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RESUMO

A degeneragcao macular relacionada a idade (DMRI) é uma doenga ocular
crénica que causa danos a area central da retina. Esta entre as principais causas
de cegueira irreversivel em adultos. O tratamento farmacolégico de escolha
utiliza injecbes intravitreas de agentes anti-VEGF que ocasionalmente podem
ser combinadas com corticosterdides. Injegdes intravitreas sao a via preferencial
para administracdo de medicamentos ao segmento posterior do olho, porém
apresentam sucesso terapéutico limitado devido a rapida eliminacdo de
substancias, exigindo inje¢des frequentes que podem trazer complicagbes ao
paciente e baixa adesao ao tratamento. Implantes intravitreos s&o capazes de
manter niveis terapéuticos de farmacos por um longo periodo. Nanofibras
biodegradaveis podem modular a liberagdo de farmacos e permitir a
incorporagdo de substancias bioativas frageis. O objetivo desse trabalho foi
desenvolver implantes intravitreos biodegradaveis contendo dexametasona
revestidos por nanofibras poliméricas contendo bevacizumabe como uma
proposta terapéutica para o tratamento da DMRI. Os implantes nanorevestidos
foram desenvolvidos. A caracterizagdo do sistema, o estudo de degradacéao e
eficiéncia do processo de revestimento foram avaliados por microscopia
eletrénica de varredura. O perfil de liberacdo dos farmacos foi determinado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e pelo método de Bradford. A atividade
antiangiogénica foi determinada pelo modelo em membrana corioalantdica de
embrido de galinha. A seguranca da formulagdo foi avaliada em olhos de
coelhos. O sistema foi desenvolvido com sucesso. O estudo de degradacéao
demonstrou a presenca de nanofibras na superficie do implante por até 35 dias.
O perfil de liberagao demonstrou que 68% da dexametasona foi liberada em 35
dias e 90% do bevacizumabe em 48h. A formulagao apresentou atividade na
reducao de vasos e foi segura para a retina. Nao foram observadas alteragbes
clinica ou histopatolégica, nem alteragao na espessura da retina por tomografia

Otica de coeréncia durante os 28 dias em que foi testado. Os implantes



desenvolvidos podem, portanto, serem considerados como uma nova alternativa
para o tratamento da DMRI.

Palavras-Chave: Degeneracdo macular relacionada a idade, bevacizumabe,

nanofibras, nanotecnologia, implante biodegradavel, aplicagao intravitrea.



ABSTRACT

Age-related macular degeneration, AMD, is a chronic eye disease which
damages the macular area. It is the main cause of adult blindness worldwide.
The pharmacological treatment of choice for the neovascular form of AMD
consists of intravitreal injections of anti-VEGF agents that, occasionally, might be
combined with corticosteroids. Intravitreal injections are the preferred route for
drug delivery to the posterior segment of the eye but have limited therapeutic
success due to the quick elimination of substances, requiring frequent injections
that bring complications to the patient and low adherence to treatment. Intravitreal
implants are capable to maintain therapeutic levels of drugs for a long period.
Biodegradable nanofibers can modulate drug release in addition to allowing the
incorporation of fragile bioactive substances. The present work aimed the
development of biodegradable intravitreal implants containing dexamethasone
coated with polymeric nanofibers containing bevacizumab as a therapeutic
proposal for the treatment of AMD. Nanocoated implants were successfully
developed. The characterization of the system, the study of degradation and
efficiency of the coating process were evaluated by scanning electron
microscopy. The drug release profile was determined by high performance liquid
cromatography and the Bradford method. The antiangiogenic activity was
determined by the chicken embryo chorioallantoic membrane model. The safety
of the formulation was evaluated in rabbit eyes. So far, the system was
successfully developed. The study degradation study confirmed the presence of
nanofibers on the implant surface for up to 35 days. The degradation study
demonstrated the presence of nanofibers on the surface of the implant for up to
35 days. The release profile showed that 68% of dexamethasone was released
within 35 days and 90% of bevacizumab within 48 hours. The formulation
presented activity in reducing vessels and was safe for the rabbits’ retina. No
clinical or histopathological changes were observed, neither alteration in retinal

thickness by optical coherence tomography during the 28 days. The developed



implants, therefore, may be considered as a new alternative for the treatment of
AMD.

Keywords: Age-related macular degeneration, bevacizumab, nanofibers,

nanotechnology, biodegradable implant, intravitreal application.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Degeneragao macular relacionada a idade

A Degeneracdo Macular Relacionada a ldade (DMRI) € uma doenga ocular
crbnica degenerativa que causa danos a area central da retina, regido
responsavel pela alta resolucédo da visdo. E uma das principais causa mundial
de cegueira irreversivel em adultos, juntamente com catarata, glaucoma,
retinopatia diabética e erros refrativos (World Health Organization, 2022; Burton
MJ, 2021; National Eye Institute, 2021). A prevaléncia da DMRI aumenta
acentuadamente com a idade, afetando mais de 2,4% da populagao adulta
acima de 50 anos e 12% acima de 80 anos (Chicagoca, et al., 2018). Em 2014,
0 numero global estimado de pessoas com a doenga era de 196 milhdes (Wong,
et al., 2014), dessas 10,4 milhdes (5,3%) apresentavam dificuldade moderada
ou grave da visao ao longe ou cegueira devido as formas mais graves da doenga
(World Health Organization, 2019). Estima-se ainda que em 2040, o numero de
pessoas com DMRI no mundo elevara para cerca de 288 milhdes de pessoas
(Wong, et al., 2014; Mitchell, et al., 2018; World Health Organization, 2019).
Trata-se uma patologia irreversivel e, portanto, os tratamentos disponiveis visam
a interrupcao da evolugdo da doenga, mas néo a sua cura ou corregao (World
Health Organization, 2019).

O custo global anual com tratamento da DMRI é estimado em mais de US$ 300
bilhdes (Apte, 2021). Ademais, a deficiéncia visual representa uma grande perda
de produtividade, cujo impacto na economia mundial calculado é superior a US$
400 bilhdes (World Health Organization, 2022). Além do impacto econdmico ha
impactos na qualidade de vida, pois adultos com deficiéncia visual apresentam
taxas de depressao e ansiedade superiores as da populagédo em geral. E ainda,

no caso de idosos, a deficiéncia visual contribui também para o isolamento
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social, dificuldade de caminhar e um maior risco de quedas e fraturas (World
Health Organization, 2019).

Apesar da existéncia de varias pesquisas basicas e clinicas, a patogenia da
DMRI exsudativa ndo é totalmente conhecida devido a complexidade
multifatorial da doenga. No entanto, sabe-se que além dos processos
angiogénicos e inflamatérios, ha interacdo com envelhecimento,
comportamentos relacionados ao estilo de vida e suscetibilidade genética
(Edelhauser, et al., 2010; Nowak, 2006; Fleckenstein, 2021).

Quanto a fisiopatologia da DMRI (Figura 1), inicialmente observamos a formagao
de drusas, que sao depdsitos de residuos de metabdlitos, que fazem com que a
comunicagao entre os vasos na coroide e a retina sejam interrompidas,
comprometendo assim a integridade do epitélio pigmentar retiniano (EPR), da
membrana de Bruch e da retina (Edelhauser, et al., 2010; Nowak, 2006;
Fleckenstein, 2021).

Clinicamente, a DMRI é classificada, em seu estagio menos avangado da
doenca, conforme o tamanho das drusas presentes. DMRI inicial € aquela que
apresenta drusas de tamanhos médios e DMRI intermediaria aquela com drusas
grandes. Nesta etapa inicial, normalmente nao ha prejuizo a visao (Fleckenstein,
2021).

A DMRI em estagio avancado, pode ser classificada em dois tipos: seca e
exsudativa (ou neovascularizada). A forma seca é responsavel pela maior parte
dos casos da doenga, correspondendo a 85 a 90%. No entanto, a forma
neovascular da DMRI, caracterizada por um crescimento de vasos sanguineos
no espacgo subretiniano, € responsavel pela maioria dos casos de cegueira ou

deficiéncia visual (Brasil. Ministério da Saude, 2018).

Por serem estruturalmente fracos, esses vasos apresentam vazamento de
fluidos e auséncia de integridade estrutural, promovem assim uma
desorganizagao da estrutura anatdbmica da retina, causando lesbes aos

fotorreceptores, resultando em hemorragia, exsudatos e fibrose. Nos estagios
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mais avancados da doenca, cicatrizes substituem as estruturas normais da
macula, e se nao sao tratadas podem resultar em perda da visao irreversivel
(Figura 1) (Chicagoca, et al., 2018; Villegas V.M., 2016; lyer, et al., 2019).

Figura 1 - Fisiopatologia da DMRI — Angiogénese.
Fonte: lyer et al., 2019.

Um dos fatores pro-angiogénicos mais importantes ja identificados € o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), sendo considerado o principal mediador
da angiogénese retiniana. E uma glicoproteina de 46kDa com atividades
angiogénica e de permeabilidade vascular, sendo produzido no olho pelas
células do epitélio pigmentado da retina. Este fator se liga com alta afinidade aos
receptores de membrana com atividade tirosina quinase e sua expressao é
induzida principalmente em condi¢des de hipoxia (Shima, et al., 1995; Das, et
al., 2003).

A caracterizagao de diferentes processos envolvidos na patogénese de doencgas
da retina, tais como retinopatia diabética e da DMRI, constitui um pré-requisito

para o desenvolvimento de terapias para o tratamento e eventualmente
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prevencao da perda da visado e cegueira (Witmer, et al., 2003). Considerando
que o VEGF é a proteina envolvida no inicio e progressao destas doencas,
juntamente com seus receptores, tornam se potenciais alvos para intervengao

farmacoldgica (Griffioen, et al., 2000).

1.2 Tratamento DMRI exsudativa

E conhecido que o principal fator de risco para a DMRI é o avanco da idade. No
entanto, outros fatores tais como etnia caucasiana, aterosclerose, dieta e
tabagismo, assim como certos polimorfismos genéticos, também estéo
associados a doenga. Entretanto, entre todos esses fatores, apenas o tabagismo
e a dieta sao fatores modificaveis. A interrup¢cao do tabagismo é fortemente
encorajada aos pacientes, visto que isso reduz o risco de progressao da doenga
(Mitchell, et al., 2018; Hanout, et al., 2013; Fleckenstein, 2021).

A conduta para tratamento da DMRI exsudativa baseava-se em terapéuticas
destrutivas (fotocoagulagdo a laser e terapia fotodindmica), as quais geram
sequelas de maior ou menor grau ao tecido neurossensorial. Essas terapias
apenas apresentam efeito de interrupcdo do avango da doenga, mas raramente
com melhora da visdo. O surgimento de terapia antiangiogénica transformou de
forma significativa a terapéutica da doenga, pois permitiu ganhos visuais
anteriormente nao atingiveis (Wong, et al., 2019; Hanout, et al., 2013),
diminuindo a incidéncia da cegueira e deficiéncia visual (Mitchell, et al., 2018;
Lim, et al., 2012).

Diante disso e considerando que principal mediador envolvido na fisiopatogenia
da doenca é o fator de crescimento do endotélio vascular, o tratamento eficaz da
DMRI neovascular é atualmente baseado na inibicdo da proteina angiogénica
VEGF (Brasil. Ministério da Saude, 2022; Griffioen, et al., 2000; Booth, et al.,
2007; lyer, et al., 2019; Mitchell, et al., 2018). Seguindo essa mesma linha de
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escolha de tratamento, em 2022, o Ministério da Saude do Brasil, revisou o
Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) de Degeneracdo Macular
Relacionada a Idade - Forma Neovascular (Portaria conjunta n° 4, de 4 de margo
de 2022) com as diretrizes para o diagnéstico e tratamento da DMRI neovascular

com énfase na terapéutica antiangiogénica.

1.2.1 Farmaco anti-VEGF

H4 cerca de 25 anos, a degeneragdo macular relacionada a idade era
considerada praticamente intratavel. No entanto, novos produtos farmacéuticos
baseados na supressao do fator de crescimento endotelial vascular (anti-VEGF)
mudaram a perspectiva do paciente ao introduzir uma terapéutica farmacoldgica,
na forma de injegéo intravitrea continua ou intermitente (Lim, et al., 2012). Em
2004, o primeiro anti-VEGF a aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA)
para o tratamento da DMRI exsudativa foi o pegaptanibe sddico (Macugen®,
EyeTech/Pfizer), seguido pelo ranibizumabe (Lucentis®, Genentech). Mais
recentemente, o bevacizumabe (Avastin®, Genentech), o aflibercept (Eylea®,
Bayer) e o brolucizumabe-dbll (Beovu®, Novartis) foram introduzidos como

terapia intravitrea (Apte, 2021).

Em 2006, estudos clinicos de referéncia mostraram que inje¢des intravitreas
mensais de ranibizumabe evitaram a perda de visdo em quase 95% dos
pacientes e melhoram significativamente a visdo em 40%. Estudos mostraram
que a cegueira atribuivel a degeneragcdo macular relacionada a idade foi
reduzida em 50% em alguns paises desde a introdu¢do de antagonistas do
VEGF (Bloch, et al., 2012; Lim, et al., 2012).

Esses farmacos anti-VEGF, exceto o bevacizumabe, sao aprovados pelo FDA

para o tratamento da DMRI. Entretanto, o bevacizumabe tornou se uma opg¢ao
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mundialmente popular devido ao seu baixo custo (Tabela 1) e eficacia
semelhante aos outros da mesma classe terapéutica (Lim, et al., 2012; Hanout,
et al., 2013; Schmidt-Erfurth, et al., 2014; Apte, 2021).

Tabela 1: Comparativo de estimativa de custo anual com farmacos anti-VEGF para tratamento
de DMRI

Farmaco U$
Bevacizumabe 24.024
Brolucizumabe 88.047

Aflibercept 98.318
Ranibizumabe 156.316

Fonte: CADTH - Canadian Agency for Drugs and Technologies, 2020

1.2.2 Utilizagao de bevacizumabe no tratamento da DMRI

O bevacizumabe é um anticorpo monoclonal humanizado constituido por 214
aminoacidos, de ponto isoelétrico em pH de 83 e massa molar de
aproximadamente 149kDa que se liga a todas as isoformas do VEGF-A, inibindo
sua ligagdo aos seus receptores Flt-1 (VEGFR-1), KDR (VEGFR-2) e Flt-4
(VEGFR-3) na superficie das células endoteliais. (Cabral, et al., 2017; Biswas, et
al., 2010; Schmidt-Erfurth, et al., 2014). Tem sido utilizado com frequéncia em
injecdes intravitreas para o tratamento de DMRI e apresenta meia-vida de 5,6
dias (Schmidt-Erfurth, et al., 2014). E capaz de restaurar o desequilibrio
angiogénico, neutralizando a atividade biolégica do VEGF e diminuindo a
vascularizacdo, reduzindo assim as alteragdes exsudativas proporcionando
melhoras significativas na fungéo visual (Booth, et al., 2007; Griffioen, et al.,
2000; lyer, et al., 2019).

Aprovado pelo FDA e European Medicines Agency (EMEA), esta registrado na
ANVISA para o tratamento intravenoso de cancer colorretal metastatico e outros
tipos de cancer (Schmidt-Erfurth, et al., 2014; Hanout, et al., 2013). Além da sua
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aplicagao no tratamento de cancer, devido ao seu efeito inibidor da angiogénese,
o farmaco passou a ser utilizado de forma off-label por meio de inje¢des
intravitreas para tratamento de doengas oculares causadoras de angiogénese,
com resultados satisfatoérios (Schmidt-Erfurth, et al., 2014; Apte, 2021). Em julho
de 2018, sua eficacia no tratamento da DMRI foi reconhecida no Brasil e assim
o Ministério da Saude aprovou, através da Portaria Conjunta n° 18 de 2018, o
PCDT da Degeneragdo Macular Relacionada a Idade (Forma Neovascular)
introduzindo o “uso excepcional, de carater temporario, no ambito do Sistema
Unico de Saude, do medicamento Avastin® (25mg/mL solucéo para diluicio para
infusdo), no tratamento da Degeneragao Macular Relacionada a Idade (DMRI).”
Em 2022, essa portaria foi revisada e a recomendacdo da utilizacdo de
bevacizumabe para tratamento da DMRI foi mantida, sendo seu uso preconizado
para o tratamento de pacientes acima de 60 anos (Brasil. Ministério da Saude,
2022).

Conforme diretrizes a dose intravitrea a ser aplicada é de 1,25 mg/ 0,05 mL por
olho. Sendo que o0 esquema com maiores indices de melhora da acuidade visual
recomenda a administragdo mensal por dois anos. Além de 24 meses, ndo ha
recomendagao devido a auséncia de estudos que incluem esse periodo (Brasil.
Ministério da Saude, 2022). O CADTH, atualmente recomenda a dose de 1,25
mg, por olho, a cada 4 semanas, nas primeiras trés doses e posteriormente,
0,5mg a cada 4 semanas (Canadian Agency for Drugs and Technologies in
Health, 2020).

Devido a rapida circulagdo de sangue na regido do vitreo e retina a manutencao
da concentragao terapéutica no segmento posterior do olho é ainda um grande
desafio (Lim, et al., 2012; Agrahari, et al., 2017; Adrianto, et al., 2021).

As terapias intravitreas tradicionais com o bevacizumabe requerem frequentes
injecdes e diante disso, estudos descritos na literatura, como os mencionados a
seguir, apontam a busca por melhoria na formulagdo atual com o objetivo de

obtencao de sistemas de liberagédo prolongada do farmaco, mantendo assim a
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concentragdo no segmento posterior do olho, dentro do nivel terapéutico por

mais tempo, reduzindo assim a frequéncia de administragao do farmaco.

Uma formulacdo de lipossomas contendo bevacizumabe foi desenvolvida e
aplicada por injecao intravitrea em olhos de coelhos e comparada a uma solugéo
do mesmo anticorpo. A concentragdo de bevacizumabe livre nos olhos dos
animais que receberam a formulagao de lipossomas foi 1 e 5 vezes superior a
solugdo do anticorpo nos tempos de 28 e 42 dias, respectivamente (Abrishami,
et al., 2019).

Nanoparticulas de acido polilatico revestidas de bevacizumabe foram
encapsuladas em microparticulas porosas de PLGA por infusdo supercritica e
pressao. O estudo de liberagcdo in vitro, demonstrou a presengca do
bevacizumabe por um periodo de 4 meses, sem alteracdo da estrutura e
atividade do anticorpo. O estudo de liberacao in vivo, realizado em ratos detectou

a presenga do bevacizumabe durante 2 meses (Yandrapu, et al., 2013).

Outra formulagdo avaliada, foi um hidrogel termosensivel contendo
bevacizumabe. Essa formulagdo se mostrou segura para a retina, pois apés um
més de aplicagao intravitrea do sistema, nao foi observada nenhuma alteragao
na retina dos coelhos. Desse mesmo sistema foi verificado, em cultura de
células, a manutengdo da atividade antiangiogénica do bevacizumabe
incorporado no hidrogel durante o periodo do estudo de liberagéo de 11 dias (Hu,
et al., 2014).

O perfil de liberagdo in vivo do bevacizumabe incorporado em uma outra
formulacao de hidrogel também foi estudado. A formulagao foi administrada por
injecao intravitrea e foi bem tolerada em olhos de coelhos. O hidrogel foi capaz
de promover a liberagdo do bevacizumabe por um periodo de 9 semanas e a
concentragdo do farmaco foi mantida 4,7 vezes superior a concentragao dos
olhos que receberam apenas inje¢cao de solugdo de bevacizumabe (Rauck, et
al., 2014).
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Em nosso grupo de pesquisa, um sistema polimérico de poliuretano
biodegradavel contendo bevacizumabe foi desenvolvido e a atividade
antiangiogénica do anticorpo monoclonal foi estudada em modelo de
neovascularizacdo da cornea. O bevacizumabe liberado a partir do sistema
desenvolvido foi capaz de promover a reducdo do numero de vasos na cornea

sem causar toxicidade para os tecidos (Ferreira, et al., 2017).

Outra formulacdo envolvendo o nanoencapsulamento de bevacizumabe com
PLGA com o objetivo de proteger o farmaco e libera-lo de maneira controlada,
aumentando o tempo entre as administracées teve seu desenvolvimento bem-
sucedido (Sousa, et al., 2017).

1.2.3 Utilizagdo de terapia combinada de corticosterdides intravitreos
associados a inibidores angiogénicos

Estudos tém demonstrado que a administracao intravitrea de corticosterdides
bloqueia a ruptura da barreira hematorretiniana induzida por VEGF e o edema
intrarretiniano pela modulacdo das proteinas que atuam nos receptores de
VEGF. Além disso, corticosterdides como a dexametasona, atuam por meio da
reducao da exsudacgao e regulacéo dos mediadores inflamatérios (Vakalis, et al.,
2015; Todorich, et al., 2017).

O anti-inflamatdrio corticosterdide quando injetado no olho, bloqueia a formagao
de edema (liquido sob a macula) e potencializa tratamentos convencionais com
anti-VEGF. Os principais efeitos dos corticosteréide nos tecidos oculares
incluem: reducao da resposta imune celular; reducao da permeabilidade vascular
inflamatdria; estabilizacdo da barreira hemato-aquosa; inibicao da proliferagao
epitelial; inibicdo da neovascularizagao corneal inflamatéria; reducéo do tempo
de cicatrizagao; elevagao da pressao intravitrea; e indugao de catarata (Sherif,
et al., 2002).
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A dexametasona e seus derivados, utilizados em oftalmologia desde a década
de 50, sdo os farmacos mais empregados no tratamento de inflamagdes
oculares, devido a sua segurancga e a sua poténcia anti-inflamatéria (Vakalis, et
al., 2015). A dexametasona é capaz de inibir a expressao do VEGF, suprimindo,
portanto, a angiogénese (Vakalis, et al., 2015). Além disso, ela é também tem o
potencial de eliminar a inflamacgao através da inibicdo de multiplas citocinas
inflamatdrias, resultando em reducdo do edema, da deposig¢ao de fibrina, da
dilatagao capilar e da migragao de células inflamatérias. O VEGF é uma citocina
que é expressa em concentragdes aumentadas no local do edema macular. Os
corticosteréides impedem a liberagdo de prostaglandinas, algumas das quais

foram identificadas como sendo mediadoras do edema macular.

Atualmente o tratamento de escolha da DMRI neovascular incorpora injegdes
intravitreas de agentes anti-VEGF (Brasil. Ministério da Saude, 2022) que
ocasionalmente podem ser combinadas com outras modalidades (Lim, et al.,
2012). Sendo assim, as terapias anti-inflamatérias podem ser uma opgéao de
escolha de associagdo farmacolégica a terapia anti-VEGF, principalmente

quando ocorre 0 edema macular ou a obstru¢cao da veia retiniana.

A combinacdo da administragao intravitrea de bevacizumabe e dexametasona
constitui, portanto, uma alternativa eficaz para a melhora do tratamento de DMRI.
Além disso, estudos sugerem que a combinagao desses dois farmacos, atuam
de forma sinérgicas, possibilitando o aumento do tempo entre injeg¢des
intravitreas subsequentes e a melhora da acuidade visual em pacientes com
DMRI neovascular (Vakalis, et al., 2015; Singer, et al., 2012).
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1.3 Barreiras para administragdo de farmacos no segmento posterior do
olho e o tratamento de doengas que o acometem

O olho é o 6rgao sensorial responsavel pela visdo. Sua construgao é sofisticada,
com complexo e eficiente mecanismo de protecdo o qual inclui barreiras
anatbmicas (conjuntiva, cornea, esclera, barreira hematorretiniana) e fisioldgicas
(luxo sanguineo na coroide, lacrimagao induzida, drenagem nasolacrimal)
(Agrahari, et al., 2017; Awwad, et al., 2017). O olho pode ser anatomicamente
dividido em dois segmentos: o anterior e posterior (Figura 2). O anterior
corresponde a um tergo do olho é formado por filme lacrimal, cérnea, conjuntiva,
camara anterior e posterior, iris, corpo ciliar, lente e humor aquoso. O segmento
posterior corresponde a dois tergos do olho e abrange as seguintes estruturas:
coroide, esclera, humor vitreo, nervo o6tico e retina (Nayak, et al., 2018; Agrahari,
et al., 2017; Awwad, et al., 2017; Adrianto, et al., 2021).

A retina é a parte do olho responsavel pela formagédo de imagens e pela viséo
de detalhes. A macula estéa localizada na regiao central da retina e é responsavel
pela visdo central e por dar foco ao que enxergamos (Fleckenstein, 2021). Os
fotorreceptores sédo células que captam a luz que chega até a retina e transmitem
como um impulso nervoso permitindo assim que o cérebro reconhega a imagem.
O epitélio pigmentar da retina € uma estrutura essencial da retina e protegao dos
fotoreceptores, forma uma barreira entre a retina e coroide, juntamente com a
membrana de brunch. A coroide é a regido vascularizada responsavel pela

nutricdo da parte externa da retina (Adrianto, et al., 2021).
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Segmento anterior  Segmento posterior
| . |

—_ Cordide
— Membrana de Brunch
— Células do EPR

— Fotorreceptores
Retina
Macula ___ Membrana limitante
Nervo 6tico interna
Cristalino
Iris Barreira retiniana
Cornea

Figura 2 - Principais estruturas oculares

Fonte: Adaptado de Nayak, et al., 2018; lyer, et al., 2019; Gerenultti, et al., 2013; Rattner, et al.,
2006; World Health Organization, 2019

Os mecanismos de protecao dos olhos, ao mesmo tempo que sao barreiras de
grande importancia para protegao de substancias exdgenas e estresse externos,
sao também os obstaculos que dificultam o tratamento de doencgas oculares, em
especial no segmento posterior, dificultando que os farmacos cheguem ao local
de agao (Nayak, et al., 2018; Agrahari, et al., 2017; Awwad, et al., 2017).

As vias mais empregadas para administragcdo de farmacos no segmento
posterior do olho (Figura 3) séo: tépica, periocular (subconjuntival, subtenoniana
e retrobulbar), sistémica, intravitrea e supracoroidal) (Agrahari, et al., 2017;
Adrianto, et al., 2021; Kang-Mieller, et al., 2014).
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Figura 3 - Vias de administracao de farmacos mais empregadas para tratamento do segmento
posterior.
Fonte: Adaptado de Agrahari et al., 2017, lyer et al., 2019.

O tratamento de doencgas oculares no vitreo e na retina tem sido um desafio
devido a dificuldade de acesso a essas estruturas. A administracéo ocular topica,
na forma de colirios, € o método menos invasivo, mais conveniente e apesar de
ser o utilizado, apresenta baixa biodisponibilidade corneal e exposicao sistémica
causada pela drenagem nasolacrimal o que resulta em concentragdes mais
elevadas nos tecidos anteriores (cornea, conjuntiva, esclera, humor aquoso e
corpo ciliar). Além disso, apresenta pouco efeito terapéutico na regido posterior
do olho (lente, vitreo e retina), necessitando, para manutengéo da dose, de
frequentes aplicagdes da formulagdo. Estima-se que menos de 5% da dose
administrada pela via topica é absorvida e uma fragdo menor ainda, cerca de

0,001%, €& capaz de atingir os tecidos intravitreos (Kaur, et al., 2014).
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A via periocular € utilizada no tratamento de doengas do segmento posterior do
olho por meio das inje¢des subconjuntival e subtenoniana. Essa via apresenta
melhor biodisponibilidade (0,01% a 0,1%) quando comparada a via tépica, mas
€ menos eficiente em relagao a intravitrea, mesmo permitindo a administracao
de um volume de solugéo cerca de dez vezes maior (volume de inje¢cao da via
periocular € de 500ul a 5000ul e 50ul a 100ul para a intravitrea) (Kaur, et al.,
2014).

A via sistémica pode ser utilizada com o objetivo de atingir o segmento posterior
do olho, no entanto observa-se baixa biodisponibilidade no olho causada pela
existéncia da barreira hematorretiniana, que dificulta a entrada de substancias
da circulagdo sanguinea para a retina. Para que se obtenha uma concentracéo
do farmaco dentro da faixa terapéutica utilizando essa via, € necessaria a
administracao de frequentes e elevadas concentragcdes durante um periodo
prolongado, podendo consequentemente causar sérios efeitos adversos
(Kuppermann, et al., 2007; Lajavardi, et al., 2007; lyer, et al., 2019; Kang-Mieller,
et al., 2014; Kang-Mieller, et al., 2014).

A via intravitrea era restrita ao tratamento de endoftalmite, mas, atualmente, tem
sido utilizada para tratamento de casos de vitreorretinopatia proliferativa, retinite
viral e uveite. A injegcao intravitrea, apesar de mais invasiva € também uma
alternativa para a obtencao da concentracdo adequada de farmacos no vitreo e
na retina. A rapida circulagdo sanguinea no local de aplicagdo, entretanto,
promove uma redu¢ao da meia-vida dos farmacos administrados, diminuindo
rapidamente sua concentragcdo a niveis subterapéuticos. Consequentemente,
para a manutencdo das concentragbes terapéuticas no vitreo e retina, sao
necessarias repetidas injegdes intravitreas, as quais impactam negativamente
na continuidade do tratamento, pois além de poderem gerar desconforto para o
paciente, possibilitam também a apresentacdo de complicagdes tais como
endoftalmite, inflamagao ocular, aumento da pressao intraocular e descolamento
de retina (Peyman, et al., 1995; Okabe, et al., 2003; Nair, et al., 2007; Kaur, et
al., 2014; Agrahari, et al., 2017; Adrianto, et al., 2021).
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Devido as dificuldades de manutencdo de niveis terapéuticos e de efeitos
adversos causados pelos tratamentos, estudos tém sido conduzidos visando o
desenvolvimento de sistemas que sejam capazes de manter a concentragao dos
farmacos no segmento posterior do olho, dentro da faixa terapéutica, por um
periodo prolongado (Fialho, et al., 2003; Silva, et al., 2010; Adrianto, et al., 2021).

A idealizacdo desses sistemas passa pelo conceito de que devem ser
biocompativeis com o organismo, sendo assim, os componentes nele presentes
devem ser ndo carcinogénicos, hipoalergénicos e ndo causadores de resposta
inflamatdria no local de aplicagao. Esses sistemas podem ser preparados a partir
de polimeros biodegradaveis ou nao-biodegradaveis, sendo que aqueles
compostos por polimeros nao-biodegradaveis, apesar de apresentarem uma
taxa de liberagdo relativamente constante possuem a desvantagem da
necessidade de procedimentos cirurgicos para sua posterior remogao (Fialho, et
al., 2003; Silva, et al., 2010).

Por outro lado, aqueles compostos por polimeros biodegradaveis, podem
apresentar vantagens por serem totalmente absorvidos pelo organismo, nao
necessitando remocao subsequente, e proporcionando assim melhor adesao e
aceitagcdo do paciente ao tratamento. Polimeros biodegradaveis sintéticos,
representados por poliamidas, poliaminoacidos, polialquilcianacrilatos,
poliésteres, poli(orto-ésteres), poliuretanos e poliacrilamidas tém apresentado
crescente interesse na aplicagdo como sistemas de liberagcdo de farmacos
(Fialho, et al., 2003; Silva, et al., 2010; Eljarrat-Binstock, et al., 2010; Adrianto, et
al., 2021).

1.4 Nanofibras Poliméricas

Nanofibras poliméricas sao estruturas de duas dimensdes, sendo uma delas em

escala nanométrica. O interesse, das mais diversas areas da ciéncia, em
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nanofibras tem aumentado em funcédo das propriedades associadas a estes
materiais, bem como o grande numero de possiveis aplicagdes, como por
exemplo nas areas de eletrbnica, fisica, quimica, medicina, biologia e a
engenharia de materiais (Chronalis, 2005; Chew, et al., 2006). Nos ultimos anos,
motivada pelas diferentes possibilidades de aplicagdes do material na area
farmacéutica, a comunidade cientifica demonstrou um especial interesse na
producdao de nanofibras poliméricas visando a liberacdo de farmacos para

tecidos alvo (Song, et al., 2008).

Nanofibras produzidas a partir do processo de eletrofiacdo apresentam
vantagens, tais como alta area superficial, flexibilidade para uma grande
variedade de formas e tamanhos além de permitir o encapsulamento de
substancias bioativas frageis e hidrossoluveis, tais como anticorpos monoclonais

como o bevacizumabe (Huang, et al., 2003; Bhardwa, et al., 2010).

A eletrofiacdo ou fiagdo eletrostatica (electrospinning) é uma técnica utilizada
para processamento de materiais poliméricos (polimeros em solugdo) que
permite a formacao de fibras em malhas ou mantas em tamanhos micrométricos
e nanométricos (10nm a 10um) (Eichhorn, 2005). Esses materiais, em formato
de fios, devido as possibilidades de aplicagao, ganharam destaque em funcéo
de suas propriedades associadas a escala nanoméricas (Mattoso, et al., 2012).
Além do pequeno diametro, apresentam area superficial elevada (Homaeigohar,
et al., 2017) e ainda podem ser servir como protecdo a degradagédo dos
farmacos, sendo todas essas carateristicas essenciais para a formagao de um

sistema de liberagao prolongada.

Para o processo de eletrofiagdo necessita-se basicamente de trés componentes:
uma fonte de alta tenséo, um tubo capilar acoplado a uma agulha e uma placa
condutora (coletor metélico) aterrada (Figura 4). O tubo capilar contendo o
polimero em solugéo € conectado a um eletrodo ligado a fonte de alta tensao,
gerando assim um campo elétrico. Esse tubo é mantido a uma certa distancia da

placa coletora aterrada que pode estar em constante rotagao.
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Solugdo polimérica

Cone de Taylor

i Pl letor:
Nanofibras aca coletora

Figura 4 - Esquema do processo de eletrofiacao
Fonte: CHEN, et al., 2016.

Dessa forma, na eletrofiacéo a gota da solugao contendo o polimero € submetida
a um potencial elétrico, na maioria das vezes positivo, que faz com que essa
superficie da gota sofra gradativamente um estiramento até que subitamente
ocorre a formacédo de um jato estavel em formato cbnico (Cone de Taylor)
(Mattoso, et al., 2012; Ramakrishna S., 2005).

A gota do polimero alonga-se quando uma carga eletrostatica aplicada supera a
tensdo superficial da solugdo (a concentragcdo de emaranhamento critico)
formando um jato que se desloca até a regido de menor potencial eletrostatico
que é o coletor aterrado. Sendo que quanto maior foi a intensidade do campo
elétrico, maior € a intensidade do estiramento. Durante esse trajeto o solvente

no qual o polimero encontra-se solubilizado evapora rapidamente e assim o
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polimero precipita (eletrodeposi¢céo), formando fibras que podem ser coletadas
na placa metalica, formando uma manta de nanofibras (Homaeigohar, et al.,
2017; Ramakrishna S., 2005).

O uso de nanofibras como suporte para o desenvolvimento de sistema de
administracao e liberagao prolongado ou controlado de farmacos é uma area de
grande interesse e por isso, varios estudos tém sido conduzidos. Entre esses
estudos encontram-se o desenvolvimento de membranas de nanofibras com
material mucoadesivo para liberagao de antibidticos, de aplicacdo na cavidade
bucal que teve como objetivo o tratamento de infecgdes na gengiva (Nista, et al.,
2013).

Em outro trabalho, nanofibras poliméricas carregadas com oxitetraclicina foram
desenvolvidas para o tratamento de alveolite seca, e apresentaram resultados
de regeneracao tecidual (Aulestia-Vieira, et al., 2019). O desenvolvimento de
nanofibras de polivinilpirrolidona K30 carregadas com ibuprofeno com objetivo
de obtencdo de uma formulagao de rapida desintegragdo também foi descrito
(Yu, et al., 2009). Outro sistema nanotransportador com potencial terapéutico
para tratamento de cancer de boca foi elaborado a partir de nanofibras

poliméricas carregadas com o farmaco docetaxel (Singh, et al., 2015).

Em nosso grupo de pesquisa também foram desenvolvidos com sucesso
sistemas de liberagao prolongada de farmacos a partir de nanofibras. Um desses
sistemas contendo bevacizumabe em seu nucleo teve a atividade
antiangiogénica do anticorpo monoclonal estudada em modelo de
neovascularizagdo da cornea. O bevacizumabe incorporado no sistema
desenvolvido, possibilitou uma liberacédo de forma prolongada e foi capaz de
promover a redugdo do numero de vasos na cérnea demonstrando sua
potencialidade para uso em tratamento de doengas que envolvem angiogénese
(De Souza, et al., 2018). O outro trabalho foi um sistema contendo furoato de

mometasona para tratamento de rinossinusite crénica (Rivelli, et al., 2021).
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1.5 Implantes para administragao intravitrea

Algumas aplicagbes dos implantes para administragdes intravitreas (Quadro 1)
ja estao sendo utilizadas em seres humanos e a intensificacdo das pesquisas
visando a obtencao de sistemas intravitreos de liberagdo de farmacos indica

perspectivas reais para o tratamento de doengas do segmento posterior do olho

(Eljarrat-Binstock, et al., 2010).

Quadro 1: Sistemas de liberacdo de implantes intravitreos para tratamento de doencas que
acometem o segmento posterior do olho

Fase estudo clinico ou Indicativo Farmaco e matriz Tempo de
Marca e = A e . =
. aprovacao pelo FDA terapéutico liberagao
fabricante
NCT02087085 Estudo clinico finalizado DMRI seca Brimonidina (0,4 mg e 0,2mg) 3 meses
(Allergan) em 2019. com PLGA/PLA
Aprovado em 2011. DME Acetonido de Fluocinolona 2-3 anos
lluvien® Comercializado na Europa (0,19 mg) com poliimida/PVA
(Alimera Sciences, e Reino Unido
Inc.) Fase Il DMRI
Fase lll Uveite posterior
NT-503 Estudo clinico finalizado DMRI seca Receptor da proteina Anti- 2 anos
(Neurotech em 2016. VEGF
Pharma)
Ozurdex® Aprovado pelo FDA em DME, CRVO, Dexametasona (0,7 mg) com 6 meses
(Allergan) 2009. Comercializado nos uveite PLGA
Estados Unidos.
Posurdex® Fase IlI DME, uveite Dexametasona (0,35 mg) com 6 meses
(Allergan) posterior PLGA
Aprovado pelo FDA em Uveite posterior Acetonido de fluocinolona 2,5 anos
Retisert® 2005. Comercializado nos cronica ndo (0,59 mg) e com (2,1mg) com
(Bausch & Lomb) Estados Unidos. infecciosa, DME, silicone/PVA
CRVO
Vitrasert® Aprovado pelo FDA em CMRV Ganciclovir com EVA/ PVA 5-8 meses
(Bausch & Lomb) 1996. Descontinuado e,
2013.
I-vation® Estudo clinico finalizado DME Acetonido de Triancinolona
(Surmodics Inc) em 2021. (0,925 mg) com PMMA/EVA 2anos
Yutig® (eye Point Aprovado pelo FDA em Uveite posterior Acetonido de Fluocinolona
Pharmaceuticals) | 2018. Comercializado nos (0,18mg) com Poliamida/PVA 3 anos
Estados Unidos.

NCT02510794 Aprovado pelo FDA em DMRI Ranibizumabe (20 ou
(Genetech/Roche/ 2021. 40mg/mL aproximadamente 6 meses
ForSight VISION4) 0,8 mg dose) Port Delivery

System (implante permanente)

CMRV: retinite por citomegalovirus; CRVO: oclusdo da veia central da retina; DMRI:
degeneragdo macular relacionada a idade; DME: edema macular diabético; VEGF: fator de
crescimento endotelial vascular; EVA: poli(etileno-co-acetato); PLGA; poli(lactico-co-glicélico);
PLA: Acido Polilatico; PMMA: nn(metil metacrilato); PVA: alcool polivinilico

Fonte: http://www.clinicaltrials.gov, 2023., Adrianto, et al, 2021.
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Nesse contexto, o uso de implantes intravitreos tem apresentado grande
interesse, pois visam reduzir a frequéncia de administracdo, obtendo assim
menos efeitos adversos relacionados a essa invasiva forma de administracéo o
que por consequéncia geram um maior conforto e adesado do paciente ao
tratamento (Neumann, et al., 2019). Aproveitando o estado imuno-privilegiado
do olho, muitos implantes foram usados com sucesso sem provocar a reagao
inflamataria local significativa que normalmente seria encontrada com implantes
empregados em outras partes do corpo (Fialho, et al., 2003; Awwad, et al., 2017).
Os implantes intravitreos que permitem a liberacdo sustentada de farmacos

estdo em diferentes estagios de desenvolvimento.

Trés formulacdes de implante intravitreo contendo corticosterdides, sendo duas
com o acetonido de fluocinolona e outro com a dexametasona estao disponiveis

no mercado.

Comercializado pela Allergan, o Orzudex® ¢é um implante intravitreo
biodegradavel, na forma de bastdo, que contém 0,7mg de dexametasona. Sua
indicagao terapéutica abrange o tratamento de edema macular e de processos
inflamatdrios da regido posterior dos olhos. A implantagdo do Orzudex®, apesar
de requerer procedimento cirurgico, ndo apresenta necessidade de sutura pos
aplicagao que é facilitada pelo aplicador de uso unico que acompanha o produto

(Kuppermann, et al., 2007).

O Retisert® trata se também de um implante intravitreo de 0,58mg acetonida de
fluocinolona comercializado pela Bausch & Lomb, indicado para o tratamento de
uveites nao infecciosa crénica. A grande desvantagem deste produto esta no
fato de ter uma matriz ndo biodegradavel e assim, apos a liberagao do farmaco,
requer procedimento cirurgico para a sua remog¢ao. Uma outra desvantagem é
que devido ao seu formato de comprimido a sua implantagédo também requer um
procedimento cirurgico de maior dimensao do que o Orzudex®, necessitando

inclusive de sutura pos procedimento (Jaffe, et al., 2006).
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O lluvien®, comercializado pela Alimera Sciences, Inc. também trata se de um
implante intravitreo de acetonida de triancinolona indicado para o tratamento de
edema macular diabético, porém de menor dose 0,19mg, mas apresenta como

matriz o poliimida, um polimero ndo biodegradavel (Kane, et al., 2008).

No entanto, os trés produtos, devido ao uso prolongado de altas doses de
corticosterdides, apresentam complicagdes tais como ocorréncia de catarata
subcapsular posterior, aumento da pressao intravitrea, glaucoma além da
possibilidade de intensificar a instalacdo de infecgdes oculares secundarias por
bactérias, fungos ou virus (Jaffe, et al., 2006; Kane, et al., 2008; Arcinue, et al.,
2012).

Além dos produtos que sdo comercializados, ha alguns estudos descritos na
literatura com relagcdo a aplicacdo intravitrea de sistemas de liberagao
prolongada de dexametasona. Como por exemplo, o estudo clinico de fase |,
realizado por Silva-Cunha e colaboradores, com implante biodegradavel
contendo 0,350 mg para o tratamento de edema macular (Cunha, et al., 2016).
Esse estudo demonstrou a viabilidade e seguranca da inje¢ao intravitrea de
dexametasona usando uma canula de 25 gauge, além do resultado promissor
do produto testado, atentando para a vantagem de sua dosagem ser
correspondente a metade da atualmente comercializada pela Allergan, o que
pode resultar na ocorréncia de menos reagdes adversas. Um outro aspecto de
grande interesse desse estudo estda em um subgrupo de paciente o qual
receberam além do implante de dexametasona, injecao intravitrea do farmaco
anti-VEGF ranibizumabe, demonstrando uma influéncia positiva nos resultados
dos testes de melhora da acuidade visual e espessura central do subcampo
inferindo a essa associagdo de farmacos a maior duracdo dos efeitos
observados (Cunha, et al., 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

As maiores causas de cegueira e perda da visdo no mundo s&o catarata,
glaucoma e a DMRI. A DMRI, afeta aproximadamente 10% dos adultos acima
de 60 anos (lyer, et al., 2019; Wong, et al., 2014). Em 2040, estima-se que a
populacdo mundial afetada pela DMRI sera em torno de 300 milhdes de pessoas
(Wong, et al., 2014; Mitchell, et al., 2018; World Health Organization, 2019).

Estudos recentes tém demonstrado que o VEGF e as células inflamatdrias atuam
de forma interativa na patogénese da DMRI. Desta forma, enquanto os inibidores
de VEGF apresentam efeito terapéutico pela inibicdo deste fator, os
corticosterdéides apresentam propriedades anti-inflamatéria, anti-exsudativa e
antiangiogénica além de prevenir a ruptura da barreira hematorretiniana (Vakalis,
et al., 2015; Todorich, et al., 2017). A combinagdo dessas duas classes de
farmacos pode, portanto, constituir uma alternativa eficaz no tratamento da

doenca.

A forma mais utilizada para administragdo de farmacos no segmento posterior
do olho € por meio de inje¢des intravitreas, o que apresenta sucesso terapéutico
limitado devido a rapida eliminagdo das substancias do olho, necessitando de
injecoes frequentes que trazem complicagbes para o paciente e baixa adesao
ao tratamento. Os implantes poliméricos para aplicagao intravitrea constituem
uma alternativa promissora pois apresentam as vantagens de liberacdo do
farmaco diretamente no local de acgédo, manutengdo de niveis terapéuticos
adequados do farmaco por periodos prolongados, maior adeséo do paciente ao
tratamento e redugdo dos efeitos adversos sistémicos (Fialho, et al., 2003;
Fialho, et al., 2007).

Nanofibras poliméricas biodegradaveis apresentam grande interesse de

utilizacdo como sistema de liberagcdo de farmacos pois possuem alta area
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superficial, flexibilidade para uma grande variedade de formas e tamanhos e a
capacidade de controlar a sua composicao de modo a alcancar os resultados de
liberagao pretendidos (Garg, et al., 2011) e, por permitirem o uso de solventes
nao organicos no preparo, sao capazes de encapsular substancias bioativas
frageis e hidrossoluveis com grande eficiéncia sem o risco de perda da

conformidade estrutural e da atividade.

O tratamento de escolha para a forma exsudativa da DMRI é a administracao
intravitrea de farmacos anti-VEGF e este pode ser associado a anti-inflamatério
da classe dos corticosterdides, visando assim uma acgao de supressao da
inflamacao através da inibicdo de multiplas citocinas inflamatérias podendo
assim potencializar tratamentos convencionais com anti-VEGF. E embora os
estudos clinicos tenham demonstrado a eficacia dos agentes anti-VEGF na
melhora da acuidade visual, as injecdes intravitreas frequentes, necessarias
para o tratamento e controle da progressdo das doengas, podem apresentar

complicacdes oculares.

Sendo assim, uma alternativa ao uso de injegdes intravitreas € o uso de sistemas
de liberagédo prolongada de farmacos implantados dentro do olho por serem
assim capazes de manté-los em niveis terapéuticos eficazes, por longos

periodos, minimizando a possibilidade de efeitos colaterais.

Diante das questbes expostas acima, entende-se que o desenvolvimento de
dispositivos intravitreos, como opg¢ao terapéutica as injegdes intravitreas, € uma
necessidade e uma alternativa para o tratamento da DMRI e outras doencas

oculares que envolvem o segmento posterior ocular.

Consequentemente, uma nova abordagem no tratamento da DMRI, que inclui a

inibicado do VEGF e a reducédo da inflamacéao, deve ser levada em consideracao.

Apresenta-se, portanto, como uma opg¢ao vantajosa o desenvolvimento de
implantes biodegradaveis contendo dexametasona revestidos por nanofibras
poliméricas contendo bevacizumabe. Sendo que o corticosterdide constituinte

deste sistema desenvolvido apresenta uma dosagem menor do que o produto
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atualmente comercializado na forma de implante, (Orzudex ®), evitando assim

as complicagdes geradas pelo uso prolongado de altas doses.
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3 OBJETIVO

3.1 Geral

Desenvolver e investigar a atividade e seguranga de implante intravitreo
biodegradavel de PLGA contendo dexametasona, revestido por nanofibras
poliméricas contendo bevacizumabe para tratamento de degeneragédo macular

relaciona a idade.

3.2 Especificos

e Desenvolver e caracterizar implantes poliméricos de dexametasona
revestido por nanofibras carregadas com bevacizumabe;

e Avaliar a atividade dos implantes revestidos em modelo de membrana
corioalantéica;

e Avaliar a liberagao in vitro dos farmacos incorporados aos implantes
revestidos;

e Avaliar a seguranga dos implantes revestidos em olhos de coelhos.
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4 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DE IMPLANTES
POLIMERICOS DE DEXAMETASONA REVESTIDOS POR NANOFIBRAS

CONTENDO BEVACIZUMABE

Esta etapa do trabalho consistiu no desenvolvimento dos implantes intravitreos
biodegradaveis contendo acetato de dexametasona revestidos com nanofibras

carregadas com bevacizumabe.
O preparo do implante revestido foi dividido nas seguintes etapas:

e Preparo do implante com dexametasona;
e Desenvolvimento e preparo de nanofibras contendo bevacizumabe e sem
farmaco;
¢ Revestimento dos implantes de dexametasona com as nanofibras.
A morfologia de superficie dos implantes foi caracterizada por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), a degradacao in vitro foi acompanhada por meio
da perda de massa. O estudo de liberacao in vitro do farmaco disponivel no meio

foi avaliado pela quantificagdo do bevacizumabe e da dexametasona.

4.1 Materiais e Métodos

4.1.1 Materiais

Acetato de dexametasona (MM = 434,5 g/mol; solubilidade em agua a 37°C =
0,1 mg/mL; Sigma-Aldrich, EUA), polimero poli (D,L-latico-co-glicélico) 50:50
(PLGA 50:50, Resomer® RG 503H, Evonik, Alemanha), acetonitrila grau CLAE
(Merck, Alemanha), agua purificada (Milli Q, Millipore, EUA), poli(e-caprolactona)
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(PCL, massa molar 80.000 a 90.000g/mol, Sigma Aldrich, EUA); acido acético
99% (Sigma Aldrich, EUA); alcool polivinilico (PVA, 98-99% hidrolisado, massa
molar 146.000-186.000 g/mol, Sigma Aldrich, EUA); bevacizumabe (Avastin®
25mg/mL, Roche, Alemanha). Os outros reagentes utilizados foram de grau

analitico.

41.2 Preparo dos implantes biodegradaveis de PLGA contendo
dexametasona revestidos por nanofibras poliméricas de
bevacizumabe

O processo de preparo dos implantes de PLGA contendo dexametasona

revestidos com nanofibras carregadas de bevacizumabe apresenta duas etapas:

e Preparo do implante de PLGA contendo dexametasona;
e Revestimento do implante com uma ou duas camadas de nanofibras

sendo que a primeira camada contém bevacizumabe.

Os implantes biodegradaveis contendo dexametasona foram preparados de
acordo com as técnicas descritas na patente “Biodegradable device for
intraocular drug delivery” (Silva-Cunha, et al., 2006; Fialho, 2006) e com o
trabalho “Manufacturing Techniques of Biodegradables Implants Intended for

intraocular application” (Fialho, et al., 2005).

O PLGA 50:50 foi utilizado como matriz polimérica e o acetato de dexametasona
como farmaco. Os implantes foram obtidos pela técnica de moldagem a quente.
O sistema desenvolvido apresenta-se com 27,7% m/m de acetato de
dexametasona, equivalente a 25% m/m de dexametasona e 72,3 % m/m de
polimero. O polimero e o farmaco foram dissolvidos em uma mistura de
acetonitrila e agua purificada em temperatura ambiente, em seguida foram
congelados a -80°C e liofilizados por 24 horas (Liofilizador da marca Chist,
modelo Alfa LD plus, Alemanha) para a obtengao de uma mistura homogénea.

A mistura de poés foi moldada em forma de bastdes utilizando uma espatula de
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plastico e uma placa metalica com superficie antiaderente aquecida na
temperatura de 100°C a 120°C. Apos moldagem os implantes foram passados
através de um uma canula transescleral (trocar) de 25 gauge de diametro,

garantindo assim a sua espessura maxima de 0,4mm.

A etapa seguinte refere-se ao revestimento do implante com nanofibras.
Inicialmente o implante recebeu apenas uma camada de nanofibras polimérica
de PVA contendo bevacizumabe na concentracdo de 2,7% m/m).
Posteriormente, apds o revestimento com nanofibras contendo bevacizumabe, o
implante recebeu uma segunda camada de nanofibras de PCL sem farmaco.
Apods o revestimento os implantes foram passados através de um trocar de 23
gauge de diametro, garantindo assim a sua espessura maxima de 0,5 mm que
permitiria a implantacdo do dispositivo de forma intravitrea através de uma

canula de 23 gauge.

O preparo das nanofibras de PCL e de PVA foram realizados conforme descrito

a segquir.

As nanofibras foram produzidas pela técnica de eletrofiacdo com o auxilio do
equipamento de electrospinning, (INSTOR — Sistemas de Inspe¢ao Robdtica)
(Figura 5), instalado no Laboratério de Engenharia de Polimeros e Compdésitos
(LEPCom) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
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Figura 5 - Equipamento de eletrofiagao

A solubilidade do PVA em agua é resultante da capacidade do polimero de
formar pontes de hidrogénio com agua, e assim, quanto maior o grau de
hidrélise, maior a solubilidade. O PVA com grau de hidrdlise acima de 95%
dissolve-se em agua a 70°C (Wang, et al., 2004). A solugdo de PVA (grau de
hidrolise de 98-99%), na concentragao de 12% m/v, foi preparada dissolvendo o
polimero em agua purificada na temperatura de 70°C, durante 2 horas. O
bevacizumabe (Avastin®) foi adicionado a solugédo de PVA em temperatura
ambiente na concentracao de 2,7% em massa de bevacizumabe por massa de
PVA. A solugcdo de PCL, na concentragdo de 15% ml/v, foi preparada
dissolvendo o polimero em acido acético glacial na temperatura de 40°C, durante

2 horas.

Para o preparo das nanofibras, a solugdo contendo o polimero foi transferida
para seringa de vidro, a qual foi acoplada a uma bomba eletrohidraulica. A vazao
e a voltagem aplicadas, bem como o didmetro interno da agulha e a distancia

entre a ponta da agulha e o coletor aterrado variaram de acordo com o polimero
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eletrofiado. Para eje¢ao da solugao de PVA foi empregada agulha com didametro
interno de 0,55 mm. A vazdo aplicada foi de aproximadamente 1,7 mm/h e
voltagem foi de +25kV. Foram preparadas nanofibras sem o farmaco e
nanofibras com bevacizumabe. Para ejecdo da solugdo de PCL foi também
empregada agulha com diametro interno de 0,55 mm. A vazéao aplicada foi de
aproximadamente 2,5 mm/h e voltagem foi de +29kV. Para ambas as fibras, o
disco coletor foi posicionado a uma distdncia de aproximadamente 15 cm

medidos a partir da ponta da agulha.

Para revestir o implante foi desenvolvido um aparato capaz de enovelar as fibras
em torno do implante. O aparato (Figura 6A, 6B e 6C) é composto por um motor
de corrente continua, de tensdo de 24V com controlador de velocidade que
permite seu uso de 30 a 60 RPM. A este motor foi acoplado um adaptador que
permite 0 encaixe do implante em sua extremidade. O dispositivo giratério foi
regulado na velocidade de 30 RPM. O motor foi isolado em revestimento plastico

a fim de nao atrair as nanofibras para si, competindo com o disco coletor.

Os implantes de PLGA contendo dexametasona foram encaixados a esse
aparato rotativo que foi posicionado no equipamento de eletrofiagcao
permanecendo girando em torno do seu préprio eixo e acima do disco coletor.
Dessa forma, esse obstaculo entre a agulha e o disco coletor foi capaz de coletar

as nanofibras envolvendo-as ao entorno do implante.

Para o revestimento da segunda camada de nanofibras de PCL, da mesma
forma que na etapa anterior, os implantes poliméricos de PLGA contendo
dexametasona revestido com nanofibras de PVA contendo bevacizumabe foram
inseridos novamente no aparato giratério que permitiu o enovelamento da

segunda camada de nanofibras em seu entorno.

O tempo de revestimento de um implante de cerca de 10 cm foi definido como o

necessario para a ejecao de 1mL da solugao contendo o polimero.



(B)

(©)

Figura 6 - A e B: Aparato disposto no aparelho de eletrofiacéo, C: Detalhes do aparato
rotativo para revestimento dos implantes
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Apds revestimento os implantes foram acondicionados em um recipiente
contendo dessecante (Figura 7) para manter a condi¢do de baixa umidade e

conservados em refrigerador (2 a 8°C).

Figura 7 - Recipiente com silica gel para armazenamento de implantes revestidos

Os implantes revestidos foram esterilizados por irradiagdo gama usando fonte
de energia de cobalto 60 (MDS Nordion, Canadd) a temperatura ambiente. A
dose aplicada foi de 15 kGy (Fernandes-Cunha, et al., 2017). Esse processo foi
realizado no Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear (CDTN)

localizado no campus da UFMG.

4.1.3 Caracterizagao dos implantes biodegradaveis contendo
dexametasona revestido por nanofibras contendo bevacizumabe

4.1.3.1 Analise morfolégica por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia da superficie dos sistemas desenvolvidos foi estudada em varias

etapas do processo de preparo utilizando MEV em voltagem de 10kV e 15kV.
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Foi avaliada a superficie dos implantes, a morfologia da nanofibra, a eficacia do
revestimento com as nanofibras, bem como a espessura das nanofibras

formadas.

Para a obtencédo das imagens de microscopia, as amostras de implante foram
cortadas e dispostas horizontalmente e verticalmente, possibilitando a visdo de

sua superficie e de uma parte da estrutura transversal dos implantes.

As amostras das malhas de nanofibras obtidas por eletrofiagdo no disco coletor
foram cortadas com a ajuda de uma tesoura cirurgica, nas dimensdes

aproximadas de 0,5 x 0,5 cm.

As nanofibras e os implantes foram colados sobre um suporte para amostra de
microscopia (stub) com o auxilio de uma fita adesiva de carbono e em seguida
metalizadas com uma camada de ouro. A superficie dos implantes foi visualizada
em diferentes aumentos (30X a 370X) e a superficie das nanofibras foi

visualizada nos aumentos de 3000x e 6000x.

As imagens foram adquiridas em aparelho de Microscopia Eletronica de
Varredura (marca Jeol, modelo JSM-6010 Plus — LA, Japao) e Metalizadora
(marca Denton Vacuum, modelo Desk V, Estados Unidos da América) do Servigo

de Recurso Vegetais e Opoterapicos da Funed.

4.1.3.2 Medidas de diametro das nanofibras obtidas

Os didmetros das nanofibras foram medidos com auxilio do software ImageJ
(Image Processing and Analysis in Java, versao 1.52K, National Institute of

Health, Estados Unidos das Ameéricas, htip://rsbweb.nih.gov/ij/). Para essas

medidas foi utilizado a ferramenta de calibracéo de distancia do software. Foram
realizadas medidas em 100 fibras em cada uma das imagens. Os resultados sao

demonstrados como a média + desvio padrao.
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4.1.3.3 Estudo de Degradacgéo in vitro

A degradacgdo in vitro dos implantes revestidos foi monitorada por meio da
medida da porcentagem de perda de massa e presenga de nanofibras na

superficie do implante por MEV.

Os implantes (n=3), previamente pesados, foram colocados em recipientes
individuais e imersos em 5 mL de agua sob condi¢cao sink. Este estudo foi
realizado na incubadora com agitagcao constante de 50 rpm e sob temperatura
de 37°+1°C.

Em intervalos de tempo pré-determinados (24h, 72h e 7, 14, 21, 28 e 35 dias) os
implantes foram removidos e secados por 48 horas em um dessecador contendo
silica gel, mantido fechado a vacuo e sob temperatura ambiente. Em seguida, o
peso seco final foi registrado e a porcentagem de perda de massa foi calculada

pela equacao: % perda de massa = (peso inicial — peso seco final) / peso inicial.

4.1.3.4 Estudo de liberagéo in vitro

O perfil de liberagao in vitro dos implantes revestidos (n=3) foi realizado em 5 mL
de agua purificada sob condi¢ao sink. O estudo foi executado em incubadora
com agitacao constante de 50 rpm e sob temperatura de 37°+1°C. Em intervalos
pré-estabelecidos (1h, 3h, 6h, 9h, 12h, 24h, 48h, 72h e 7, 14, 21, 28 e 35 dias),
todo o meio foi amostrado e 5,0 mL de agua purificada, mantida a temperatura,
foram imediatamente adicionados a cada frasco de amostra. Com a finalidade
de calcular a liberacdo de bevacizumabe e dexametasona, cada aliquota foi
liofilizada. A quantificagao dos farmacos liberados foi analisada pelo método de
dosagem de proteinas Bradford (bevacizumabe) e por cromatografia liquida de

ultra eficiéncia (dexametasona).
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4.1.3.4.1 Quantificagdo de Bevacizumabe

Cada aliquota coletada foi ressuspendida em 2 mL de tampao Tris-HCI 0,1 mol/L
(pH 8,0). A amostra foi purificada usando cromatografia de afinidade usando
proteina G. As amostras coletadas foram aplicadas a uma coluna de
cromatografia de proteina G Sepharose de 1mL e 0,1 mol/L Glicina-HCI (pH 3,0)
foi usado como tampéo de eluigcdo. A aplicagdo da amostra, lavagem da coluna,
eluicdo e equilibrio da coluna foram por fluxo de gravidade. Apés purificagéo a
amostra foi diluida em 10 vezes e o teor de proteina foi determinado usando o
método de ensaio de proteina de Bradford, cuja sensibilidade € 0,5 ug/mL e faixa
de trabalho de 0,5 a 20 yg/mL. Simultaneamente a medi¢cao da concentracao de
bevacizumabe, foi realizada eletroforese SDS-PAGE para confirmar a

integridade da proteina.

4.1.3.4.2 Quantificagdo de Dexametasona

Cada aliquota coletada foi ressuspendida em 500uL de acetonitrila. A quantidade
de dexametasona liberada foi determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) acoplado a um detector de arranjo de iodo (Shimadzu, Nexera,
Japao), usando agua e acetonitrila (57:43) como fase médvel e uma coluna
octadesilsilano (Zorbax Eclipse Plus C18, 150 mm x 4,6 mm x 3,5 um, Agilent,
Estados Unidos da América). O fluxo foi de 1,0 mL/min, o volume de inje¢ao de
20 pL e deteccdo em 245 nm. Para garantir a linearidade do método, foram feitas

curvas de calibragao no intervalo de 0,2 a 0,002 mg/mL de dexametasona.
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4.2 Resultados e discussao

4.2.1 Preparo dos implantes

Os implantes de PLGA contendo dexametasona (I.Dexa), logo apds o preparo
pelo método de moldagem a quente, foram cortados com auxilio de bisturi,
pesados e medidos com paquimetro. Os implantes de PLGA contendo
dexametasona revestido com nanofibras de PVA carregadas com bevacizumabe
(I.Dexa.Beva) e os implantes contendo dexametasona revestido com nanofibras
de PVA carregadas com bevacizumabe e com segundo revestimento de
nanofibras de PCL (l.Dexa.Beva.PCL) também foram cortados apdés o

revestimento, pesados e medidos.

A segunda camada de revestimento com nanofibras de PCL foi realizada com o
objetivo de melhorar o perfil de degradagcdo do produto, retardando a
solubilizagdo da nanofibra de PVA e assim prolongando o tempo de liberagéao do

farmaco.

Macroscopicamente, todos os |.Dexa apresentaram-se com aparéncia similar,
como sistema monoliticos, lisos e com leve brilho. Os implantes revestidos
(I.Dexa.Beva, |.Dexa.Beva.PCL) apresentaram-se como sistema monoliticos,

aparéncia similares, nao lisos e opacos (Figura 8).
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Figura 8 - Implantes de cerca de 6 mm de comprimento, em estereomicroscépio com aumento
1,2x, (A) I.Dexa.Beva,, (B) I.Dexa, (C) |.Dexa.Beva.PCL,

Os implantes I.Dexa, |.Dexa.Beva e |.Dexa.Beva.PCL preparados apresentaram
dimensdes de aproximadamente 6,0 mm de comprimento, 0,45 mm de diametro

e peso-médio de 1,2+0,2mg, 1,41£0,2mg e 1,4+0,1mg, respectivamente.

Considerando que o instrumento de medicagao disponivel para realizacdo do
peso médio dos implantes era uma balanga analitica, ndo observou-se ganho de
massa significativo apds o revestimento, nem mesmo entre a primeira e a
segunda camada de revestimento, pois a variagao de peso esta na faixa de erro

da medicao.
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4.2.2 Analise morfolégica por microscopia eletréonica de varredura

As Figuras 9 e 10, respectivamente, representam fotomicrografias do implante
de PLGA com dexametasona (l.Dexa) logo apdés o preparo e do implante
revestido com nanofibra de PVA contendo bevacizumabe (l.Dexa.Beva) e com

uma segunda camada de nanofibras de PCL (l.Dexa.Beva.PCL).

Figura 9 - Fotomicrografias dos implantes biodegradaveis intravitreos sem revestimento. (A)
aumento de 85X e (B) aumento de 270X.

As fotomicrografias dos implantes |.Dexa e dos implantes revestidos
(I.Dexa.Beva e |.Dexa.Beva.PCL) ilustram diferengas visuais significativas na
morfologia da superficie. O |.Dexa apresentou uma superficie uniformemente lisa
(Figura 9) e o |.Dexa.Beva e |.Dexa.Beva.PCL apresentaram ao seu redor uma
camada irregular referente ao revestimento com nanofibras a qual apresenta-se
com varias camadas de fibras que entrelacam ao redor do implante cilindrico
(Figuras 10A, 10B e 10C).
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Figura 10 - Ultramicrografias dos implantes biodegradaveis intravitreos. (A) I.Dexa.Beva
aumento de 30X, (B) l.Dexa.Beva superficie, aumento de 95X, (C) l.Dexa.Beva.PCL,
aumento de 160X, (D) |.Dexa.Beva.PCL, corte transversal, aumento de 130X, (E)
|.Dexa.Beva corte transversal, aumento de 230X, (F) |.Dexa.Beva.PCL, corte transversal,
detalhe para visualizagdo da camada de nanofibras aumento de 800X

Os cortes transversais (Figuras 10A e 10B) apresentaram irregularidades que
foram causadas pelo corte com o bisturi. Ao seccionar os implantes, muitas
vezes o revestimento sofre com o atrito da Iamina e por isso em algumas

imagens, como na Figura 10D, o revestimento desprende-se de parte da
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extremidade do implante. As Figuras 10E e 10F, evidenciam a aderéncia da

camada de nanofibras ao implante.

Na Figura 11, observam-se diferentes tamanhos de nanofibras. As nanofibras de
PCL e PVA apresentam diametros diferentes, sendo as nanofibras de PVA um
pouco mais do dobro do didmetro das de PCL. Sugere-se, portanto, nesse
registro, a presenga das duas nanofibras. Sendo a de PCL visualizada mais no
primeiro plano, pois encontra-se na camada mais externa. Logo abaixo,
visualizam-se nanofibras mais espessas, sugestivo da presenca de nanofibras

de PVA presentes na primeira camada de revestimento.

Figura 11 - Ultramicrografias da superficie do implante |.Dexa.Beva.PCL, presenga de
nanofibras de tamanhos diferentes (PCL e PVA)
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4.2.3 Medidas de diametro das nanofibras

Beads ou contas sao aglomerados poliméricos que podem se formar durante a
eletrofiagao e interferir nas propriedades das fibras produzidas (Venturellil, et al.,
2017).

A morfologia e didmetro das fibras sofrem influéncias de diversos parametros da
eletrofiagéo, principalmente as propriedades do préprio polimero (solubilidade,
peso molecular e temperatura de transi¢ao vitrea), propriedades da solugao de
polimero (concentragdo, taxa de evaporagao, viscosidade, tensao superficial e
condutividade elétrica) e parametros do processo (velocidade de ejecao, tenséo
do campo elétrico, didmetro da agulha, distancia entre a agulha e coletor,

umidade relativa do ambiente) (Greiner, et al., 2007; Ramakrishna S., 2005).

Produzir fibras livres de defeitos e sem falhas depende da regulagem da tensao
superficial e taxa de evaporacao do solvente, permitindo assim a interagao entre

polimero e solvente (Gongalves, et al., 2015).

As nanofibras analisadas foram recolhidas no disco coletor durante a etapa de
desenvolvimento, em que os parametros de eletrofiacdo foram definidos com

objetivo de obter fibras bem formadas, aleatoriamente distribuidas e sem beads.

As imagens adquiridas (Figura 12) sdo de nanofibras de PVA contendo
bevacizumabe obtidas em trés dias de experimentos de forma a verificar a
reprodutibilidade do método de obtencdo. A variacdo entre as médias dos dias
foi pequena demonstrando a capacidade do método de eletrofiacdo de

reproduzir as condi¢gdes experimentais (Tabela 2).
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Figura 12 - Imagens MEV das nanofibras de PVA contendo bevacizumabe depositadas no
coletor do aparelho de eletrofiagao (A, B, C), aumento de 3000x.
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Tabela 2: Média dos didmetros das nanofibras de PVA contendo bevacizumabe
Diametro nanofibra (nm)

Experimento

Média Valor minimo  Valor maximo
1 487+129 207 804
2 451482 223 629
3 430+80 224 600

As fibras de PVA com bevacizumabe apresentaram diametro médio de
456+102nm seguindo distribuicdo normal como demonstrado no histograma

representativo (Figura 13).
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Figura 13 - Histograma representativo do didmetro das nanofibras contendo bevacizumabe,
n=300.

Foram adquiridas imagens no MEV referentes a nanofibras de PVA com
bevacizumabe obtidas no processo de revestimento do implante. As
fotomicrografias adquiridas (Figura 14) sdo também referentes a trés dias de
experimentos. E assim como no processo antes do revestimento, as fibras do
revestimento do implante apresentaram pequena variagcado entre as médias dos
trés dias de experimento demonstrando a capacidade de reproduzir as

condigdes experimentais. (Tabela 3).
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Figura 14 - Imagens de microscopia eletronica de varredura (aumento de 3000x) utilizadas para
quantificacao dos didmetros das nanofibras contendo bevacizumabe da superficie do implante
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Tabela 3: Média dos didametros das nanofibras de PVA contendo bevacizumabe do
revestimento do implante

Amostra por Diametro nanofibra (nm)

experimento Média Valor minimo ~ Valor maximo
A 471+106 224 738
B 450492 228 671
C 4841107 226 822

As nanofibras do revestimento do implante apresentaram diametro médio de
468+102nm, seguindo distribuigdo normal como demonstrado no histograma

representativo (Figura 15).
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Figura 15 - Histogramas representativos do didmetro das nanofibras contendo bevacizumabe
do revestimento do implante, n=300.

A analise das médias dos didametros das nanofibras da manta e do revestimento
do implante ndo sio estatisticamente diferentes conforme demonstrado na
Tabela 4 pelo teste t Student (p<0,05). O T estatistico € inferior ao T critico e
dessa forma temos que a hipotese nula deve ser aceita e, portanto, ndo ha

diferenca significativa entre as médias testadas, demostrando assim que o
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processo de revestimento do implante ndo gerou impacto no processo de

obtencao das nanofibras.

Tabela 4: Analise das Média dos diametros das nanofibras de PVA contendo bevacizumabe do
revestimento do implante e analise de varidncia das médias (test T de Student)

Nanofibras no coletor Revestimento do implante
(variavel 1) (variavel 2)

Média 468 456

Desvio 102 102

Numero de amostras 300 300

Grau de liberdade (n-2) 598

T estatistico 1,46

P(T<=t) bi-caudal 0,14

t critico bi-caudal 1,96

A Figura 16 mostra imagens das nanofibras de PCL obtidas e que foram usadas
na segunda camada de revestimento dos implantes. Assim como realizado com
nanofibras de PVA, as fotomicrografias adquiridas sao referentes a obteng¢ao das
nanofibras em diferentes dias de experimentos de forma a verificar a
reprodutibilidade do método de obtengcdo das nanofibras. A variagao entre as
médias dos dias foi pequena demonstrando a capacidade do método de

eletrofiagdo de reproduzir as condi¢gdes experimentais (Tabela 5).
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Figura 16 - Imagens de microscopia eletrdnica de varredura (aumento de 3000x) utilizadas
para quantificacao dos didmetros das nanofibras de PCL



Tabela 5: Média dos diametros
revestimento do implante
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das nanofibras de PCL contendo bevacizumabe do

Amostra por

Diametro nanofibra (nm)

experimento Média Valor minimo ~ Valor maximo
A 227449 136 356
B 176152 94 343
C 231162 139 397

As nanofibras de PCL usadas no revestimento do implante apresentaram

didmetro médio de 211+61nm, seguindo distribuicdo normal como demonstrado

no histograma representativo
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Figura 17 - Histogramas representativos do diametro das nanofibras de PCL no revestimento

do implante, n=300.

Considerando que PVA foi solubilizado em agua e o PCL em &cido acético,

portanto, apresentam diferentes taxas de evaporagdes, viscosidade, era

esperado a obtencdo de nanofibras de PVA de maior didmetro quando

comparada as de PCL. Isso, principalmente, pois a solucdo de PVA aquosa

evapora mais lentamente do

gue uma solugao organica.
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4.2.4 Estudo de degradacao in vitro

Nesse estudo foram utilizados trés polimeros sintéticos biodegradaveis (PLGA,
PVA e PCL) com diferentes taxas de degradacao e que sofrem degradacao
hidrolitica em meio aquoso (Silva-Cunha, et al., 2010). O PVA é um polimero
hidrofilico que se degrada rapidamente em meio aquoso; o PCL um polimero
com maior cristalinidade e maior hidrofobicidade que o PLGA e, portanto, de
degradacgao mais lenta (Diaz, et al., 2014; Song, et al., 2018; Tsai, et al., 2018).
Sendo assim, espera-se que o PVA seja o polimero com menor tempo para sua

completa degradacgao, seguido pelo PLGA (matriz do implante) e pelo PCL.

O estudo preliminar de degradacéo realizado no implante revestido com apenas
uma camada de nanofibras de PVA (I.Dexa.Beva), demonstrou, no 7° dia de
experimento, que a nanofibra foi praticamente eliminada, n&o resistindo sobre a
superficie do implante (Figura 18). Esse resultado era esperado devido as
caracteristicas hidrofilicas do PVA. No entanto, apesar das nanofibras ndo serem
visualizadas macroscopicamente, ndo se pode afirmar que as nanofibras
destacadas da superficie do implante degradaram por completo, podendo

vestigios estarem presentes no meio.
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Figura 18 - Fotdmicografias de I.Dexa.Bva apos 7 dias de estudo de degradagéo in vitro

Considerando essa rapida eliminagao das nanofibras de PVA e ainda que o PCL
possui uma menor taxa de degradagao quando comparado ao PVA, sugeriu-se
o revestimento do implante com uma segunda camada de nanofibras. Assim,
espera-se uma menor velocidade de liberagdo do anticorpo para o meio
(Azabaryjani, et al., 2010; Shahla, et al., 2021).

A degradacéao dos implantes revestidos com as duas camadas de nanofibras, o
|.Dexa.Beva.PCL, foi acompanhada pela determinagao do perfil de perda de
massa e pelas imagens obtidas por MEV para avaliagao de suas superficies em

diferentes intervalos de tempo.

Os resultados obtidos com o |.Dexa.Beva.PCL foram evidenciados através da
das fotomicrografias (Figura 19), nas quais € possivel verificar a sua degradacgéao
mais lenta, de forma que até o 35° dia ainda observou-se a presenga de

nanofibras na superficie do implante.
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Figura 19 - Fotomicrografias de |.Dexa.Beva.PCL durante estudo de degradagao com aumentos
de x30, x190, x3000 e x6000 em diferentes tempos: (A) 24 horas, (B) 72 horas, (C) 7 dias, (D)
14 dias, (E) 21 dias, (F) 28 dias, (G) 35 dias.

O Figura 20 mostra um perfil trifasico de perda de massa dos implantes em que,
inicialmente, ndo ha alteragao significativa da massa dos sistemas, seguido de
uma segunda fase com uma perda de massa mais rapida, indicada pela maior
inclinacdo do grafico, e uma terceira fase de redugcdo de massa menos

acentuada tendendo a um plato.
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Figura 20 - Percentual de perda de massa dos implantes de PLGA revestidos com nanofibras
(valores sao representados com média + desvio padrao, n=3)

Os implantes de PLGA sofrem erosdo em sua massa na qual a absorcao de
agua regula a taxa de degradagao do polimero (Rothen-Weinhold, et al., 1999).
Em um perfil trifasico, normalmente observado nesse tipo de sistema polimérico,
a fase inicial € normalmente causada pela lenta penetracdo de agua na matriz,
causando uma pequena erosdo e posteriormente, seguida pela hidrélise da
cadeia polimérica e consequentemente uma maior degradagao dessa matriz que
¢ finalizada por uma terceira fase na qual ocorre uma perda de massa mais lenta
(Witt, et al., 2000). A perda de massa observada no sistema é principalmente
relacionada a matriz do implante, pois como verificado na avaliagdo de peso
médio, a massa o implante de PLGA contribui mais para o peso final, sendo a
contribui¢cdo do peso da nanofibra correspondente a um ganho de massa pouco

significativo.

Para melhor entendimento da degradagao do sistema ao longo do experimento,
comparou-se o perfil de perda de massa com as imagens MEV dos implantes

que demonstraram alteragdes na morfologia da superficie do sistema.

Até o 7° dia, observamos, na figura 20, uma pequena perda de massa. No

entanto quando observamos as fotomicrografias desse periodo, notamos
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diferenca na aparéncia dos implantes quando comparado com as imagens antes
do experimento (Figura 10); as nanofibras estdo presentes em todas as imagens
e nao foi observado presenca significativa de poros ou canais na matriz. Ja no
primeiro dia, observa o aumento do volume da matriz e o encurtamento da
camada de nanofibras. Isso € mais evidenciado no 3° e mais ainda no 7° dia,
onde nas imagens (Figura 19 - A, B e C) de menor aumento (30x e 190x) temos
a impressao de que a camada de nanofibras esta estrangulando a matriz.

Nessas imagens também observa-se a presenga de poros na matriz.

No 14° dia, também foi observada a presenca de implante de PLGA com
aumento de volume (Figura 19 D — aumento 30x e 190x), sendo contido pela
camada de nanofibras e a presenca de poros na matriz devido a hidrolise
polimérica. No periodo do 14° e 21° dia, quando ocorre uma maior reducao da
massa do implante, observou-se nas fotomicrografias a degradag¢ao do polimero
a partir dos canais e poros formados na matriz que permitem a entrada do meio
aquoso. Nota-se também que a aparéncia do corpo do implante vai se
apresentando cada vez mais deformada, evidenciando alteragdes significativas

de tamanho e forma dos implantes.

Do 21° ao 35° dia, quando a perda de massa ocorre cada vez mais lenta, a
morfologia dos implantes continua mudando significativamente, perdendo sua
forma e tamanho iniciais. J& ndo mais visualiza-se a matriz polimérica. E
importante observar que, apesar da degradacao do implante de PLGA e da
significativa perda de massa do implante ao longo do tempo, as nanofibras de
PVA séo visualizadas na superficie, sugerindo que a camada de nanofibras de

PCL pode ter protegido o PVA da degradacéao.

E ainda, nas micrografias com aumento de 3000x e 6000x (Figura 19) de todos
os tempos, observou-se a presenca de dois tamanhos de nanofibras, como
observada na superficie do implante antes do experimento (Figura 11).
Sugerindo assim a presencga de nanofibras de PCL (menor didmetro) e PVA
(maior didametro), o que corrobora com hipétese de que a nanofibra de PCL teve

o papel de reter a nanofibra de PVA sobre a superficie do implante.
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4.2.5 Estudo de liberagao in vitro

Os ensaios foram realizados considerando que cada implante possui 0,3 mg de

dexametasona e 10,8 ug de bevacizumabe.

4.2.5.1 Dexametasona

A liberagao in vitro de dexametasona € apresentada na Figura 21.

Para garantir a linearidade do método, foram feitas curvas de calibragdo no
intervalo de 0,2 a 0,002 mg/mL de dexametasona obtendo um coeficiente de
correlagao (r2) de 0,99989.
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Figura 21 - Perfil de liberacao in vitro (concentracéo x tempo) demonstrando o % acumulado
de Dexametasona (n = 3).

A liberagdo de dexametasona é baseada na degradagao da matriz PLGA e sua
solubilizagcdo no meio. Na Figura 20, observou-se o inicio da degradagéao do

implante em torno do 7° dia, sendo que no figura 21 foi verificado, entre o0 10° e
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15°dia, o inicio da elevacdo da concentragcdao do farmaco, o que nos leva a
sugerir que a liberagao do farmaco esta relacionado aos poros e canais formados
na matriz, que permitem a difusdo do ativo para o meio (Fialho, et al., 2006).
Aproximadamente 68% da dexametasona foi liberada em 35 dias, ndo sendo
observado um burst inicial significativo que pudesse causar efeitos adversos nas

estruturas oculares.

4.2.5.2 Bevacizumabe

A liberagdo in vitro do bevacizumabe € apresentada no Figura 22. A
porcentagem de bevacizumabe liberada em 48 horas foi em torno de 90%. Vale
ressaltar que nao se esperava o mesmo perfil de liberagao para bevacizumabe
e dexametasona, pois eles foram incorporados em sistemas de liberagdo com
caracteristicas distintas e apresentam solubilidades diferentes. O bevacizumabe
foi liberado mais rapido, como esperado, de forma controlada ao longo do tempo

até 48 horas quando nao foi mais detectado pelo método de analise utilizado.

Simultaneamente a medicao da concentracdo de bevacizumabe, foi realizada
eletroforese SDS-PAGE (Figura 23) para confirmar a integridade da proteina o
que permitiu a visualizagdo de algumas bandas de fragmentos de proteina, de
tamanhos semelhantes, tanto no bevacizumabe quanto nas aliquotas coletadas
no ensaio de liberagdo, sendo esse um indicativo da presenca do bevacizumabe

nas amostras.



59

19%

Concentragéo pg/mL

0 10 20 30 40 50
Tempo de liberagao (horas)

Figura 22 - Perfil de liberacao in vitro (concentracéo x tempo) demonstrando o % acumulado
de Bevacizumabe (n = 3).

Figura 23 - Gel de eletroforese
1: Albumina 2: Bevacizumabe (Avastin®), 4 a 10: amostras do estudo de liberagao
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E importante reforcar que os implantes revestidos com nanofibras contendo
dexametasona e bevacizumabe sao vantajosas para o uso proposto, pois
permitem a entrega de dois medicamentos em apenas uma administragao, o que
pode reduzir potenciais efeitos colaterais de administracbes intravitreas

frequentes e aumentar a adesao do paciente ao tratamento.
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5 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIANGIOGENICA DOS IMPLANTES
BIODEGRADAVEIS DE PLGA E DEXAMETASONA REVESTIDOS POR

NANOFIBRAS CONTENDO BEVACIZUMABE

A atividade antiangiogénica dos implantes desenvolvidos foi avaliada através do

teste em membrana corioalantdica (CAM) em ovos embrionados de galinha.

5.1 Materiais e Métodos

5.1.1 Materiais

Ovos de galinha embrionados, bevacizumabe (Avastin® 25mg/mL, Roche,
Alemanha), implante de dexametasona 0,3mg, implante de dexametasona

0,3mg revestido por nanofibras contendo 10,8 ug de bevacizumabe.

5.1.2 Métodos

O método da membrana corioalantdica de embrido de galinha (chick embryo
chorioallantoic membrane) é um teste que pode ser utilizado para avaliagao de
angiogénese in vivo. Realizado no ovo embrionado da galinha (Gallus gallus
domesticus), este método apresenta dentre as vantagens eleitas para realizagao
desta técnica, o fato que in ovo ha uma maior viabilidade dos embrides e a
possiblidade de observacado e reflexdo das condigdes fisioldégicas do animal

sobre o processo de neovascularizagao, podendo também ser utilizado como um
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ensaio de avaliagao pré-clinico para sistemas de liberacao de farmacos (Vargas,
et al., 2007).

O modelo da CAM consiste no uso de uma membrana vascular fetal, a

membrana corioalantdica, que é tipica de ovos de aves fertilizados incubados.

A metodologia aplicada foi conforme a descrita em trabalhos anteriores (Fialho,
et al., 2013; Ferreira, et al., 2017; Nowak-Sliwinska, et al., 2010). Para este
estudo foram avaliadas as seguintes amostras: implantes biodegradaveis
contendo dexametasona nao revestidos, nanofibras poliméricas contendo
bevacizumabe, implantes biodegradaveis contendo dexametasona e revestidos
com nanofibras poliméricas contendo bevacizumabe e implantes biodegradaveis
contendo dexametasona revestidos com nanofibras poliméricas contendo
bevacizumabe contendo um segundo revestimento de nanofibras poliméricas de
PCL. Para avaliagao de interferentes das formulagdes, foram empregadas as
mesmas amostras sem a incorporacéo de farmaco. Como controle negativo, os
ovos foram abertos, mas néo receberam nenhum tratamento. E como controle
positivo foi aplicado 50 upl de bevacizumabe na forma de solugdo na

concentragao de 6,25 mg/mL (Quadro 2).

Quadro 2: Descrigao dos grupos de amostra estudados

G3 Implante de PLGA com 0,3 mg de Dexametasona

G4 Nanofibras PVA com 2,7% de Bevacizumabe

G7 Nanofibras PVA (sem farmaco)

Implante de PLGA com 0,3mg de Dexametasona + Nanofibra de

PVA com 2,7% de bevacizumabe + revestimento PCL
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Os ovos de galinha fertilizados foram obtidos da Granja Rivelli (localizada em

Mateus Leme, MG) no terceiro dia de desenvolvimento embrionario.

Os ovos foram incubados a temperatura e umidade controladas (37°C e 60% de
umidade relativa). Ainda no terceiro dia de desenvolvimento embrionario,
realizou-se uma abertura de cerca de 2 cm? na casca do ovo, ao redor da camara
de ar, evidenciando a membrana interna da casca. Em seguida, aplicou-se 2
gotas de solugédo de tampao fosfato (PBS, pH 7,4) sobre a membrana interna
para facilitar a exposicédo da CAM ja vascularizada (Chaves, et al., 2016). Apds
a retirada da membrana externa, a abertura do ovo foi fechada com fita adesiva
transparente e o ovo foi entdo retornado para a incubadora. No quinto dia de
desenvolvimento embrionario, as amostras foram aplicadas diretamente sobre a
CAM. Em seguida, os ovos foram entdo novamente selados com fita adesiva
transparente e colocados na incubadora. Como controle negativo, os ovos foram
abertos, mas nenhuma substancia ou formulagdo foram aplicadas; e, como
controle positivo foi aplicado o bevacizumabe na forma de solugdo. O aspecto
da CAM foi avaliado diretamente no ovo, com aumento de 1x, no sétimo (Figura
24) e no décimo dia de desenvolvimento embrionario, utilizando um
estereomicroscopio acoplado a uma camera digital (marca Olympus, modelo:
SZ61, software: analySIS getlT — versado 5.1) que permitiu assim o registro das

imagens.

Figura 24 - Ovo no 7° dia de desenvolvimento embrionario com implante
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Apoés a avaliagao e registro das imagens, os embrides foram eutanasiados por
hipotermia (Comissdo de Etica, Bioética e Bem-Estar Animal/CFMV, 2013),
sendo expostos a 4°C pelo minimo de quatro horas (AVMA - American Veterinary
Medical Association, 2020).

As imagens foram editadas para ajuste do contraste e transformagéo da imagem
em preto e branco, possibilitando assim a medida da area ocupada pelos vasos
através da quantificacdo dos pixels. A edicdo destas imagens foi realizada
utilizando o software Image J (versao 1.52K, National Institute of Health, Estados

Unidos das Américas).

Os resultados encontrados dos grupos experimentais foram comparados aos do
grupo controle. Os valores foram expressos em média + desvio padréo e os
pares de grupos de amostras (n=10) foram comparados usando o teste de T de
Student. As diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quanto

p-value apresentava valores menor que 0,05 (p < 0,05).

5.2 Resultados e discussao

5.2.1 Avaliagao da atividade antiangiogénica dos implantes biodegradaveis
revestidos por nanofibras poliméricas em modelo de membrana
corioalantdica

A membrana corioalantéica de embrido de galinha (CAM) é um modelo
experimental in vivo que permite a visualizagdo da angiogénese, pois trata-se de
uma membrana extraembrionaria que apresenta uma rede capilar muita fina em
toda a sua superficie sendo naturalmente muito vascularizada. Sua formacéao
ocorre entre o quarto e o sexto dia de desenvolvimento embrionario a partir da

fusdo das membranas corion e alantdide. A proliferacao capilar na CAM inicia no



65

quarto dia e continua até o décimo segundo dia de desenvolvimento quando
envolve o embrido em sua totalidade. Os vasos primitivos continuam a proliferar
e diferenciar em um sistema arteriovenoso até o sexto dia, com proliferacao
rapida até o décimo primeiro dia. Apds esse periodo, o indice mitético reduz
rapidamente e o sistema vascular atinge seu estagio final por volta do décimo
oitavo dia, pouco antes da eclosado dos ovos (Ribatti, et al., 2000; Egoshi, et al.,
2015). Sendo assim, entre o sexto e décimo primeiro dia, a membrana
corioalantéica esta pronta para responder aos estimulos pré ou
antiangiogénicos. Esse modelo de teste in vivo apresenta vantagens como baixa
complexidade de execugdo, baixo custo financeiro e alta taxa de
reprodutibilidade (Egoshi, et al., 2015).

Considerando que até o sétimo dia a vascularizacdo da porcao central da CAM
ja se encontra totalmente desenvolvida e que apds esse periodo a regiao
periférica continua se desenvolvendo e expandindo, os registos fotograficos
foram realizados buscando imagens da regido menos central, livre dos vasos
principais e de maior calibre. No entanto, nos ovos sem interferéncias de
substancias ativas (controle negativo e placebo), observou-se, que mesmo na
regido periférica, havia vasos mais calibrosos. A Figura 25 apresenta imagens

representativas dos grupos estudados.
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Descricao do Grupo

Imagem CAM

G1 - Implante dexametasona revestido
com nanofibra de PVA contendo 2,7%
de bevacizumabe

G2 - Implante PLGA revestido com
nanofibra de PVA (Placebo)

G3 - Implante dexametasona

G4 - Nanofibra de PVA contendo 2,7%
de bevacizumabe

G5 - Solugéo bevacizumabe (Controle
positivo)
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G6 - Controle negativo

G7 - Nanofibra de PVA sem farmaco

G8 - Implante dexametasona revestido
com nanofibra de PVA contendo 2,7%
de bevacizumabe, revestido com
nanofibra de PCL

Figura 25 - Avaliagdo da atividade antiangiogénica — Imagens representativas dos grupos
estudados

Além da observacgao visual qualitativa dos vasos, as imagens obtidas permitiram

a quantificacdo da area total dos vasos.

Esta etapa do trabalho teve o objetivo de demonstrar o potencial antiangiogénico
dos farmacos ap6és incorporados nos implantes desenvolvidos. Os resultados
obtidos (Figura 26A e 26B) sugerem que a vascularizagdo da CAM foi reduzida
nos ovos tratados com as formulagdes contendo os farmacos individualmente ou
em associagao (G1, G3, G4, G5 e G8). Foi observado nesses grupos a redugao
no numero e calibre dos vasos da CAM. Apenas os grupos (G2, G6 e G7) que

nao possuiam farmacos nao apresentaram reducao no calibre dos vasos.
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Figura 26 - (A) % de &rea dos vasos no ensaio na CAM, (B) % de reducéo na érea dos vasos

com desvios

G1: implante de dexametasona + nanofibra 2,7% bevacizumabe, G2: Placebo de implante revestido, G3:
implante de dexametasona, G4: nanofibra 2,7% bevacizumabe, G5: solugdo bevacizumabe (controle
positivo), G6: controle negativo, G8: implante de dexametasona + nanofibra 2,7% bevacizumabe +

nanofibra PCL
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Foi realizado teste de normalidade (Shapiro-Wilk) para cada um dos Grupos (G1
a G6 e G8) sendo que todos apresentaram-se como paramétricos, isto &,
seguem a curva de Gauss, apresentando normalidade. Diante disso, foi aplicado
teste t de Student para os pares de grupos com o objetivo de identificar os pares

estatisticamente semelhantes e diferentes.

A comparacado entre G2 (placebo) e G6 (controle negativo), ambos grupos
isentos de farmacos, demonstrou que os grupos nao apresentam diferenca

significativa entre os pares (p-value > 0,05).

A comparacéao entre G1 e G3, demonstrou que o implante de dexametasona e o
implante de dexametasona revestido com nanofibras contendo bevacizumabe
apresentaram alteragdes estatisticamente diferentes na reducdo de vasos.
Portanto, a associagao dos farmacos apresenta relevancia terapéutica visto que

a reducao dos neovasos foi maior na associagao dos farmacos.

A comparacgao entre G1 e G8, demonstrou que agao antiangiogénica nesses dois
grupos é semelhante, pois ndo apresentam diferenca significativa (p-value >
0,05). Sendo assim, a adigdo da segunda camada de revestimento com

nanofibras de PCL nao interferiu na agéo antiangiogénica do farmaco.

E conhecido que a angiogénese no segmento posterior do olho é a principal
causa de perda de visao e doencgas importantes, como retinopatia diabética e
degeneragdo macular relacionada a idade, estdo relacionadas a
neovascularizacido. Os vasos recém-crescidos podem levar a ruptura do epitélio
pigmentar da retina e dos fotorreceptores, bem como causar hemorragia e
descolamento da retina (Lau, et al., 2018). O VEGF desempenha um papel no
controle da angiogénese e por esse motivo, farmacos anti-VEGF sao
amplamente utilizadas no controle dessas doencas. O bevacizumabe foi utilizado
como controle positivo por ser um anticorpo monoclonal que se liga a todas as
isoformas do VEGF e tem atividade antiangiogénica comprovada (Tan, et al.,
2022; Kaiser, et al., 2021). Apesar da diferenga significativa (p<0,05) do grupo

controle (52,42%), implantes ndo revestidos contendo dexametasona e
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implantes revestidos com nanofibras demonstraram, respectivamente, 30,14% e
45,49% de reducédo dos vasos (Figura 26B). A atividade antiangiogénica da
dexametasona também ja foi relatada anteriormente (Booth, et al., 2007)
(Egoshi, et al., 2015) e pudemos mostrar em nosso estudo que sua associagao

com bevacizumabe aumentou o potencial da formulacido na reduc¢ao de vasos.

As informacgdes da area dos vasos associada a micrografia em alta resolugéo
demonstraram os efeitos antiangiogénicos do sistema desenvolvido. Além da
informacéao de reducao na formagao de neovasos, as imagens nao demostraram
evidéncias ou sinais de toxicidade, tais como rompimento de vasos ou presenca
de hemorragias. E ainda considerando, especificamente que as imagens de G2
(placebo) e G6 (controle negativo) ndo demostraram sinais de toxicidade,

sugere-se que a formulagao € biocompativel.

As imagens dos embrides de galinha foram registradas no décimo dia de
desenvolvimento embrionario (Figuras 27A e 27B) e demonstraram que 0s ovos
submetidos aos tratamentos contendo bevacizumabe e dexametasona, em
associacdo ou separadamente, apresentaram alteracdo na evolugdo do
desenvolvimento embrionario (G1, G3, G4, G5, G8) quando comparados aos
grupos sem os farmacos ativos (G2, G7, G6). Os farmacos aplicados
topicamente a CAM podem atingir a circulagao sistémica, apds absorg¢ao pela
membrana e afetar o desenvolvimento do embrido de galinha (Vargas, et al.,
2007). Diante disso, sugere-se que a alteragao do desenvolvimento embrionario
foi causada pela redugéo da formagao dos vasos que permitiram um aporte de

nutrientes de forma ineficiente ou reduzida.

As Figuras 27B e 27C apresentam embrides que receberam tratamento
contendo bevacizumabe com e sem associagao a dexametasona (G1, G4, G5,
G8). Foi observada, visualmente, evidente diferenga no desenvolvimento
embrionario quando comparados aos grupos sem os farmacos ativos (G2, G6,
G7). No entanto, nédo foi possivel associar o grau de desenvolvimento
embrionario a associagdo dos farmacos, pois visualmente ndo houve grandes

diferengas no tamanho dos embrides dos grupos G1, G3, G4, G5 e G8.
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Figura 27 - Embrides com 10 dias, apds ensaio na CAM.

G1: implante de dexametasona + nanofibra 2,7% bevacizumabe, G2: placebo de implante
revestido, G3: implante de dexametasona, G4: nanofibra 2,7% bevacizumabe, G5: solugdo
bevacizumabe (controle positivo), G6: controle negativo, G7: nanofibra sem farmaco, G8:
implante de dexametasona + nanofibra 2,7% bevacizumabe + nanofibras PCL.



72
6 AVALIAGAO DA SEGURANGA DOS IMPLANTES BIODEGRADAVEIS DE
PLGA E DEXAMETASONA REVESTIDO POR NANOFIBRAS CONTENDO

BEVACIZUMABE

A seguranga dos implantes desenvolvidos foi avaliada através do exame de
tomografia de coeréncia ética (OCT) e avaliagao clinica em coelhos conforme
esquema abaixo (Figura 28). Os procedimentos experimentais com animais
foram realizados em conformidade com as normas da resolugdo para uso de
animais em pesquisa da Associagao para Pesquisa em Visao e Oftalmologia
(ARVO). Os estudos de toxicidade foram aprovados pela Comissao de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Funed sob o protocolo 01/2022 e realizados no

biotério experimental da Funed.

Avaliagoes
semanais

- Oftalmoscédpia
indireta

- Biomicroscopia
- Inser¢do do

s e com lampada de
Avaliacdo clinica implante placebo p

antes da fenda IElJ’tI:\géisialte1
aplicagdo do . - Insercdo do . . coleta dos olhos

: - Imagem de ; :
implante com para histologia
tratamento oS fundo de olho
- Pressao
intraocular

- Tomografia de
coeréncia otica

Figura 28 - Protocolo esquematico do ensaio in vivo
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6.1 Materiais e Métodos

6.1.1 Materiais

Implante dexametasona revestido com nanofibras de PVA contendo
bevacizumabe e nanofibras de PCL, Implante placebo: Implante de PLGA
revestido com nanofibras de PVA (sem farmaco) e revestido com nanofibra de
PCL, cloridrato de cetamina (Dopalen®, Ceva, Brasil) cloridrato de xilazina
(Xilazin®, Syntec, Brasil) e cloridrato de proximetacaina (Anestalcon, Alcon,

Brasil), canula transescleral (Alcon, Forth Worth, Estados Unidos das Américas).

6.2 Insercao dos implantes na cavidade vitrea dos olhos dos coelhos

Foram utilizados 9 coelhos machos da raga Nova Zelandia, com idade entre 2 e
3 meses e peso inicial aproximado de 1,5 a 2,0 Kg, obtidos na Fazenda
Experimental Professor Hélio Barbosa (Igarapé, MG, Brasil). Os animais foram
mantidos no Biotério de Experimentacdo da FUNED, o qual é climatizado (16 a
22°C), com trocas completas de ar sem filtracado absoluta e com fotoperiodo
respeitado. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais durante todo o
periodo do experimento. A ragcdo e agua fornecidas ad libitum com
monitoramento diario. Antes de iniciar o experimento, todos os animais foram

examinados para verificacdo de auséncia de previa alteragao ocular.

Os animais foram anestesiados por meio de injecéo intramuscular de cloridrato
de cetamina 22mg/Kg e cloridrato de xilazina 3,0 mg/kg e instilagao tépica de

cloridrato proximetacaina.
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Para a implantacao do sistema, uma céanula transescleral (trocar) de 23 gauge
de espessura foi utilizado. A canula transescleral foi colocada através da pars
plana do olho no quadrante subtemporal pela qual os implantes foram inseridos.
(Figura 29). Os animais foram divididos em 3 grupos sendo que 3 animais
receberam os implantes biodegradaveis placebo nos dois olhos, outros 3 animais
receberam os implantes com os farmacos nos dois olhos e outros 3 animais
serviram como controle do experimento ndo recebendo nenhum implante. Os

olhos foram monitorados semanalmente por até 28 dias, conforme Figura 28.

Figura 29 - Implantagcéo na cavidade vitrea do coelho
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6.2.1 Avaligao clinica

A avaliagao clinica foi realizada nos animais (n = 6) de cada grupo antes da

insercao dos implantes e semanalmente até o 28° dia apos.

Para realizagao da avaliagao clinica, os animais tiveram seus olhos anestesiados
com colirio de tropicamida. Foram realizados exames de pressao intraocular
(P10) com tondbmetro (Tonopen XL, Reichert Technologies, Estados Unidos das
Américas). Em seguida foi realizada inspe¢ado ocular com biomicroscopia com
lampada de fenda (Apramed®, Sao Paulo, Brasil) e oftalmoscopia indireta
binocular (oftalmoscépio Eyetec OHD 4.2, Eyetec Equipamentos Oftalmolégicos,
Sao Carlos, Brasil) para avaliagdo dos segmentos anterior e posterior do olho,

bem como a superficie ocular.

Quando presentes, sinais de inflamagado, sangramento ou ocorréncia de
descolamento de retina, alteragdes nas palpebras, conjuntiva bulbar e palpebral,
cornea, camara anterior, iris, cristalino, vitreo, retina, nervo oOptico e coroide

foram registrados.

6.2.2 Tomografia de coeréncia 6ptica (OCT)

A avaliagcdo do fundo de olho e da espessura da retina de coelhos para
acompanhamento apds a administracao intravitrea de implantes revestidos com
nanofibras foi feita usando o equipamento OCT (Spectralis HRA+OCT,
Heidelberg Engineering GmbH, Alemanha).

Antes do exame, os animais foram anestesiados (cloridrato de cetamina 22
mg/kg intramuscular e cloridrato de xilazina 3,0 mg/kg) e suas pupilas foram
dilatadas com colirio de tropicamida 0,5% (p/v). As imagens foram capturadas

usando uma lente de 55° e varias varreduras foram feitas de ambos os olhos.
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A avaliagao da morfologia e espessura da retina foram realizadas em todos os
animais (n = 6) antes da implantacdo e semanalmente até o 28° dia apd6s a
implantacéo. A espessura total da retina foi medida a partir de imagens de OCT
obtidas a aproximadamente 1 mm da cabeca do disco dptico usando o software
Heyex Ophthalmic Image Management Platform (versédo 6.13.3.0). Os animais

de todos os grupos foram submetidos a mesma avaliagédo OCT.

6.2.3 Histologia

Analises histopatolédgicas foram realizadas nos animais dos grupos controle apos
28 dias e nos animais do grupo implantes revestidos com nanofibras com
farmacos apo6s os tempos de 7, 14 e 28 dias. Os coelhos foram sacrificados e os
olhos foram imediatamente enucleados. Em seguida, fixados em solugédo de
Davidson (duas partes de formalina tamponada com fosfato neutro 10%, trés
partes de etanol 95%, uma parte de acido acético glacial e trés partes de agua
ultrapura) por 24 horas, desidratados com etanol e embebidos em parafina.
Foram cortados em 5 ym de espessura, corados com hematoxilina-eosina e

examinados por microscopia de luz (Zeiss, modelo Axio Imager M2, Alemanha).

6.3 Resultados e discussao

6.3.1 Avaliagao Clinica

Nao houve alteragao significativa na presséao intraocular dos animais ao longo
do experimento (Figura 30). Além disso, ndo foram identificadas alteragdes

significativas relacionadas a inflamacéo, hemorragia, descolamento de retina,
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edema de retina nem hiperemia conjuntival, presenga de células e flare na
camara anterior, catarata ou neblina vitrea (Figura 31). Apenas um animal do
grupo controle e um do grupo que recebeu o placebo da formulagéo
apresentaram hiperemia conjuntival bulbar discreta e irite em ambos os olhos

apos 21 dias do inicio, mas resolveram sem tratamento.

Figura 30 - Pressao intraocular dos grupos avaliados em diferentes intervalos de tempo (valores
representados como média + desvio padrao, n=6)
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6.3.2 Tomografia de coeréncia 6ptica (OCT)

OCT esta sendo frequentemente usado como uma ferramenta eficaz para a
compreensdo de doencas da retina e da coroide. E uma técnica n&o invasiva
que permite uma visualizacao tridimensional da retina, bem como da sua
estrutura vascular com alta resolugcado e precisdo, sendo capaz de identificar
diferentes tipos de lesdo oculares em distintas camadas do olho humano
(Muraoka, et al., 2012). Nesse estudo, a OCT foi utilizada para avaliar a
espessura e morfologia da retina antes e apds a aplicagdo de implantes
revestidos com nanofibras com o objetivo de avaliar sua biocompatibilidade apés
administragao intravitrea em coelhos. A Figura 32 mostra imagens OCT
representativas da retina de coelhos antes e semanalmente até 28 dias apods a

implantacao.

Nao foram observadas alteragdes aparentes na morfologia da retina dos animais
dos trés diferentes grupos avaliados: naive (sem tratamento, controle), implantes
revestidos com nanofibras com farmacos, implantes revestidos com nanofibras
sem farmacos (implante em branco). Além disso, ndo houve diferenca
significativa na espessura da retina entre os grupos avaliados (p<0,05),
sugerindo que os implantes revestidos com nanofibras sdo seguros para a retina
(Figura 33).
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Implante revestido
contendo farmacos

Retina
Coroide

B Esclera

Figura 32 - A: Imagens representativas de OCT da retina de coelhos (linha superior: Grupo
controle; intermediaria: Placebo e linha inferior: Implante revestido); B: Imagem de OCT
mostrando as camadas do segmento posterior do olho com identificacdo (amarelo) da medida
da espessura da retina.
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Figura 33 - Espessura retiniana dos grupos avaliados em diferentes intervalos de tempo (valores
representados por média + desvio padrédo, n=6).

Grupo controle: sem tratamento; Placebo: implante revestido de nanofibra sem farmaco; Implante
revestido: implante revestido de nanofibra contendo dexametasona e bevacizumabe.
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6.3.3 Histologia

Fotomicrografias de cortes de retina de olhos de coelhos que receberam
implantes revestidos com nanofibras com farmacos e grupo controle sao
apresentados na Figura 34. A morfologia da retina dos animais que receberam
os implantes foi avaliada aos 7, 14 e 28 dias pés-implante e comparada com a

retina do grupo controle.

Controle

Retina

Coroide

Figura 34 - Cortes histolégicos representativos da retina de coelhos do grupo controle e apds
7, 14 e 28 dias de administragdo do implante revestido com nanofibras. A anatomia normal da
retina foi preservada durante os 28 dias de acompanhamento. Escala: 50um
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O exame histopatolégico mostrou auséncia de infiltrado de células inflamatérias,
edema ou hemorragia. Além disso, a anatomia normal da retina foi preservada
nos olhos que receberam os implantes, com células epiteliais pigmentares da
retina e neurorretina fortemente conectadas e os fotorreceptores bem-

organizados.

Assim, considerando que nenhuma alteracédo histoldgica foi encontrada em
nenhuma camada da retina de coelhos que receberam o implante durante 28
dias de acompanhamento, e nenhuma diferenga na morfologia microscopica da
retina foi observada quando comparada ao grupo controle, podemos sugerir que

o implante foi seguro para administragao intravitrea.
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7 CONCLUSOES

Neste trabalho foi desenvolvido um sistema de liberagcédo prolongada, na forma
de implantes biodegradaveis revestidos por nanofibras poliméricas com
capacidade de carrear farmacos com caracteristicas fisico-quimicas distintas e

de forma associada.

A formulacdo contendo um farmaco antiangiogénico associado a um
corticosteréide, a partir dos resultados dos testes de caracterizacao e atividade
antiangiogénica, demostrou que tem potencial de reduzir a formagao de vasos
sanguineos apresentando-se assim como uma promissora opgao de tratamento
para DMRI.

Os implantes revestidos com nanofibras mostraram-se seguros para a retina,
uma vez que nao foram observados, durante 28 dias de acompanhamento,
nenhuma alteragao clinica ou histopatoldgica, nem alteragdo na espessura da

retina.

Esse sistema de entrega de implantes revestidos com nanofibras pode ser
considerado uma nova e eficaz terapia para o tratamento da DMRI, doenca que
envolve a interagao entre VEGF e células inflamatdrias e, portanto, requer o uso
de medicamentos que possam ser capazes de agir em ambas as situagdes
simultaneamente em um tempo prolongado para reduzir a necessidade de

injecdes intravitreas frequentes.

Considerando que os implantes revestidos com nanofibras permitem a entrega
de dois medicamentos ao mesmo tempo, eles podem ser capazes de reduzir os
efeitos colaterais observados pelo uso de administragdes intravitreas frequentes
uma vez que a sua aplicagdo pode ocorrer em intervalo maiores quando
comparado aos tratamentos, atualmente disponiveis, que envolvem a injecéo

intravitrea de farmacos e, portanto, podendo aumentar a adeséo do paciente ao
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tratamento. Além disso, permite ainda o uso de dose reduzida, diminuindo assim

a possibilidade de eventos adversos relacionados ao farmaco.
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8 PERSPECTIVAS

Futuros estudos que avaliem o perfil de liberagao in vivo sao importantes para
melhor elucidacdo da biodistribuicdo do bevacizumabe liberado dos implantes
desenvolvidos. Além isso, estudos que avaliem a eficacia do implante em modelo
experimental da DMRI sao de fundamental importancia para prosseguir estudos

clinicos.
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9.4 Premiagao em eventos cientificos

Prémio de melhor trabalho na categoria Cancer e Saude com o trabalho
“‘Nanofiber-coated intravitreal device for age-related macular degeneration
treatment” organizado pelo Il International conference on nanoscience and

nanobiotechnology (Ilconnano), 2021.

Prémio de segundo lugar, com a apresentagcédo oral do trabalho “Nanofiber-
coated intravitreal device for age-related macular degeneration treatment” no
Nano Research Day organizado pela Controlled Release Society Brazilian

Chapter no pré-congresso do 13° Cifarp, 2022.

Melhor video no Trainee Video & Image Contests. Categoria: Video contest:
“‘Nanofiber-coated intravitreal device for age-related macular degeneration
treatment” organizado pelo Controlled Release Society - Ocular Delivery Focus
Group. 2022. Disponivel em: https://youtu.be/JM-NPESFAOC.
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11 ANEXOS

Anexo 1:Certificado de aprovacado do projeto para tetes in vivo pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais da Fundagao Ezequiel dias

z FUNED
Fundaca
7|7| EszquicéaIODias

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagao do potencial terapéutico e
toxicidade em modelo animal de um novo dispositivo de liberagao
intraocular para tratamento de degeneragao macular relacionada a idade”,
registrado com o n°® 001/2022, sob a responsabilidade de Silvia Ligério Fialho-
que envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as Resolugdes
Normativas publicadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagéao
Animal (CONCEA). Portanto, o projeto foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Fundagao Ezequiel Dias, em 25/02/2022.

Finalidade Pesquisa
Vigéncia da autorizagdo |25/02/2022 a 25/02/2024
Espécie/linhagem/raga Coelhos Nova Zelandia

N° de animais 49
Peso/ldade -
Sexo Machos e Fémeas

DSI-Comércio, Importagédo e Exportagdo LTDA. Chacara Flor
do Vale, Esmeraldas, MG

Origem

Informagao aos pesquisadores:

Reiteramos a importancia deste parecer e lembramos que o(a) pesquisador(a)
responsavel devera encaminhar a CEUA-FUNED o Relatério Final baseado na
conclusao do estudo e nas publicagdes decorrentes deste, de acordo com o disposto na
Lei n°. 11.794 de 08/10/2008 e Resolugao Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdao Animal-CONCEA. O prazo para entrega do
relatério é de até 30 dias apos o encerramento da pesquisa, ou seja, até 25/03/2024.

Belo Horizonte, 25 de fevereiro de 2022.

Coordenadora da CEUA/FUNED

Rua Conde Pereira Carneiro, 80, Gameleira, Belo Horizonte, MG.
CEP 30510-010 Telefone: (31) 3314-4645



