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RESUMO

Objetivo: O presente estudo objetivou o desenvolvimento eaavaliagdo
deum sistemabiodegradavel deliberacéo de farmacos com caracteris-
tica de liberag@o prolongada, destinado a administracdo orbitéria de
acetato de prednisolona (AP). Métodos: O sistema desenvolvido, na
formade microesferas (MES) de poli-e-caprolactona (PCL) contendo o
AP, foi obtido pelo método de evaporacéo de solvente. As MEs foram
caracterizadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV), calo-
rimetriadiferencial exploratéria(DSC), avaliagdo doteor deencapsul acéo
epeloperfil deliberagdoinvitro. O perfil deliberagdoinvivofoi avaliado
em coel hos apds administrag&o peribul bar de umasuspensédo aquosadas
MEs. A biocompatibilidade local do sistemafoi verificadapor meio de
andlise histopatoldgica da regido de implantagdo. Resultados: Apos
obtencé&o das MEs, aanalise morfol dgica por MEV mostrou a viabili-
dade do método de obtencéo do sistema. O teor de AP encapsulado foi
de 43 + 7% e pode ser considerado bastante satisfatorio. A caracteri-
zacdo do sistema por DSC, aém de confirmar a sua estabilidade, ndo
indicou aexisténciadeinteracéo entre o farmaco e o polimero. O estudo
deliberagdo in vitro indicou que o sistemaapresenta perfil de liberacéo
prolongada. O estudoinvivo confirmou o perfil deliberagéo prolongado
do AP a partir das MEs, sugerindo, também, a viabilidade do sistema
devido a auséncia de toxicidade local. Conclusdo: O conjunto dos
resultados obtidos neste trabalho € relevante e credencia o sistema
desenvolvidocomoumapossivel alternativaaotratamento deorbitopatias
inflamatorias.

Descritores: Sistemas de liberagdo de medicamentos; Implantes de medicamentos/
administracdo & dosagem; Implantes absorviveis; Doencas da Orbita/quimioterapia; Prepa-
racBes de acéo retardada; Polimeros; Portadores de farmacos; Prednisolona/administracéo
& dosagem

INTRODUGAO

A utilizacdo de corticéidesviasistémica, sejanaformaoral, injetavel ou
intramuscular tém sido a primeira op¢&o no tratamento de doengas infla-
matorias da Orbita, tais como, orbitopatia de Graves, inflamagdo orbitéria
inespecifica, dacrioadenites, granulomatose de Wegener. Entretanto, sabe-
se que tais doengas requerem um uso prolongado dessa classe de medica-
mentos, 0 que provoca efeitos colaterais que dificultam tanto sua aplicacéo,
como a adesdo do paciente ao tratamento proposto®2.

Uma das principais alternativas para o tratamento de doencas que
necessitam da administracéo de medicamentos por longos periodos consis-
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te no desenvolvimento de sistemas de liberacéo de farmacos
(SLF)®. Microesferas (MES) sdo SLF, formadas pelacombina-
¢do polimero-farmaco, onde o farmaco se encontra homoge-
neamente disperso na matriz polimérica. Esses sistemas pos-
suem algumas vantagens sobre 0s sistemas implantévels, pois,
devido ao seu tamanho, podem ser injetados diretamente no
local desejado, atuando como um reservatorio do farmaco e
promovendo a sua lenta liberacéo®4.

A utilizac8o da poli-e-caprolactona (PCL) na preparacédo
de SLF tem sido bastante explorada nos Gltimos anos. Estudos
de eficacia e biocompatibilidade da PCL resultaram na sua
aprovagdo pela“Food and Drug Administration” para utiliza-
cao farmacéutica®.

A prednisolona, assim como os outros corticéides, dimi-
nui ou impede a resposta tissular ao processo inflamatorio,
por intermédio da reducéo do desenvolvimento dos sinto-
mas da inflamagdo®. Apesar dos vérios estudos ja realiza-
dos com a prednisolona, a sua utilizacéo para tratamento de
afeccdes orbitéria e veiculada em SLF ainda ndo foi inves-
tigada.

OBJETIVO

O presente estudo apresentou como objetivo o desenvol-
vimento e aavaliagdo de microesferas de poli-e-caprolactona
contendo acetato de prednisolona, destinadas a administra-
¢do orbitéria.

METODOS

Foram usados no presente estudo os materiais: AP (Ga-
lena, Brasil), acetonitrilagrau CLAE (Merck, Alemanha), PCL
(MW=~14.000; Sigma-Aldrich Co, EUA), Alcool Polivinilico
(MW 72000, Sigma-Aldrich Co, EUA). Aguaultrapuraobtida
por Milli-Q. Os demais reagentes utilizados foram de grau
analitico.

» ObtencdodeM EsdePCL contendo AP

AsMEs contendo AP foram obtidas a partir da adaptacéo
do método da emulséo simples 6leo em &gua (O/A), seguido
daevaporacao do solvente”. Parao preparo, 90 mg de PCL e
10 mg de APforam dissolvidosem 10,0 mL de diclorometano
(fase organica), a temperatura ambiente. A fase organica ob-
tida foi vertida, sob agitacdo (Agitador EUROSTAR - IKA®,
Labortechnik, Alemanha), em 100,0 mL de solucéo de & cool
polivinilico 2,0% v/v. ApGs a completa adicdo da fase orga-
nica, aagitacao foi mantida por mais seis horas, atemperatu-
raambiente. AsMEs obtidas foram centrifugadas por 20 min,
a23.000 x g, a 4°C (Centrifuga HIMAC - CR21®, Hitachi,
Japao), lavadas por trés vezes com agua destilada e nova-
mente centrifugadas por 10 min. O sobrenadante foi descar-
tado e as MEs ressuspensas em &gua, liofilizadas (Liofiliza-
dor E-C MODULY O®, Apparatus Inc., EUA) e armazenadas
sob refrigeragéo.

e Caracterizacdo dasM Esbiodegr adaveisobtidas

Determinacéo do teor de AP por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)

O método empregado, adaptado da USP2007®, apresentou
as seguintes condi¢des cromatogréficas: fase movel consti-
tuida de &gua e acetonitrila, na proporcéo 55:45, fluxo dafase
movel de 1,2 mL/minuto em modo isocratico (Cromatografo
liguido WATERS®), comprimento de onda de detec¢do no UV
de 240 nm, volume de injegcdo de 20 uL e coluna mantida a
temperaturaambi ente (coluna Shim-pack® LC18 25 cm x 4,6 mm
com particulas de 5 um, SHIMADZU). Apds a obtencéo das
curvas analiticas, os dados estatisticos e de regressdo linear
foram cal culados utilizando o software Microcal Origin® ver-
s80 3.54.

Avaliac8o da morfologia das MEs obtidas

A morfologia das M Esimediatamente apds o preparo e de
MEs retiradas do estudo de liberagéo in vitro apds interval os
de 1, 2 e 3 meses de incubagdo, foi avaliada por meio de mi-
croscopiaeletronicade varredura (MEV) (Microscépio marca
JEOL, Modelo 6360LV). A visibilizagdo foi realizada em au-
mentos que variaram de 2000 x a 15000 x e asimagens obtidas
foram processadas utilizando os programas adobe Photoshop
(6.0) e Adobe lllustrator (9.01) (Adobe Systems Incorporated,
2000, EUA).

Calorimetria diferencial exploratoria (DSC)

A DSC é umatécnica que permite aidentificacdo das tem-
peraturas de transicédo vitrea(Tg), defusdo © ederecristaliza-
¢do (Tc) de polimeros, possibilitando a verificagdo de possi-
veis alteracBes na estrutura do material em fungdo do proces-
samento realizado.

Amostras de MEs contendo AP, PCL pura e liofilizada,
misturaliofilizadade PCL e AP (9:1) e AP puroforam analisa-
das, narazéo de 10°C/min, no calorimetro model o DSC50 (Shi-
madzu), operando em atmosfera dinémicade nitrogénio.

Teor de encapsulacdo

O teor de encapsulacdo pode ser definido como a quanti-
dadereal defarmaco que é carregadanas MEs e é determinado
ap0s a extracdo da substancia encapsulada. O método de
extrag8o empregado foi uma adaptacéo do procedimento des-
crito por Kompellaeal.®

Estudo de liberacéo in vitro

Oestudodeliberagdoinvitrofoi realizadoem2mL dePBS
0,1 M; pH 7,4 empregando-seumaincubadoraTE-424 (TECNAL,
Brasil) com agitagdo e temperatura mantidas constantes em
30rpm (1) e37°C (£0,2°C), respectivamente.

Foram pesadas, em sextuplicata, aproximadamente 10 mg
de MEs, que foram colocadas em frascos especiais contendo
dois compartimentos separados por um filtro lacrado, de modo
gue atnicamaneirados compartimentos se comunicarem seria
pelaretirada do lacre. As MEs foram colocadas no comparti-
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mento superior em contato com 2 mL de PBS durante o tempo
de incubacdo. No momento datroca do meio, os frascos eram
retirados da incubadora e, apds a remocéo do lacre do filtro,
centrifugados a 3600 rpm por 10 minutos. Durante a centri-
fugacdo, 0 meio passava para o compartimento inferior do
frasco eerarecolhido paraandlise do teor de APpor CLAE. As
MEs continuavam no compartimento superior, retidas pelo
filtro, e o frasco era novamente lacrado e reabastecido com
mais2mL demeio.

Estudo in vivo preliminar

No procedimento experimental, planejado em conformida-
de com os padrdes estabel ecidos pelo “ Statement for the use
of animals in ophthalmic and visual research da ARVO” @9 e
aprovado pelo CEEA daUniversidade Estadual Paulista, cam-
pus de Aracatuba, (protocolo 002066/2007), foram emprega-
dos 12 coelhos do sexo feminino, raca Nova Zelandia, com
peso médio de 2.000a2.500 g.

Para administracéo orbitariade MEs contendo AP, os coe-
Ilhos foram sedados com acepromazina intramuscular (IM)
0,2%, 1 mg/kg de peso, e anestesiados com cloridrato de keta-
mina 30 mg/kg IM. ApOs anestesia, foi realizado a injecéo
peribulbar inferior viatransconjuntival, naérbitadireita, com
agulha 25 x 0,7 mm, de 2 mL de uma suspensao aquosa de
65 mg de MEs, correspondendo a 2,8 mg de AP. Logo apés o
procedimento, 1 gotado antibi 6tico moxifloxacino 0,5% (Viga-
mox®, Alcon Labsdo Brasil) foi instilada. Ap6s 7, 14 e 28 dias
do procedimento, 4 animais foram submetidos a puncéo vitrea
bilateral, retirada de fragmentos de musculo reto inferior e
gorduraorbitarianaporcgado infero-medial e, finamente, exen-
teracdo do bulbo direito via transpalpebral. O procedimento
de coleta dos materiais e exenteracdo foi realizado de acordo
com o padréo anestésico adequado. As amostras recolhidas
foram mantidas congel adas atemperaturade -80°C, até aana-
lise do teor de AP.

Para a avaliac8o de biocompatibilidade, o bulbo exentera-
do foi mantido em formol tamponado a 10% e processado na
formaconvencional de coloragdo com hematoxilina-eosina.

Estudo preliminar de liberag&o in vivo

Para aavaliacéo da quantidade de AP liberada das M Es, as
diferentes amostras foram descongeladas e a quantidade de
farmaco presente em cadamaterial foi determinado por CLAE.
Para as amostras de tecido muscular e adiposo, um procedi-
mento extracdo, adaptado e validado do trabalho descrito por
Ronquist-Nii et al ., foi realizado antes daanalise por CLAE.

RESULTADOS

A MEV realizada logo apés a obtencéo das M Es mostrou
claramente o formato esférico das particul as formadas, permi-
tindo ainda uma boa indicac&o de tamanho e distribuicédo. A
MEV também possibilitou observar que a superficie das mi-
croesferas obtidas era bastante lisa e homogénea (Figura 1).
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A avaliacdo do teor de encapsulacdo do AP nas MEs de-
monstrou que foi possivel encapsular o f&rmaco em umataxa
de43+ 7%. Essataxadeeficiénciaindicaum teor de4,6% (p/p),
frente aum valor tedrico de 10%.

Na figura 2 sdo apresentadas imagens de MEV das MEs
incubadas em tamp&o PBS. A andlise destas imagens indica
um crescente aumento na irregularidade e porosidade da su-
perficie das particulas, em funcéo do tempo de incubacéo.

A DSC foi utilizada para se obter informagtes sobre a es-
tabilidade do polimero e do farmaco e também sobre a possibi-
lidade de interacdo entre eles. Nesse sentido, foram avaliadas
amostras de MEs contendo AP, MEs sem o fa&rmaco (MEs
branco), polimero (PCL) eféarmaco (AP). A andlise dostermo-
gramas obtidos (Figura 3) indica a presenca de picos caracte-
risticos dos pontos de fusdo (PF) do polimero e do farmaco.
Os valores dos PF sdo mostrados detal hadamente na tabela 1.
Nota-se que o PF do polimero permaneceu praticamente a
mesma em todas as analises. Entretanto, no caso do farmaco
umareducdo de 9°C no PF foi observada apés aformacao das
MEsde AP.

O perfil de liberagdo in vitro do AP esta representado na
figura4, onde se pode observar que ataxadeliberacdo acumu-
lada foi de 7,2% durante um periodo de incubacdo de 12
semanas. Observa-se, ainda, que o perfil deliberacdo foi lento
e crescente durante todo o periodo de incubagdo, sendo que
houve uma liberacdo bem maior nas primeiras duas semanas,
onde ataxa atingiu mais de 50% do total de farmaco liberado
durante todo o periodo do estudo. Apés esse intervalo, a li-
beracdo do farmaco, embora crescente, apresentou-se bem
mais lenta e bastante uniforme, com um aumento aproximado
de 0,3% por semana.

Na avaliacéo do perfil de liberagcdo in vivo (Figura5), con-
centracBes de AP no vitreo, no misculo reto inferior e no tecido
adiposo da érbita foram detectadas durante o periodo do
ensaio. Nota-se que aumamaior diferenca de concentracdo do
farmaco nos diferentes tecidos ocorre principa mente na pri-
meira e na ultima semana do estudo.

A andlise histopatol 6gica dos tecidos da Orbita ndo evi-
denciou sinais relevantes de toxicidade (Figura 6), sendo que
0s cortes histol 6gicos revelam a presenca de material amorfo,
eosinofilico, parcialmente circundado por discreto infiltrado
inflamatério agudo. N&o ha sinais de processo inflamatdrio
crénico granulomatoso ou fibrose. O discreto infiltrado infla-
mato6rio encontra-se restrito a érea de injecdo do material, sem
extensdo para o tecido adiposo orbitario.

DISCUSSAO

AsMEs obtidas apresentaram um formato regular e esféri-
€0, com pouca variagdo de tamanho. A avaliacdo do teor de
encapsulacdo demonstrou uma taxa de 43 £ 7% de AP nas
MEs em relacdo a quantidade de f&rmaco adicionada a prepa-
racdo. Embora a concentragéo tedrica da formulagdo seja de
10%, raros sdo os casos em que 100% do farmaco é efetiva-
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mente encapsulado durante a formac&o de microesferas poli-
méricas e o teor de encapsulagdo encontrado pode ser consi-
derado bastante satisfatério quando comparado com outros
estudos*?,

A morfologiadasuperficie de sistemas poliméricostem um
papel importante no seu processo de degradacéo e de libera-
¢do dos farmacos nele presentes, pois a presenca de poros ou
canais namatriz pode permitir umadifusdo do farmaco possi-
velmente ndo controlada pela velocidade de degradag&o do po-
l[imero®. A guase auséncia de poros observada nas MEs in-
cubadas durante um més sugere que o AP liberado durante
este periodo é decorrente basicamente da difuséo do farmaco
gueficou adsorvidanasuperficie das MEs. O aparecimento de
poros na superficie das MEs, observados com dois e trés meses
de incubagdo (Figura 2), € descrito em varios estudos?®®19,

O ponto de fusdo daPCL encontrado nas analises de DSC
(variando entre 55°C e 56°C) difere um pouco do encontrado
na literatura®”, que é de 60°C. Sobre este resultado, pode-se
sugerir aocorrénciade um rearranjo das cadeias do polimero
guando €ele é solubilizado em diclorometano e depois recris-
talizado pela evaporagéo do solvente, durante o processo de
producdo das MEs. Nesse momento, o arranjo das cadeias
tomariaum novo formato, provavelmente mais desorgani za-
do, jaque umamenor energiapassaaser requeridaparaquebrar
as ligagOes entre as cadeias e ocorrer fusdo do polimero.
Condigao semelhante foi observada em outro estudo®, on-
de o ponto de fusdo de 57,2°C foi encontrado para a PCL,
guando o polimero foi submetido a tratamento similar de dis-
solugdo em solvente organico, seguido de evaporacdo paraa
recristalizacéo.

A reducdo do ponto de fusdo do AP (de 9°C), observada
nas andlises de DSC pode sugerir um provavel indicio de
alteracéo darede cristalina do farmaco durante o processo de
produgéo das MEsS*9. A andlise de DSC indicatambém que os
sistemas foram obtidos com sucesso e que 0s mesmos S80

Figura 1 - Imagens de MEV das MEs obtidas: (A) Aumento de 2000 X; (B) Aumento de 5000 X

estaveis a temperatura em que os estudos in vivo e in vitro
foramrealizados(37°C).

O perfil de liberac&o obtido no presente estudo é parecido
com outros perfis de sistemas poliméricos relatados em dife-
rentes trabalhos®629, Em geral, o perfil deliberagdo pode ser
dividido emtrésetapas: aprimeiraconsiste deumaaltataxade
liberagdo do féarmaco, conhecida como “burst” inicial, possi-
velmente devido a presenca do farmaco na superficie do siste-
ma®). A segunda acontece devido a difusdo do farmaco da
matriz para 0 meio externo, antes mesmo do processo de ero-
sdo da matriz polimérica ter inicio, e esta relacionada com o
coeficiente de difusdo, saturagdo do meio de incubagdo e com
a concentragdo de farmaco no sistema’®?V, A terceira fase
corresponde a um repentino “burst” devido ao intumescimen-
to e desintegragdo da matriz propriamente dita®®?. No pre-
sente estudo, a primeira e a segunda etapa de liberagdo foram
observadas. A terceira ndo foi observada certamente devido
ao curto periodo de tempo do estudo. Entretanto, os resulta-
dos obtidos permitem sugerir que o sistema polimérico desen-
volvido apresentaperfil caracteristico deum sistemadelibera-
¢do prolongada, pois 0 mesmo néo liberou todo o farmaco
presente de uma Unica vez, tendo proporcionado sua lenta
liberagdo ao longo do periodo de durac&o do ensaio. Contudo,
€ importante comentar que o estudo de liberagdo in vitro s6 se
completa com adegradacdo do polimero e aliberacéo total do
farmaco, aindaque o tempo exigido paraisso sejaelevado®”,
Em uma analise preliminar, considerando a taxa de encapsu-
lac8o de 43% ealiberacdo acumuladade 7,2% em 12 semanas,
0 sistema desenvolvido também poderia levar aproximada-
mente 3 anos para se esgotar.

O estudo in vivo permitiu a obtenc&o de informagdes im-
portantes sobre 0 comportamento do sistema quando em con-
tato com o meio biol6gico. Embora no estudo in vitro tenham
sido empregadas condi¢des que se aproximam das fisiol 6gi-
cas, é de se esperar que o comportamento seja diferente no

Arq Bras Oftalmol. 2009;72(4):444-50
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Figura 2 - Imagens de MEV das MEs incubadas com PBS em diferentes tempos: (A) e (B) 1 més (aumentos de 5000 X e 15000 X respectivamente);
(C) e (D) 2 meses (aumentos de 7000 X e 15000 X respectivamente); (E) e (F) 3 meses (aumentos de 6000 X e 15000 X respectivamente)
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Figura 3 - Termogramas de DSC: (a) MEs contendo farmaco; (b) do
polimero; (c) do farmaco; (d) das MEs sem farmaco
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Figura 5 - Concentracdo de AP nos tecidos adiposo da ¢rbita (m),

musculo reto inferior (@) e vitreo (a) apés a administracdo de sus-

pensdo aquosa de MEs contendo AP (Os valores séo representados
com média + desvio padrédo, n=4)

Tabela 1. Ponto de fusdo da PCL e do AP nas amostras estudadas
na DSC

Amostras Ponto de fusédo (C°)
Polimero (PCL) Farmaco (AP)

Farmaco (AP) - 236

Polimero (PCL) 655 -

MEs sem farmaco 55 -

MEs contendo farmaco (AP) 56 226

Liberagdo acumada de AP (%)

T ¥ ¥ ¥r ¥r ¥ ¥r ¥ ¥ ¥ ¥ 1
012 3 45 6 7 8 9 10111213

Tempo (semanas)

Figura 4 - Liberagdo acumulada do AP a partir das MEs. (Os valores
sdo representados como média + desvio padrdo, n=6).

estudo in vivo, ja que a presenca de processos metabdlicos
exerce umaimportante influéncia no mecanismo de liberagdo
do farmaco®@23. A partir do estudo realizado, pode-se obser-
var queo APfoi liberado dos sistemas administradosaosanimais
e gue concentracdes significativas do farmaco foram encon-
tradas nos principais tecidos envolvidos nas orbitopatias in-
flamatorias. Nota-se que a concentracéo de AP no tecido mus-
cular € bem superior na primeira semana em relagéo as outras
amostras. No entanto, a concentragdo do farmaco decresce
nas semanas seguintes a medida que o AP tende a se acumular

2 . 5 oD y b ]

Figura 6 - Corte histolégico de exenteragdo ocular, sem evidéncias de
toxicidade

no tecido adiposo, muito provavelmente em decorréncia de
suacaracteristicalipofilica®.

A andlise histoldgica ndo evidenciou sinais de toxicidade,
sugerindo que o sistema desenvolvido é biocompativel com a
regido orbitéria. Este resultado ja era esperado em funcéo da
presenca do AP e das conhecidas caracteristicas de biocom-
patibilidade do polimero utilizado no preparo das MES®".

CONCLUSAO

O conjunto dos resultados obtidos neste trabalho é rele-
vante e credencia o sistema desenvolvido como uma possivel
alternativa ao tratamento de orbitopatias inflamatérias. No
entanto, mais estudos sdo necessarios antes que uma etapa
de avaliacdo clinica possa ser postulada.

Arq Bras Oftalmol. 2009;72(4):444-50
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ABSTRACT

Purpose: The present study aimed to evaluate an injectable
extended-release formulation of prednisolone acetate (PA) for
orbital administration. M ethods: Microspheres (MEs) of poly-e-
caprolactone (PCL) containing PA were developed by the me-
thod of solvent evaporation. The MEs obtained were charac-
terized by scanning electron microscopy (SEM), differentia
scanning calorimetry (DSC), encapsulation efficiency and in
vitro release profile. Thein vivo release profile was evaluated in
rabbits after periocular injection of an agueous suspension of
MEs. The local biocompatibility of the system was verified by
histopathologic analysis of the deployment region. Results:
After MEs preparation, morphological analysisby SEM showed
the feasibility of the employed method. The content of PA en-
capsulated was 43 + 7% and can be considered as satisfactory.
The system characterization by DSC technique, in addition to
confirm the system stability, did not indicate the existence
of interaction between the drug and the polymer. Thein vitro
release study showed the prolonged-rel ease features of the deve-
loped system. Preliminary in vivo study showed the absence of
local toxicity and confirmed the prolonged release profile of
PA from MEs, suggesting the viability of the developed system
for the treatment of orbital inflammatory diseases. Conclusion:
The results obtained in this work are relevant and accredit the
system developed as a possible aternative to the treatment of
inflammatory orbitopathy.

Keywor ds: Drug delivery systems; Drugimplants/administra-
tion & dosage; Absorbable implants; Orbital diseases/drug the-
rapy; Delayed-action preparations; Polymers; Drug carriers;
Prednisolone/administration & dosage
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