitreal de
bevacizumabe em coelhos ndo causou atrofia celular nem evidéncias histoldgicas de

toxicidade para a retina ou para o nervo éptico.

Avery e colaboradores (2006) utilizaram o bevacizumabe por meio de injecéao
intravitreal (1,25 mg) em pacientes com AMD e verificaram que houve diminui¢ao
significativa do edema da retina, do fluido subretiniano e do descolamento do epitélio
pigmentar da retina (EPR).

A neovascularizacao da iris (INV) e o subsequente desenvolvimento de glaucoma
neovascular sdo sérias consequéncias para pacientes com PDR (Oshima, Sakaguchi e
al., 2006). Oshima e colaboradores (2006), e Grisanti e colaboradores (2006).
demonstraram que a aplicacao intravitreal de bevacizumabe induz a regressao da INV

em pacientes com PDR.
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2.6 Limitacoes no tratamento das doencas que acometem o segmento
posterior do olho

Como dito anteriormente, as doencas do segmento posterior do bulbo do olho sao
responsaveis pela maioria dos casos de cegueira irreversivel no mundo inteiro. A
eficacia do tratamento depende, basicamente, do sucesso no transporte de doses
efetivas de agentes farmacoldgicos diretamente para os locais a serem tratados
(Geroski e Edelhauser, 2001).

A baixa penetracdo dos farmacos no interior do olho limita o nUmero de medicamentos
indicados para uso em oftalmologia e exige cuidado com aqueles disponiveis devido ¢
possiveis ocorréncias de efeitos adversos. A administracdo de farmacos para c
tratamento de doencas oculares deve ser feita, preferencialmente, por meio de vias que
atinjam o tecido local, visando reduzir a ocorréncia de efeitos indesejaveis e a absorgac
sistémica (Ogura, 2001). O tratamento de doencas do segmento posterior do olho é
limitado devido a dificuldade de acesso aos tecidos dessa regido; a obtencéo de niveis
terapéuticos desejaveis, por meio das vias convencionais de administragdo, ¢
praticamente impossivel. A barreira hemato-ocular atua como um mecanismo protetor

contra substancias exdgenas, que incluem os farmacos.

A administracdo de uma preparacao pela via ocular tépica, por meio de colirios, é a
mais utilizada em oftalmologia, principalmente quando a doengca acomete o segmentc
anterior do olho. Esta via apresenta maior facilidade de aplicacdo e comodidade para ¢
paciente (Urtti e Salminen, 1993). Entretanto, para o tratamento das doencas que
atingem os tecidos intraoculares, as preparagcdes topicas sao ineficazes, devido &
fatores biolégicos que protegem o olho e, consequentemente, limitam a entrada dos
farmacos (Davies, 2000). Tais fatores incluem a impermeabilidade relativa do epitélic
da cérnea, a dinamica lacrimal, a drenagem nasolacrimal e a eficiente barreira hemato-

ocular (Ding, 1998). Estima-se que menos de 5% da dose administrada pela via topica
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€ absorvida e atinge os tecidos intraoculares, o que inviabiliza a utilizagao desta via no

tratamento de doencas do segmento posterior do olho.

A via periocular € utilizada no tratamento de doencas do segmento posterior do olho
por meio das injecdes subconjuntival e, principalmente, da subtenoniana (Fialho, Regc
et al., 2003). A esclera constitui o tecido de entrada a esta via e algumas de suas
caracteristicas, tais como elevada area de superficie e facil acesso, alto grau de
hidratacao, e permeabilidade que ndo mostra declinio apreciavel com a idade, facilitarr
a administracao de farmacos por meio de injecoes perioculares (Ambati, Canakis et al.,
2000). Os principais riscos relacionados a esta via incluem a perfuragdo do bulbo dc
olho, a fibrose dos musculos extra-oculares e a possivel ocorréncia de endoftalmite
(Smith, George et al., 2002; Gupta, Boynton et al., 2003).

Os farmacos administrados pela via sistémica atingem o segmento posterior do olho
por meio da circulacdo sanguinea e encontram um obstaculo anatémico importante
para o tratamento de doencgas oculares, a barreira hemato-ocular, compreendida pelas
barreiras hemato-aquosa e hematorretiniana. Por esta raz&o, a utilizacdo desta via ne
terapéutica ocular requer, geralmente, a administracdo de doses elevadas visando &
manutencgao de niveis terapéuticos intravitreos adequados por periodos prolongados, ¢
que pode levar a sérios efeitos adversos, contribuindo assim para a ndo adesado do

paciente ao tratamento (Cunha-Vaz, 2004).

Visando a manutengédo de niveis terapéuticos adequados no segmento posterior do
olho, em particular, no corpo vitreo, na retina e na cordide, a via intraocular tem sido ¢
de escolha para o tratamento de diferentes doencas do olho. Utilizando essa via, pode
ser evitada a ocorréncia de efeitos adversos sistémicos proporcionados por vias que
nao liberam o farmaco no local de ag¢do. No entanto, devido a uma rapida eliminagcéao
para que se obtenha uma terapia eficaz, sdo necessarias multiplas injecoes
intraoculares de forma a manter a concentracdo do principio ativo dentro da faixe
terapéutica, no local onde se desenvolve a doenca, e durante um periodo suficiente,

sendo necessarias, para isso, multiplas injecées. As injegdes intraoculares repetidas
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podem causar sérias complicagoes, tais como hemorragia intraocular, descolamento de
retina, endoftalmite e catarata (Geroski e Edelhauser, 2001; Yasukawa, Ogura et al.,
2004), além de proporcionar um enorme desconforto ao paciente.

Devido a todas as dificuldades encontradas, pesquisas tém sido realizadas no sentido
de desenvolver sistemas de administracdo intraoculares que permitam liberar
concentracdes terapéuticas dos farmacos por um periodo prolongado. Tais sistemas
podem proporcionar inUmeras vantagens, como aumentar a biodisponibilidade do
farmaco, no sentido de obter uma liberagdo constante e prolongada; aumentar a
concentragdo local, sem a ocorréncia de efeitos adversos sistémicos; atingir
especificamente um tipo de tecido; e reduzir a freqliiéncia de injecdes intraoculares.
Tais vantagens podem reduzir as complicacbes observadas com a utilizacdo das
injecbes intraoculares (Behar-Cohen, 2002), além de aumentar o conforto do paciente,

garantindo assim uma melhor adeséo ao tratamento.

Diferentes sistemas de transporte de farmacos tém sido desenvolvidos com as
finalidades acima descritas. Esses sistemas sado representados, principalmente, pelas
micro € nanoparticulas; pelos lipossomas, que sdao compostos por lipides ¢
emulsionantes; pela iontoforese, que se baseia na aplicacdo de corrente elétrica; €
pelos implantes, sendo eles compostos por diferentes polimeros, biodegradaveis ou
nao (Fialho e Silva-Cunha, 2007).

2.7 Sistemas de liberacao controlada de farmacos

Ap6s a administracdo de uma forma farmacéutica sélida (FFS), o farmaco deve ser
liberado e dissolver-se nos fluidos biol6gicos para que exerca a acao farmacoldgica
esperada. As FFS podem ser classificadas, de acordo com o tipo de liberacdo do

farmaco, em produtos com liberagdo convencional ou modificada.
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As FFS com liberacao convencional (ou pronta liberacdo ou liberacdo imediata) sao
desenvolvidas para liberar o farmaco rapidamente apds a administracdo, sendc
empregados nesses sistemas diluentes sollveis, desintegrantes e/ou outros recursos
que favorecem os processos de liberacao e dissolucdo do farmaco. Em contrapartida
as FFS de liberacao modificada sdo concebidas para modularem a liberacdo dc
farmaco, retardando ou prolongando a sua dissolucdo. Os objetivos podem ser: tornal
a FF gastrorresistente (no caso de formas farmacéuticas sélidas orais), prolongar ¢
efeito farmacolégico, liberar o farmaco em um sitio especifico do organismo ou apos

um periodo definido de tempo (cronoterapia).

Os termos liberacdo prolongada, lenta ou sustentada sdo aplicados as formas
farmacéuticas (FF) desenvolvidas para liberarem o farmaco gradualmente, mantendo ¢
concentracao no local de acao dentro de niveis terapéuticos, por periodo de tempc
prolongado. Essas FF requerem administracbes menos freqlientes se comparadas as

convencionais, aumentando a adesao do paciente ao tratamento.

Diversas tecnologias podem ser empregadas para promover a liberacdo gradual de um
farmaco veiculado em uma FFS e a possibilidade de utilizagdo das mesmas em
sistemas monoliticos (matriciais) ou multiparticulados (sistemas do tipo reservatério)

aumenta a sua versatilidade.

Os materiais poliméricos desempenham um papel importante na taxa de liberacéo, e os
do tipo biodegradaveis, principalmente, tém sido extensamente investigados nas
Ultimas décadas para aplicacdo em sistemas de liberacdo controlada destinados a vie
ocular. Esses materiais podem promover um aumento da biodisponibilidade e ume
reducao de efeitos adversos, desde que a biocompatibilidade do polimero no olho, que
€ um fator imprescindivel para a aplicacao clinica, seja avaliada (Fialho, Rego et al.,
2003).
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2.7.1 Implantes poliméricos

Implantes preparados a partir de sistemas poliméricos podem ser aplicados em
diferentes regidbes do olho. Ordenando-se as regides da mais superficial a mais
profunda, temos: regido subconjuntival, regido subtenoniana, esclera e o interior dc
bulbo do olho (camara anterior e corpo vitreo). Em geral, quanto mais profunda &
regidao, mais delicado o procedimento e mais eficaz a concentracdo do farmaco no

vitreo e na retina (Athanasiou, Niederauer et al., 1996; Kimura e Ogura, 2001).

Os implantes intravitreos evitam o problema de redugcdo da transparéncia do meio
ocular, observado com a utilizacdo de outros tipos de sistemas aplicados na forma de
dispersao, e tém sido investigados para o tratamento de diferentes doencas

intraoculares.

Como o sistema de liberacao de farmacos na forma de implante deve ser biocompativel
com 0 organismo, 0s componentes nele presentes devem ser hipoalergénicos, nao-
carcinogénicos, mecanicamente estaveis e ndo devem causar resposta inflamatéria nc
local de aplicacdo. Além disso, as caracteristicas quimicas e fisicas do material ndo
devem ser modificadas pelo tecido local (Athanasiou, Niederauer et al., 1996).

Os implantes poliméricos podem ser de dois tipos: matriciais (ou monoliticos) e
reservatorios (Dash e Cudworthii, 1998; Kimura e Ogura, 2001), e podem ser
preparados a partir de diferentes polimeros, os quais podem ser biodegradaveis ou nao
(Dash e Cudworthii, 1998).

No sistema matricial, o farmaco se encontra homogeneamente disperso na matriz
polimérica ou adsorvido na superficie, e a sua liberacdo ocorre por difusdo pelos poros
da matriz, por degradagéo do polimero ou por uma combinagcdo dos dois mecanismos.
Caso a velocidade de degradacao do polimero seja inferior a difusdo do farmaco pela

matriz, a liberacdo inicial do mesmo é dependente de sua difusdo pelo sistema,
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podendo diferir se ele estiver dissolvido molecularmente ou disperso no polimero.
Quando se utilizam polimeros néao-biodegradaveis, a liberacdo ocorre apenas por um

processo de difusdo lenta pela matriz.

No sistema do tipo reservatério, o farmaco encontra-se em uma cavidade central
envolta por uma membrana polimérica, a qual controla sua taxa de liberacao
Mudancas na natureza e espessura dessa membrana promovem alteracées ne
velocidade de liberagdo dos farmacos. Da mesma maneira que no sistema matricial, nc
sistema reservatorio composto por polimeros nao-biodegradaveis a liberagdo do

farmaco ocorre apenas por difusdo através da membrana.

2.7.1.1 Implantes poliméricos biodegradaveis e ndo-biodegradaveis

Sistemas compostos por polimeros nao-biodegradaveis, principalmente, os derivados
de celulose, silicones, polimeros acrilicos, polivinilpirrolidona e copolimeros dos 6xidos
de etileno e propileno, embora apresentem uma taxa de liberacdo relativamente
constante, precisam, geralmente, ser removidos posteriormente, o que requel
processos cirurgicos. Ja os biodegradaveis apresentam vantagens sobre os anteriores.
pois sdo totalmente absorvidos pelo organismo, ndo necessitando de uma remocac
posterior (Kimura e Ogura, 2001), o que proporciona melhor aceitacdo e adesao dc
paciente ao tratamento. Entretanto, a preparacao de sistemas biodegradaveis requer ¢
controle de um grande numero de variaveis, ja que a cinética de degradacdo dc
polimero in vivo deve permanecer constante para que seja obtida uma liberacac
controlada do farmaco (Dash e Cudworthii, 1998). Entre os polimeros classificados

como biodegradaveis, encontram-se os poliuretanos.

Para que os sistemas poliméricos biodegradaveis sejam eliminados do organismo, trés
principais mecanismos de degradacgao sao descritos (Merkli, Tabatabay et al., 1998):
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» erosao simples: este mecanismo esta relacionado aos polimeros soluveis em agua e
que se tornaram insollUveis devido a uma reacdao quimica de "crosslinking". Deste
forma, pode-se dizer que eles sao insollveis em agua, mas apresentam uma matriz
fortemente hidrofilica. Estes polimeros, portanto, ndo sdo adequados para a veiculagac
de substancias hidrossoluveis e de baixa massa molar, pois elas se difundem pela rede
polimérica, independente da velocidade de degradacao matricial. Entre os principais

polimeros desta categoria, destacam-se a gelatina, o coladgeno e o alcool polivinilico.

- erosao sem clivagem: mecanismo que ocorre com os polimeros que se tornam
hidrossolluveis apds reagdes de hidrélise ou ionizacao sem alteracdes significativas ne
sua massa molar. Por apresentarem dificuldade de eliminag&o, tais polimeros nac
podem ser empregados na forma de implantes. O Eudragit® (copolimero do éter metil

vinilico e do anidrido maleico) € um exemplo de polimero que sofre este tipo de erosao.

- erosao/clivagem: neste mecanismo, os polimeros sao transformados em pequenas e
soluveis moléculas pela clivagem de suas cadeias. Durante este processo de
degradacao eles permitem a liberacdo da substancia ativa. Este mecanismo € o que
esta relacionado a definicdo de biodegradavel. Os principais polimeros que sofrem este
mecanismo de erosdo sao os poliésteres (poli(7-caprolactona)), polimeros ¢
copolimeros derivados dos acidos latico e glicdlico, as poliamidas, os poliaminoacidos,

os polialquilcianacrilatos, os poliortoésteres e os poliuretanos.

2.8 Poliuretanos

Os poliuretanos sao produzidos pela reacao de policondensacao de um isocianato (di
ou polifuncional) com um diol (ou poliol). Durante a sintese, também podem ser
utilizados outros tipos de reagentes, tais como: agentes de cura, extensores de cadeia,
catalisadores, surfactantes, cargas, etc (Oliveira, 2008).
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A estrutura da cadeia principal do poliuretano é composta de segmentos alifaticos ou
aromaticos unidos por grupos uretanos polares (Figura 8).

OCN-R-NCO + H-0O-R'-0O-H

Diisocianato - Diol

Poliuretano

Figura 8 - Reacéo de formacéo do uretano

Onde R é um radical alifatico, aromatico ou aliciclico derivado do mon6mero isocianato
e R’ é um grupo derivado do poliol. A ligacdo uretanica (-NH-COO-) é formada como
resultado da reacdo entre um grupo isocianato (-NCO) do diisocianato € um grupo
hidroxila (-OH) do poliol (Ayres, 2006).

Os polidis utilizados na sintese de poliuretanos podem ser poliéteres, poliésteres,
polibutadienos, ou produtos naturais, como o 6leo de mamona. Os isocianatos poden
ser aromaticos ou alifaticos (Ayres, 2006). Desta forma, a utilizacdo de reagentes
variados na sintese permite a obtencao de poliuretanos com diferentes propriedades
fisicas e quimicas, o que explica a versatilidade dos poliuretanos para as mais diversas
aplicagdes, como espumas, revestimentos, resinas, além do seu crescente uso nas

pesquisas de desenvolvimento de sistemas de liberacao prolongada de farmacos.

A decisdo entre a escolha de um poliéster (como a poli(e-caprolactona)) ou poliéter
(como o poli(etilenoglicol)) esta intimamente relacionada com a finalidade a qual se
destina o poliuretano. De uma maneira generalizada, pode-se dizer que, comparado

com poliéteres, os segmentos nos poliésteres ficam mais fortemente ligados através
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dos grupamentos NCO. A presengca de uma estrutura de ligacdo mais polar leva a
formagdo de um polimero mais coeso com melhores propriedades mecénicas a
temperatura ambiente. Esse efeito também pode ser atribuido a maior tendéncia a
cristalizacao dos poliuretanos a base de poliésteres. Além disso, pode-se dizer que
poliéteres sdo mais resistentes a hidrélise do que poliésteres. No caso de polimeros
biodegradaveis, a instabilidade hidrolitica das ligacdes éster é fundamental (Ayres,
2006). A Figura 9 mostra alguns polidis comumente empregados para a sintese de
poliuretanos.

'_
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Figura 9 - Estruturas de alguns poliois utilisados na sintese de poliuretanos
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A decisédo entre usar um isocianato aromatico ou alifatico também vai depender da
aplicacdo a que se destina o poliuretano a ser preparado. De uma maneira geral, 0s
isocianatos alifaticos dao origem a poliuretanos mais flexiveis e resistentes as
intempéries. Os isocianatos aromaticos formam poliuretanos mais viscosos. Isso,
muitas vezes, dificulta a preparacdo de poliuretanos isentos de solventes. Os
mondémeros alifaticos mais usados sdo o hexametileno diisocianato (HDI), o isoforona
diisocianato (IPDI) e o 4,4’-diciclohexilmetano diisocianato (H12MDI) cujas estruturas

quimicas encontram-se na figura 10 (Ayres, 2006).

As propriedades basicas de um poliuretano, isto é, se ele é borrachoso (com
caracteristicas da borracha, ou seja, baixa Tg e capaz de grandes deformacgdes)
resinoso (com caracteristicas de um plastico convencional) ou cristalino a temperature
ambiente, sdo determinadas, entre outros fatores, pela estrutura de cadeia tanto do diol

como do diisocianato.

00— (CHy) —NED hllle}{arln etilenao
diisocianata (HDI)
HyC CH:
isoforona
/[H3 diisocianato (IPDI
IIIIZN'XH
NCa

4 4" diciclohexilm etano

D[NO[HEON[D diisocianato (H, ;MO

Figura 10 - Estruturas de alguns diisocianatos alifaticos

Os isocianatos sdo compostos altamente reativos, pois possuem o grupo NCO com
ligacdes duplas que reagem prontamente com hidrogénios reativos, gerando produtos
de adicdo. As principais reacdes dos isocianatos estdo esquematizadas na Figura 11.
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Os isocianatos reagem com hidroxilas para formar uretanos (a), e com aminas para
formar uréias (b). Os isocianatos também reagem com a agua formando, inicialmente
um acido carbamico instavel, o qual decompde gerando amina (c). A amina é urr
reagente nucleofilico que reage com o isocianato, gerando uréias (d). Outros produtos
tais como o biureto (e) e o alofanato (f) podem ser gerados a partir das reacdes dos
isocianatos. Além disso, reacdes secundarias também podem acontecer, em menoi
escala, levando a formacdo de anéis uretidiona (g), isocianurato (h), amida (i) e
carbodiimina (j) (Chattopadhyay, Sreedhar et al., 2006). Estas rea¢des secundarias
podem acontecer durante a sintese e estocagem e sao inconvenientes na formacao

dos poliuretanos.
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Figura 11 - Reacdes de isocianatos

Normalmente, na sintese dos poliuretanos € utilizado excesso de diisocianato, o que
permite a obtencdo de um pré-polimero com grupos isocianato (-NCO) terminais, que

ficam disponiveis para futuras reacbes. Sao estas terminagbes isocianato que
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permitem o processo denominado extensdo de cadeia, no qual o pré-polimero
terminado em —NCO reage com um diol de baixa massa molar para formar ligagbes
uretano ou com aminas para formar ligacdes uréia. Neste caso, sera produzido urr
poli(uretano-uréia) que é mais rigido que o homopoliuretano similar (Delpech €
Coutinho, 2000). A Figura 12 mostra alguns agentes extensores de cadeia comumente
utilizados.

H- .
HoN—CHy—CH,—NH, N N, HO- -~ -OH

etilenodiamina hidrazina 1,4-butanodicl

Figura 12 - Estrutura de alguns extensores de cadeia comumente utilizados na sintese de
poliuretanos

Poliuretanos segmentados podem ser descritos como copolimeros em bloco lineares
do tipo (AB),. Um bloco do polimero consiste do diol poliéster ou poliéter flexivel de
cadeia longa. Esse bloco é usualmente chamado de segmento macio ou segmentc
flexivel, pois incorpora o carater elastomérico ao polimero. O segundo bloco dc
copolimero é o segmento rigido, formado pela reacdo de diisocianatos com extensores
de cadeia, ou seja, com didis ou tridis de baixa massa molar ou diaminas, dandc
origem a ligacdes uretano ou uréia que sado altamente polares e promovem a coesac
do polimero. Os dois tipos de segmentos tendem a uma micro-separacao de fases de
maneira a formar micro-dominios (Figura 13). Geralmente, a segregagdo € mais
pronunciada com poliéteres que com poliésteres porque a estrutura do éter € menos
polar e interage menos com os segmentos mais polares de uretano e uréia (Crawford,
Bass et al., 1998).

segmentos

: <— segmentos
macios

rigidos

Figura 13 - Estrutura segmentada dos poliuretanos
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Para que os poliuretanos possam ser utilizados futuramente em aplicacdes
intraoculares, € fundamental que, além de biodegradaveis, também sejam
biocompativeis. A biocompatibilidade in vitro do poliuretano utilizado neste trabalho foi
estudada por Da Silva e colaboradores, que observaram que houve adesao €
proliferacdo de células humanas ARPE-19 (células epiteliais pigmentares da retina) ne
superficie do polimero. A biocompatibilidade in vivo também foi avaliada. O poliuretanc
foi inserido no espacgo subretiniano e no corpo vitreo de olhos de ratos, e o polimero fo
bem tolerado, uma vez que nao houve sinais de inflamacao. Além disso, a arquiteture
da retina e a cavidade vitrea mantiveram-se integras, mostrando assim a excelente

biocompatibilidade dos poliuretanos (Da Silva, 2009).

2.8.1 Di rso liuretan

Geralmente, a sintese dos poliuretanos é feita com o uso de solventes organicos
(Oliveira, 2008). Porém, a preocupacao crescente com o meio ambiente tem levado ac
desenvolvimento de novos produtos com baixa quantidade ou isentos de solventes
organicos, que sao substituidos por agua. Isso é altamente desejavel para a aplicagcac
de polimeros como biomateriais, uma vez que residuos de solventes que permanecen
no polimero apds seu processamento podem danificar células e tecidos vizinhos
(Spaans, Belgraver et al., 2000), além de limitar os agentes farmacologicamente ativos
que podem ser incorporados a matriz polimérica, uma vez que os solventes organicos
poderiam ocasionar a desnaturacdo dos farmacos que possuem estrutura protéica,

como é o caso do bevacizumabe.

Uma dispersao aquosa de poliuretano (PUD) é um sistema binario coloidal, no qual as
particulas de poliuretano estdo dispersas em &gua. Entretanto, usualmente os
poliuretanos ndo sdo solUveis em agua, e para que a dispersdo aquosa possa ser

formada € necessario o auxilio de um emulsificante externo. Outra possibilidade é a
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introducdo de grupos promotores de emulsificacdo na cadeia do poliuretano, que
podem ser segmentos nao idnicos de poliéter ou grupos idnicos. Poliuretanos que
contém grupos ibnicos sdo chamados ionémeros e o processo para obté-los €
denominado processo do pré-polimero. Para introduzir os grupos iénicos, chamados de
emulsificantes internos, é utilizado um composto com as funcbes alcool e acido, ta
como o acido dimetilolpropiénico (Figurai4). Ap6s sua adicdo, o emulsificante internc
deve ser neutralizado com compostos basicos, e para isso geramente é utilizada uma

amina terciaria (Delpech e Coutinho, 2000).

- ,COOH
</

OH~___*___-OH

S S

Figura 14 - Acido dimetilol propiénico (DMPA)

No processo do pré-polimero para obtencdo das dispersées aquosas de poliuretano,
além da dispersao do pré-polimero em agua, deve ser feita também a extensdo de
cadeia para zerar as terminacbées —NCO da cadeia do polimero. Essa extensao de
cadeia geralmente é feita apds a dispersao do pré-polimero em agua, pois de outrc
modo o pré-polimero de alta viscosidade resultante ndo poderia ser disperso. Portanto
0 pré-polimero com grupos isocianato terminais sao dispersos em agua com o auxilic
do emulsificante interno e subsequentemente reagem com aminas ou dibdis de baixa
massa molar (Oliveira, 2008), terminando assim o processo de sintese da dispersao.

Para a obtencao dos filmes poliméricos, a dispersao aquosa é colocada em moldes
para secagem e os filmes sao obtidos por coalescéncia durante a evaporacao de agua.
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3 JUSTIFICATIVA

A AMD tem sido a maior causa indolor da perda da visao central e a principal causa de
cegueira em pessoas acima de 50 anos. A PDR afeta cerca da metade dos pacientes
diabéticos. Essas doencas sdo decorrentes da neovascularizacéo e afetam o segmento
posterior do olho. A administragdo intravitreal de farmacos é um dos caminhos mais
eficientes para o tratamento das doencas do segmento posterior do olho, mas
geralmente os farmacos administrados s&o eliminados rapidamente pela
vascularizacao local, dificultando o tratamento e exigindo esquemas posoldgicos de
administragdes frequentes. O bevacizumabe, um anticorpo monoclonal anti-VEGF
antiangiogénico, tem sido utilizado no tratamento de diversos tipos de cancer. Devidc
ao seu efeito inibidor da angiogénese, tem sido utilizado paralelamente para tratamentc
da AMD e da PDR. Assim, o desenvolvimento de sistemas de liberacao prolongade
para o bevacizumabe, com o intuito de minimizar ou suprimir os efeitos adversos
aumentar o tempo de residéncia do farmaco no segmento posterior do olho e
consequentemente, diminuir a freqiéncia de administracao do farmaco parece ser de
Obvia relevancia, pois pode representar um caminho importante para a terapia dessas
doencas crbnicas do segmento posterior do olho. Entretanto, a estrutura protéica dc
bevacizumabe exige cuidados na escolha do material a ser utilizado como matriz. C
poliuretano utilizado no presente trabalho parece ser adequado para tal finalidade, ume
vez que a auséncia de solventes organicos em seu processo de sintese nac
compromete a estrutura do farmaco. Além disso, trabalhos da literatura mostraram &
excelente biocompatibilidade in vitro e in vivo desse polimero, demonstrando assim seu

potencial promissor na area farmacéutica.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Este projeto tem como objetivo a veiculagdo do Bevacizumabe em uma matriz
polimérica biodegradavel constituida de poliuretano visando o aumento do tempo de

residéncia do farmaco no segmento posterior do olho.

4.2 Objetivos especificos

1) Desenvolvimento dos sistemas;

2) Caracterizacao dos sistemas obtidos;

3) Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para quantificacdo
do bevacizumabe;

4) Estudo de liberacao in vitro do bevacizumabe.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Material

Foram utilizados os seguintes materiais:

Avastin® (25 mg/mL, ampola de 4 mL)

Fosfato de sédio bibasico anidro — Synth, Brasil
Fosfato de potassio monobasico anidro — Synth, Brasil
Cloreto de sédio — Synth, Brasil

Agua ultra pura Milli-Q

Os reagentes utilizados na sintese da dispersédo aquosa de poliuretano estao descritos

na tabela 1.
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Tabela 1 - Propriedades e estrutura quimica dos reagentes utilizados na sintese da dispersao
aquosa de poliuretano

Policaprolactona diol (PCL 1000)

Massa molar: 1000 g/mol

Aspecto: pastoso

Nome comercial: Tone ™ Polyol 2221

Fornecedor: Union Carbide Corporation

Funcéo: diol utilizado na etapa de preparagédo do
pré-polimero

Policaprolactona diol (PCL 2000)

Massa molar: 2000 g/mol

Aspecto: solido

Nome comercial: Tone ™ Polyol 0249

Fornecedor: Union Carbide Corporation

Funcéo: diol utilizado na etapa de preparacdo do
pré-polimero

“ 'ﬁ'
/(D\A'/\i)\ R /(WU\)\
H midgit H

n

Isoforona diisocianato (IPDI)

Equivalente: 111,1

Aspecto: liquido transparente

Nome comercial: Desmodur |

Fornecedor: Bayer

Funcdo: diisocianato utilizado na etapa de
preparagao do pré-polimero

CHs NCO
CHs

CHy " " CHRNCO

Acido dimetilol propiénico (DMPA)

Equivalente grama: 67 (OH) e 134 (COOH)
Aspecto: pé branco

Fornecedor: Fluka

Fungao: emulsificante interno utilizado na etapa de
preparagao do pré-polimero

H  CHOH

0

Dibutil dilaurato de estanho

Massa molar: 631,55 g/mol

Aspecto: liquido viscoso amarelado

Nome comercial: Liocat 118

Fornecedor: Miracema Nuodex

Fungdo: catalisador utlizado na etapa de
preparacao do pré-polimero

(CH: CH,CHLCH, )50 [OOC(CH, o CH I

Trietilamina (TEA)

Equivalente: 101

Pureza: 98%

Aspecto: liquido transparente

Fornecedor: Vetec

Funcdo: neutralizante utilizado na etapa de
dispersao do pré-polimero em agua

CzHg
|
Helo — N — CoH

Hidrazina (HZ)

Equivalente: 16

Concentragao: 64% (solugao aquosa)

Aspecto: solugdo transparente

Fornecedor: Arch Quimica Brasil Ltda.

Funcéo: extensor de cadeia utilizado na etapa de
dispersao do pré-polimero em agua

N Ha— M Hy
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5.2 Métodos

2.1 Sin i rsa liuretan

A dispersdao de poliuretano foi preparada pelo método convencional no qual,
primeiramente, se produz um pré-polimero em cuja cadeia sdo inseridos grupos
hidrofilicos através do DMPA, que apds neutralizados com TEA passam a agir comc
emulsificantes internos e possibilitam a dispersdo do poliuretano em agua. A reacao de
extensao de cadeia com diamina é feita imediatamente apds a etapa de dispersao a firr
de evitar a reacao entre grupos NCO e agua. Nessa etapa sao produzidas ligagdes
uréia que fazem parte dos segmentos rigidos do poliuretano (Ayres, 2006).

A Figura15 mostra um esquema que representa a dispersao do poliuretano em agua.
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Figura 15 - Representacdo do esquema de dispersdo do poliuretano em agua

36



5.2.1.1 Preparacao do pré-polimero

A sintese foi feita em um baldo de 3 vias (Figura 16) sob agitacao e atmosfera inerte de
N.. Foram pesadas diretamente no baldo as quantidades suficientes dos polidis. Sobre
os mesmos foi adicionado o DMPA. Esses reagentes foram mantidos a ume
temperatura de 60°C por cerca de 30 minutos para que todo DMPA fosse dissolvido nc
meio. A mistura dos poli¢is foi adicionada quantidade calculada de IPDI para obtengac
de uma razao [NCOJ/[OH] de 2,29. A temperatura foi mantida em 72-75°C por 2 horas
Em seguida foi feita uma adicdo do catalisador dibutildilaurato de estanhc
correspondente a 0,01% em massa sobre a quantidade total de reagentes. A
temperatura foi mantida em 72-75°C por mais 1 hora e foi feita uma nova adigdo de
catalisador idéntica a primeira. Novamente a temperatura foi mantida em 72-75°C por 1
hora. Ao final desse tempo, a massa reacional foi resfriada a temperatura de 60-50°C ¢
foi retirada uma amostra para determinacéo titulométrica da porcentagem de NCO livre
O resultado deve ser o mais proximo possivel da porcentagem teédrica, calculada

conforme a equagéao 1.

Onde:

% NCOr = porcentagem tedrica de grupos NCO livres.

Nnco = Numero de equivalentes-gramas do diisocianato usado.

noy = somatério do numero de equivalentes-gramas de todos os reagentes hidroxilados
usados.

Mpp = Massa total do pré-polimero.
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Balfo de trés vias com capacidade
de 250ml

Agitador mecanico

Cendensador

Termdmetro

Manta aquecedora

Tubo de latex ligado a nitrogénio

D 1

Figura 16 - Modelo de aparelhagem utilizada para rea¢des de polimerizagio

Para realizar a titulacdo, foram colocados 50 mL da solucdo de di-n-butilamina* e
pesou-se exatamente cerca de 10 g da amostra. A mistura foi agitada e aquecida até
inicio da ebulicdo. Apos resfriamento, foram adicionados 100 mL de metanol e 2 gotas
de azul de bromofenol. O mesmo procedimento foi repetido para o ensaio em branco. A
titulagdo foi realizada com acido cloridrico (HCI) 1N. O ponto de viragem fo
evidenciado pela mudanca de coloracdo de azul para verde e depois para amarelo

leitoso e a porcentagem de NCO livre foi calculada pela equagéao 2.

Vamostra = volume em mL de HCI 1N consumido na titulacao.
Vbranc o= volume em mL de HCI 1N consumido na titulagdo de di-n-butilamina pura
(sem amostra).

f = fator de correcdo da concentracao de HCI 1N especificado no frasco do reagente.
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*Preparagdo da solugéo de di-n-butilamina: 206,8g de di-n-butilamina s&o dissolvidos

em tolueno e completa-se o volume para 2 litros com tolueno.

5.2.1.2 Reacdao de extenséao de cadeia

Imediatamente apds a dispersdo do pré-polimero em agua foi realizada a reagéao de
extensdo de cadeia. Para essa finalidade foi utilizada hidrazina (HZ). A quantidade dc
extensor de cadeia é calculada de acordo com a porcentagem de grupos NCO livres
encontrada por meio da titulagdo com n-dibutilamina. No caso da hidrazina, a
quantidade foi calculada pela equacéao 3:

m = massa de hidrazina (equivalente = 16 g/mol e concentracédo de 64%)
Mpp = Massa de pré-polimero.
NCO, = % de NCO obtido na titulagdo conforme método descrito.

42 é o equivalente-grama do grupamento NCO.

A solucdo aquosa do extensor de cadeia foi adicionada lentamente e a temperatura foi
controlada de forma que nunca ultrapassasse 40°C. A massa reacional foi mantida
nessa temperatura por 1 hora. O aspecto final da dispersdo aquosa de poliuretano € de

um liquido branco que deve estar isento de qualquer tipo de depdsito sélido.
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preparo dos implantes

Foram adicionados 12 mL de Avastin®, correspondendo a 300 mg de bevacizumabe
em 4 mL da dispersdo aquosa de poliuretano, com agitacdo branda, visando obter ume
concentragdo de 12% (p/p) do farmaco. As dispersdes aquosas de poliuretanos que
continham bevacizumabe dissolvido foram transferidas para moldes de plastico €
deixadas a temperatura ambiente por 7 dias. Também foram preparados filmes sem ¢
farmaco. Ap6s secagem, o aspecto final tanto dos filmes brancos quanto os que
continham bevacizumabe era de um plastico transparente. Os filmes foram cortados no
formato de quadrados de 3 x 3 mm de diametro (Figura 17).

Figura 17 - Implantes brancos de poliuretano (esquerda) e poliuretano contendo bevacizumabe
(direita)

cromatografia liguida de alta eficiéncia

A maioria dos trabalhos na literatura utiliza ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) para a quantificagdo do bevacizumabe. Neste trabalho foram propostos o
desenvolvimento e validagdo de método analitico para doseamento do anticorpo
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), uma técnica mais simples e
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mais barata para utilizacdo em pesquisa. A validacao foi feita de acordo com a RE 899
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Foi escolhida a cromatografia por exclusdo de tamanho, uma vez que as técnicas mais
utiizadas em CLAE (cromatografia em fase normal e reversa) utilizam solventes
organicos para ajuste da polaridade da fase movel, como acetonitrila, metanol, etc., o

que causaria a desnaturacao do farmaco.

Para a validacdo, foram utilizados espectrofotdmetro Hewlett Packard® HP 8453 ¢
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Waters® (bomba Waters® 515 e auto-injetol
Waters® 717 plus) acoplado a detector Waters® 486 UV-VIS. A coluna utilizada foi ¢
BioSuite 250® HR SEC, de 7,8 mm de diametro e 300 mm de comprimento, com
tamanho de particula de 5 ym (Waters, EUA).

5.2.3.1 Desenvolvimento do método analitico

Primeiramente foi realizada uma varredura do farmaco em espectrofotdmetro Hewlett
Packard HP 8453. A amostra de bevacizumabe testada foi diluida em tampao PBS pH
7,4 até uma concentragao final de 25 pg/mL, sendo a varredura programada em ume
faixa entre 200 a 400 nm, com o objetivo de determinar o comprimento de absorvancic
maxima do farmaco.

O tampao PBS pH 7,4 utilizado como fase moével foi preparado com 2,38 g de fosfatc
de sodio bibasico anidro, 0,19 g de fosfato de potassio monobasico anidro e 8,00 g de
cloreto de sédio, diluidos em agua purificada até um volume final de 1000 mL.

Visando redugéo de custo e de tempo de analise, foram avaliados trés diferentes fluxos

para a fase mével (0,5, 0,8 e 1,0 mL/min).
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5.2.3.2 Validacao do método analitico

Todo método desenvolvido e ndo descrito em farmacopéia ou formularios oficiais deve
ser validado, sendo avaliados os seguintes parametros: especificidade, intervalo,
linearidade, limite de deteccao, limite de quantificacdo, precisdo, exatidao e robustez
(Brasil, Brasilia, 2003).

5.2.3.2.1 Pardmetros avaliados

Linearidade

A preparagao da curva de linearidade foi realizada a partir de 3 curvas auténticas, nas
concentracdes de 5 (limite inferior do intervalo), 10, 25, 50 e 75 (limite superior dc
intervalo) ug/mL de bevacizumabe. Para cada dia foi utilizada uma ampola diferente
totalizando trés lotes do medicamento. Todas as amostras foram diluidas em tampac
PBS até a concentracdo final desejada, filtradas em membrana 0,45 um de porc
(Durapore, Millipore®) e injetadas em triplicata no cromatégrafo, registrando-se os
valores das areas. Os resultados foram tratados estatisticamente pelo método dos
minimos quadrados, obtendo-se a regressao linear. Ainda como resultado da avaliagac
da linearidade do método, foram calculados os limites de deteccéao e de quantificacao,
por meio da divisdo entre o desvio padrdao dos coeficientes lineares das trés curvas de
calibracdo do ensaio de linearidade pela média dos coeficientes angulares das curvas,

multiplicados por 3,0 e 10,0, respectivamente (Equacdes 4 e 5).
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Em que LD é o limite de detecgao, LQ € o limite de quantificacdo, DP é o desvio padrao
do intercepto médio das trés curvas de linearidade e b € o coeficiente angular da curva

média.

Robustez

Para o estudo da robustez foram avaliadas as variacdes de fluxo no intervalo de 0,99 a
1,01 mL/min e de pH da fase mével no intervalo de 7,0 a 7,8. A andlise foi feita
avaliando-se as variacbes nas concentracbes encontradas para uma amostra de 50

pg/mL.

Precisdo

A precisao foi avaliada em dois niveis: precisao intra-corrida (repetitividade) e precisac
inter-corridas (precisdo intermediaria). Para a repetitividade, cinco concentracoes
diferentes (5, 10, 25, 50 e 75 pg/mL) foram injetadas em triplicata, totalizando 1£
determinacdes, sendo o resultado da analise expresso em termos de desvio padrac
relativo (DPR). A precisdo intermediaria foi avalidada do mesmo modo, porém as

analises foram realizadas em trés dias diferentes, totalizando 45 determinacoes.

Exatidao

A exatidao foi determinada preparando-se as amostras até obtencdo de quatrc
concentracbes utilizadas para a construcao da curva de linearidade, considerando-se
que o método é exato quando ha proximidade dos resultados obtidos em relagdo ac
valor verdadeiro. Foi utilizada a concentragdo declarada nas ampolas de Avastin® como
referéncia.

Especificidade

A especificidade do método foi testada analisando-se uma amostra branca de
poliuretano em tampao PBS contendo 60 mg/mL de D-(+)-trealose e 0,04% de Tween
20 (constituintes da ampola de Avastin® nas concentracdes mencionadas). Tal amostra
foi mantida em incubadora a 37 °C e rotacao de 30 r.p.m.

43



Estabilidade

Foi feita uma avaliagdo preliminar da estabilidade do farmaco nas condi¢ées utilizadas
para o teste de liberagéo in vitro. O bevacizumabe foi diluido em tampao PBS pH 7,4
até uma concentragdo final de 50 ug/mL e a amostra foi colocada em incubadore
mantida a 37 °C e com rotacdo de 30 r.p.m. Em tempos pré-determinados, foram
retiradas aliquotas desta amostra, que foram analisadas por CLAE.

5.2.4 Analise Térmica

5.2.4.1 Termogravimetria (TG)

As amostras de PUD5 e PUD5BV foram analisadas na termobalanca TGA 50H da
Shimadzu. As amostras foram colocadas em cadinhos de alumina (Al.Os), € 0s
experimentos foram conduzidos em atmosfera dindmica de nitrogénio (fluxo de 50
mL/min). O aquecimento foi realizado da temperatura ambiente até 750 °C na razao de
aquecimento de 10 °C/min.

5.2.4.2 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

O comportamento térmico foi avaliado utilizando o calorimetro modelo DSC50
(Shimadzu), de acordo com a norma ASTM D3418 que regulariza os procedimentos de
analise por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC). Foram pesados cerca de 4
miligramas das amostras do polimero puro e contendo o farmaco. Ap6s a pesagem, as
amostras foram seladas em um cadinho de aluminio semi-hermético. Para &
determinacao da transicao vitrea do polimero, as amostras foram submetidas a um

aquecimento prévio sob atmosfera dindmica de Hélio a 10 °C/min até 100 °C, mantidas
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nesta temperatura por 10 minutos, resfriadas até uma temperatura de -100 °C e
novamente aquecidas a 10 °C/min até 350 °C.

2.5 E r ia na reqia infravermelh m_Transform Fourier

(FTIR)

As medidas de espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier foram
realizadas em um espectrofotometro Perkin ElImer, modelo Spectrum 1000. Os filmes
de poliuretano e poliuretano contendo bevacizumabe foram analisados por meio de
técnica ATR (Reflexdo Total Atenuada). As amostras foram pressionadas contra urmr
cristal de seleneto de zinco, e os espectros foram obtidos a partir de 32 varreduras com

uma resolucdo de 4 cm™, no intervalo de 4000 a 650 cm™.

5.2.6 Difracao de raios X (DRX)

As analises de raios X foram obtidas utilizando-se um difratbmetro Siemens D5000
munido de um tubo de cobre e um monocromador de grafite, com Kqicu = 1,5406 A. As
amostras dos filmes de poliuretano e poliuretano contendo bevacizumabe foram
montadas sobre um porta-amostra de carbeto de silicio polido em angulo de 3°, pare
minimizar a contagem do background do porta-amostra. Os filmes foram presos comr
fita dupla face para impedir que o feixe de raios X atingisse a fita, e foram submetidos ¢
spinning de 60 rpm, para prevenir orientacdo preferencial e deterioracao local pelo feixe
de raios X. Os dados foram obtidos na faixa de 5 a 60°2e, com incremento de 0,01°2e
e constante de tempo de 10 segundos por incremento.
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2.7 E liberacao in vitr vacizum rtir implan

A liberacdo in vitro do bevacizumabe a partir dos implantes foi realizada em
incubadora, a 30 rpm e 37 °C. Os implantes com e sem farmaco (n = 12, sendo ¢
implantes brancos e 6 contendo bevacizumabe) foram colocados em frascos de vidrc
contendo 2 mL de tampao PBS. Em intervalos de tempo pré-estabelecidos, o meio de
incubacgao dos implantes foi totalmente retirado para posterior quantificacao e a solugac
tampao dos frascos foi renovada, adicionando-se a cada frasco 2 mL de tampao recémr
preparado a fim de obter o mesmo volume final. O farmaco liberado no meio de
incubacgéao foi quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia, de acordo com o

método analitico previamente desenvolvido e validado.

5.2.8 Analise morfolégica dos filmes por microscopia eletrénica de varredura
MEV

Os filmes de PUD5 e PUD5BYV antes e apés sete dias de incubacao foram diretamente
analisados em um microscépio eletrénico de varredura (JEOL, modelo JSM-6360LV)
operado a 5 kV. Foi feita a fratura criogénica dos filmes, e feita a analise tanto da
superficie quanto da regido de fratura. Nao foi necesséria a metalizagdo das amostras.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Desenvolvimento e validacao do método analitico

6.1.1 Desenvolvimento do método analitico

De acordo com a varredura feita em espectrofotdmetro, o [Ide maior absorcao dc
farmaco encontrado foi 279 nm, e, portanto, este foi o comprimento de onda
selecionado para as analises em CLAE.

As fases moéveis testadas eram compostas exclusivamente por tampao, uma vez que o
uso de solventes organicos poderia desnaturar o farmaco. O primeiro tampéao testadc
(tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 7,4) ndo apresentou viabilidade para ser utilizadc
como fase mdvel, pois o tampao apresentou uma alta absorvancia em 279 nm, e nac
houve uma boa resolucdo entre o pico referente ao tampao e o pico referente ac
farmaco (Figuras 18 e 19). Sendo assim, foi testado o tampéo fosfato salino (PBS) pH
7,4, que apresentou uma baixa absorvancia no comprimento de onda selecionado
(Figura 20), e nao interferiu no pico do farmaco (Figura 21). Logo, esse tampéao fo
escolhido como fase mével.
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Figura 18 - Cromatograma do tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 7,4
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Figura 19 - Cromatograma do bevacizumabe (50 pg/mL) diluido em tampéao fosfato de sédio 0,1

M. A seta indica o pico do bevacizumabe.
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Figura 20 - Cromatograma do tampao fosfato salino (PBS) pH 7,4
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Figura 21 - Cromatograma do bevacizumabe (50 pg/mL) diluido em tampao fosfato salino (PBS)

pH 7,4. A seta indica o pico do bevacizumabe.
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Ap6s escolha do tampao a ser utilizado como fase moével, foi feita a avaliacdo de
diferentes fluxos de fase mével (0,5; 0,8; e 1,0 mL/min). Foram considerados ¢
resolucéo do pico e o tempo de retencéo, e o fluxo selecionado foi de 1,0 mL/min. Os
cromatogramas obtidos para cada fluxo sdo mostrados nas Figuras 22, 23 e 24. Pode-
se observar que nao houve alteracéo na resolucao dos picos quando o fluxo é alterado
Dessa forma, o fluxo de 1,0 mL/min foi escolhido por proporcionar maior rapidez &

analise, diminuindo o tempo de corrida de 28 (fluxo de 0,5 mL/min) para 15 minutos

(1,0 mL/min). O tempo de retencao (Tr) do farmaco foi reduzido de 14,98 (0,5 mL/min)
para 7,58 minutos (1,0 mL/min).

O cromatograma obtido com o fluxo escolhido apresentou pico simétrico, com tempo de

retencao curto, muito desejavel em pesquisa ou rotina industrial, como demonstrado na
Figura 24.
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Figura 22 - Cromatograma do bevacizumabe (50 ug/mL) com fluxo de 0,5 mL/min
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Figura 23 - Cromatograma do bevacizumabe (50 pg/mL) com fluxo de 0,8 mL/min
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Figura 24 - Cromatograma do bevacizumabe (50 pg/mL) com fluxo de 1,0 mL/min

Durante o estudo, o volume de injecdo foi fixado em 20 pL. Os parametros
cromatograficos utilizados encontram-se na tabela 2.
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Tabela 2 - Parametros cromatograficos utilizados para validacdo do método analitico

Detecgdo uv (1o= 279

nm) Fluxo 1,0 mL/min

Coluna Waters BioSuite 250, 5 pm, HR SEC (7.8 x 300 mm)
Fase movel Tampao PBS pH 7,4

Volume de injecao 20 uL

6.1.2 Validacao do método analitico

O método se mostrou linear, para o intervalo de concentracbées entre 5 a 75 pg/mL,
conforme equacao da reta Y = 1536x — 2161. Esta equacao foi obtida calculando-se a
média dos valores de inclinagéo e intercepto com o eixo Y encontrados nas 3 curvas de
calibracao feitas em dias diferentes. As trés curvas obtidas sdo mostradas na Figura
25.
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Figura 25 - Curvas de calibragéo obtidas na avaliagco da linearidade

52



Por meio de analise de variancia (ANOVA), verificou-se regressao linear significativa e
desvio da linearidade nao significativo (p<0,05). O coeficiente de correlacdo encontrado

para a curva média foi de 0,9983 (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados do tratamento estatistico por analise de variancia para a regresséo linear

Fonte de Variagao Graus de Liberdade Soma dos quadrados Variancia F
Total 14 2,432 x10" 1,737 x 10°

Regress3o 1 2,428 x 10" 2,428x 10"  12140,5*
Desvios da regressao 3 20000000 6666667 3,33
Erro puro 10 20000000 2000000

Estatistica de regresséo e coeficientes

R? 0.9983
Inclinacdo 1536
Intercepto -2161

* Valor significativo (o = 0,05)

Com os dados provenientes da avaliagdo da linearidade foram calculados os limites de
deteccao e de quantificagdo (Equagdes 4 e 5). Os valores obtidos foram 1,11 pg/mL e
3,71 pg/mL, respectivamente.

Quanto a robustez, o método se mostrou robusto para variacées de fluxo no intervalo
proposto (0,99 a 1,01 mL/min). Porém, para as variagées de pH, no intervalo testado
(7,0 a 7,8), verificou-se que ha diferenca estatisticamente significativa nos valores de
area obtidos em pH 7,0 quando comparados aos obtidos em pH 7,4 ou 7,8. Em relagac
aos dois ultimos, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as areas
obtidas (p<0,05). Os resultados estdo descritos nas Tabelas 4 e 5. Sendo assim,

recomenda-se o controle do pH para a utilizacao deste método.
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Tabela 4 - Robustez com relacéo a variacdo do fluxo. Médias com letras iguais sdo
estatisticamente semelhantes a 5%

Fluxo (mL/min) Concentragao (ug/mL) Média cv

1 2 3 4 5
0,99 46,3 48,2 48,0 47,7 47,5 47,5° 1,57%
1,00 48,2 47,8 47,8 48,6 45,5 47,6° 2,54%
1,01 47,6 47,2 46,4 50,0 47,2 47,7 ° 2,87%

Tabela 5 - Robustez com relacéo a variacdo do pH. Médias seguidas de letras distintas diferem
entre si estatisticamente pelo teste t de student a 5%

pH Concentragao (ug/mL) Média cv

1 2 3 4 5
7,0 38,0 35,9 36,8 37,8 36,5 37,0° 2,39%
7,4 49,8 46,4 48,6 49,0 50,7 48,9 b 3,29%
7,8 51,4 50,4 50,2 51,0 49,6 50,5 b 1,39%

Os resultados da repetibilidade e da precisao intermediaria foram expressos em termos
de desvio padrao relativo (DPR) e encontram-se na Tabela 6. Todos os valores de DPF
obtidos, tanto para a precisdo intra-corrida quanto para a precisdo inter-corridas
encontram-se abaixo de 5%, estando de acordo com o que preconiza a RE 899 de
ANVISA, o que evidencia repetibilidade e precisdo intermediaria adequadas para o

método analitico em questao.

Tabela 6 - Valores de desvio padrio relativo da avaliacdo da repetibilidade e da precisdao
intermediaria do método analitico

Concentragdo (pug/mL) DPR (%)

Dial Dia2 Dia3 Inter-dias
5 4,56 1,27 1,91 3,59
10 4,87 1,27 2,91 3,38
25 1,11 1,60 0,65 2,75
50 1,81 0,59 1,72 2,21
75 0,91 0,53 0,44 1,99
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Com relagédo a exatidao, o método permitiu a recuperacédo de (99,66 + 2,37)% para a
concentragcéo de 5 pg/mL; (101,39 + 4,13)% para 10 pg/mL; (101,95 £ 2,07)% para 50
ug/mL; e (99,79 £ 2,17)% para 75 pug/mL, o que caracteriza o0 método como exato.

Para o teste de especificidade, ndo foi registrado pico no tempo de retencdo do
farmaco no cromatograma referente a solucao de tampao PBS contendo D-(+)-trealose

na concentragao de 60 pg/mL e 0,04 % de Tween 20 (Figura 26).
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Figura 26 - Cromatograma da amostra de tamp&o PBS contendo 60 ug/mL de D-(+)-trealose e
0,04% de Tween 20

Por meio do estudo de estabilidade, verificou-se que a concentracdo de bevacizumabe
atinge 94% da concentracao inicial em 7 dias, em tampao PBS pH 7,4 e temperatura
de 37 °C,. A estabilidade foi considerada boa, visto que nos testes de liberacéo,

geralmente, a amostra de tampao € sempre renovada num tempo inferior a 7 dias.

Pode-se concluir que o método analitico proposto para deteccado e quantificacao do
bevacizumabe por CLAE mostrou-se sensivel, preciso e linear no intervalo de
concentracédo entre 5 e 75 pg/mL, sendo adequado para a quantificagcdo do
bevacizumabe em testes de liberacao in vitro. A estabilidade do farmaco em tampao
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PBS pH 7,4 é limitada, porém suficiente para a realizacdo de analises normalmente
conduzidas em estudos de liberacdo do ativo.

6.2 Analise Térmica

.2.1 Termogravimetria (T

As curvas TG e DTG da amostra de poliuretano estao representadas na Figura 27. A
curva TG do poliuretano mostra que o polimero se decompde em duas etapas, a
primeira entre 237,02 °C e 386,17 °C, com uma perda de massa de 72,29%, e a
segunda entre 387,47 °C e 457,71 °C (valores extraidos da curva DTG),
correspondente a uma perda de massa de 19,08%. A massa residual foi de 8,63%.
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Figura 27 - Curvas TG/DTG do poliuretano em atmosfera dinamica de N,

As curvas TG e DTG da amostra de bevacizumabe liofilizado (Figura 28) apresentam
uma perda de massa de 27,04% entre 248,06 °C e 311,61 °C, atribuida a
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decomposicao parcial do farmaco, seguida de uma segunda perda de massa de
14,49% entre 311,61 °C e 373,66 °C (valores extraidos da curva DTG). A massa
residual foi de 58,47%.
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Figura 28 - Curvas TG/DTG do bevacizumabe liofilizado em atmosfera dinamica de N,

As curvas TG e DTG da amostra de poliuretano contendo bevacizumabe estao
representadas na Figura 29. Observa-se uma pequena perda de massa de 2,72%
proxima a 100 °C, correspondente a perda de agua residual do filme. A decomposicac
ocorreu em uma Unica etapa com uma perda de massa de 86,07% entre 215,79 °C e
449,15 °C, ao contrario do polimero que nao continha farmaco, em que houve ume
decomposicao parcial seguida de outra etapa de decomposicédo. Pode-se observar ume
diminuicao da estabilidade térmica do polimero quando o farmaco € adicionado a ele
visto que houve uma diminuicdo da temperatura em que ocorre 0 inicio de
decomposicao quando o farmaco esta presente (215,79 °C), comparada a temperature
de inicio de decomposi¢éo do polimero puro (237,02 °C). Além disso, a massa residua
da amostra de poliuretano contendo bevacizumabe foi de 11,21%, maior que da

amostra de poliuretano puro.

57



TGA DT A

DrT GA

mg/mi n % uVv

Mid Poin 369.68C

0.40(- 100.00- m— (;T;Seie iz:?(;
W eight Los -0.095mg W eight Los -3.002mg 4 0.00
-2.724% -86.067%
0.20-
0.00 50.00 - WwnWWW[kM‘M«Jx!WlW‘\MWMw
iy

M\«WWWWMWWn‘MWWWv 110.00
wwwm\ Nr“

-0.20- A

N 1 -20.00
- ' ‘&
0.40t _0.007
-0.00 200.00 400.00 600.00
Temp [C]

Figura 29 - Curvas TG/DTG do poliuretano contendo bevacizumabe em atmosfera dinamica de

N
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Figura 30 - Sobreposicdo das curvas TG do poliuretano, bevacizumabe liofilizado e poliuretano
contendo bevacizumabe em atmosfera dindmica de N,

A Figura 30 mostra a sobreposicdo das curvas TG do poliuretano, bevacizumabe
liofilizado e poliuretano contendo bevacizumabe. Como pode-se observar, o filme
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contendo o farmaco apresenta um comportamento térmico distinto do poliuretano e
bevacizumabe isoladamente, uma vez que sua curva ndao se mostrou como um
somatorio das curvas do polimero e do farmaco isolados. Isso sugere a ocorréncia de
interacdo entre o polimero e o farmaco. A fim de confirmar esta hip6tese, foi feita

também Calorimetria Exploratéria Diferencial das amostras.

2.2 Calorimetria Exploratoéria Diferencial (D

Foram obtidas as curvas DSC para o poliuretano, bevacizumabe e poliuretano
contendo bevacizumabe. Quando nao ocorre interagdo entre as substancias que sac
misturadas, a curva DSC da mistura mostra-se como um somatério das curvas dos
componentes isolados. O desaparecimento, aparecimento ou deslocamento de picos

nas curvas DSC sao fortes indicios de interagdo entre os componentes.

Os eventos observados nas curvas DSC em regides nas quais ndao houve perda de
massa nas curvas TG foram atribuidos a transicdes de fase. O perfil de cada curva
pode ser visualizado na Figura 31.
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Figura 31 - Sobreposicdo das curvas DSC do poliuretano, bevacizumabe liofilizado e
poliuretano contendo bevacizumabe em atmosfera dinamica de He
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Segundo Ayres, o poliuretano apresenta duas transicées vitreas, correspondentes as
transicdes dos segmentos rigidos e macios, sendo que a dos segmentos rigidos ocorre
em temperatura maior que a dos segmentos macios (Ayres, 2006). Na curva DSC dc
poliuretano, as duas transicées vitreas foram observadas. A dos segmentos macios, oL
seja, da policaprolactona, ocorreu em -69,30 °C (onset), estando dentro da faixe
relatada na literatura (entre -60 °C e -70 °C), e a do segmento rigido, em 115,74 °C
(onset), também de acordo com os dados da literatura (Ayres, 2006). Também fo
observado um evento exotérmico em 19,50 °C, correspondente a cristalizagdo dc
poliuretano, e um evento endotérmico em 170,81 °C, atribuido a sua fusdo. Logo apds

a fusdo, comeca o processo de termodecomposicao do polimero.

Na curva DSC do bevacizumabe liofilizado, ocorre um fenémeno endotérmico em
145,63 °C, que foi atribuido a fusao do farmaco, uma vez que nao foi observada perda
de massa na curva TG a essa temperatura. Apés 200 °C comeca a
termodecomposigcdo do bevacizumabe, confirmando os resultados obtidos por meio da
curva TG.

Na curva DSC do poliuretano contendo bevacizumabe também é possivel observar o
pico exotérmico referente a cristalizacao do polimero e a transicao vitrea atribuida ao
segmento flexivel. Entretanto, nado foi possivel observar a transicdo Vvitrea
correspondente ao segmento rigido, o que pode indicar que a interagcdo entre o
farmaco e o polimero esta mais relacionada com esse segmento. Além disso, pode-se
observar o surgimento de 3 picos referentes a fendmenos endotérmicos que nao estac
presentes nas curvas do polimero e do farmaco isolados. Dessa forma, a diference
verificada no perfil do polimero contendo bevacizumabe, com o aparecimento de picos
antes nao observados e o desaparecimento da transicao vitrea do segmento rigido
confirma a interagdo que ocorre entre o farmaco e o polimero quando os dois séo

misturados, observada na termogravimetria.
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6.3 Espectroscopia na regiao do infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Os poliuretanos séao capazes de formar interacoes de hidrogénio nas quais o doador de
prétons € grupo N-H da ligacdo uretano, ao passo que 0s grupos receptores podem
incluir tanto a carbonila adjacente a prépria ligacdo uretano como a carbonila da ligacao
éster, quando o segmento macio for um poliéster, ou o atomo de oxigénio da ligacao
éter, quando o segmento macio for um poliéter. A presenca das interacées de
hidrogénio se manifesta pelo deslocamento das bandas de absorcdo do estiramento
dos grupos N-H e C=0 para freqiiéncias mais baixas que aquelas observadas quando
estes grupos nao estdo associados por meio de interagcdes de hidrogénio (Ayres,
2006).
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Figura 32 - Espectro de infravermelho das amostras de PUD5 e PUD5BV

Na figura 32 esta representado o espectro FTIR para PUD5 e PUD5BV. No espectro
referente a amostra de PUD5, absor¢des tipicas de poliuretanos foram detectadas. Nas
regibes de 2946 cm’ e 2865 cm’ observam-se as bandas caracteristicas de
estiramento assimétrico e simétrico de -CHs, respectivamente. Outra banda

caracteristica pode ser observada em 1725 cm™, atribuida ao estiramento dos grupos
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carbonila presentes no uretano, uréia e éster, envolvidos em ligacées de hidrogénio
com grupos N-H da ligacdo uretano. Nao foram observadas bandas em
aproximadamente 3500 cm™ que corresponderiam as aminas livres, o que indica que
todas as aminas formaram ligacdes de hidrogénio com grupos polares, tais como as
carbonilas. Isto é confirmado pela banda em 3348 cm™, correspondente ao estiramentc
de grupos N-H em ligagdes de hidrogénio. A banda caracteristica do grupo N=C=0 livre
residual préxima a 2300 cm™ também n&o é observada, o que confirma a reacéo tota
entre os grupos NCO do diisocianato com a poli (e-caprolactona) e o extensor de
cadeia utilizados na sintese da dispersado de poliuretano. Isso é vantajoso, visto que
grupos NCO livres podem gerar reacoes secundarias indesejaveis, formando ligacoes

cruzadas que tornariam o polimero mais rigido.

No espectro do PUD5BV pode-se observar o aparecimento de uma banda na regido de
3499 cm, atribuida aos grupos N-H livres presentes na estrutura protéica do farmaco
Entretanto, a banda préxima a 3300 cm’'1 aparece mais intensa do que no espectro dc
PUDS5 puro, o que indica que a maior parte dos grupos N-H do farmaco tambérr
participam de ligagdes de hidrogénio com grupos polares do polimero. Esse resultado
esta de acordo com os resultados obtidos por meio das andlises de TG e DSC, que

mostraram que ocorria uma interagéo entre o farmaco e o polimero.

A fim de se analisar melhor a banda na regido de absorcédo das carbonilas foi feita a
deconvolucao dessa banda, tanto para a amostra de PUD5 (Figura 33) quanto para ¢
amostra de PUD5BV (Figura 34). De acordo com Ayres, a deconvolugdo é util pare
diferenciar as bandas dos diferentes grupos que possuem carbonila, como 0s grupos

uretano, uréia e éster.
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Figura 33 - Curvas de deconvolucio da banda na regido de estiramento da carbonila (CO) para
amostra de PUD5
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Figura 34 - Curvas de deconvolucdo da banda na regido de estiramento da carbonila (CO) para
amostra de PUD5BV
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Quando se compara a curva de deconvolugédo da banda de absorcédo das carbonilas da
amostra de PUD5BV com a da amostra de PUDS5, observa-se, na curva do filme
contendo o farmaco, um deslocamento das bandas para freqiéncias mais baixas
provavelmente devido ao aumento do niumero de grupos participantes de ligacdes de

hidrogénio, oriundos ndo s6 do polimero, mas também do farmaco.

As Tabelas 7 e 8 apresentam os parametros retirados a partir das curvas de
deconvolugéo para as amostras de PUD5 e PUD5BYV, respectivamente (Ayres, 2006).

Tabela 7 - Bandas de absorcéo obtidas a partir da deconvolucio da curva referente a amostra
de PUD5 na regiao de absor¢ao das carbonilas

Banda (cm™) Associada com
1670 Uréia livre

1725 Uretano ligado
1740 Ester/ Uretano livre

Tabela 8 - Bandas de absorcéo obtidas a partir da deconvolucéo da curva referente 4 amostra
de PUD5BV na regiao de absorcao das carbonilas

Banda (cm™) Associada com
1643 Uréia ligada

1671 Uréia livre

1708 Uretano ligado
1732/1736 Ester/ Uretano livre
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Apesar de nao aparecer a banda referente aos grupos uréia com interacdées de
hidrogénio na deconvolucao da curva referente a amostra de PUD-5, pode-se observai
que ela esta englobada na banda que aparece em 1670 cm™, pois ndo houve ume
resolucéo experimental suficiente para que as duas fossem identificadas isoladamente
por meio da deconvolugéo.

Foi feita também a deconvolucao das bandas de estiramento do grupo N-H para as
amostras de PUD5 (Figura 35) e PUD5BV (Figura 36).

Segundo Wen et al. (1999), a deconvolugcédo da banda de estiramento do grupo N-H da
origem a trés bandas. A primeira banda localizada na regido de 3550 cm™ ¢ atribuidz
ao estiramento de grupos N-H livre. A banda central em torno de 3430 cm™ é atribuidz
ao estiramento N-H afetado por interacdes de hidrogénio entre segmento rigido €
macio. Finalmente a banda a uma freqiiéncia mais baixa (cerca de 3300 cm™) é
atribuida ao estiramento do grupo N-H afetado por interacées de hidrogénio entre
segmentos rigidos. De acordo com esses autores, as interagdes de hidrogénio entre
segmentos rigidos agem como ligacbes cruzadas fisicas que dificultam a
movimentacdo da cadeia do polimero e acentuam a separagdo de fases entre

segmento rigido e segmento macio.
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Figura 35 - Curvas de deconvolucdo da banda na regido de estiramento de grupo N-H para
amostra de PUD5
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A figura 35 mostra a banda de absorcao dos grupos N-H com interacado de hidrogénio
em 3340 cm™ para PUD5, mas ndo se percebe a banda referente aos grupos N-H
livres, o que indica que 100% dos grupos N-H estéo ligados.
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Figura 36 - Curvas de deconvolucdo da banda na regido de estiramento de grupo N-H para
amostra de PUD5BV

A figura 36 mostra, além da banda tipica de grupos N-H livres em 3499 cm™, a
deconvolucao de uma banda larga na regido de estiramento de grupos N-H envolvidos
em interagdes de hidrogénio. A banda em 3426 cm™ pode ser atribuida ao estiramentc
N-H afetado por interacdes de hidrogénio entre segmento rigido e macio. Como este
banda esta ausente na curva referente a amostra de PUD5, é possivel que o farmacc
participe deste tipo de interacao. Além disso, ha um maior nimero de bandas proximas
a regidao de estiramento do grupo N-H afetado por interacbes de hidrogénio entre
segmentos rigidos (3300 cm™), o que indica que ha uma interacdo maior do farmaco
com os segmentos rigidos do que com os segmentos macios. Este resultado confirma
a hip6tese de que a ligagcdo do farmaco com o polimero ocorre mais na regiao do
segmento rigido, sugerida pela analise de DSC. A presenca do farmaco entre os

segmentos rigidos gerou mais ligacbes cruzadas devido ao maior numero de
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interacdes de hidrogénio, 0 que provocou um enrijecimento da cadeia do polimero

nesta regido, dificultando assim a transicao vitrea dos segmentos rigidos, que nao foi
observada pela analise de DSC.

A figura 37 mostra as possiveis interacdes de hidrogénio que podem ocorrer entre o
bevacizumabe e o poliuretano. Pode-se observar que algumas interacdes entre c
farmaco e os grupos pertencentes aos segmentos macios do polimero (derivados de
policaprolactona: O-R’-O) podem ocorrer, entretanto a maior parte das interacoes

ocorre entre o farmaco e os grupos pertencentes aos segmentos rigidos do poliuretano
(derivados do isocianato).

BVC

BVC

Figura 37 - Possiveis interagbes de hidrogénio entre o bevacizumabe e o poliuretano. As

interacoes 1-4 ocorrem entre o farmaco e os grupos pertencentes aos segmentos rigidos do
polimero. A interacao 5 ocorre entre o farmaco e grupos pertencentes aos segmentos macios do

poliuretano
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6.4 Difracao de raios X (DRX)

Na Figura 38 esta representado o padrao de difragdo de raios X obtido em experimento
com angulo razante para PUD5 puro. Bandas de difracdo amplas foram observadas em
20 = 20° e 26 = 40°, demonstrando a natureza amorfa deste polimero. A deteccdo da
natureza amorfa do PUD5 deveu-se principalmente a presenca da poli(e-caprolactona)
de baixa massa molar (MM = 1,250 e 2,000 g/mol), incapaz de cristalizar-se como

poli(e-caprolactona) de alta massa molar.
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Figura 38 - Difracdo de raios X com angulo razante para PUD5
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Figura 39 - Difracdo de raios X com angulo razante para PUD5BV

Na Figura 39 esta representado o padrao de difracdo de raios X obtido em experimento
com angulo razante para PUD5BYV, e na Figura 40 esta representado o resultado de
subtracao espectral entre PUD5BV e PUD5. O pico que aparece a 25° 20 indica que
provavelmente o bevacizumabe apresenta pico de difracdo que coincide com o dc
polimero, uma vez que quando o farmaco encontra-se presente ha um aumento de
intensidade do pico a esse angulo. Entretanto, devido a impossibilidade de obtencéo de
um padrao para o farmaco, a comprovacao deste fato torna-se dificil, visto que o filme
polimérico ndo foi preparado com o farmaco puro cristalizado, mas com a ampola do
medicamento, que contém interferentes, como a trealose e o fosfato de sodio.
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Figura 40 - Subtracio espectral entre PUD5BV e PUD5

6.5 Estudo de liberacao in vitro do bevacizumabe a partir dos

implantes

Os sistemas poliméricos nao propiciaram a liberacao controlada do bevacizumabe,
visto que até 40 dias de liberacao nao foi detectado nenhum pico referente ao farmacc
no método analitico desenvolvido, com excecdo de uma pequena fragdo de 10% dc
total de farmaco presente nos implantes, que foi detectada apenas no primeiro dia de
andlise. Os filmes utilizados para o teste de liberagao in vitro foram entdo solubilizados
em metanol a fim de verificar a quantidade de farmaco presente nos implantes, e ap6s
analise por HPLC verificou-se que nao houve qualquer sinal relativo ao farmaco
Comprovou-se assim a ligagcdo que ocorre entre o poliuretano e o bevacizumabe
discutida ao longo deste trabalho, sendo que a quantificacdo de 10% do farmacc
observada no primeiro dia foi devida muito provavelmente a liberacdo do farmaco

presente na superficie dos implantes.
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6.6 Analise morfolégica dos filmes por microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

Na figura 41 é mostrada a regiao de fratura do filme de poliuretano, na qual pode-se
observar a aparéncia compacta e homogénea do polimero, caracteristica de uma
sintese bem conduzida.

Mag Spott HV | WD Det HFW ——200.0pm
300x 4.0 5.0 kV/6.5 mm/LFD 0.45 mm CENTRO DE MICROSCOPIA UFMG

Figura 41 - Micrografia da regido de fratura do filme de poliuretano

As micrografias referentes a PUD5 e PUD5BYV antes e apés 7 dias de incubacdo em
tampao PBS sdo mostradas na Figura 42. Em comparacdo com o filme contendo ¢
farmaco, o flme de PUD5 puro apresentou uma superficie de textura mais rugose
indicando um maior grau de degradacao. O filme PUDS5SBV apresentou uma superficie
mais lisa, tanto antes de ser submetido a incubagédo quanto depois de 7 dias incubado
0 que indica que a interacédo do poliuretano com o bevacizumabe resulta em uma maior

estabilidade hidrolitica do polimero, provavelmente devido ao maior numero de ligacoes
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cruzadas provenientes das interacdes de hidrogénio, que dificultam a entrada de agua

na matriz.

: | H
Mag Spot HV | WD Det HFW 20.0pm: Mag Spot HV =~ WD Det| HFW
2500x 4.0 5.0 KV 6.9 mm LFD 54.08 ym CENTRO DE MICROSCOPIA UFMG 2500x 4.0 5.0 kV 6.2 mm SSD 54.08 ym

Figura 42 - Micrografias referentes as amostras de PUD5 e PUD5BYV, antes e apds 7 dias de
incubacao em tampao PBS: (A) PUD5 antes da incubacéao; (B) PUD5BV antes da incubacao; (C)
PUD5 apos 7 dias de incubacao; e (D) PUD5BYV apds 7 dias de incubacao
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7 CONCLUSOES

Face aos resultados obtidos no presente trabalho, é possivel concluir que houve uma
interacdo significativa entre o poliuretano e o bevacizumabe, comprovada pelos fatos

gue seguem:

1. A mudanca no perfil termogravimétrico do filme de PUD5BV, comparado ao perfil de
PUDS5 e bevacizumabe isolados;

2. A mudanga no perfil da curva DSC do filme PUD5BV, com o desaparecimento da
transicdo vitrea dos segmentos rigidos do poliuretano, sugerindo que a presenca do

farmaco afeta mais esta regiao do polimero;

3. O deslocamento das bandas de absorcao no espectro infravermelho do PUD5BV. O
aumento da absorcéo na regiao de estiramento do grupo N-H afetado por interacbes de
hidrogénio entre segmentos rigidos comprovou que o farmaco interage mais fortemente

com estes segmentos.

4. A auséncia de registro de picos nos cromatogramas durante o estudo de liberacao in

vitro, mesmo apos solubilizacdo completa do filme.

A interacado entre o bevacizumabe e o poliuretano, com o aumento do namero de
interacdes de hidrogénio do sistema, aumentou a estabilidade hidrolitica do polimero, o
que pbdde ser observado pela analise de microscopia.

Apesar da impossibilidade de obtencdo de sistemas de liberacdao prolongada do
bevacizumabe por meio da utilizacdo do poliuretano sintetizado neste trabalho, tem-se
como perspectiva o desenvolvimento de tais sistemas utilizando outros tipos de
polimeros, que ndo contenham grupos capazes de sofrer interagdes de hidrogénio com
o farmaco. Outra possibilidade é a modificacao da estrutura do poliuretano, por meio da
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introducdo de novos grupos na cadeia polimérica, que diminuam a capacidade de
interagdo do polimero com o farmaco, uma vez que a avaliagdo in vivo mostrou sua

potencialidade como matriz para a liberacéo prolongada do bevacizumabe.

Outro resultado bastante relevante foi o desenvolvimento e validacdo de método
analitico para quantificagdo do bevacizumabe, uma vez que a maioria dos trabalhos
presentes na literatura utilizam o ELISA para a quantificacdo. O método desenvolvido
por cromatografia liquida de alta eficiéncia & mais simples, rapido e barato, e pode

assim ser utilizado em trabalhos futuros para a quantificagao do farmaco.
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