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(57) Resumo: Processo dr extracdo de alcaldides inddlicos e fragBes alcoidicas utilizando fluidos supercriticos A presente
invengao relata o processo de extracéo de alcaléides inddlicos e fragdes alcaloidicas utilizando fluidos supercriticos e parametros
diferenciados que aumentam eficiéncia da extragcéo, obtendo fluidos mais ricos e mais puros. Esta invengédo apresenta a
otimizagao do processo de extracdo supercritica de alcal6ides inddlicos pelo ajuste das condi¢des de temperatura, pressao, teor e
tipo de co-solvente para elaboragdo de alimentos enriquecidos, fitoterapicos e medica-mentos. Os alcaldides em questédo
apresentam importante atividade terapéutica, tais como, ativi-dades anti-tumoral, anti-inflamétoria, analgésica, antioxidante,
antimicobacteriano, anticanceri-gena, tripanomicida e leishmanicida. Com o processo aqui apresentado, verifica-se um aumento
no rendimento da frag&o de alcaldi-des inddlicos pelo uso da melhor condi¢édo de extragdo. Apresenta-se também a obtengéo dos
componentes desejados com minimos riscos ambientais devido a reducédo do uso de solventes organicos e das etapas de
purificag8o presentes nos processos convencionais.
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“FORMULAGAO FARMACEUTICA PARA ADMINISTRAGAO
INTRAOCULAR DE FARMACOS E PROCESSO DE OBTENGAO”

A presente invengao diz respeito a processo de produgdo de
formulacdo farmacéutica capaz de tratar degeneragdes retinianas e
doencas do segmento posterior do bulbo do olho, tais como retinopatia
diabética; degeneragcdo macular ligada a idade; retinite por
citomegalovirus; endoftalmite; uveites. As doengas do segmento
posterior do bulbo do olho s&o responsaveis pela maioria dos casos de
cegueira irreversivel no mundo inteiro. Este cenario, portanto, estimula o
desenvolvimento de novas modalidades de tratamento para
degeneracgdes retinianas e outras doengas do segmento posterior do
bulbo do olho. O sucesso no tratamento destas doencas visa,
essencialmente, o transporte de doses efetivas de farmacos para os
tecidos mais internos do olho (Geroski D H, Edelhauser H F. Transscleral
drug delivery for posterior segment disease. Advanced drug delivery
reviews, v. 52, p. 37-48, 2001). A dita formulagdo compreende um
sistema monolitico do ativo composta por uma matriz a base de polimero
biodegradavel da classe dos poli-ésteres. A formulagdo é aplicavel a
administracéo pela via intra-ocular.

O dispositivo biodegradavel em questdo pode veicular um ou mais
farmacos das classes dos corticoides, tais como a dexametasona, a
prednisolona e a triancinolona, antiinflamatérios n&o esteroidais,
antibidticos, agentes imunossupressores e agentes antiproliferativos.

As formas farmacéuticas oftalmicas convencionais sao
relativamente simples: farmacos soluveis em agua séao formulados na
forma de solugdes e farmacos pouco soluveis em agua sado formuladas
nas formas de suspensdo ou pomada. Entretanto, estas formulactes
apresentam os inconvenientes de baixa biodisponibilidade corneal,

exposicao sistémica devido a drenagem nasolacrimal e reduzida eficacia
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no segmento posterior do olho (Ding, S Recent developments in
ophthalmic drug delivery. Pharmaceutical science and technology today,
v.1, n. 8, p. 328-335, 1998).

Apesar das estruturas externas do olho serem facilmente
acessiveis, a fisiologia e a anatomia do olho apresentam caracteristicas
como a impermeabilidade relativa do epitélio corneano, a dinamica
lacrimal, a drenagem nasolacrimal e a eficiente barreira hemato-ocular,
que sdo mecanismos de protecdo do olho e que dificultam a penetracdo
de farmacos, promovendo uma baixa biodisponibilidade ocular (Ding, S
Recent developments in ophthalmic drug delivery. Pharmaceutical
science and technology today, v.1, n. 8, p. 328-335, 1998). Por esses
motivos, cerca de apenas 5% da dose administrada € absorvida e atinge
os tecidos intra-oculares, enquanto grande parte dessa dose é absorvida
sistemicamente (Jarvinen, K; Jarvinen, T; Urtti A Ocular absorption
following topical delivery. Advanced drug delivery reviews, v.16, p. 3-19,
1995). Entretanto, os sitios de agdo da maioria dos farmacos utilizadas
em oftalmologia estdo localizados no interior do olho, mais
especificamente, nos tecidos anexos as camaras anterior e posterior e
camara vitrea (Davies, N M Biopharmaceutical considerations in topical
ocular drug delivery. Clinical and experimental pharmacology and
physiology, v. 27, p. 558-562, 2000).

A drenagem lacrimal é o principal fator responsavel pela perda do
farmaco da regido pré-corneal, resultando em baixa biodisponibilidade
ocular, sendo, também, uma das mais importantes vias de entrada do
farmaco na circulagdo sistémica (Ding, S Recent developments in
ophthalmic drug delivery. Pharmaceutical science and technology today,
v.1, n. 8, p. 328-335, 1998).

O tratamento de doencas oculares no vitreo e na retina tem sido

um problema devido a dificuldade de acesso a essas estruturas
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(Peyman, G A and Ganiban, G J Delivery systems for intraocular routes.
Advanced drug delivery reviews, v.16, p. 107-123, 1995). A
administracdo ocular na forma de colirios, embora seja o método mais
empregado, resulta em concentragdes mais elevadas nos tecidos
anteriores (cdrnea, conjuntiva, esclera, humor aquoso e corpo ciliar) e
apresenta efeito terapéutico minimo na regiao posterior do olho (lente,
vitreo e retina), que, geralmente, € mantido com aplicagcbes frequentes
da formulagdo (Jarvinen, K; Jarvinen, T; Urtti A. Ocular absorption
following topical delivery. Advanced drug delivery reviews, v.16, p. 3-19,
1995). A administragdo direta no espago subconjuntival apresenta
algumas vantagens sobre a terapia tépica para o tratamento de doencas
do segmento anterior do olho, mas n&o proporciona concentragao efetiva
do farmaco no segmento posterior.

A via sistémica pode ser utilizada com essa finalidade, mas se
observa baixa penetracdo no olho em virtude da existéncia da barreira
hematorretiniana, que dificulta a entrada de substancias da circulagéo
sanguinea para a retina. Para que se obtenha uma concentragdo do
farmaco dentro da faixa terapéutica utilizando essa via, € necessaria a
administracdo de concentracbes elevadas durante um periodo
prolongado, podendo ocasionar sérios efeitos adversos (Peyman, G A
and Ganiban, G J Delivery systems for intraocular routes. Advanced drug
delivery reviews, v.16, p. 107-123, 1995).

A injecdo intra-ocular € uma alternativa para a obtencdo da
concentracao adequada de farmacos no vitreo e na retina. Essa via era
restrita ao tratamento de endoftalmite e, atualmente, ela tem sido
utilizada para casos de vitreorretinopatia proliferativa, retinite viral e
uveite (Peyman, G A and Ganiban, G J Delivery systems for intraocular
routes. Advanced drug delivery reviews, v.16, p. 107-123, 1995).

Entretanto, a rapida circulacdo sanguinea nesses locais promove uma
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redugdo da meia-vida dos farmacos nos mesmos, diminuindo,
rapidamente, suas concentracdes a niveis sub-terapéuticos. Para que os
niveis se mantenham dentro da faixa terapéutica, sdo necessarias,
entdo, injecdes repetidas intravitreo, as quais podem causar desconforto
para o paciente e ocasionar complicagcbes como hemorragia no vitreo,
infeccbes, catarata e descolamento da retina (Kimura, H and Ogura, Y
Biodegradable polimers for ocular drug delivery. Ophthalmologica, v. 215,
p. 143-155, 2001; 2001; Yasukawa, T; Kimura, H; Tabata, Y; Ogura, Y
Biodegradable scleral plugs for vitreoretinal drug delivery. Advanced drug
delivery reviews, v. 52, p. 25-36, 2001).

Por causa das razdes acima descritas, tém sido realizados
diversos estudos visando o desenvolvimento de sistemas que sejam
capazes de manter a concentracao dos farmacos no segmento posterior
do olho, dentro da faixa terapéutica, por um periodo mais prolongado
(Colthurst, M J; Williams, R L; Hiscott, P S; Grierson, |. Biomaterials used
in the posterior segment of the eye. Biomaterials, v. 21, p. 649-665,
2000).

A dexametasona e seus derivados sado glicocorticdides de acao
prolongada, empregados em oftalmologia desde a década de 60 no
tratamento de inflamacdes oculares, devido a sua seguranca e a sua
poténcia antiinflamatéria (Leopold | H. Nonsteroidal and steroidal anti-
inflamatory agents. In: Sears M L.; Tarkkanen A. Surgical pharmacology
of the eye. 1958. New York: Raven Press, p. 83-133; Baeyens V,
Kaltsatos V, Boisramé B, Varesio E, Veuthey J L, Fathi M, Balant L P,
Gex-Fabry M, Gurny R. Optimized release of dexamethasone and
gentamicin from a soluble ocular insert for the treatment of external
ophthalmic infections. Journal of controlled release, v. 52, p. 215-220,
1998).
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Os glicocorticéides tém a capacidade de reduzir acentuadamente
as manifestacdes da inflamacdo, devido aos efeitos profundos que
exercem sobre a concentracao, distribuicido e funcdo dos leucdcitos
periféricos, e de inibir a atividade da fosfolipase A.. Eles inibem as
fungcbes dos leucocitos e dos macrofagos teciduais, reduzindo a
capacidade dessas células de responderem a antigenos e mitdbgenos, e
limitam a capacidade dos macrofagos de fagocitar e destruir
microorganismos e produzir interleucina-1, colagenase, elastase, fator de
necrose tumoral e ativador do plasminogénio. Além de terem efeito
imunossupressor, eles influenciam a resposta inflamatéria ao reduzir a
sintese de prostaglandinas e leucotrienos decorrente da ativagdo da
fosfolipase A2, aumentam a concentracdo de certos fosfolipidios que
parecem inibir a sintese de prostaglandinas e leucotrienos, e podem
reduzir a expressao da ciclooxigenase, com consequente diminuigao da
quantidade de enzima disponivel para formacdo de prostaglandinas
(Schimmer B P, Parker K L. Horménio adrenocorticotréfico, esterdides
adrenocorticais e seus analogos sintéticos, inibidores da sintese e das
acdes dos hormoénios adrenocorticorticais. In: Hardman J E, Limbird L E.
Goodman & Gilman as bases farmacoldgicas da terapéutica. 1996. Sao
Paulo: McGraw Hill. 9. ed., Cap. 59, p. 1082-1102; Goldfien A.
Adrenocorticosterdides e antagonistas cortico-supra-renais. In: Katzung B
G. Farmacologia basica e clinica. 1998. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan. 6. ed., Cap. 38, p. 450-461)

Assim como em outros tecidos, os corticdides parecem nao
apresentar efeitos especificos no olho, mas exercem um amplo espectro
de atividade antiinflamatoéria. Os principais efeitos dos corticoides nos
tecidos oculares sejam eles positivos ou negativos, incluem: a redugao
da resposta imune celular, a reducdo da permeabilidade vascular

inflamatoria, a estabilizacdo da barreira hemato-aquosa, a inibicido da
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proliferacdo epitelial, a inibicAo da neovascularizacdo corneal
inflamatoria, a reducao do tempo de cicatrizagao, a elevagao da pressao
intra-ocular e a indugao de catarata. (Sherif Z, Pleyer U. Corticosteroids
in ophthalmology: past-present-future. Ophthalmologica, Basel, v. 216, p.
305-315, 2002).

Atualmente, encontramos  disponiveis algumas patentes
relacionadas a dispositivos para administracao intra-ocular de farmacos.

A patente US 6,001,386 intitulada “Dispositivo implantavel de
liberagdo controlada para o transporte de drogas diretamente para a
regidao interna do organismo” descreve um dispositivo simples e
implantavel de liberagcdo controlada de drogas que apresenta um nucleo
contendo uma quantidade efetiva de uma substadncia de baixa
solubilidade e uma membrana polimérica externa n&o biodegradavel
permeavel a substancia veiculada (Ashton P, Pearson P A. Implantable
controlled release device to deliver drugs directly to an internal portion of
the body. Patent US 6,001,386; 1999). Esta patente descreve, ainda, um
método para tratamento de mamiferos por meio da obtencédo de efeitos
fisioldgicos ou farmacologicos locais ou sistémicos por meio da
implantagao cirurgica do dispositivo descrito.

A patente US 6,331,313 intitulada “Dispositivos implantaveis
biocompativeis de liberagdo controlada para transporte ocular de drogas
e métodos” descreve dispositivos biocompativeis de liberagao controlada
que podem ser implantados no olho (Wong V G, Hu M W L, Berger D E.
Controlled-release biocompatible ocular drug delivery implant devices
and methods. Patent US 6,331,313; 2001). Estes dispositivos
apresentam um nucleo composto pelo farmaco e uma membrana
polimérica impermeavel ao meio externo e permeavel a liberagdo do
farmaco. Neste sistema, o transporte do farmaco é efetuado através dos

orificios presentes na membrana polimérica, os quais ocupam menos de
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10% da area de superficie total do sistema. Estes dispositivos podem ser
utilizados para o transporte de varios farmacos com diferentes
solubilidade e massa molecular.

A patente US 6,251,090 intitulada “Transporte intravitreo de
medicamento” descreve um dispositivo na forma de implante, através do
qual uma variedade de substancias com atividade farmacolégica pode
ser introduzida na cavidade vitrea com apenas uma simples cirurgia
inicial para implantagdo do dispositivo (Avery R L, Luttrull J K. Intravitreal
medicine delivery. Patent US 6,251,090; 2001). Este dispositivo e o
método de aplicacdo reduzem a incisdo cirurgica necessaria para
implantacdo e evitam futuros e até mesmo repetidos procedimentos
cirurgicos invasivos. Quantidades adicionais do medicamento podem ser
rapidamente introduzidas ou a medicagdo pode até mesmo ser variada
ou modificada, conforme necessario. Além disso, o dispositivo e o
meétodo de implantagdo desenvolvidos permitem um controle da dose a
ser liberada na cavidade vitrea e também evitam a ocorréncia de efeitos
adversos com outros tecidos do olho durante o uso ou o procedimento de
implantagao.

A patente US 6,719,750 intitulada “Dispositivos para transporte
intra-ocular de drogas” descreve dispositivos para o transporte de
agentes terapéuticos para regides limitadas do organismo, tais como a
camara posterior do olho e a regido interna do ouvido (Varner S E,
Deduan E, Shelley T, Barnes A C, Humayun M. Devices for intraocular
drug delivery. Patent US 6,719,750; 2004). Os dispositivos desta
invengdo sdo pouco invasivos, podem ser recarregados e facilmente
fixados no local de tratamento. Estes sistemas sdo capazes de
transportar uma ou mais substancias de forma prolongada.

A patente US 6,726,918 intitulada “Métodos para tratamento de

condigdes inflamatoérias do olho” descreve métodos para tratamento de
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condicdes inflamatérias do olho por meio da implantacédo, no vitreo, de
um dispositivo biodegradavel composto por um antiinflamatério esteroidal
e um polimero biodegradavel (Wong V G, Hu M W L. Methods for treating
inflammation-mediated conditions of the eye. Patent US 6,726,918;
2004). Este implante € capaz de liberar a substéncia no vitreo em
quantidade suficiente para atingir a concentracdo equivalente a pelo
menos 0,05 pg/ml de dexametasona em 48 horas e mantém a
concentragao equivalente a pelo menos 0,03 pg/ml de dexametasona por
cerca de trés semanas.

Os implantes sao dispositivos preparados a partir de diferentes
polimeros, sendo eles biodegradaveis ou n&o-biodegradaveis. Estes
sistemas podem, ainda, ser de dois tipos: matriciais (ou monoliticos) e
reservatorios (Dash A K, Cudworth Il G C. Therapeutic applications of
implantable drug delivery systems. Journal of pharmacological and
toxicological methods, v. 40, p. 1-12, 1998; Kimura H, Ogura Y.
Biodegradable polymers for ocular drug delivery. Ophthalmologica, v.
215, p. 143-155, 2001). No sistema matricial, a substancia se encontra
dispersa na matriz polimérica. A liberagdo do farmaco, caso se trate de
um sistema biodegradavel, ocorre por difusdo pelos poros da matriz, por
degradacgao do polimero ou por uma combinagdo dos dois mecanismos.
Quando se utilizam polimeros nao-biodegradaveis, a liberagdo ocorre
apenas por um processo de difusdo lenta pela matriz. No sistema do tipo
reservatorio, preparados com polimeros biodegradaveis ou nao-
biodegradaveis, a substancia se encontra em uma cavidade central
envolta por uma membrana polimérica, a qual controla sua taxa de
liberacdo. (Dash A K, Cudworth Il G C. Therapeutic applications of
implantable drug delivery systems. Journal of pharmacological and
toxicological methods, v. 40, p. 1-12, 1998; Kimura H, Ogura Y.

Biodegradable polymers for ocular drug delivery. Ophthalmologica, v.
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215, p. 143-155, 2001). Como o sistema de liberagdo de farmacos na
forma de implante deve ser biocompativel com o organismo, os
componentes nele presentes devem ser n&o-carcinogénicos,
hipoalergénicos, mecanicamente estaveis e ndo-causadores de resposta
inflamatéria no local de aplicacdo. Acrescenta-se, ainda, que as
caracteristicas quimicas e fisicas do material ndo devem ser modificadas
pelo tecido local (Athanasiou K A, Niederauer G G, Agrawal C M.
Sterilization, toxicity, biocompatibility and clinical applications of polylactic
acid/polyglycolic acid copolymers. Biomaterials, v. 17, p. 93-102, 1996).

Implantes preparados a partir de sistemas poliméricos podem ser
aplicados em diferentes regides do olho. Ordenando-se as regides da
mais superficial @ mais profunda, temos: regido subconjuntival, regido
subtenoniana, esclera e o interior do bulbo do olho (cdmara anterior e
corpo vitreo). Em geral quanto mais profunda a regido, mais delicado o
procedimento e mais eficaz a concentragao no vitreo e na retina (Kimura
H, Ogura Y. Biodegradable polymers for ocular drug delivery.
Ophthalmologica, v. 215, p. 143-155, 2001; Fialho S L, Rego M G B,
Cardillo J A, Siqueira R C, Jorge R, Silva-Cunha A. Implantes
biodegradaveis destinados a administracido intra-ocular. Arquivos
brasileiros de oftalmologia, v. 66, p.891-896, 2003).

Implantes ndo-biodegradaveis de liberagao lenta foram aprovados
para uso clinico nos Estados Unidos da América (EUA): o Ocusert® (Alza,
EUA), um dispositivo conjuntival que libera pilocarpina, o Vitrasert®
(Bausch & Lomb, EUA), um implante intravitreo contendo ganciclovir que
tem sido usado em pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida para o tratamento de retinite por citomegalovirus, e o Retisert ©
(Bausch & Lomb, EUA), um implante intravitreo contendo fluocinolona
indicado para o tratamento de uveite néo infecciosa crénica (U.S. Food

and Drug Administration. In: FDA news. Product approvals. Disponivel
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em: <http://www.fda.gov/opacom/7approvl.html>. Acesso em: 08 ago
2005). O problema destes implantes € que, como os polimeros nao sao
biodegradaveis, é necessaria a remocao do sistema apds completa
liberacdo do farmaco ou, caso ndo sejam removidos, eles permanecem
no local, até que sejam retirados por meio de processos cirurgicos.

Polimeros biodegradaveis naturais e sintéticos estdo sendo
estudados como componentes em sistemas de liberagdo de drogas, mas
apenas alguns tém demonstrado verdadeira biocompatibilidade. Os
naturais, a base de proteinas, como as albuminas bovina e humana, o
colageno e a gelatina, apresentam uso restrito por conterem pureza
questionavel e, em alguns casos, atividade antigénica marcante. Ja os
sintéticos, representados por poliamidas, poliaminoacidos,
polialquilcianacrilatos, poliésteres, poliortoésteres, poliuretanos e
poliacrilamidas, tém apresentado crescente interesse na aplicagao como
sistemas de liberagdo de farmacos. Os polimeros biodegradaveis mais
utilizados atualmente sdo os poliésteres, tais como a poli(e-caprolactona),
o poli(D,L-latico) (PLA) e os copolimeros derivados dos acidos latico e
glicdlico (PLGA), sendo que os dois ultimos tipos tém sido amplamente
empregados (Jain R, Shah N H, Malick A W, Rhodes C T. Controlled
drug delivery by biodegradable poly (ester) devices: different preparative
approaches. Drug development and industrial pharmacy, v. 24, p. 703-
727, 1998).

Até o momento o estado da arte ndo descreve claramente, um
sistema biodegradavel de implantagao intra-ocular que permita a forma
de administracdo prolongada de farmacos, em especifico um sal de
dexametasona. Uma alternativa para esta formulagdo consiste no
emprego dos implantes na forma de sistemas matriciais ou monoliticos. A
presente invencdao baseia-se na utilizacdo de um sistema matricial

compativel com a aplicacao intra-ocular em humanos e animais, podendo
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conter diferentes farmacos, em especial o acetato de dexametasona.
Para composicao do sistema é utilizado, como matriz polimérica, o
polimero poli D,L-latico-co-glicdlico.

Os polimeros da classe dos poli-ésteres, tais como os derivados
dos acidos latico e glicdlico, tém sido estudados desde as décadas de 60
e 70 para a fabricacdo de fios de sutura. Os resultados mostraram que
eles proporcionaram boas propriedades mecanicas, baixa capacidade
alergénica, baixa toxicidade, excelente biocompatibilidade e uma cinética
previsivel de biodegradacdo, despertando a atencdo de varios
pesquisadores quanto a suas possiveis aplicagdes em tecnologia
farmacéutica. Estes polimeros obtiveram aprovagao pelo Food and Drug
Administration (FDA) para a utilizagdo como sistemas de liberagdo de
farmacos, existindo diversos estudos demonstrando sua baixa toxicidade
(Jain R, Shah N H, Malick A W, Rhodes C T. Controlled drug delivery by
biodegradable poly (ester) devices: different preparative approaches.
Drug development and industrial pharmacy, v. 24, p. 703-727, 1998).

Os polimeros e copolimeros derivados dos acidos latico e glicdlico
sao sintetizados por uma reagao de condensacéao, através da abertura do
anel dos dimeros ciclicos (acido latico e/ou acido glicdlico). A
polimerizagdo geralmente ocorre por um periodo de duas a seis horas,
sob temperatura em torno de 175° C, utilizando, como catalisador,
principalmente, o cloreto estanhoso (Jain R, Shah N H, Malick A W,
Rhodes C T. Controlled drug delivery by biodegradable poly (ester)
devices: different preparative approaches. Drug development and
industrial pharmacy, v. 24, p. 703-727, 1998).

A biodegradagao desses polimeros ocorre por erosdo, por meio de
clivagem da cadeia polimérica por hidrolise, liberando os acidos latico e
glicdlico. Esses acidos, por serem metabdlitos naturais do organismo,

sdo eliminados pelo ciclo de Krebs na forma de gas carbdnico e agua
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(Athanasiou K A, Niederauer G G, Agrawal C M. Sterilization, toxicity,
biocompatibility and clinical applications of polylactic acid/polyglycolic
acid copolymers. Biomaterials, v. 17, p. 93-102, 1996). O papel de
atuacdo das enzimas na biodegradagdo do PLGA e PLA ainda n&o se
encontra bem definido, embora dados descritos na literatura afirmem que
esse processo nao implica qualquer atividade enzimatica, sendo a
hidrélise o unico mecanismo envolvido (Jain R A. The manufacturing
techniques of various drug loaded biodegradable poly (lactide-co-
glycolide) (PLGA) devices. Biomaterials, v. 21, p. 2475-2490, 2000).

A presenga do grupo metila (CHz) no polimero derivado do acido
latico confere a este uma maior hidrofobicidade quando comparado ao
derivado do acido glicolico (PGA). O PGA, portanto, por ser bastante
sensivel a hidrélise, ndo € adequado para a utilizagdo em sistemas de
liberagao de farmacos. Com relagdo ao PLGA, quanto maior a proporcao
de acido latico, maior a hidrofobicidade do copolimero, ja que absorve
menos agua, e consequentemente, menor sera a velocidade de
degradacao. Além disso, a massa molar e o grau de cristalinidade podem
influenciar as propriedades mecanicas, a capacidade de hidrolise e a
velocidade de degradacédo desses polimeros (Lewis D H. Controlled
release of bioactive agents from lactide/glycolide polymers. In: Chasin M,
Langer R. Biodegradable polymers as drug delivery systems. 1990. New
York: Marcel Dekker, p. 01-41; Blanco-Prieto M J, Fattal E, Puisieux F,
Couvreur P. The multiple emulsion as a common step for the design of
polymeric microparticles. In: Grossiord J L, Seiller M. Multiple emulsions:
structure, properties and applications. 1998. Paris: Editions de Santé, p.
397-435).

A temperatura de transigéo vitrea (Tg) dos diferentes PLA e PLGA
encontra-se acima da fisiologica (37°C) e, nessa condigdo, eles se

apresentam na forma cristalina. Desse modo, a cadeia se apresenta
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como uma estrutura relativamente rigida, proporcionando uma forga
mecanica significativa e permitindo que sejam formulados como sistemas
de liberacdo de farmacos. Essa caracteristica é, também, um fator
determinante da velocidade de degradagdo dos polimeros ja que esta
relacionada ao grau de cristalinidade e a organizacdo das cadeias
poliméricas (Jain R, Shah N H, Malick A W, Rhodes C T. Controlled drug
delivery by biodegradable poly (ester) devices: different preparative
approaches. Drug development and industrial pharmacy, v. 24, p. 703-
727, 1998).

Os polimeros descritos podem ser utilizados na preparacdo de
implantes, os quais se apresentam, geralmente, na forma de bastéo,
discos ou membranas. Os métodos de obtencdo desses sistemas
incluem: a moldagem, a extrusédo e a preparacao de filmes. Por meio da
moldagem, a mistura de pds (contendo o polimero e o farmaco) é
colocada em um molde desenvolvido na forma do implante e podem ser
utilizados, durante o preparo, aquecimento e pressdo. Na extrusdo, a
mistura de pdés € propulsionada continuamente pelo equipamento,
passando por regides de alta temperatura e pressao, onde ela é fundida
e compactada na forma final do implante. A preparacao de filmes pode
ser realizada por meio de fusdo e pressdo da mistura de pds ou por
adicao da solugdo. O método de adicdo da solucao é o mais utilizado, e,
nele, os componentes sao dissolvidos em um solvente apropriado
formando uma solugao que €, entdo, lancada sobre uma superficie lisa e
nao-adesiva. O solvente se evapora, e o filme formado é retirado da
superficie (Kimura H, Ogura Y. Biodegradable polymers for ocular drug
delivery. Ophthalmologica, v. 215, p. 143-155, 2001).

A presente invengao € adicionalmente descrita pelos exemplos a

sequir:
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Exemplo 1 — Preparo do dispositivo (implante) biodegradavel

contendo acetato de dexametasona

Para o preparo do implante foram utilizados dois métodos
diferentes, compressao e moldagem a quente. Foram pesados cerca de
1,4 mg de acetato de dexametasona e 3,6 mg de polimero do tipo PLGA,
os quais foram solubilizados em uma mistura de acetonitrila e agua
destilada (2:1). A solugcido obtida foi filtrada utilizando filtro estéril de
0,22um, sob fluxo laminar. Em seguida, a solugéo filtrada foi liofilizada. A
mistura de pos obtida foi, entdo, utilizada para o preparo do implante
pelos dois métodos descritos a seguir.

No método de compresséo, a mistura de pds previamente obtida
foi adicionada a um sistema a base de acgo inoxidavel composto por pinos
cilindricos de 1 mm de didmetro e empregou-se uma prensa hidraulica na
pressao de 1 ton/m? para o preparo do implante.

No método de moldagem a quente, a mistura de pds previamente
obtida foi moldada na forma de bastdes utilizando uma placa de Teflon®
aquecida, sobre uma chapa aquecedora, na temperatura entre 100 e
120°C.

Imediatamente apds terem sido desenvolvidos, os implantes
compostos por PLGA, preparados pelas técnicas de compressao e
moldagem a quente foram comparados. Macroscopicamente, todos o0s
implantes se apresentaram lisos, com aparéncia similar, e como sistemas
monoliticos, nos quais o farmaco se encontrava disperso na matriz
polimérica. O peso médio dos implantes comprimidos foi de 4,3 + 0,2 mg
e dos implantes moldados foi de 4,7 = 0,3 mg, o didametro médio foi de
1,0 £ 0,1 mm e o comprimento médio de 4,0 + 0,1 mm para os implantes
preparados pelas duas técnicas diferentes. O baixo coeficiente de
variagdo entre os implantes, equivalente a 2,79%, foi indicativo da

reprodutibilidade das técnicas.
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Exemplo 2: Analises de calorimetria diferencial exploratéria (DSC)
A DSC (calorimetro TA Instruments, model 2910 Modulated DSC,

EUA) foi empregada com a finalidade, inicialmente, de se obter

informacgdes da mistura de pos preparada no Exemplo 1 com relagdo: a
presenca de solvente residual apdés o processo de liofilizacdo, a
estabilidade do polimero e do acetato de dexametasona na temperatura
de 100 a 120°C utilizada no preparo dos implantes pelo método de
moldagem a quente, e a possibilidade de interagdes entre o farmaco e o
polimero empregado.

Para a analise da mistura de pods, utilizaram-se cadinhos de
aluminio semi-herméticos, os quais foram selados apds a pesagem de
uma quantidade de 3 a 5 mg das amostras. A calibragdo do sistema foi
realizada utilizando padréo de indio. O seguinte procedimento de analise
foi realizado para todas as amostras, sob atmosfera de nitrogénio:

1) aquecimento inicial em uma razdo de 10°C/minuto de 30°C
até 100°C;

2) isoterma a 100°C por 5 minutos;

3) resfriamento rapido até 20°C;

4) novo aquecimento em uma razdo de 10°C/minuto de 20°C até
250°C.

Finalmente, os implantes desenvolvidos também foram analisados
por meio de DSC. Para esta analise, os sistemas foram selados em
cadinhos de aluminio e aquecidos de 20 a 250°C, sob atmosfera de

nitrogénio, na razao de 10°C/minuto.

A presenca de residuos de solventes organicos em amostras
promove uma reducdo na temperatura de transicdo vitrea (T4) para
temperaturas mais baixas (Hatakeyama T, Quinn F X. Applications of
thermal analysis. In: Hatakeyama T, Quinn F X. Thermal analysis —

fundamentals and applications to polymer science. 1994. London: John
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Willey & Sons Ltd, p. 65-105)

Os resultados de DSC realizado nas misturas de pos polimero-
farmaco nao mostraram alteragdes significativas nos valores de Ty,
sugerindo a auséncia de residuos de solvente nas amostras apos o
processo de liofilizagao.

Quando o PLGA foi misturado com o acetato de dexametasona,
observou-se uma pequena reducio na cristalinidade relativa do farmaco
e a temperatura de fusdo do farmaco diminuiu. Considerando-se ainda
que a T4 ndo apresentou alteragao significativa para essa mistura, pode-
se sugerir que nao ha evidéncia de interacdo fisico-quimica relevante
entre o farmaco e o polimero nessa mistura.

Finalmente, as analises realizadas nos implantes finais mostraram
que os metodos de preparo, principalmente o método de moldagem a
quente, nado promoveram efeitos negativos na formulacdo ao se
considerar a estabilidade do farmaco e do polimero. A T4 dos polimeros,
a temperatura e a entalpia de fusdo do acetato de dexametasona nao
apresentaram alteracgdes significativas apos o processo de preparo.

Exemplo 3: Estudo da morfologia de superficie dos implantes

preparados pelos métodos de compressao e moldagem a quente

A morfologia de superficie dos implantes preparados pelos
métodos de compressao e de moldagem a quente foi analisada por meio
de microscopia eletronica de varredura (MEV).

Imediatamente apds serem preparados, os implantes foram
selecionados, aleatoriamente, por meio de iluminacdo propria e
colocados em dessecador contendo silica gel com indicador azul por 48
horas. Em seguida, eles foram montados em suportes porta-amostras de
aluminio. Os sistemas foram montados por inteiro, sem necessidade de
cortes, na posi¢cao horizontal, para melhor avaliar o tamanho e também

as caracteristicas da superficie. Eles foram aderidos aos suportes
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utilizando fita dupla-face e, imediatamente apds, foram colocados
novamente em dessecador por, no minimo 24 horas antes do processo
de metalizacao.

Visando conferir condutividade a superficie dos implantes a serem
analisados e a obtengdo de melhores imagens, procedeu-se a uma
metalizacdo com ouro, sob atmosfera de argdénio, durante 1 minuto. Foi
utilizado, nesta etapa, o acessorio DSV 203 do equipamento BAF 300 da
Balzers (EUA). N&o foi possivel estimar, por meio do equipamento
disponivel, a espessura da camada de ouro formada.

As amostras foram observadas no microscépio Zeiss DSM 950
(Carl Zeiss NTS GmbH, Alemanha), utilizando a voltagem de 15 kV.

A superficie dos implantes foi visualizada nos aumentos de 300X e
1000X e as imagens foram transferidas para o computador por meio de
uma interface digital de transferéncia de imagens. As imagens obtidas
foram ajustadas utilizando os programas Adobe Photoshop versao 6.0 e
Adobe lllustrator versao 9.01 (Adobe Systems Incorporated, 2000, EUA).

As fotomicrografias obtidas mostraram que diferengas significativas
foram observadas na morfologia de superficie dos implantes preparados
pelos dois métodos diferentes. A superficie dos implantes preparados por
compressao se apresentou irregular, com presenga de poros € canais.
Os sistemas preparados por moldagem a quente apresentaram uma
superficie mais lisa com pouca evidéncia de poros e com aparéncia mais
homogénea.

Exemplo 4: Estudo de degradacido in vitro dos implantes

desenvolvidos no Exemplo 1

A degradacéo in vitro dos implantes preparados por compresséo e
moldagem a quente foi monitorada por meio da medida da porcentagem
de perda de massa.

Os implantes de PLGA contendo acetato de dexametasona
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preparados por compressao e moldagem a quente (n=4), previamente
pesados, foram colocados em recipientes individuais e imersos em 200
ml de solugdo tampao fosfato (PBS) 0,1M; pH 7,4, sob temperatura
constante de 37°C.

Em intervalos de tempo pré-determinados, o meio contendo os
implantes foi centrifugado e o liquido removido. As amostras restantes
foram secadas por 48 horas em um dessecador a vacuo 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.

Os perfis obtidos, tipicos deste polimero, mostraram um periodo
inicial no qual ndo ocorre perda de massa, seguido por uma fase de
queda da massa.

O periodo de laténcia anterior ao inicio da perda de massa foi de 2
semanas para os implantes comprimidos de PLGA comparado ao
periodo de 4 semanas para os implantes moldados. Os sistemas
comprimidos, por se apresentarem como matrizes mais porosas, facilitam
a entrada de agua e, portanto, este fato contribui para sua degradacao
mais rapida quando comparado aos sistemas moldados.

Como o polimero PLGA degrada por erosdo, os implantes
preparados com este polimero apresentaram uma fase de laténcia
independente da técnica de preparo utilizada. A fase de laténcia inicial,
tipica da degradagcdo de implantes a base de poliésteres, tem sido
frequentemente explicada pela lenta penetracdo de agua nas matrizes
hidrofébicas. A segunda fase pode ser atribuida a hidrélise da cadeia
polimérica, a qual ocorre por quebra aleatoéria (Witt C, Mader K, Kissel T.
The degradation, swelling and erosion properties of biodegradable
implants prepared by extrusion or compression molding of poly(lactide-

co-glycolide) and ABA triblock copolymers. Biomaterials, v. 21, p. 931-
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938, 2000).

Exemplo 5: Estudo de liberacdo in vitro dos implantes

desenvolvidos no Exemplo 1

O estudo de liberagao in vitro foi realizado em 200 ml de solucao
tampao fosfato 0,1M; pH 7,4, sob condi¢cdes sink. Este estudo foi
realizado no banho-maria BD R02020 (Lauda, Alemanha) equipado com
placa agitadora, sob temperatura constante de 37°C.

Quatro implantes de cada um dos implantes previamente pesados
de PLGA preparados por compressdo e moldagem a quente foram
colocados em pequenos frascos de polipropileno abertos de modo que
permitisse a entrada do meio e que nao causasse grandes movimentos
dos implantes no meio de liberacdo. Os pequenos frascos foram
colocados em recipientes ambar individuais e fechados. Este
procedimento foi feito visando aproximar o estudo das condigdes
encontradas in vivo, em que os implantes ndo se movimentam no meio
ocular.

Em intervalos de tempo pré-determinados, 2,0 ml do meio de
liberagdo foram coletados e 2,0 ml de um novo meio, com a mesma
constituicao anterior, foi adicionado a cada recipiente.

A quantidade de acetato de dexametasona liberada no meio foi
medida por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
utilizando o método descrito no Exemplo 6.

Os perfis de liberagcdo in vitro obtidos para os implantes
desenvolvidos mostraram que o acetato de dexametasona foi liberado
lentamente. No inicio, provavelmente, o farmaco depositado na superficie
e nos canais aquosos da matriz foi liberado. Em seguida, um estagio de
liberacao lenta do farmaco foi observado, e atribui-se a difusdo pelos
poros iniciais ja presentes nas matrizes e pelos novos canais formados

durante o processo de degradagao do polimero.
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Apos 4 semanas, o0s sistemas preparados com PLGA
apresentaram modificagdées na estrutura inicial e reducao de forca. Neste
momento, os implantes mostraram um pico de liberagao devido a difusdo
do farmaco através do crescente numero de poros e canais formados na
matriz durante sua degradacéo para o meio de liberagao.

A comparagdo entre os implantes preparados por métodos
diferentes mostrou que os implantes comprimidos promoveram uma
liberagdo mais rapida do acetato de dexametasona que os implantes
moldados. Isto pode ser atribuido a maior entrada de agua nos sistemas
preparados por compressao, ja que eles apresentaram um maior numero
de poros e canais, resultando no aumento da liberagcdo do farmaco.

Analises estatisticas utilizando o teste t ndo-pareado, empregando
o programa GraphPad Prism® versdo 3.00 (GraphPad Software
Incorporated, 1994-1999) mostraram que a liberacao in vitro do acetato
de dexametasona a partir dos implantes preparados com PLGA por
métodos diferentes foi significativamente diferente para P<0,05.

Os implantes comprimidos e moldados apresentaram,
respectivamente, uma porcentagem de liberagdo maxima de 93% e 76%
em 25 semanas.

Exemplo 6: Método de cromatografia liquida de alta efici€ncia para

analise de acetato de dexametasona

O método empregado para analise do acetato de dexametasona foi
o descrito na Farmacopéia Americana 24 (The United States
Pharmacopeia 24 ed. - NF 19. Rockville: United States Pharmacopeial
Convention Inc., 2000. CD-ROM - Insight Publishing Productivity).

Foi utilizado o equipamento Waters® composto por um autoinjetor
modelo 717plus (Waters, USA). Uma bomba (modelo 515, Waters, USA)
foi empregada no fluxo constante de 1,2 ml/minuto. Uma coluna do tipo

C-18 de fase reversa, de tamanho 3,9 mm x 150 mm, com particulas de
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5um foi utilizada. A fase movel era composta por uma mistura de
acetonitrila e agua ultrafiltrada na proporcdo de 45:55. O detector de
ultravioleta (modelo 2487, Waters, USA) foi utilizado no comprimento de
onda de 254 nm.

Apos avaliagcdo da presenca de interferentes da solugdo tampao
fosfato, presente no estudo de liberacéo, e do polimero empregado para
o preparo dos implantes, na analise cromatografica do acetato de
dexametasona, foi observada auséncia de absor¢do, no mesmo tempo
de retencdo do padrdo do farmaco, de picos nos cromatogramas
provenientes da solugdo tampéao e do polimero.

Exemplo 7: Estudo de liberacdo in vivo dos dispositivos

desenvolvidos por moldagem a quente no Exemplo 1

Os implantes empregados neste estudo foram os preparados pelo
metodo de moldagem a quente, de acordo com a técnica descrita no
Exemplo 1.

Foram utilizados sessenta coelhos machos, da raga New Zealand,
com idade média de 4 meses e pesando entre 2,0 e 2,5 Kg. Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com temperatura
média de 25°C, com ar condicionado e exaustor de ar, e luminosidade
variando de acordo com a luz solar. Nao houve restricdo de agua e a
alimentacao utilizada foi racdo animal prépria para a espécie. Os animais
foram divididos em dois grupos. No grupo 1, os sistemas contendo
acetato de dexametasona desenvolvidos foram implantados
cirurgicamente no corpo vitreo do olho direito de 38 coelhos. E no grupo
2, o qual serviu como controle, 22 coelhos receberam os implantes sem o
farmaco. Os experimentos foram realizados de acordo com as normas da
Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) para o
uso de animais em pesquisa em oftalmologia. Este estudo foi, ainda,

aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
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Universidade Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte, MG) e pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP,
Ribeirdo Preto, SP).

Para implantacdo dos sistemas, foram necessarios procedimentos
cirargicos. Os coelhos foram anestesiados com injecao intramuscular de
uma mistura de cloridrato de cetamina (30 mg/kg, Ketamin® 50 mg/ml,
Cristalia, Brasil) e cloridrato de xilasina (4,0 mg/kg, Coopazine® 2,0
g/100ml, Schering-Plough Coopers, Brasil), com doses adicionais de
cloridrato de cetamina caso necessario. No procedimento cirurgico, uma
peritomia de 5 mm no quadrante temporal superior e uma esclerotomia a
2 mm do limbo foram realizadas no olho direito, pela qual o implante foi
inserido e posicionado sem suturas. A esclera e a conjuntiva foram
suturadas com fio absorvivel (Vicryl® 7.0, Johnson & Johnson, Brazil).

Quatro animais do grupo 1 e dois do grupo 2 foram sacrificados,
por semana, com dose letal de pentobarbital 100 mg/kg apés 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7 e 8 semanas de implantacdo dos sistemas desenvolvidos. O olho
direito dos animais foi imediatamente enucleado; o corpo vitreo dos 32
animais do grupo 1 e dos 16 animais do grupo 2 foi completamente
removido e imediatamente colocado em freezer a -80°C até ser feita a
analise da concentracdo do farmaco. Os sistemas implantados também
foram removidos dos olhos dos animais e utilizados em outras etapas.

A quantidade de acetato de dexametasona liberada no corpo vitreo
dos animais que receberam os implantes desenvolvidos foi determinada
pelo método de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), utilizando
o metodo descrito no Exemplo 8.

Os valores encontrados no estudo de liberacdo in vivo séo
consistentes com um perfil de liberacao trifasico: um pequeno pico, um

segundo estagio provocado pela difusdo do farmaco antes do inicio da
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erosao polimérica, e um pico final causado pela desintegragdo da matriz
polimérica. Os niveis do acetato de dexametasona comecaram a reduzir
a partir da sétima semana. Nos animais do grupo 2, nos quais foi
colocado o implante sem o farmaco, nédo foi detectada a presenca de
acetato de dexametasona no corpo vitreo.

O perfil de liberacdo in vitro obtido a partir destes implantes,
previamente descrito no Exemplo 5, foi similar ao encontrado no estudo
in vivo. Inicialmente, um estagio de liberacdo lenta do farmaco foi
observado, e pode ser atribuido a sua difusdo através dos poros iniciais
presentes nas matrizes poliméricas e dos novos canais formados durante
o0 processo de degradacdo. Um pico de liberacdo observado apos 4
semanas em ambos os estudos, in vitro e in vivo, deve-se,
provavelmente, a difusdo do farmaco pelo crescente numero de poros e
canais formados na matriz durante a degradac&o do polimero. E possivel
prever que a liberagcdo do farmaco, in vivo, ocorreria em um intervalo de
tempo mais reduzido quando comparado aos resultados observados in
vitro e este fato pode ser atribuido ao meio em que se encontravam os
implantes no corpo vitreo, que nao representa exatamente 0 mesmo
meio onde eles se localizavam no estudo in vitro. As condicdes do meio
que circunda o implante influenciam fortemente no perfil de liberagéo. O
transporte do farmaco no corpo vitreo e o seu perfil de eliminagdo no
olho, ndo encontrados no meio in vitro, mas que aparecem no meio in
vivo, contribuem para uma liberacdo mais rapida do farmaco. A natureza
do meio e dos tecidos adjacentes presentes criam gradientes de
concentragao dentro do corpo vitreo que devem ser considerados ao se
desenvolver sistemas de liberacdo (Friedrich S, Saville B, Cheng Y L.
Drug distribution in the vitreous humor of the human eye: the effects of
aphakia and changes in retinal permeability and vitreous diffusivity.

Journal of ocular pharmacology and therapeutics, v. 13, p. 445-459,
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1997; Tojo K, Isowaki A. Pharmacokinetic model for in vivo/in vitro
correlation of intravitreal drug delivery. Advanced drug delivery reviews, v.
52, p. 17-24, 2001).

Concentracdes efetivas de dexametasona para a supressao de
processos inflamatorios encontram-se na faixa de 150 a 4000 ng/mL
(Culpepper J A, Lee F. Regulation of IL 3 expression by glucocorticoids in
cloned murine T lymphocytes. Journal of immunology, v. 135, p. 3191-
3197, 1985; Lewis G D, Campbell W B, Johnson A R. Inhibition of
prostaglandin synthesis by glucocorticoids in human endothelial cells.
Endocrinology, v. 119, p. 62-69, 1986; Grabstein K, Dower S, Gills S,
Urdal D, Larsen, A. Expression of interleukin 2, interferon-y, and the IL 2
receptor by human peripheral blood lymphocytes. Journal of immunology,
v. 136, p. 4503—4508, 1986; Knudsen P J, Dinarello C A, Strom T B.
Glucocorticoids inhibit transcriptional and post-transcriptional expression
of interleukin 1 in U937 cells. Journal of immunology, v. 139, p. 4129-
4134, 1987; Lee S W, Tsou A P, Chan H, Thomas J, Petri K, Eugui E M,
Allison A C. Glucocorticoids selectively inhibit the transcription of the
interleukin 1 B gene and decrease the stability of interleukin 1 f mMRNA.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, v. 85, p. 1204-1208, 1988). Concentracbes equivalentes e
mesmo superiores, que nao causariam reacdes toxicas, foram
encontradas durante todo o periodo do estudo.

Para doengas do segmento posterior do olho, principalmente para
as uveites, implantes n&o-biodegradaveis desenvolvidos por Jaffe e
colaboradores apresentaram uma liberacdo prolongada de corticdides
por varios anos (Jaffe G J, Ben-Nun J, Guo H, Dunn J P, Ashton P
Fluocinolone acetonide sustained drug delivery device to treat severe
uveitis. Ophthalmology, v. 107, p. 2024-2033, 2000.). Este sistema, no

entanto, precisa ser removido apés completa liberacdo do farmaco, ou,
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caso nao seja, permanece no local até que seja realizada uma cirurgia
para sua retirada. A vantagem do sistema biodegradavel desenvolvido é
qgue ele nado necessita remocao subsequente.

Exemplo 8: Método de ELISA para analise de acetato de

dexametasona

A metodologia de ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) foi
utilizada para determinar a concentragcdo de acetato de dexametasona
liberada no corpo vitreo a partir dos implantes biodegradaveis
desenvolvidos. O corpo vitreo dos animais do grupo 2 (controle), retirado
semanalmente, também foi analisado e serviu como controle negativo.

Para esta finalidade foi utilizado um kit comercial para dosagem
especifica de corticoides (Corticosteroid Elisa Kit, DM 2156, Randox
Laboratories Ltd., London, UK), o qual foi mantido embalado, protegido
da luz e sob refrigeragdo até a execugdo dos ensaios, observando o
prazo de validade. O fotdmetro Multiskan® MS (Titertek, EUA) foi usado
para a leitura das placas.

Foi feita uma curva de calibragdo, aplicando-se cada um dos seis
padrdes fornecidos com o kit (0; 0,1; 0,2; 0,98; 4,98 e 9,0 ng/ml) em oito
diferentes microcavidades. A curva de calibracdo foi determinada por
analise de regressao, relacionando o logaritmo (Ln) da concentragdo com
os valores de absorbancia, utillizando o programa WindowChem
Software™ — Standard Curves, (verséo 4.3, Hypnovista software, EUA)

Foram analisadas solucdes padroes de acetato de dexametasona
em concentracdes dentro do intervalo da curva fornecida pelo fabricante
do kit (8,0; 4,0; 2,0; 1,0; 0,5 e 0,25 ng/ml). Estas solu¢des foram
preparadas em solucédo tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4. Em paralelo, foram
analisados brancos do corpo vitreo e da solucdo tampao fosfato, em
duplicata, para verificagao da auséncia de interferentes.

Para a realizagdo da analise, as amostras foram descongeladas a
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temperatura ambiente e submetidas a analise sem tratamento prévio, de
acordo com as instru¢gdes do fabricante do kit. As amostras do corpo
vitreo foram utilizadas em duplicata apdés homogeneizagao e diluidas
para se encontrarem dentro do intervalo da curva de calibragdo. A
quantidade de acetato de dexametasona liberada foi expressa como
concentragao equivalente, em ng/ml de corpo vitreo.

Os dados obtidos da curva de calibragao foram analisados por
regressdo linear (GraphPad Prism® 3.00. GraphPad Software
Incorporated, EUA); o fator de diluigdo foi multiplicado em todas as
amostras para que se obtivesse as concentragoes reais do farmaco.

Exemplo 9: Porcentagem de acetato de dexametasona restante

nos dispositivos implantados de acordo com o Exemplo 7

A quantidade de acetato de dexametasona restante nos
dispositivos foi obtida pela porcentagem do farmaco presente nos
implantes versus a sua concentracao inicial.

Para esta analise, trés implantes retirados dos olhos dos animais,
por semana, foram delicadamente lavados com agua destilada e, em
seguida, dissolvidos em um volume fixo de acetonitrila. A concentragao
de acetato de dexametasona foi medida por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia, utilizando o método descrito no Exemplo 6.

A porcentagem de acetato de dexametasona ainda presente nos
sistemas implantados no corpo vitreo dos coelhos, na sexta semana, foi
de aproximadamente 40%, ou melhor, os dispositivos liberaram, in vivo,
aproximadamente 60% do farmaco em 6 semanas. Apos seis semanas
nao foi possivel avaliar a quantidade de farmaco restante nos implantes,
pois os sistemas se apresentavam bastante degradados e, portanto, nao
era possivel remové-los dos olhos enucleados.

Exemplo 10: Estudo de biodegradacdo in vivo dos dispositivos

implantados de acordo com o Exemplo 7
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As modificagbes morfolégicas na superficie dos dispositivos
desenvolvidos contendo acetato de dexametasona retirados dos olhos
dos coelhos foram analisadas por meio de microscopia eletronica de
varredura.

Os implantes retirados, selecionados aleatoriamente, antes de
serem visualizados ao microscépio, foram delicadamente lavados com
agua destilada, secados com lengo de papel absorvente para retirar o
excesso de agua e mantidos por 72 horas em dessecador a vacuo
contendo silica gel com indicador azul a temperatura ambiente. Em
seguida, eles foram montados em suportes porta-amostras de aluminio,
inteiros, sem necessidade de cortes, na posi¢ao horizontal, para melhor
analisar o tamanho e também as caracteristicas da superficie. Os
implantes foram aderidos aos suportes utilizando cola branca e,
imediatamente apds, foram colocados novamente em dessecador por, no
minimo 24 horas antes do processo de metalizacédo. Visando conferir
condutividade a superficie dos implantes a serem analisados, procedeu-
se a uma metalizagdo com ouro, sob atmosfera de argbnio, durante 1
minuto. Foi utilizado, nesta etapa, o acessério DSV 203 do equipamento
BAF 300 da Balzers (EUA). Nao foi possivel estimar, por meio do
equipamento disponivel, a espessura da camada de ouro formada.

As amostras foram observadas no microscépio Zeiss DSM 950
(Carl Zeiss NTS GmbH, Alemanha) na voltagem de 15 kV. A superficie
dos implantes foi visualizada nos aumentos de 20X e 1000X e as
imagens foram transferidas para o computador por meio de uma interface
digital de transferéncia de imagens. As imagens obtidas foram ajustadas
utilizando os programas Adobe Photoshop versao 6.0 e Adobe lllustrator
versao 9.01 (Adobe Systems Incorporated, 2000, EUA). Os sistemas nao
implantados no olho dos animais também foram analisados para

comparacao, utilizando o mesmo protocolo descrito anteriormente.
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Pelas fotomicrografias obtidas foram observadas modificagdes na
superficie e na forma dos sistemas desenvolvidos durante a
biodegradacdo no olho. Apés 5 semanas, ndao foi possivel estudar a
superficie dos implantes pois eles se encontravam muito frageis e nao
foram capazes de suportar o feixe de elétrons utilizado no procedimento
de visualizac&do das imagens.

A morfologia de superficie de sistemas poliméricos apresenta um
papel importante na degradagdo do sistema e na liberagdo do farmaco
(Dash A K, Cudworth Il G C. Therapeutic applications of implantable drug
delivery systems. Journal of pharmacological and toxicological methods,
v. 40, p. 1-12, 1998). Os poros e canais nas matrizes permitem a difusao
do farmaco possivelmente ndo dependente da degradagédo polimérica. As
matrizes de PLGA degradam por hidrélise das ligagbes éster formando
seus mondmeros constituintes, os acidos latico e glicdlico (PARK T G.
Degradation of poly(lactic-co-glycolic acid) microspheres: effect of
copolymer composition. Biomaterials, v. 16, p. 1123-1130, 1995). Alguns
estudos mostraram que a degradacdo destes polimeros ocorre mais
rapidamente no centro do sistema que na sua superficie (Kunou N,
Ogura Y, Hashizoe M, Honda Y, Hyon S H, lkada Y. Controlled
intraocular delivery of ganciclovir with use of biodegradable scleral
implant in rabbits. Journal of controlled release, v. 37, p. 143-150, 1995;
Kunou N, Ogura Y, Honda Y, Hyon S H, lkada Y. Biodegradable scleral
implant for controlled intraocular delivery of betamethasone phosphate.
Journal of biomedical materials research, v. 51, p. 635-641, 2000). Desta
forma, canais aquosos sao formados durante o processo de degradagéao,
conectando a superficie ao interior do implante e permitindo a difusdo do
farmaco através dos canais da matriz polimérica (Kunou N, Ogura Y,
Yasukawa T, Kimura H, Miyamoto H, Honda Y, |kada Y. Long-term

sustained release of ganciclovir from biodegradable scleral implant for the
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treatment of cytomegalovirus retinitis. Journal of controlled release, v. 68,
p. 263—-271, 2000). Os poros e canais nas matrizes podem promover um
aumento da entrada de agua nos implantes e este fato pode,
consequentemente, acelerar o processo de degradagao. A superficie dos
implantes contendo acetato de dexametasona se apresentou inicialmente
lisa, sem evidéncia de poros ou canais. Uma semana apods implantacao
0s poros comegaram a surgir e foram aumentando ao longo do estudo.
Os poros observados podem ser atribuidos a liberacdo do farmaco ou a
absorcao de agua pelo sistema.

Exemplo 11: Estudo da toxicidade dos dispositivos desenvolvidos

por moldagem a quente no Exemplo 1

Primeiramente, foi realizado um exame clinico nos olhos dos
coelhos. Seis animais de cada grupo (teste e controle) foram avaliados
por dois examinadores externos.

A avaliacdo clinica incluiu exames de inspegcao ocular e
oftalmoscopia binocular indireta antes da cirurgia e semanalmente apés a
implantacdo dos sistemas até a oitava semana. Os seguintes dados
clinicos foram pesquisados: quemose, hiperemia ou secrecéo conjuntival,
edema de cdérnea, hipdpio, catarata, opacidade vitrea e descolamento de
retina.

A presséao intra-ocular (P1IO) de ambos os olhos de cada coelho foi
medida antes da cirurgia e nas semanas 1, 4 e 8 subsequentes. Antes
das medidas de PIO, foi aplicada a solucédo tépica de cloridrato de
proximetacaina 0,5%p/v nos olhos dos animais.

Por meio de inspecéao ocular e oftalmoscopia binocular indireta néo
se observaram evidéncias de toxicidade do farmaco ou opacidade dos
meios oculares nos animais de ambos os grupos durante o periodo de 8
semanas do estudo. Algumas complicagdes cirurgicas foram encontradas

nos olhos de dois animais do grupo 1 (teste): um deles apresentou
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inflamagao grave quatro dias apos implantagdo do sistema, sugerindo um
diagndstico de endoftalmite, e o outro animal apresentou descolamento
de retina apds 3 semanas de implantacao no local da esclerotomia. Estes
dois animais foram excluidos do estudo.

O implante permaneceu junto a parede ocular, no local
correspondente a esclerotomia, em todas as semanas do estudo,
mostrando sinais de degradagao evidentes a partir da quinta semana.

Com relagdo a pressao intra-ocular, um animal do grupo 1 (teste)
apresentou um valor médio de pressao de 25,33 mmHg, representando
um aumento de 10 mmHg em relagcdo ao valor medido antes da
implantagdo. Nos outros animais de ambos os grupos, nos quais a PIO
foi medida, ndo houve aumento da pressdo, a qual se encontrou abaixo
de 20 mmHg na oitava semana. N&o foi encontrada diferenga
estatisticamente significativa na PIO quando os valores basais (medidos
antes da implantagdo) foram comparados aos obtidos na primeira, quarta
e oitava semanas apds colocacao dos implantes, no grupo 1 (teste)
(P=0,0544) e no grupo 2 (controle)(P=0,2500). As analises estatisticas da
PIO entre os dois grupos também ndo mostraram diferencas
significativas antes (P=0,4705) ou apdés 1 semana (P=0,8852), 4
semanas (P=0,3123) e 8 semanas (P=0,5637) da implantacgao.

Em seguida, a fungao retiniana foi avaliada em ambos os olhos dos
mesmos 6 animais dos grupos 1 e 2 utilizados no exame clinico por meio
de eletrorretinografia (ERG) (LKC, modelo EPIC 2000, EUA). Os
eletrorretinogramas foram registrados antes da implantagcédo e 8 semanas
apos a cirurgia para colocagao dos implantes descrita no Exemplo 7.

O eletrorretinograma realizado ndo mostrou sinais de toxicidade
retiniana em nenhum dos 6 animais do grupo 1 (teste)que pudessem ter
sido causados pelo farmaco ou pela presenca do sistema polimérico no

corpo vitreo.
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Na oitava semana, as amplitudes de onda A (P=1,000) e B
(P=0,5637) nao apresentaram diferengas significativas dos valores
medidos antes da implantacdo dos dispositivos biodegradaveis. Os
valores medios observados antes e apos o procedimento de implantagao
dos dispositivos foram de 83,75uV e 76,65uV para a amplitude de onda
A e de 154,50pV e 158,00uV para a amplitude de onda B,
respectivamente. O intervalo de confianga empirico para a amplitude de
onda A foi de 64,00-91,80 antes da implantacdo e de 74,30-96,70 na
oitava semana, e para a amplitude de onda B foi de 107,00-208,00 antes
do procedimento cirurgico e de 155,00-220,00 apdés 8 semanas de
implantagao.

Finalmente, um estudo histopatoldgico foi realizado. Seis coelhos
de cada grupo (teste e controle), utilizados no estudo eletrorretinografico,
foram sacrificados com dose letal de pentobarbital 100 mg/kg, 8 semanas
ap6s implantacdo dos sistemas, para analise histopatologica. Os olhos
experimentais foram imediatamente enucleados e preparados para as
microscopias de luz e eletrénica.

Os segmentos posteriores dos olhos enucleados foram fixados por
5 horas a 4°C, em solugédo tampéo fosfato de Sorensen (0,1M; pH 7,2)
contendo formaldeido 4%. Apds lavagem com o tampao, pequenos
pedacgos das amostras foram refixados em glutaraldeido 2,5% no mesmo
tampao acima, por 3 horas a 4°C. Em seguida, as amostras foram
fixadas com tetréxido de 6smio a 1% por 2 horas a 4°C. Estas amostras
foram, entdo, desidratadas por imersdao em solugcbes de etanol de
concentragdes crescentes, tratadas com oOxido de propileno e incluidas
em resina LX 112 (Ladd Research Ind., Burlington, VT, EUA). As se¢des
semifinas (0,5um) foram coradas com azul de toluidina para analise por
microscopia de luz, enquanto os cortes ultrafinos foram analisados por

microscopia eletrénica de transmisséo apds contraste com acetato de
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uranila e citrato de chumbo.

O estudo histopatologico dos olhos analisados ndo mostrou sinais
de toxicidade retiniana ou infiltracao de células inflamatdrias.

Ndo foram observadas anormalidades estruturais na oitava
semana seguinte a implantagcdo dos sistemas apds analise por
microscopia de luz e por microscopia eletrbnica de transmissdo. A
anatomia normal da retina foi preservada nos olhos dos animais.

O dispositivo desenvolvido se mostrou biocompativel com o olho,
pois ndo foram observadas reacdes téxicas significativas na retina pelas
analises de eletrorretinografia e histopatologia.

Exemplo 12: “Mini-dispositivo” desenvolvido pelo método de

moldagem a quente conforme Exemplo 1

Dispositivos biodegradaveis contendo acetato de dexametasona
foram desenvolvidos pelo método de moldagem a quente conforme
descrito no Exemplo 1. Estes sistemas apresentavam peso médio de 1,5
+ 0,2 mg e 8,0 £ 0,3mm de comprimento e 0,40 + 0,03 mm de didmetro e
sao referidos neste relatério como “mini-dispositivos”.

Os mini-dispositivos adicionalmente desenvolvidos apresentaram
86% de liberacao do farmaco, in vitro, em 42 dias.

Estes sistemas foram, em seguida, implantados em olhos de
coelhos por meio de uma canula transcleral de 25-gauge, ou seja, nao foi
necessario procedimento cirurgico. A dexametasona foi liberada no vitreo
dos animais dentro da faixa terapéutica por um periodo de 21 dias e nao
se observaram alteragées histologicas na retina e/ou elevagdo da

pressao intra-ocular.
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REIVINDICAGCOES

1. Formulagdo farmacéutica para administragcao intraocular de
farmacos, caracterizada por compreender o farmaco acetato de
dexametasona inserido em implante biodegradavel, compreendendo o
polimero biodegradavel poli D,L-latico-co-glicolico, na proporgcéo de 1,4
mg de acetato de dexametasona para 3,6 mg de polimero do tipo poli
D,L-latico-co-glicolico, com diametro entre 0,2 e 1,2 mm e comprimento
entre 1,0 e 4,0 mm.

2. Processo de obtencao da formulagdo farmacéutica para
administragao intraocular de farmacos definida na reivindicagao 1,
caracterizado por compreender as seguintes etapas:

a) pesagem de 1,4 mg de acetato de dexametasona e 3,6 mg de
polimero do tipo poli D,L-latico-co-glicolico, os quais foram solubilizados
em uma mistura de acetonitrila e agua destilada (2:1);

b) filtragem da solug¢do obtida na etapa “a”, utilizando filtro estéril de 0,22
MM, sob fluxo laminar;

c) liofilizagao da solugéo filtrada obtida na etapa “b”;

d) compressao ou moldagem a quente da solucéo obtida na etapa “c”.



