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Resumo

RESUMO

As doengas oculares do segmento posterior do olho sao a causa mais comum dos
disturbios visuais nos paises industrializados (I). Este cenario estimula o desenvolvimento de
novas modalidades de tratamento para estas doengas (2).

O presente trabalho teve como objetivo criar um implante oftalmologico biodegradavel
de dexametasona para o tratamento de doengas do segmento posterior do olho. Trata-se de
uma alternativa terapéutica na corticosterapia, que ainda nao existe no mercado, e que
podera substituir as administragoes de corticosterodides pelas vias intraocular e topica. Para
esta classe de farmacos, estas vias sao as Unicas disponiveis a todos os doentes que padecem
deste tipo de patologias. Neste sentido, o doente que recorrer ao implante oftalmoldgico
biodegradavel ira ser submetido a uma cirurgia de ambulatério, para colocar o implante na
cavidade vitrea que libertara o farmaco (dexametasona) durante no maximo 2 anos.
Decorrido este tempo, o implante degradar-se-a pois &€ composto por polimeros
biodegradaveis.

Durante este trabalho foi realizado um estudo comparativo dos perfis de libertagao
in vitro de implantes oftalmologicos de dexametasona, preparados por trés metodologias
diferentes: melting, solvent casting e electrospinning. Nos trés métodos investigou-se o efeito
de quatro variaveis nos perfis de libertagao do farmaco:

* Tipo de polimero biodegradavel utilizado poli(|/-caprolactona) e poli(acido lactico);

* Razao massica farmaco/polimero (3%, 10% e 25%);

* Peso molecular da poli([I-caprolactona) (37 kDa e 14 kDa);

* Forma do farmaco (dexametasona e fosfato de dexametasona dissodico).

Foram concebidos vinte e dois tipos diferentes de implantes oftalmologicos de
dexametasona, os quais foram submetidos a ensaios de libertagao durante 2 meses.

No final, e depois de se compararem os resultados dos ensaios de libertagao, concluiu-
se que o/os implantes que exibem o potencial para libertar a dexametasona de forma
controlada, por um maior periodo de tempo foi/foram os obtidos com:

* O método de solvent casting;

* O polimero PLA 120 kDa;

* O farmaco sob a forma de dexametasona;

* A razao massica farmaco/polimero de 10%.



Abstract

ABSTRACT

Eye diseases of the posterior segment of the eye are the most common cause of visual
disorders in industrialized countries (1). This scenario encourages the development of new
treatment modalities for these diseases (2).

The aim of the present thesis was to create a biodegradable ophthalmologic implant of
dexamethasone for the treatment of diseases of the posterior segment of the eye. It is an
alternative treatment with corticosteroids, which does not exist yet in the market, and could
replace the administrations of corticosteroids for topical and intraocular routes. For this
class of drugs, these are the only routes available to all patients suffering from such diseases.
Accordingly, patients that use the biodegradable implant will be subjected to an ambulatory
surgery to place the implant in the vitreous cavity to release the drug (dexamethasone) for
up to 2 vyears. After this time the implant will degrade because it is composed of
biodegradable polymers.

In this paper was made a comparative study of the in vitro release profiles of
dexamethasone ophthalmic implants prepared by three different methods: melting, solvent
casting and electrospinning. In all three methods were investigated the effect of four
variables in the drug release profiles:

* Type of the biodegradable polymer used — poly ([!-caprolactone) and poly (lactic
acid);

* The weight ratio drug / polymer (3%, 10% and 25%);

* Molecular weight of the poly ([ /-caprolactone) (37 kDa and 14 kDa);

* Form of the drug (dexamethasone disodium phosphate and dexamethasone).

It was designed twenty two different types of dexamethasone ophthalmic implants, which
were tested for release during 2 months.

Finally, and after comparing the results of the release tests, it was concluded that / those
implants that exhibit the potential to release dexamethasone in a controlled manner for a
longer period of time was / were obtained with:

* The method of solvent casting;
* The polymer PLA 120 kDa;
* The drug in the form of dexamethasone;

* And the weight ratio drug / polymer of 10%.
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|. Introdugao

I.INTRODUCAO

As doengas oculares do segmento posterior do olho sao a causa mais comum dos
disturbios visuais nos paises industrializados. Estas doengas incluem, por exemplo, as
cataratas, retinite pigmentosa (l), a retinopatia diabética e a degeneragao macular associada
ao envelhecimento (3).

Em todo o mundo as deficiéncias visuais afetam mais de 160 milhdes de pessoas, das
quais 37 milhoes estao cegas (4). Este cenario estimula o desenvolvimento de novas
modalidades de tratamento para estas doengas (2).

O mercado dos farmacos para aplicagao oftalmologica é dominado pelos farmacos que
foram concebidos para tratar doengas que afetam o segmento anterior do olho. Estes
farmacos incluem os antibidticos, os anti-inflamatorios ou farmacos para o tratamento do
glaucoma, geralmente sob a forma de colirios. Estas aplicagoes topicas sao ineficazes em
muitos casos, principalmente devido ao sistema de drenagem do olho, causando uma pobre
biodisponibilidade ocular (I).

O sucesso no tratamento visa, essencialmente, o transporte de doses efetivas de
farmacos diretamente para os locais a serem tratados. Devido as dificuldades encontradas no
transporte dos farmacos para o segmento posterior do olho, pesquisas tém sido realizadas
no sentido de desenvolver sistemas de administragao intraoculares que permitam libertar
concentragoes de farmacos suficientes por periodos prolongados (2).

A intervengao farmacéutica no tratamento de doengas que afetam os tecidos do
segmento posterior do olho requer inje¢oes intravitreas repetidas, dado que a concentragao
terapéutica nao ¢ alcangada através das vias de administragao convencionais.

As injecOes intravitreas repetidas, no entanto tém inUmeras desvantagens: (i) o
desconforto (5) e adesdo a terapéutica por parte do doente, (ii) o risco acumulado de
complicagdes graves tais como endoftalmites, ruturas e descolamentos da retina e
hemorragias, (iii) cataratas, (iv) picos plasmaticos dos niveis de farmaco, (v) risco
toxicologico para os tecidos oculares quando os niveis terapéuticos e tdxicos sao proximos.

Os implantes intraoculares biodegradaveis superam a maior parte destas desvantagens,
uma vez que eles mantém estaveis as concentragoes do farmaco dentro da janela terapéutica
ao longo do tempo.

Sistemas biodegradaveis de dexametasona tém sido desenvolvidos para a prevengao da

inflamagao apos cirurgia as cataratas. Posurdex (Allergan), um implante polimérico



|. Introdugao
biodegradavel preparado com PLGA liberta dexametasona ao longo de aproximadamente
cinco semanas, e nos ensaios clinicos tem sido estudada a sua utilidade no edema macular
persistente associado ao diabetes, nas oclusGes venosas na retina, nas uveites, e para o pos-
operatorio das cataratas (6).

A pesquisa de sistemas de libertagao de farmacos implantaveis comegou no final de 1930
com R. Deansby e A.S. Parks. Em 1937, na Royal Society of Medicine em Londres, Parks e
Dansby apresentaram um artigo que descrevia os efeitos de varias preparagoes de hormonas
sobre o crescimento do gado. Aparentemente, eles desenvolveram comprimidos de
estrogénio puro e administraram, por via subcutanea, aos animais. Os resultados mostraram
uma libertagao continua da hormona ao longo de trés meses em varios animais. A ideia de
implante hormonal em animais tornou-se pratica corrente na década de 1950, e tem vindo a
mostrar-se efetiva no crescimento e eficiéncia alimentar dos bovinos. Esta descoberta
suscitou interesse na area dos implantes, levando a novos estudos e descobertas que tém
continuado até aos dias de hoje (7).

Diferentes sistemas de transporte de firmacos tém sido desenvolvidos com as finalidades
acima descritas. Estes sistemas podem ser compostos por polimeros biodegradaveis ou nao-
biodegradaveis ou ainda serem formulagoes lipidicas (2).

As principais vantagens dos implantes biodegradaveis incluem o facto de os polimeros
inertes, usados para o fabrico do sistema de libertagao, serem eventualmente absorvidos ou
excretados pelo organismo. Neste sentido, a remogao cirdrgica do implante apds a
conclusao da terapia nao € necessaria, aumentando assim a aceitacio e adesao do
doente (7).

A presente dissertagao esta dividida em sete capitulos.

O capitulo | contextualiza e apresenta o trabalho experimental.

No capitulo 2 encontram-se os fundamentos tedricos que serviram de suporte teorico
ao trabalho experimental.

No capitulo 3 sao apresentados os objetivos do estudo.

O capitulo 4 é dedicado a apresentagao dos equipamentos e materiais utilizados nas
diversas metodologias. Sao ainda descritos pormenorizadamente os protocolos e as
consideragoes dos mesmos.

O capitulo 5 contém a discussao e apresentagao dos resultados apoiados por diversos
graficos e diagramas.

O capitulo 6 é dedicado as conclusdes do trabalho e o capitulo 7 a indicagao das

perspetivas de trabalho que poderao vir a realizar-se no futuro.



2. Fundamentos Teodricos

2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. Corticosteroides

Os corticosteroides sao hormonas de natureza esteroide produzidas na porgao cortical
das glandulas adrenais, e constituem trés familias: os glicocorticoides, os mineralocorticoides
e os androgénios adrenais. O principal glicocorticoide é o cortisol (ou hidrocortisona), cuja
taxa de secregao no homem é de 10 a 20 mg em 24 horas. A sua concentragao média no
plasma é de 14 mg/dl, no entanto os seus niveis variam durante o dia, atingindo valores mais
elevados nas primeiras horas da manha (15 a 25 mg/dl) e diminuindo gradualmente para2 a5
mg/dl no final do dia.

O excesso dos glicocorticoides (exodgeno ou enddégeno) suprime a resposta imunologica
normal, sendo esta propriedade imunossupressora a que melhor caracteriza as suas
indicagoes terapéuticas para o tratamento de processos inflamatoérios, doengas autoimunes e
para a viabilizagao de transplantes.

Os corticosterodides foram introduzidos na pratica médica em 1949 para o tratamento da
artrite reumatdide. As suas indicagoes, desde entao, ampliaram-se pelas diversas
especialidades médicas, incluindo a dermatologia, a endocrinologia, a oncologia e a
oftalmologia. Sao agentes que simulam os esteroides hormonais endogenos produzidos no
cortex adrenal: o cortisol (glicocorticoide) e a aldosterona (mineralocorticoide).

Os glicocorticoides sao regulados primariamente pela corticotropina (ACTH), enquanto
que os mineralocorticoides sao regulados pelo sistema renina-angiotensina e possuem
propriedades de retengao de sal.

O efeito anti-inflamatorio e imunossupressor dos glicocorticdides ocorre devido as

seguintes propriedades:

I. Interferem na circulagio das células imunes, diminuem o numero de linfocitos
periféricos, principalmente linfocitos T e inibem a acumulagao de neutrofilos no local
da inflamagao;

2. Promovem a apoptose das células linféides;

3. Inibem a sintese de citoquinas;

4. Modulam direta e indiretamente a fungao das células B;
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5. Inibem a resposta proliferativa dos mondcitos ao fator de estimulagao de colonias e a
sua diferenciagao em macrofagos, inibindo também as suas fungoes citotoxicas e de
fagocitose;

6. Inibem o movimento de células e fluidos a partir do compartimento intravascular;

7. Inibem a agao da histamina, a sintese das prostaglandinas e a agao dos ativadores de

plasminogénio.

Infelizmente, doentes medicados com corticosteroides podem apresentar efeitos
colaterais indesejaveis, especialmente quando doses altas e tratamentos prolongados sao
requeridos (Tabela I).

De forma a minimizar os efeitos adversos, deve-se ter especial cuidado com:

I. Doentes com hipertensao arterial ou insuficiéncia cardiaca congestiva devem ser
monitorizados, sendo aconselhavel a diminuicao da ingestao de sal e o suplemento
oral com potassio;

2. Doentes com risco de osteoporose devem tomar suplementos de calcio,
especialmente as mulheres na pés-menopausa;

3. Doentes com doengas graves do aparelho digestivo, uma vez que a perfuragao e
hemorragia gastrointestinal sao efeitos colaterais graves e mais suscetiveis em

doentes com historico de doengas do foro gastrointestinal.

O seu uso é contra-indicado em doentes com infegao fungica sistémica, e deve-se evitar
o uso de vacinas com virus vivos durante o tratamento.

Um tempo curto de tratamento ou o uso de doses relativamente baixas de medicagao
raramente resultam em qualquer um dos efeitos colaterais listados na Tabela |. Contudo,
quando a dose utilizada de corticosteroide aumenta ou se prolonga a sua utilizagao, os riscos
de efeitos indesejaveis aumentam consideravelmente. Em tratamentos prolongados, a
administragao da medicagao em dias alternados é valida, sendo também importante a
aplicagao da dose no periodo da manha, mimetizando o ritmo circadiano do corticosterodide
endogeno.

No final de um tratamento superior a dois meses, deve-se propor uma descontinuagao
gradual da medicagao, para dessa maneira, promover uma recuperagao normal do eixo

hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA) (8 e 9).
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Tabela | - Efeitos adversos do tratamento com esterdides (8).

Sistemas

Efeitos Adversos

Disturbios eletroliticos

Retencao de sodio e edema;
Excregao aumentada de potassio;
Excrecao aumentada de calcio.

Gastrointestinal

Nauseas e vomitos;
Ulcera péptica;
Esofagite, pancreatite.

Endocrino

Hipercortisolismo (Sindrome de Cushing);
Insuficiéncia adrenal secundaria;
Amenorreia e Intolerancia a glicose.

Cardiovascular

Hipertensao arterial;
Tromboembolismo;
Flebites.

Ocular

Cataratas subcapsulares posteriores;
Glaucoma;
Infe¢oes oculares oportunistas (viral ou fungica).

Musculo e Esquelético

Fraqueza muscular proximal;
Fraturas Osseas;
Necrose asséptica da cabega do fémur.

Neurolodgico e Psiquiatrico

Cefaleia e tontura;
Insdnia e mudangas do humor;
Psicose.

Dermatologico

Acne;
Hirsurtismo;
Equimoses.

Outros

Aumento da suscetibilidade a infegoes;
Ocultagao de sintomas de infegoes.
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2.2, Uso de Corticosterdides em Oftalmologia

O uso de corticosterodides para o tratamento de afegoes oculares remonta aos anos
cinquenta. Na Ultima década, os esteroides intravitreos tém sido cada vez mais utilizados no
tratamento de doengas nao-inflamatoérias do segmento posterior do olho, as quais incluem
edema macular, degeneragao macular relacionada com a idade e retinopatia diabética
proliferativa.

Os corticosteroides tém demonstrado estabilizar a barreira do sangue da retina, mas os
mecanismos exatos ainda permanecem desconhecidos.

Na dltima década, as injegoes intravitreas de corticosteroides surgiram como sendo um
tratamento cada vez mais utilizado em certos doentes com edema macular, apesar da
inexisténcia de estudos randomizados e controlados que comprovem a sua seguranga e
eficacia.

Os corticosterodides para uso intravitreo foram inicialmente considerados apos estudos
em animais, que mostraram que o fosfato de dexametasona quando injetado na cavidade
vitrea nao € téxico para a retina. Pouco depois destes estudos em animais, os primeiros
relatorios publicados sobre injegoes de corticosterdides para uso intravitreo no homem
indicavam que estas eram utilizadas para o tratamento de edema macular diabético, edema
macular secundario e oclusao da veia central da retina.

Antes da introducao dos corticosteroides na cavidade vitrea, eram necessarias usar
doses elevadas de corticosteroides sistémicos no tratamento do edema macular,
principalmente para o edema macular cistdide inflamatorio. Infelizmente os esterodides orais
podem causar varios efeitos secundarios sistémicos, incluindo osteoporose, sindrome de
Cushing, supressao adrenal e exacerbagao dos diabetes.

A administracao intravitrea de corticosterdides permitiu que muitas doengas do
segmento posterior fossem tratadas localmente, sem os efeitos adversos causados pela
administragao sistémica.

A administragao intravitrea também permite aos esteroides contornar a barreira de
sangue da retina, atingindo-se concentragoes maiores de esterodides durante um periodo de
tempo prolongado.

A administracao de esterodides na cavidade vitrea é efetuada através de injecao direta na
pars plana, através da introducao de implantes de libertagao prolongada ou por injegao de
compostos conjugados. No entanto, o método de entrega mais comum € a injegao direta de

corticosteroides sintéticos na pars plana (10).
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2.3. Efeitos Secundarios dos Corticosteroides no Olho

Existem varios efeitos secundarios potencialmente graves que podem resultar do uso de
corticosterodides nos olhos. O primeiro destes efeitos € o potencial desenvolvimento de
catarata subcapsular posterior. O crescimento irreversivel destas cataratas esta diretamente
relacionado com a dose e duracao do tratamento. Na maioria dos casos a sua ocorréncia
esta relacionada com um tratamento prolongado de seis meses ou mais, com os farmacos
mais potentes (Tabela 2). A catarata subcapsular posterior, devido a sua localizagao central,
pode ser visualmente debilitante e exigir a remogao cirdrgica.

Em segundo lugar, a corticosterapia topica pode causar um aumento da PIO (pressao
intraocular). Em cerca de 8% dos doentes, a PIO elevada aparece geralmente trés a seis
semanas apos o inicio do tratamento. O aumento da PIO ocorre mais frequentemente com
o uso de farmacos mais potentes, tais como a dexametasona, e mais frequentemente em
doentes com pré-existéncia de glaucoma.

O aumento da PIO pode também surgir como resultado da administragao sistémica
desta classe de farmacos, e € resultado da diminuigao do escoamento do humor aquoso no
olho. Normalmente este aumento € reversivel, retornando aos limites normais dentro de
uma a trés semanas apos a descontinuagao. No entanto, se a PIO permanecer elevada pode
ter ocorrido lesao do nervo otico e correspondente perda de campo visual, sendo que esta
condigdo é denominada por "glaucoma esterdide”. Os doentes em tratamento com
corticosterodides devem ter a sua PIO monitorada de forma a prevenir este tipo de lesoes.

Cada esteroide, como a prednisolona ou a dexametasona, pode estar disponivel em mais
do que uma forma; por exemplo, a dexametasona esta disponivel sob a forma de alcool ou
fosfato. Estas formas sao denominadas derivados. O derivado de um corticosteroide tem um
papel importante no seu efeito global.

As formulagoes de misturas de derivados de dexametasona formam suspensoes,
enquanto que as preparagoes s6 com fosfato permanecem solugoes verdadeiras. Estas
ultimas tém menos eficacia terapéutica.

A escolha de qual o derivado a utilizar numa formulagio deve ter em conta o
custo/beneficio, a seguranga e a eficacia dos corticosterdides disponiveis em relagao a

condigao do doente e a necessidade de tratamento (I I).
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Tabela 2 - Poténcia anti-inflamatoria relativa de corticosterodides (11).

Hidrocortisona

Farmaco Poténcia Relativa
Betametasona 25
Dexametasona 25
Metilprednisona 5
Triamcinolona 5
Prednisona 4
Prednisolona 4

I
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2.4. O Olho

2.4.1. Anatomia do olho e a importancia das barreiras oculares

A administracao de farmacos oftalmicos € uma das areas mais interessantes da
investigagao na area das ciéncias farmacéuticas.

A anatomia e a fisiologia Unicas do olho dificultam o alcance da concentragao terapéutica
no local alvo. O desafio é contornar as barreiras de protecao do olho, sem causar dano
significativo no tecido e sem aumentar o risco de efeitos secundarios sistémicos (12).

O olho é anatomicamente dividido por dois segmentos, anterior e posterior. O primeiro
inclui a cornea, a cdmara anterior, a iris, a cdmara posterior, o corpo ciliar e o cristalino. O
segundo é composto pelo vitreo, retina, epitélio pigmentado da retina e o cordide (Figuras

1,2 e3)(13).
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Esclera
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Figura | - Anatomia do olho.
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Figura 2 - Anatomia do olho.
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Figura 3 - Anatomia do olho.

As barreiras suscetiveis de afetar a farmacocinética dos farmacos administrados nos
tecidos oculares sao, os tecidos estromais da cérnea e da esclera, o epitélio corneano e o
endotélio, as barreiras hemato-retinais interna e externa que sao formadas pelo epitélio
pigmentado da retina e pelo endotélio vascular da retina respetivamente, e a membrana
interna limitante na interface vitreoretinal (13).

Em comparagao com a administragao de farmacos noutras partes do corpo, a
administracao de farmacos na cavidade ocular é dificultada pela existéncia de diversas
barreiras oculares. Muitas destas barreiras sao exclusivas da anatomia e fisiologia do olho.
Estas barreiras anatomicas e fisiologicas sao também especificas, dependendo da via de
administragao, e servem para proteger o olho de substancias toxicas (14).

Os colirios e as pomadas sao formas terapéuticas simples para o tratamento das doencas
oculares, no entanto a absorcao do fairmaco é limitada devido as barreiras anatomicas do
olho e devido ao continuo turnover das lagrimas.

Para se atingir a concentragao terapéutica de firmaco nos tecidos do segmento anterior
do olho, os colirios tém de ser administrados frequentemente. Neste sentido, € muito mais
dificil administrar os colirios para o segmento posterior devido a maior distancia de difusao.
Para superar estas dificuldades da administragao topica, um sistema de libertagao controlada
ou a melhoria da permeagao dos farmacos € essencial.

A administragao sistémica é outra das principais vias de administragao de farmacos no
olho. Os farmacos administrados sistemicamente atingem o tecido corioretinal através da
circulagao sanguinea. No entanto, as barreiras hemato-retinais externa e interna impoem
limites ao influxo de farmacos no tecido da retina e na cavidade vitrea. Portanto, uma grande
quantidade de fairmaco e a sua frequente administragao sao requeridas para manter as
concentragoes terapéuticas, o que muitas vezes pode resultar na descontinuagao do farmaco

em consequéncia de graves efeitos adversos (13).
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2.4.2. Modos de administracdao de farmacos no olho

A administragao topica de farmacos tem pouco efeito terapéutico nas estruturas do
segmento posterior do olho. E a administragao sistémica tem baixa biodisponibilidade no
olho devido as barreiras hemato-retinais.

Tratamentos prolongados e injegoes intravenosas com doses elevadas de farmacos sao
muitas vezes necessarios para manter as concentragoes dentro da janela terapéutica. No
entanto, a terapia cronica pode resultar em graves efeitos secundarios sistémicos (15).

Enquanto que, a injegao intraocular é usada para alcancar elevada biodisponibilidade,
multiplas injegoes intraoculares podem estar associadas ao risco de cataratas, hemorragia no
vitreo, descolamento da retina, endoftalmites e glaucoma (16).

Para tratar as doengas oculares nas quais as injegoes intraoculares repetidas se
mostraram efetivas, o desenvolvimento de sistemas de libertagao controlada serao um
avanco significativo (I5).

A Tabela 3 resume varias vias de administracao, os seus beneficios e desafios na
administracao de farmacos na cavidade ocular.

Na Figura 4 apresenta-se as diferentes vias de administragao de farmacos no olho (em

italico) (14).

Superior
rectus muscle
Peribuibar \,\
Subtencn -~
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Subconjundival ———
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Topical - Retina
Cornea Vitreous
Lens chamber
Iris (—L
Conjunctiva Retrobulbar

Infravitreal Inferior rectus

muscle

Figura 4 - Anatomia e vias de administracdo de farmacos no olho (14).



2. Fundamentos Teodricos

Tabela 3 - Sumario das vias de administragao, beneficios e desafios na cavidade ocular (14).

Aplicacdo no

Via de .
- ~ Beneficios Desafios tratamento de
administracao
doencas
Maior diluigao das
lagrimas; .
: e Uveite;
~ Maior taxa de -
Grande adesao do o e Ceratite;
. rotatividade das .
- paciente; . e Esclerite;
Topica L lagrimas; S
Auto-administravel; . ¢ Conjuntivite;
. . A cérnea atua como )
Nao invasivo. barreira: e  Blefarite;
’ e Episclerite.
Bombas de efluxo; P
Biodisponibilidade <5%.
Barreira sangue- .
aquosa; g e Esclerite;
L . o Episclerite;
. Barreira sangue-retina; pisc
Oral Nao invasivo. e Retinite por
Dose elevada causa ) ,
toxicidade: citomegalovirus;
o s e Uveite posterior.
Biodisponibilidade <2%. P
e Degeneragao
macular
relacionada com a
idade;
e Uveite posterior;
Descolamento da *  Oclusdo da veia
Administragao direta na retina: ramificada da
cavidade vitrea e na retina; b retina;
~ Hemorragia; ~ .
, Manutencio da ¢ Oclusao da veia
Intravitrea ~ . Cataratas; .
concentragao do farmaco; . central da retina;
) Incumprimento do
Invade a barreira de doente: e Edema macular
sangue da retina. - diabético;
Endoftalmite.
e Edema macular
cistoide;
e Edema macular
uveitico;
e Retinite por
citomegalovirus.
Garante niveis mais
elevados do farmaco na ¢ Anestesia:
camara anterior; Segmento anterior «  Preven 5(; de
Elimina o uso de gotas toxico; 620
A - . L endoftalmite;
Intracdmera topicas; Sindrome toxico de Dilatacio da
Reduz os efeitos colaterais destruicao das células pupila‘c

sistémicos e na cornea
observados com
corticoterapia topica.

endoteliais.

¢ Inflamagao.

Subconijuntival

Administragdo nos
segmentos anterior e
posterior do olho;
Local para formulagoes
depot.

Circulagao conjuntival;
Circulagio cordide.

e Glaucoma;

e Retinite por
citomegalovirus;

e Degeneragao
macular
relacionada com a
idade;

¢ Uveite posterior.
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Subtenoniana

Concentragdes elevadas
dos farmacos na cavidade
vitrea; Relativamente nio-
invasivo;

Menos complicagoes do
que a administragao
intravitrea.

Epitélio pigmentado da
retina;

Quemose;

Hemorragia
subconjuntival.

¢ Edema macular
diabético;

e Degeneragao
macular
relacionada com a
idade;

¢ Oclusao da veia
da retina;

¢ Uveite.

Retrobulbar

Administracao de doses
altas de anestésicos locais;
Mais eficaz do que a via
peribulbar;

Influéncia minima na
pressao intraocular.

Hemorragia
retrobulbar;
Perfuragao do globo
ocular;

Paragem respiratoria.

¢ Anestesia.

Justaescleral
posterior

Seguro para administragao
de farmacos de libertagao
lenta;

Evita o risco de
endoftalmite e de danos
intraoculares.

Requer cirurgia;
Epitélio pigmentado da
retina atua como
barreira.

e Degeneragao
macular
relacionada com a
idade.
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2.5. Sistemas Poliméricos

Os polimeros sao uma classe de materiais versateis, que tém mudado o nosso quotidiano
com aplicagoes importantes nas areas da engenharia, médica e agricola. A fusio da ciéncia
dos polimeros com as ciéncias farmacéuticas conduziu a um avango em termos de inovagao,
design e desenvolvimento de novos sistemas de libertagao de farmacos (SLFs) (17).

Os sistemas poliméricos de libertagao controlada de farmacos incluem: (1) uma mistura
homogénea de firmaco e polimero (dispositivo do "tipo monolitico") (2) polimeros de
hidrogel que se ligam aos farmacos através de ligagdes quimicas ou ionicas (dispositivo do
"tipo binding"), e (3) membrana exterior polimérica que envolve o farmaco (dispositivo do

"tipo reservatorio”) (Tabela 4) (13).

Tabela 4 - Tipos de dispositivos poliméricos (13).

Polimeros Polimeros nao

Tipo de dispositivo biodegradaveis biodegradaveis

Injetavel: microsferas _ .
Injetavel: microsferas

Monolithic-type (emulsao) (emulsio)

afitin Implantavel: vara, folha, .

FIEIENEL, . . Implantaveis: pellet, folha
Parel ety pellet, disco, tampao tilcelul lacrilamid
R (PLA, PLGA, polianidridos, | (Metilcelulose, poliacrilamida,

poli (orto estéres), etc.) poli-HEMA, etc)

Injetavel: microsferas
Implantavel: folha, disco
Postegs® (gelatina, colagénio, -
oot albumina, quitosano, amido,
* dextrano, etc.)

Binding-type

h A Y

Reservoir-type

Injetavel: microcapsula Implantavel: disco, bomba
(PLA, PLGA) osmotica
Injetavel: lipossoma, micela ( EVA, silicone laminado,

etc.)

Os sistemas poliméricos para transporte de farmacos, sao preparados a partir de
diferentes polimeros, os quais podem ser biodegradaveis ou nao-biodegradaveis.

Os 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 libertagao relativamente constante,
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precisam geralmente de ser removidos posteriormente, o que requer procedimento
cirdrgico.

Ja os polimeros biodegradaveis podem apresentar vantagens sobre os anteriores, pois
sao totalmente absorvidos pelo organismo, nao sendo necessario a sua remogao.

A preparagao de sistemas biodegradaveis requer o controlo de um grande numero de
variaveis, ja que a cinética de degradagao do polimero in vivo deve permanecer constante,
para que seja obtida uma libertagao controlada do farmaco. Para que os sistemas poliméricos

sejam eliminados do organismo, existem trés mecanismos principais:

* difusdao simples: este mecanismo esta relacionado com os polimeros solUveis em
agua e que se tornaram insolUveis devido a uma reagdo quimica de "crosslinking".
Desta forma, pode-se dizer que eles sao insollveis em agua, mas apresentam uma
matriz fortemente hidrofilica. Estes polimeros nao sao, portanto, adequados para a
veiculagao de substincias hidrossollveis e como possuem uma massa molar baixa
difundem-se através da rede polimérica, independente da velocidade de degradagao
matricial. Entre os principais polimeros desta categoria, destacam-se a gelatina, o
colagénio e o alcool polivinilico.

* erosao sem clivagem: mecanismo que ocorre com os polimeros que se tornam
hidrossoluveis apos reagoes de hidrolise ou ionizagao, sem alteragoes significativas na
sua massa molar. Por apresentarem dificuldade de eliminagao, tais polimeros nao
podem ser utilizados nos implantes. O Eudragit® (copolimero do éter metil vinilico e
do anidrido maleico - PYM/MA) é um exemplo de polimero que sofre este tipo de
erosao.

* erosao/clivagem: neste mecanismo, os polimeros sao transformados em moléculas
pequenas e soluveis, pela clivagem das suas cadeias. Durante este processo de
degradagao eles permitem a libertagao da substancia ativa. Este mecanismo é o que
esta relacionado com a definicao de biodegradavel. Os principais polimeros que
sofrem este mecanismo de erosio sao os poliésteres — poli([-caprolactona),
polimeros e copolimeros derivados dos acidos lactico e glicdlico, as poliamidas, os

poliaminoacidos, os polialquilcianacrilatos e os poliortoésteres (2).

Os polimeros biodegradaveis sao gradualmente convertidos numa forma soluvel por
reagoes enzimaticas ou hao enzimaticas que ocorrem no organismo, enquanto os polimeros
nao biodegradaveis nao sao metabolizados ou degradados no organismo. Ambos os materiais

podem assumir varias formas: uma solugao injetavel com a capacidade de formar um gel ou

I5
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suspensao de micelas, emulsoes lipidicas (microesferas), lipossomas micro/nanoesferas,
micro/nanocapsulas ou um dispositivo implantavel na forma de folha, pellets, disco, vara,
entre outros.

Os polimeros biodegradaveis sao classificados como hidrofébicos ou hidrofilicos. Muitos
dos polimeros que sao sintetizados sao hidrofobicos, enquanto os biopolimeros sao muitas
vezes hidrofilicos. Os polimeros hidrofobicos mais populares incluem o poliacido lactico
(PLA), o poliacido glicdlico (PGA) e seus copolimeros e o PLGA. Os polimeros hidrofilicos
mais populares incluem as proteinas, os polissacaridos e os acidos nucleicos.

Nos polimeros biodegradaveis existem dois métodos pelos quais ocorre a libertagao
controlada das substancias. Um deles é do "tipo monolitico" feito por solidificagio de uma
mistura homogénea de polimeros hidrofébicos e farmaco. Estes dispositivos podem libertar
farmacos com cinética de ordem zero, acompanhados por erosao da superficie dos
polimeros. Isto é adequado para a libertagao de farmacos com pouca suscetibilidade a
degradagio resultante do aquecimento e secagem. O hidrogel "tipo binding" é muitas vezes
fabricado a partir de polimeros hidrofilicos reticulados. Este tipo de hidrogel liberta os
farmacos, que se encontram no seu interior ligados por ligagoes covalentes ou por
complexagao, por hidrolise enzimatica das ligagoes inter- e intramoleculares dos polimeros.

Isso torna possivel a libertagao de moléculas hidrofilicas tais como proteinas bioativas (1 3).

A escolha dos polimeros deve assim, basear-se nas caracteristicas do farmaco e na

duragao prevista para a sua libertagao (12).

2.5.1. Principais polimeros biodegradaveis utilizados nos implantes

intraoculares

Os polimeros biodegradaveis sao um grupo novo de produtos, cujo consumo mundial
aumentou |5 vezes nos Ultimos dez anos. O maior produtor de polimeros biodegradaveis é
uma empresa americana, a LLC Nature Works que produz varios tipos de PLA (19).

Os polimeros biodegradaveis mais utilizados atualmente sao os poliésteres, tais como a
poli(ll-caprolactona) (PCL), o poliacido lactico (PLA) e os diferentes tipos de copolimeros
do poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA) (2).

Os produtos resultantes da degradagao dos polimeros biodegradaveis sao metabolizados

a dioxido de carbono e agua, via ciclo de Krebs, ou sao excretados na urina (13).
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2.5.1.1. Poliacido lactico (PLA) e poli(acido lactico-co-glicdlico)

(PLGA)

Atualmente o PLA é o polimero biodegradavel mais popular. Apesar de ter muitas
vantagens tais como a facilidade de produgao, biodegradagao e amplas possibilidades de
aplicacao; tem desvantagens das quais as mais importantes sao a rigidez, a fragilidade,
absor¢ao de agua e a possibilidade de degradagao durante a produgao. Uma forma de
eliminar ou reduzir estas desvantagens é o desenvolvimento de novas misturas poliméricas
(19).

O PLA e os PLGA tém sido muito utilizados e estudados em sistemas de libertacao
prolongada de farmacos para os tecidos oculares. A biodegradagao destes polimeros ocorre
por erosao/clivagem da cadeia polimérica, libertando os acidos lactico e glicdlico (2).

Os polimeros e copolimeros de PLA e do PLGA sao sintetizados por reagoes de
condensagao a uma temperatura elevada (20).

A semi-vida do PLA é mais longa do que a dos copolimeros do PLGA (50:50). A
libertagao do farmaco a partir destes dispositivos geralmente segue um padrao de trés fases:
libertagao inicial do farmaco, fase de difusao (regulada pela velocidade de degradagao do
polimero, pela area de superficie do dispositivo, pela percentagem da quantidade de farmaco
existente e pela sua solubilidade em agua) e uma libertagao final. O ultimo fenomeno é

geralmente incontrolavel, pouco previsivel e por isso, em grande parte indesejavel (18).
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Figura 5 - Poliacido lactico (PLA) (21). Figura 6 - Poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA) (21).

2.5.1.2. Poli(e-caprolactona) (PCL)

A PCL é sintetizada a temperatura elevada por um processo de polimerizagao com
abertura do anel da [I-caprolactona. E um polimero bastante hidrofébico (17), biocompativel
e semi-cristalino com uma temperatura de transicao vitrea de - 60°C e com um ponto de
fusao que varia entre 59 e 64°C, dependendo da sua natureza cristalina (6).

A biodegradagao da PCL ocorre por meio de erosao/clivagem da cadeia polimérica. Por
apresentar uma velocidade de degradagao lenta, ela pode promover a libertagao do farmaco
por um periodo de até trés anos.

Este polimero é bastante utilizado na preparagao de nanocapsulas e, atualmente também

tem sido utilizado para o desenvolvimento de outros sistemas de libertagao prolongada (2).
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E ainda muito utilizado na industria farmacéutica e na drea biomédica, respetivamente em
biomateriais (sutura, material de osteossintese, de pele artificial, suporte de regeneragao
celular) ou em sistemas de libertagao prolongada de farmacos dirigidos a tecidos especificos
no organismo. No entanto, apesar do potencial do PCL, a sua utilizagao em oftalmologia,
especialmente para a via intraocular, tem sido pouco explorada (6).

A libertagao do farmaco em reservatorio poroso de PCL pode ser alcangada por mais de
250 dias com uma cinética de ordem zero. Copolimerizagoes de poli([]-caprolactona) foram

desenvolvidas e estudadas para a uveite (I8).
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Figura 7 - Poli([-caprolactona) (21).

2.5.1.3. Polianidridos

Os polianidridos podem ser sintetizados por fusao e policondensagao, desidrocloragao e
desidratagao de acoplamento.

O polianidrido mais estudado é o 1,3-bis (carboxifenoxipropano) (PCPP) com acido
sebacico (AS), um polimero mais hidrofilico.

O PCPP puro tem uma vida extremamente longa (mais de 3 anos) que, apos
copolimerizagao com 80% de AS fica reduzida a alguns dias. A taxa de hidrolise pode ser
controlada por modulagdo da proporgao entre estes dois polimeros. Aumentando a
quantidade de acido sebacico o polimero fica menos hidrofébico e assim, conduz a uma
aceleracao da hidrolise das cadeias do polimero. Estes polimeros sao degradados por erosao

na superficie e tém uma boa biocompatibilidade (18).
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2.5.2. Implantes intraoculares preparados com polimeros biodegradaveis

Os implantes preparados a partir de sistemas poliméricos podem ser aplicados em
diferentes regidoes do olho. Em geral quanto mais profunda a regiao, mais delicado o
procedimento e mais eficaz a concentragao do farmaco na cavidade vitrea e na retina (2).

Os dispositivos intraoculares podem ser modulados em varias formas incluindo varas,
tampao, pellets, discos e folhas. Podendo ser implantados no segmento anterior, na cavidade
vitrea através da pars plana, ou no espago intraescleral (I8).

Os implantes intravitreos evitam o problema da redugao de transparéncia do meio
ocular, observado com a utilizagao de outros tipos de sistemas aplicados na forma de
dispersao.

Os implantes intraoculares preparados com polimeros biodegradaveis nao precisam de
ser posteriormente removidos, pois sao completamente metabolizados e eliminados pelo
organismo. Estes sistemas permitem manter as concentragoes de farmaco no local-alvo,

dentro da janela terapéutica e por longo periodo de tempo (Figura 8) (2).
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Figura 8 - Os dispositivos intravitreos sao implantados na pars plana, e gradualmente libertam doses eficazes de

farmaco na cavidade vitrea com a degradagao do polimero (I5).
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2.6. Fatores que devem ser considerados na Formulaciao de

Implantes Biodegradaveis para Libertacao de Farmacos
O desenvolvimento de sistemas biodegradaveis € uma tarefa mais complicada do que a

formulagao de sistemas nao degradaveis. Ao fabricar novos sistemas biodegradaveis muitas

variaveis devem ser levadas em consideragao:

* A cinética de degradacao do polimero in vivo deve fazer-se a uma velocidade

constante, para assim manter constante a libertagao do farmaco.

* Muitos fatores podem afetar a taxa de degradagao do polimero no organismo,
alteragoes do pH ou da temperatura do corpo pode causar um aumento ou

diminuicao da taxa de degradagao do sistema.

* A drea de superficie do sistema de libertagao também desempenha um papel
importante na sua degradagao. Quando o sistema sofre erosao, a area de superficie
do implante diminui. Assim, a possibilidade de ocorréncias de mudangas na forma do
sistema in vivo, deve ser tida em conta durante a formulagao/concegao do sistema. A
fim de atingir uma libertagao mais uniforme e constante, é necessario fazer implantes
com formas geométricas, cuja superficie nao mude em fungao do tempo durante a
erosao. Uma forma do tipo “placa achatada”, que nao apresenta qualquer vantagem
de erosao é a forma mais adequada para se obter um de perfil cinético de libertagao
de ordem zero.

* Outro problema que ocorre com os sistemas biodegradaveis é a difusao lenta do

farmaco a partir da matriz de polimero. A difusao do farmaco normalmente ocorre a
uma velocidade mais lenta do que a bioerosao do sistema, (7) e é dependente da
natureza quimica da substancia polimérica utilizada na formulagio do sistema (22).
Isto torna-se um grande desafio a contornar no desenvolvimento de sistemas
biodegradaveis, cuja utilizagao destina-se a sistemas de libertagao controlada e a
situagoes em que o farmaco tem uma janela terapéutica estreita.

* A biocompatibilidade com o organismo humano ¢ essencial, uma vez que o sistema €

para ser implantado. Esta carateristica nao deve estar somente presente em
implantes biodegradaveis, e é extensivel a qualquer sistema implantavel. Para uma
substancia ser biocompativel, deve cumprir certos requisitos. Neste sentido, todos
os agentes devem ser quimicamente inertes, nao carcinogénicos, hipoalergénicos e

mecanicamente estaveis no local do implante. Além disso, o material nao deve ser

20



2. Fundamentos Teodricos

modificado fisicamente ou quimicamente pelo tecido local, e o implante nao deve

provocar qualquer resposta inflamatoria no local de implantagao.

O desenvolvimento global dos implantes é um processo complexo e demorado que
consiste em diversos ensaios diferentes para a estabilidade e biocompatibilidade. Se a
biocompatibilidade adequada nao for alcangada, muitos efeitos indesejaveis podem ocorrer,
tais como contratura capsular, libertagao inesperada do farmaco, adesao de plaquetas, lesao

tecidular ou infegao da area circundante ao implante (7).
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3. OBJETIVOS DO ESTUDO

Com este trabalho pretendeu-se obter implantes intraoculares poliméricos
biodegradaveis para libertagao prolongada de dexametasona, obtidos a partir dos métodos
de melting, solvent casting e electrospinning. Estes dispositivos tém como finalidade o
tratamento de doengas do segmento posterior do olho, tais como as cataratas, a retinopatia
diabética, a degeneragao macular associada ao envelhecimento e a retinite pigmentosa.

Pretendeu-se ainda proceder ao estudo comparativo dos perfis de libertagao dos
dispositivos obtidos através dos diferentes métodos. Os resultados do estudo comparativo
serviram para definir qual o tipo de implante que vai libertar o firmaco durante mais tempo,

permitindo determinar:

* A melhor metodologia;
* O polimero mais indicado;
* A forma ideal do farmaco versus o método utilizado;

* A razao massica farmaco/polimero ideal.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Ao longo de todo o trabalho experimental desenvolvido foram utilizadas as seguintes

substancias e reagentes:

* Acetona da Fisher Scientific UK, reagente de grau analitico;

* Cloroférmio da Fisher Scientific UK, reagente de grau analitico;

* Dexametasona da Alfa Aesar e Sigma, peso molecular de 392,47 g/mol e grau de
pureza de 98%;

* Diclorometano da Fisher Scientific UK, reagente de grau analitico;

* Dimetilformamida da Fisher Scientific UK, reagente de grau analitico;

* Fosfato de dexametasona disodico da Alfa Aesar e Sigma, peso molecular de
516,40 g/mol e grau de pureza de 98%;

* Reagentes usados na preparagao do tampao fosfato salino (Phosphate Buffered Saline —
PBS) da Sigma, reagentes de grau analitico;

e PCL 14 kDa da Aldrich;

* PCL |7 kDa da Perstorp;

* PLA 120 kDa tipo 2002D Ingeo da NatureWorks LLC, US.

4.2. Equipamentos

Ao longo de todo o trabalho experimental desenvolvido foram utilizados os seguintes

equipamentos:

* Balanga modelo AS 220/C/2 da Radwag;

* Centrifuga modelo Rotofix 32A da Hettich;

* Equipamento de DSC da Universal VA.2E TA Instruments;
* Espectrofotdmetro modelo V-650 da Jasco;

e Estufa modelo 600 da Memmert.
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4.3. Métodos

4.3.1. Método de melting

4.3.1.1. Descricao e consideracoes

O melting € um processo que é inadequado a farmacos termolabeis, uma vez que neste
método usam-se temperaturas elevadas (23), aproximadas ao ponto de fusao (Pf) do
polimero e sem atingir o Pf do farmaco.

Pela razao apontada anteriormente, e ao contrario do PCL que tem um Pf de 60°C, esta
metodologia nao foi usada com o PLA porque o seu Pf é de 200°C e o Pf da dexametasona é

de cerca de 262°C, sendo muito proximos.

4.3.1.2. Protocolo experimental

I. Pesou-se o PCL 37 kDa e o PCL 14 kDa;

2. Pesou-se a dexametasona e o fosfato de dexametasona disédico;

3. Colocou-se o farmaco e o polimero numa cuvete de metal e levou-se a placa de
aquecimento para fundir (sem ultrapassar os 100°C);

4. Aquando da fusao, misturou-se homogeneamente o farmaco com o polimero;

5. Retirou-se da placa de aquecimento apds obter-se uma mistura homogénea e
reservou-se;

6. Procedeu-se ao corte das pegas, de forma a obter dispositivos cilindricos com 4 mm

de didmetro e cerca de Imm de altura (Tabela 7).
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4.3.2. Método de solvent casting

4.3.2.1. Descricao e consideracoes

O solvent casting envolve o uso de solventes organicos para dissolver o farmaco no

polimero, o que pode ser problematico para a adigao de biomoléculas.

Ao contrario do método de melting, este método pode ser usado com farmacos

termolabeis, dado que nao ha recurso ao calor (23).

A W N

4.3.2.2. Protocolo experimental

Pesou-se o PCL 37 kDa, o PCL 14 kDa e a PLA 120 kDa;

Pesou-se a dexametasona e o fosfato de dexametasona disodico;

Preparou-se uma mistura de cloroférmio:acetona (50:50);

Misturaram-se os polimeros PCL 37 e 14 kDa, a frio e com agitagao magnética, com
a mistura de solventes previamente preparada. E dissolveu-se o PLA 120 kDa em
cloroférmio, a frio e com agitagao magnética;

Depois de os polimeros se dissolverem homogeneamente na mistura de solventes ou
no solvente, juntaram-se os farmacos. No caso da dexametasona, esta dissolveu-se
completamente na solugao polimérica. O fosfato de dexametasona dissédico, como
nao é sollvel em solventes organicos, ficou apenas suspenso na solugao polimérica;
De seguida, verteram-se as misturas para formas de metal e colocaram-se na hotte,
durante 24 horas para evaporar os solventes;

Cortaram-se as pecgas, de forma a obter dispositivos cilindricos com 4 mm de

diametro e cerca de Imm de altura (Figura 9) (Tabela 7).

Figura 9 - Filme obtido pelo método de solvent casting apds o corte de algumas pegas.
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4.3.3. Método de electrospinning

4.3.3.1. Descricao e consideracoes

O electrospinning € um método de produgao de fibras com didmetros que variam desde
algumas centenas de nanometros até alguns micrometros. Este método ocorre através da
aceleragao de um jato de solugao de polimero e farmaco carregada por um campo elétrico.

Esta tecnologia é cada vez mais utilizada devido a simplicidade do processo e aos varios
materiais que podem ser usados. As fibras podem ser produzidas a partir de qualquer
polimero natural ou sintético.

As fibras resultantes do método de electrospinning podem ter diversas aplicagoes,
incluindo téxteis, biomedicina (material de penso, administragio de medicamentos,
engenharia de tecidos, cosméticos), sensores para dispositivos eletronicos, cristais liquidos,
células fotovoltaicas, entre outras (23).

Normalmente, o set-up experimental consiste numa fonte de alimentagao de alta tensao
conectada a um elétrodo com a geometria tipo agulha (por meio do qual a solugao
polimérica é ejetada) para o elétrodo coletor. A solugao de polimero é bombeada com o

fluxo desejado através de uma bomba de seringa (Figuras 10, 12 e |3).

Figura 10 - Equipamento para o método de electrospinnig.

Nao foi possivel fazer dispositivos com PCL 14 kDa por este método, uma vez que nao
houve deposicao de fibras (aspeto quebradigo) (Figura |1). Mesmo com os restantes
métodos, todas as pegas com o PCL 14 kDa ficaram muito quebradigas, devido ao seu baixo
peso molecular.

Igualmente, também nao se prepararam implantes de fosfato de dexametasona dissédico

por este meio, uma vez que esta forma é praticamente insoluvel em solventes organicos. A
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sua utilizagdo na forma de suspensao na solugao de polimero nao foi testada, pois esta
acarretaria alguns problemas, nomeadamente, uma grande probabilidade de entupir a agulha

do equipamento do electrospinnig, ligada ao elétrodo.

Figura 12 - Filme polimérico biodegradavel obtido por electrospinning.

Figura |13 - Filme polimérico biodegradavel obtido por electrospinnig antes do corte.
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4.3.3.2. Protocolo experimental
|. Preparou-se uma mistura de solventes:

Tabela 5 - Mistura dos reagentes.

Polimero Mistura de solventes (70:30)
PCL 37 kDa | Diclorometano/Dimetilformamida
PLA 120 kDa | Cloroférmio/Dimetilformamida

2. Pesou-se o PCL 37 kDa, a PLA 120 kDa e a dexametasona;

3. Misturou-se o polimero, a frio e com agitagao magnética, com a mistura de solventes

previamente preparada;

4. Depois de o polimero se dissolver homogeneamente na mistura de solventes, juntou-

se o farmaco;

5. Apos se obter uma mistura homogénea, encheu-se a seringa do equipamento com a

mistura;

6. Montagem do equipamento com os seguintes parametros:

Tabela 6 - Parametros do equipamento de electrospinning.

Parametros PCL 37 kDa | PLA 120 kDa
Diametro da seringa (mm) 15,80 15,80
Diametro interno da agulha (mm) 041 041
Volume a dispensar (ml) 10,00 10,00
Caudal (ml/h) 3,00 3,00
Voltagem (kw) 17,0 17,0
Amperagem (mA) 13,0 13,0

Ligou-se o gerador de voltagem, e apds aproximadamente 2 horas e 30 minutos os
filmes ficaram prontos;
Para secar, colocaram-se os filmes na hotte durante 48 horas;

Cortaram-se os filmes em quadrados de |cm’ (Tabela 7).
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Tabela 7 - Representagao esquematica dos polimeros, firmacos, razées massicas farmaco/polimero (F/P) e

respetivas quantidades usadas em cada metodologia.

METODOS
Melting Solvent casting Electrospinning
) Fosfato de Fosfato de
FARMACOS | Dexametasona dexametasona Dexametasona dexametasona Dexametasona
dissodico dissodico
F/P: 10% E/P: 10% F/P: 10% E/P: 10%
F/P: ) F/P: )
20mg/200mg F/P: 20mg/200mg 30mg/300mg F/P: 30mg/300mg F/P: 3%
PCL 37
KDa F/P:
F/P: 25% F/P: 25% F/P: 25% F/P: 25% 22,5mg/750mg
F/P: F/P: F/P: F/P:
62,5mg/250mg 62,5mg/250mg 62,5mg/250mg 62,5mg/250mg
F/P: 10% E/P: 10% F/P: 10% E/P: 10%
F/P: ) F/P: )
8 25mg/250mg F/P: 25mg/250mg 25mg/250mg F/P: 25mg/250mg
& | pCL 80
Z | KDa
8 F/P: 25% F/P: 25% F/P: 25% F/P: 25%
F/P: F/P: F/P: F/P:
62,5mg/250mg 62,5mg/250mg 62,5mg/250mg 62,5mg/250mg
F/P: 10% E/P: 10%
F/P:
F/P: 25mg/250mg a0
PLA 25mg/250mg F/P: 3%
Ilé‘: F/P:
F/P: 25% F/P: 25% 22,5mg/750mg
F/P: F/P:
62,5mg/250mg 62,5mg/250mg
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4.3.4. Ensaio de libertacao in vitro

4.3.4.1. Descricao e consideracoes

A libertagao pode ser definida, de forma simplificada, como o processo através do qual o
farmaco ¢ libertado da sua forma farmacéutica e se torna disponivel para ser absorvido pelo
organismo (24).

Os estudos de libertagao in vitro sao uma ferramenta indispensavel (i) nas varias etapas
dos processos do desenvolvimento galénico, (ii) para a identificagao de variaveis criticas na
produgao, formulagao e controlo de qualidade, (jiii) no estabelecimento de correlagdes in
vitro/in vivo e (iv) para os assuntos regulamentares.

E primordial desenvolver ensaios de libertacio que possam prever de forma mais eficaz o
comportamento in vivo das formas farmacéuticas, devendo levar nao sé a redugao dos custos
e trabalho necessarios ao desenvolvimento de uma forma farmacéutica, mas também ao
numero e tamanho dos estudos clinicos requeridos.

O conhecimento e controlo das variaveis que podem influenciar a libertagio da
substancia ativa, bem como a padronizacio e consequente calibragio e validagio de
equipamentos e procedimentos, fortalecem a importancia destes ensaios tornando-os mais
confiaveis, robustos e exequiveis.

A selecao criteriosa das condigoes do ensaio deve ser orientada no sentido de se obter
o maximo poder discriminatério e resultar na capacidade de detegao de eventuais desvios

aos padroes de qualidade inicialmente pretendidos (25, 26 e 27).

4.3.4.2. Protocolo experimental

I. De forma a mimetizar o pH 7,4 do olho humano, os dispositivos foram colocados em
falcons com PBS;

2. Para o ensaio ocorrer a temperatura corporal e consequentemente do olho humano,
os falcons foram colocados na estufa a 37°C;

3. Em intervalos previamente determinados, retirou-se todo o volume de PBS dos
falcons, e substituiu-se por solugao nova;

4. A medicao da quantidade de firmaco libertado para o meio (solugao de PBS) foi

realizada no espectrofotometro a comprimento de onda fixo de 242,0 nm.
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4.3.5. Extracdo do farmaco remanescente nos implantes

4.3.5.1. Descricao e consideracoes

Depois de terminados os ensaios de libertagao in vitro, e de forma a determinar a
quantidade de farmaco nao libertada, os dispositivos foram dissolvidos num solvente

organico e o farmaco extraido com PBS.

4.3.5.2. Protocolo experimental para o fosfato de dexametasona
dissodico

I. Colocaram-se os dispositivos com fosfato de dexametasona dissodico em tubos de
ensaio de vidro;

2. Para dissolver os polimeros adicionou-se cloroférmio;

3. Colocou-se de seguida PBS, e agitou-se vigorosamente a emulsao formada, de forma
a promover o contacto entre as duas fases e, dessa forma, a migragao do farmaco da
fase organica para a fase aquosa. De seguida os tubos foram centrifugados a 1500
rpm, para separar as duas fases. No final, viu-se nitidamente as duas fases distintas;

4. Retirou-se o sobrenadante (correspondente a fase aquosa) e procedeu-se a leitura

no espectrofotometro a comprimento de onda fixo de 242 nm.

4.3.5.3. Protocolo experimental para a dexametasona

I. Colocaram-se os dispositivos com dexametasona em tubos de ensaio de vidro;

2. Para dissolver os polimeros adicionou-se cloroférmio;

3. Colocou-se de seguida PBS, e agitou-se vigorosamente a emulsao formada, de forma
a promover o contacto entre as duas fases e, dessa forma, a migragao do farmaco da
fase organica para a fase aquosa. De seguida os tubos foram centrifugados a 1500
rpm, para separar as duas fases. No final, viu-se nitidamente as duas fases distintas;

4. Reservou-se o sobrenadante;

5. Repetiram-se novamente os passos 3 e 4;

6. Procedeu-se a leitura dos sobrenadantes no espectrofotometro a comprimento de

onda fixo de 242 nm.
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4.3.6. Caraterizacao térmica dos materiais e implantes

4.3.6.1. Descricao e consideracoes

A DSC (Differential Scanning Calorimetry) mede a temperatura e a entalpia (calor)
associadas as transicoes nos materiais. Esta técnica proporciona informagoes quantitativa e
qualitativa acerca das alteragoes fisicas e quimicas que envolvem processos exotérmicos ou
endotérmico, ou mudangas na capacidade calorifica.

Muitos materiais farmacéuticos exibem comportamento polimoérfico no qual a
substancia pode existir em varias formas cristalinas, dependendo das condi¢oes de
processamento. A DSC é uma ferramenta util para a detegao e quantificagao destas formas
diferentes.

A forma cristalina de uma substancia farmacologicamente ativa afeta as suas
propriedades fisicas, e consequentemente a sua atividade terapéutica. Fatores juridicos
relacionados com questoes de patentes também estao envolvidos, uma vez que o
aparecimento de uma nova estrutura cristalina normalmente nao esta protegida pela

patente (28 e 29).

4.3.6.2. Protocolo experimental

Foram realizados termogramas da dexametasona, do fosfato de dexametasona dissddico,
do PLA 120 kDa e do PCL 37kDa.

Foram realizados os termogramas dos implantes (de dexametasona e de fosfato de
dexametasona dissodico) preparados pelos métodos de solvent casting e melting, com o
PCL 37 kDa e uma F/P de 25%. S6 foram realizados termogramas destes implantes, dado que

estes revelaram-se ser representativos do comportamento dos restantes implantes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Ensaio de Libertacao in vitro

5.1.1. Determinacao da Percentagem de Farmaco Libertado apos 2 meses

Os valores de absorvincia lidos no espectrofotometro, para as amostras recolhidas
durante o ensaio de libertagao in vitro, foram usados para a determinagao da concentragao
de farmaco na amostra (Cg,). A equagao desta dltima grandeza foi obtida através das retas de
calibragao determinadas pelos valores de absorvancia das solugées padrao de PBS lidos no
espectrofotometro.

Com os valores da C¢, foi possivel determinar a massa libertada pelos dispositivos em

cada periodo de recolha (mjjpertada t=t)-

Myipertada t=t = VolumepgsXFator DiluicdoX (s,

A Partir da Myipertada t=t calculou-se a Mjcumulada final-
A percentagem de farmaco libertado (%;y;) pelo dispositivo durante o tempo que

decorreu o ensaio, calculou-se através da m,.ymulada final € ©S respetivos valores de EDL

(grandeza apresentada mais a frente).

%fl _ (macumulada final

EDL )X100%

5.1.2. Determinacao da Massa Teorica de Farmaco no dispositivo

(Theorethical Drug Loading — TDL)

O TDL é uma grandeza que expressa a percentagem de farmaco que deveria existir, se
nao tiverem ocorrido perdas, no dispositivo. Determinou-se a partir dos valores das massas

de farmaco, de polimero e de dispositivo pesadas.

mf armaco

TDL = ( )deispositivo

(mfdrmaco + mpolimero)

33



5. Resultados e Discussao

5.1.3. Determinac¢ao da Massa Real de Farmaco no dispositivo

(Experimental Drug Loading — EDL)

A massa real de farmaco no dispositivo (EDL) determinou-se a partir dos valores da
massa de farmaco no sobrenadante (mss) e da massa de fiarmaco acumulada
(Macumuiada finat) correspondente a ultima recolha do ensaio de libertagio. O primeiro

valor foi obtido através da metodologia de extragao do farmaco remanescente.

EDL = Mgcumulada final + Mg

5.2. Determinacdao da Eficiéncia de Encapsulamento do

Farmaco (EE)

A eficiéncia de encapsulamento do farmaco (EE) serve para determinar se toda a
quantidade de farmaco pesada e adicionada ao polimero ficou incorporada no sistema. O
valor desta grandeza é expresso em percentagem, sendo que 100% significa que todo o

farmaco pesado ficou incorporado no implante.

gy = CPL 100%
= —X
TDL 0

5.3. Extraciao do farmaco remanescente

Depois de terminados os ensaios de libertagao in vitro, determinou-se a quantidade de
farmaco nao libertada pelos dispositivos durante o ensaio in vitro (my;).

Apos a recolha dos sobrenadantes procedeu-se a leitura dos valores de absorvancia para
determinar a concentragcao de fairmaco no sobrenadante (Cg). A equagao desta ultima
grandeza foi obtida através das retas de calibragio determinadas pelos valores de
absorvancia das solugoes padrao de PBS lidos no espectrofotometro.

Com os valores da (¢ foi possivel determinar a massa de farmaco no

sobrenadante(my;).

mss = VolumeppgXFator Dilui¢GoXCy
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A percentagem de fairmaco retido (%p,) pelo dispositivo calculou-se através da my e os

respetivos valores de EDL.

0 m
Yosr = (FL2)X100%
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5.4. Resultados dos Ensaios de Libertacao in vitro da

Dexamatasona

Tabela 8 - Correspondéncia da designagao dos implantes de dexametasona ao método, polimero e F/P

utilizados.

Designacdo do implante Método Polimero FIP%
M _PCL37_10 D Melting PCL 37 kDa 10
M _PCL37_25 D Melting PCL 37 kDa 25
M _PCLI4 10 D Melting PCL 14 kDa 10
M_PCLI4 25 D Melting PCL 14 kDa 25
SC PCL37 10 D Solvent casting PCL 37 kDa 10
SC PCL37 25 D Solvent casting PCL 37 kDa 25
SC PCLI4 10 D Solvent casting PCL 14 kDa 10
SC PCLI4 25 D Solvent casting PCL 14 kDa 25

SC PLA 10 D Solvent casting PLA 120 kDa 10
SC PLA 25 D Solvent casting PLA 120 kDa 25
E_PCL37_D Electrospinning PCL 37 kDa 3
E PLA D Electrospinning PLA 120 kDa 3

TDL

NEDL

Q < Q ) Q \) Q 7] 4} Ve
N v % v N v % v > N
A ™/ ™/ A/ A7 ™/ ™/ Vel \y/ o R
> N N > > N Ny N ] &7
\/ \/ \/ \/ \/ \/ \/ Q

Grafico | - Valores de TDL e EDL nos dispositivos de dexametasona.

Através da anidlise do Griafico | observa-se que existem trés implantes que apresentam
um valor de EDL maior que o valor de TDL. Isto é, a massa real de farmaco que estes
dispositivos continham era superior a massa teorica que se esperava encontrar. Esta

diferenca entre as duas grandezas traduz-se também em termos de eficiéncia de
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encapsulamento do farmaco (EE), que expressa a percentagem de farmaco pesado que ficou
efetivamente incorporada no implante. No caso destes trés dispositivos (M_PCLI4_10,
SC_PCLI4_25 e E_PCL37) o valor de EE é superior a 100%. Isto acontece, porque o
farmaco nao ficou uniformemente distribuido na matriz do polimero. E aquando do corte em
pecas dos filmes, muitas destas pegas foram cortadas em sitios do filme onde existia mais
quantidade de farmaco.

O dispositivo SC_PCL37_10 é aquele que apresenta valores mais aproximados entre o
TDL e o EDL, sendo este o dispositivo que em termos de quantidades absolutas, tem maior
quantidade de farmaco e consequentemente um melhor valor de EE.

O implante, onde se verifica uma diferenga maior entre os valores de TDL e EDL é o
SC_PLA_10, a qual se traduz numa menor quantidade de farmaco existente no implante e,

consequentemente, também numa menor eficiéncia na encapsulagao.

100

% Farmaco Libertado

1/8 /31 2 3 4 7 9 11 15 18 21 25 29 35 42 49 56
1/24 5/24

— _ Tempo (dias)

——

Durante o 12 dia
== M_PCL37_10 - @-= M _PCL37_25 == M_PCL14_10 - @- M _PCL14 25
—@—SC_PCL37_10 —@—SC_PCL37_25 ~@—SC_PCL14_10 —®—SC_PCL14 25
=0 SC_PLA_10 —®—SC_PLA_25 <e4.- E_PCL37 <o E_PLA

Grifico 2 - Ensaio de libertagao in vitro da dexametasona.

Pela andlise do Grafico 2 verifica-se que, de uma forma geral, todos os implantes tém a

capacidade de libertar a dexametasona de forma gradual e ao longo de um periodo de
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tempo de pelo menos dois meses. Este facto é facilmente justificavel, dado que como a
dexametasona € hidrofébica tem afinidade para os polimeros, que também sao hidrofobicos,
libertando para o meio uma quantidade menor de farmaco e de forma gradual. Este é o

comportamento ideal, pois € carateristico dos sistemas de libertagao controlada.

Verifica-se que os implantes que apresentam uma maior taxa de libertagao sao aqueles
preparados com os dois PCL’s —(PCL 14 kDa e PCL 37 kDa), independentemente do
método utilizado e da razao massica farmaco/polimero. Para estes implantes, a percentagem
de farmaco libertada ao fim de dois meses situa-se entre os 71% e 98%, percentagem
correspondente aos implantes E_PCL37 e M_PCLI4_10 respetivamente.

O dispositivo M_PCLI4_10 é o que apresenta uma percentagem de libertagao de
dexametasona maior (98%), ao longo dos dois meses. Este comportamento deve-se ao facto

de:

(i) A metodologia usada ser o melting, o que significa que o farmaco, ao
contrario do que acontece nos outros dois métodos, nao esta solubilizado na
matriz polimérica. No melting o farmaco encontra-se apenas disperso,
estando facilitada a sua libertagao para o meio;

(i) O polimero que o constitui é o PCL 14 kDa, que ao possuir um peso
molecular muito baixo, faz com que as suas cadeias poliméricas sejam menos

rigidas, nao permitindo ao farmaco ficar preso na sua estrutura.

Através do mesmo grafico observa-se que os dois implantes que libertaram menos
farmaco (24%) durante os dois meses, foram os implantes obtidos por solvent casting e com
PLA. O implante obtido por electrospinning e com PLA, também registou uma taxa de
libertagao baixa (41%). Estes dispositivos inicialmente, também apresentaram diferengas
significativas entre os valores das grandezas TDL e EDL (Grafico |), o que pode justificar em
parte este comportamento. Se estes dispositivos tinham a partida uma quantidade de
farmaco menor, a sua taxa de libertagao de farmaco seria mais baixa que o esperado.

Segundo a bibliografia, a duragao e a taxa de libertagao dos farmacos sao afetadas pelos
pesos moleculares dos polimeros; pela area de superficie total e pelo volume das matrizes; e
pela quantidade e carateristicas do firmaco. Todos estes fatores podem regular o perfil de
libertagao do farmaco (15).

E de salientar que, o dispositivo com um maior perfil de libertagio é constituido pelo

polimero com menor peso molecular utilizado neste trabalho experimental (PCL 14 kDa), e
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em contrapartida, os dispositivos que possuem um perfil de libertagio menor, sao os trés
Unicos dispositivos constituidos por PLA 120 kDa. Este corresponde ao polimero com peso
molecular maior. Estes perfis de libertagao sao assim justificaveis pelo facto de a velocidade
de degradagao dos polimeros ser afetada pelo seu peso molecular. Quanto maior o peso
molecular, menor a velocidade de degradagao do dispositivo, e consequentemente, menor

quantidade de farmaco é libertado.
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5.5. Resultados dos Ensaios de Libertacao in vitro do Fosfato

de Dexamatasona Dissodico

Tabela 9 - Correspondéncia da designagao dos implantes de fosfato de dexametasona dissédico ao método,

polimero e F/P utilizados.

Designacdo do implante Método Polimero FIP%
M_PCL37_10 Melting PCL 37 kDa 10
M_PCL37_25 Melting PCL 37 kDa 25
M_PCLI4 10 Melting PCL 14 kDa 10
M_PCLI14_25 Melting PCL 14 kDa 25
SC_PCL37_10 Solvent casting PCL 37 kDa 10
SC_PCL37_25 Solvent casting PCL 37 kDa 25
SC _PCLI4_10 Solvent casting PCL 14 kDa 10
SC _PCLI4 25 Solvent casting PCL 14 kDa 25

SC PLA_ 10 Solvent casting PLA 120 kDa 10
SC_PLA 25 Solvent casting PLA 120 kDa 25

4,0
BTDL
BEDL

Grafico 3 - Valores de TDL e EDL nos dispositivos de fosfato de dexametasona dissédico.

Pela andlise do Grafico 3, observa-se que existem apenas dois implantes que
apresentam um valor de TDL maior que o valor de EDL. Estes implantes sao os
SC_PCL37 10 e o SC_PCLI4 25. E de salientar que este segundo dispositivo apresenta
uma quantidade muito baixa de farmaco em relagao a esperada (grande diferenga entre as
barras das duas grandezas), o que se traduz numa baixa eficiéncia de encapsulamento do

farmaco neste dispositivo.
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Nos restantes implantes os valores de TDL sao menores que os valores de EDL, ou
seja, a massa real de farmaco que existe nestes dispositivos é superior a massa teodrica que
deveria estar incorporada. Nestes implantes a eficiéncia de encapsulagao é superior a 100%,
o que quer dizer que o fosfato de dexametasona dissddico nao se distribuiu uniformemente
na matriz do polimero, e quando se procedeu ao corte, foram retiradas pegas onde existia

uma maior quantidade de farmaco.

% Farmaco Libertado

O T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1/8 /3 1 2 3 4 7 9 11 14 18 25 32 39 46 53 60
1/24 5/24
Tempo (dias)

~— —
—

Durante o 12
= #= M:PCL37_10 - @-= M_PCL37_25 == M_PCL14_10 - @=- M _PCL14 25

—@—SC_PCL37_10  =——SC_PCL37 25  =—#—SC_PCL14 10  ==M=—SC_PCL14 25

——SC_PLA_10 ——SC_PLA_25

Grafico 4 - Ensaio de libertagao in vitro do fosfato de dexametasona dissodico.

Pela analise do Grafico 4, observa-se que todos os implantes apresentam um padrao
idéntico de libertagao de farmaco — existe um pico de libertagio que ocorre logo no inicio,
no qual é libertado grande parte do farmaco. Apods este pico, a quantidade de farmaco
libertada mantém-se constante, mas € muito diminuta (a maior parte do farmaco foi libertada
logo no inicio). Isto acontece, dado que o fosfato de dexametasona dissodico, ao contrario
da dexametasona, € muito solivel em meio aquoso, libertando mais facilmente e,

consequentemente, mais rapidamente o farmaco dos dispositivos.
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Verifica-se que existem varios implantes com um. perfil de libertagago muito idéntico
(valores muito proximos). Mas o implante que libertou na totalidade o farmaco, foi o
dispositivo obtido pelo método de solvent casting, com PCL 37 kDa e com 10% F/P.

Os dois implantes com menor libertagao de farmaco durante os 2 meses, foram os
implantes SC_PLA_10 e o SC_PLA_25, com libertagoes de 61% e 77% respetivamente.
Estes dois implantes com menor libertagao de farmaco, sao mais uma vez, os implantes que
possuem o polimero com maior peso molecular (PLA 120 kDa). Por outro lado, o
dispositivo com a razao massica farmaco/polimero de 10% é o dispositivo que libertou
menos farmaco. Este facto é justificavel, primeiro porque o dispositivo ao ter incorporada
menor percentagem de farmaco, tem uma quantidade menor disponivel e assim liberta
menos; segundo, porque como tem menor quantidade de farmaco, este esta mais
incorporado na estrutura da matriz polimérica, nao forma aglomerados e liberta-se mais

dificilmente, ao contrario dos dipositivos com 25% F/P.
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5.6. Caraterizacao térmica dos materiais e implantes
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Figura 14 - Termograma do PLA 120 kDa.
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Figura 15 - Termograma do PCL 37 kDa.

Nas Figuras 14 e |5, encontram-se os termogramas obtidos para os polimeros PLA e

PCL 37 kDa.
Como polimeros semi-cristalinos, os materiais compostos por PLA e PCL exibem

normalmente dois grandes eventos térmicos:

(1) Uma transigao vitrea, que corresponde a transi¢cao do estado vitreo para o estado de

borracha das regices amorfas do polimero;
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(2) E um fenomeno de fusao, correspondente a fusio das regides cristalinas do

polimero.

Estes dois fenomenos, e as temperaturas a que ocorrem, podem ser observados no

termograma do PLA (Figura 14): a transigao vitrea, caracterizada por uma mudanga brusca

na linha de base do termograma, ocorre a cerca de 45°C; e a fusao, caracterizada por um

pico endotérmico, da-se a 149°C.

Quanto a PCL (Figura 15), pode-se observar que a fusao ocorre aos 62°C, e a

temperatura de transigao vitrea ocorre a -60°C, numa gama de temperaturas nao analisada.
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Figura 16 - Termograma da dexametasona.
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Figura 17 - Termograma do fosfato de dexametasona dissodico.
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Nas Figuras 16 e 17 sao apresentados os termogramas da dexametasona e do fosfato de
dexametasona dissodico, respetivamente.

No termograma da dexametasona observa-se um pico exotérmico bem definido a
268°C, que corresponde a fusao. O facto deste evento térmico se encontrar muito bem
definido, indica que a dexametasona se encontra num estado cristalino.

O comportamento térmico do fosfato de dexametasona dissodico é completamente
distinto da dexametasona, e bastante mais complexo. E caracterizado por dois picos
exotérmicos a 91 e 121°C, que podem estar associados a algum fenédmeno de fusao da fase
cristalina, mas também podem refletir outros fendmenos endotérmicos, tal como a
desidratacao de moléculas de agua fortemente ligadas as moléculas de sal. Verifica-se
também que a temperaturas superiores a cerca de 170°C aparecem uma série de picos
endotérmicos e exotérmicos que possivelmente assinalam o inicio da degradagao do
farmaco. Este comportamento indicia que o fosfato de dexametasona dissédico € menos
estavel termicamente que a dexametasona, degradando-se a temperaturas mais baixas.

O comportamento térmico de alguns implantes foi também analisado.

Nas figuras seguintes sao apresentados os termogramas dos implantes preparados pelos
métodos de solvent casting e melting, com o PCL 37 kDa e uma F/P de 25%. Sao apresentados
sO termogramas para estes implantes, dado que estes revelaram-se ser representativos do

comportamento dos restantes implantes.

Heat Flow (WW/g)
-

~——_ 227.00°C
~—__ 9510Jig

T
1 ’ 241.38°C \
. | L
|
1 62.72°C \\

~

0 50 100 150 200 250 300
ExoUp Temperature (°C)

Figura 18 - Termograma do implante de dexametasona com PCL 37 kDa e 25% F/P obtido por solvent casting.
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Figura 19 - Termograma do implante de dexametasona com PCL 37 kDa e 25% F/P obtido por melting.
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Figura 20 - Termograma do implante de fosfato de dexametasona dissédico com PCL 37 kDa e 25% F/P obtido

por solvent casting.

46



5. Resultados e Discussao

Heat Flow (WW/g)
I
/

59.41°C

&

: . : : : : T . : : ; : : . ; : : . i : : .
0 50 100 150 200 250 300
Exo Up Temperature (°C)

Figura 21 - Termograma do implante de fosfato de dexametasona dissédico com PCL 37 kDa e 25% F/P obtido

por melting.

As duas primeiras figuras correspondem a dexametasona e as duas ultimas ao fosfato de
dexametasona dissodico. Como se pode observar, em todos os termogramas o fenomeno
de fusao da PLC é bem visivel e parece nao sofrer grandes alteragoes.

Nos termogramas dos implantes com dexametasona (Figuras 18 e 19), observa-se, a
temperaturas mais elevadas, uma pequena depressao endotérmica, que em principio
correspondera a fusao da fragao de farmaco incorporada no polimero que permaneceu no
estado cristalino. No entanto, as temperaturas a que se da este evento, 241°C (para o
método de solvent casting) e 236°C (para o método de melting), sao cerca de 30°C abaixo da
temperatura de fusao observada no farmaco puro (Figura 16). Isto parece indicar que a
estrutura cristalina do farmaco sofreu alguma alteragao devido ao processamento e
incorporagao na matriz polimérica.

Relativamente aos implantes com fosfato de dexametasona dissodico (Figuras 20 e 21),
observa-se, que a partir dos 150°C, os termogramas tornam-se irregulares e impossiveis de
interpretar. Este padrao, semelhante ao observado para o fosfato de dexametasona
dissodico puro (Figura 17), provavelmente reflete o inicio da degradagao do farmaco no
interior da matriz polimérica, o que revela, mais uma vez, que o fosfato de dexametasona

dissddico é menos estavel termicamente que a dexametasona.

47



6. Conclusoes

6. CONCLUSOES

Em todo o mundo as deficiéncias visuais afetam mais de 160 milhdes de pessoas, das

quais 37 milhoes estao cegas (4).

O presente trabalho teve como objetivo criar um implante oftalmologico biodegradavel

de dexametasona para o tratamento de doengas do segmento posterior do olho.

Durante este trabalho foi realizado um estudo comparativo dos perfis de libertagao in

vitro de implantes oftalmolégicos diferentes de dexametasona preparados por trés diferentes

metodologias: melting, solvent casting e electrospinning. Nos trés métodos investigou-se o

efeito de quatro variaveis nos perfis de libertagao do farmaco:

Tipo de polimero biodegradavel utilizado poli(g-caprolactona) e poli(acido lactico);
Razao massica farmaco/polimero (3%, 10% e 25%);
Peso molecular da poli(g-caprolactona) (37 kDa e 14 kDa);

Forma do farmaco (dexametasona e fosfato de dexametasona dissddico).

Foram concebidos vinte e dois tipos diferentes de implantes oftalmologicos de

dexametasona, os quais foram submetidos a ensaios de libertagao durante 2 meses.

No final, e depois de se compararem os resultados dos ensaios de libertagao, concluiu-

se que o/os implantes que exibem o potencial para libertar a dexametasona de forma

controlada, por um maior periodo de tempo foi/foram os implantes:

Obtidos pelo método de solvent casting. Neste método usaram-se solventes organicos
que solubilizaram o farmaco na matriz polimérica, o que provocou uma libertagao
mais lenta do farmaco;

Constituidos por PLA 120 kDa. Segundo a bibliografia, a duragao e a taxa de
libertagao dos farmacos sao afetadas pelos pesos moleculares dos polimeros que
constituem o dispositivo. Quanto maior o peso molecular, menor a velocidade de
degradacao do dispositivo, e consequentemente, menor quantidade de farmaco é
libertado. Neste estudo, o PLA era o polimero com peso molecular maior, e
consequentemente todos os dispositivos constituidos por ele apresentaram os
melhores resultados;

Com o farmaco sob a forma de dexanetasona. Como a dexametasona € hidrofébica,
tem mais afinidade para os polimeros que também sao hidrofobicos, fazendo com
que a libertagao do farmaco em meio aquoso se realiza de forma mais lenta e gradual.

A caraterizagao térmica do farmaco por DSC revelou que o fosfato de dexametasona
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dissddico € menos estavel termicamente que a dexametasona, sendo esta o melhor
farmaco para as formulagoes;

Com razao massica farmaco/polimero de 10%. Nos dispositivos com F/P de 10%
existe menos quantidade de farmaco disponivel, nao existindo aglomerados de
farmaco. Neste sentido, o farmaco encontra-se mais incorporado na matriz

polimérica, libertando-se em menor quantidade ao longo do tempo.
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7. PERSPETIVAS FUTURAS

Apesar de se terem atingido os objetivos previamente estabelecidos, para trabalho futuro
seria de todo o interesse realizar novos ensaios de libertagao in vitro durante um periodo de
tempo mais prolongado. Também seria interessante estudar o fenomeno detetado pela
andlise DSC da dexametasona, dado que se verificou que a estrutura cristalina do farmaco
sofreu alteragao devido ao processamento e incorporagao na matriz polimérica.

Seria igualmente pertinente, e antes de se realizar qualquer ensaio in vivo, fazerem-se
ensaios de citotoxicidade de forma a estudar o efeito toxico que os dispositivos poderiam
despoletar num organismo vivo (30).

Numa fase posterior, também se poderia proceder a ensaios de libertagao in vivo. Nestes
ensaios deveriam ser usados coelhos albinos (Oryctolagus cuniculus hyplus), modelo animal
estabelecido internacionalmente para este tipo de estudos em Oftalmologia. E consoante os

resultados, equacionar a progressao ou nao para ensaios clinicos (31, 32 e 33).
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