UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
Escola de Farmécia

Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas

Leandro Gonzaga de Oliveira

AVALIACAO DA EFICACIA DO SISTEMA POLI(€ -CAPROLACTONA) DE

LIBERACAO CONTROLADA DE METOTREXATO EM UM MODELO MURINO DE
INFLAMACAO E ANGIOGENESE

Ouro Preto
2014



UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
Escola de Farmacia

Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas

AVALIACAO DA EFICACIA DO SISTEMA POLI(€ -CAPROLACTONA ) DE

LIBERACAO CONTROLADA DE METOTREXATO EM UM MODELO MURINO DE
INFLAMACAO E ANGIOGENESE

Linha de Pesquisa: Quimica e Farmacologia de Substancias Bioativas.

Area de Concentragdo: Farmacos e Medicamentos
Subarea (*): 4.03.00.00-5

Dissertacdo apresentada ao Programa de P0s-Graduacéao
em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal de
Ouro Preto, como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Prof®.Dr* Sandra Aparecida Lima de
Moura.

Co-orientadora: Prof®. Dr? Gisele Rodrigues da Silva.

Ouro Preto
Minas Gerais - Brasil
Maio — 2014



0482a Oliveira, Leandro Gonzaga de.
Avaliagao da eficacia do sistema poli(e-caprolactona) de liberagdo
controlada de metotrexato em um modelo murino de inflamacéo e
angiogénes [manuscrito] / Leandro Gonzaga de Oliveira — 2014.
71f..il. color.; graf., tab.

Orientador (es): Prof*. Dr?. Sandra Aparecida Lima de Moura
Co-orientadora: Prof®. Dr®. Gisele Rodrigues da Silva

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de Ouro Preto. Escola de
Farmacia. Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas.
Area de concentragdo: Farmacos e Medicamentos

1. Implantes artificiais - Teses. 2. Inflamag8o - Teses. 3. Metotrexato -
Teses. 1. Moura, Sandra Aparecida Lima de. 1l. Silva, Gisele Rodrigues da.
I11. Universidade Federal de Ouro Preto. IV. Titulo.

CDU: 616-089.843

Catalogacéo: sisbin@sisbin.ufop.br



mailto:Sisbin@sisbin.ufop.br

Univarsidade Fadersl
de Oura Prete

MINISTERIO DA EDUCACAQO
Universidade Federal de Quro Preto — UFOP
Escola de Farmacia

Sessao de defesa da 862 diésertagéo do Programa de Po6s-Graduagédo em
Ciéncias Farmacéuticas da Escola de Farmacia da Universidade Federal de
Ouro Preto, que conferiu o grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas a
Leandro Gonzaga de Oliveira com a defesa da dissertacao intitulada:
“AVALIACAO DA EFICACIA DO SISTEMA POLI(E-CAPROLACTONA) DE
LIBERAGAO CONTROLADA DE FARMACO EM UM MODELO MURINO DE
INFLAMAGAO E ANGIOGENESE”, avaliada e aprovada pela banca

examinadora abaixo:

Ouro Preto, 05 de maio de 2014.

i —

> 1 I

; o 9 T
// e /-/—I/’/
(~_-Prof. Dr. André Talvani Pedrosa da Silva
DEBCI/UFOP

Profa. Dra. Simdné Aparecida Rezende
DEACL/UFOP

»Bdmdmck et ﬁDj(mc\ A (Y)gunos

Profa. Dra. S a Aparecida Lima de Moura
CBI/UFOP

Rua Costa Sena, 171 — Centro — 35400-000 — Ouro Preto — MG — Brasil
Homepage: hitp://www.ufop.br — E-mail: diretor@ef.ufop.br — Fone: (0xx31) 3559-1626 — Fax: (0xx31) 3559-1628



Dedico este trabalho...

Aos meus pais Wilson e Hely,
Ao0s meus irmédos Hebe, Helenice e Hilton
E a minha esposa Fernanda.



AGRADECIMENTOS

A Professora Sandra Aparecida Lima de Moura, minha orientadora, muito obrigado pela

oportunidade, paciéncia, amizade e pelos ensinamentos nos campos da ciéncia e da vida.

A professora Gisele Rodrigues da Silva, minha co- orientadora, obrigado por apostar neste projeto e

contribuir com o fornecimento de materiais e preciosas sugestoes.

Ao Professor Luis Carlos Crocco Afonso por gentilmente disponibilizar os recursos de reagentes e

equipamentos de seu laboratdrio, possibilitando a realizacdo deste trabalho.

A minha aluna de iniciagdo cientifica e colega de laboratério Leticia Aparecida de Figueiredo pelo

esforco e dedicacdo na realizacdo deste trabalho.

Aos amigos do LIP: Bijay, Marina, Hellen, Hebert, Amanda, Renata, Jaime, Leandro (Xuxu), Jodo
Lino, Rodrigo, Rodriguinho, Marco Aurélio e Miriam. Muito obrigado pelo convivio, pelas risadas

e pelos ensinamentos.

Aos meus pais Wilson e Hely pela forca e por sempre acreditarem em meu potencial. A minha irma
Hebe pelo suporte incondicional em todos os aspectos e a minha amada esposa Fernanda pelo
companheirismo e apoio nos maus e bons momentos desta caminhada. VVocés sdo a razdo da minha
vida.

Aos que de uma maneira mais discreta contribuiram imensamente na realizagéo deste trabalho.

A Deus, que me iluminou, deu forca e sabedoria nos momentos de duavidas, fraquezas e
dificuldades.

A todos, meu muito obrigado!



“Aprendi a deixar os dias mais simples, mais leves... Comecei a acreditar que ser feliz é

descomplicar a vida, pelo lado de dentro”

Chico Xauvier.



Resumo

RESUMO

O direcionamento da liberacdo dos farmacos permite que doses menores destas substancias sejam
utilizadas para o tratamento de doencas e reduzem a incidéncia dos efeitos colaterais que poderiam
ser provocados por estes principios ativos. Neste trabalho, propusemos avaliar a eficacia de
implantes a base de poli(e-caprolactona) e incorporados de metotrexato (PCL-MTX), uma
substancia com propriedades anti-inflamatdria e antiproliferativa. Para cumprir com esse objetivo,
utilizou-se o modelo experimental de inflamacdo e angiogénese a partir de implantes subcutaneos
de esponjas de poliéster e poliuretano na regido dorsal de camundongos Balb/c. Apés 4 dias de
insercdo dessas esponjas, 0s sistemas poliméricos de PCL com MTX (grupo tratado) e sem 0 MTX
(grupo controle) foram implantados adjacentes ao sitio de inser¢do das esponjas. No periodo de Oh,
24h, 48h e 96 horas pos-implantes do PCL-MTX, os camundongos foram eutanasiados e tiveram as
esponjas removidas para analises posteriores. Nos tempos de 48 e 96 horas pos tratamento 0s
marcadores angiogénicos (indice de Hb, nimero de vasos e niveis de TNF-a indicaram que no
grupo tratado ocorreu uma reducdo significativa desses marcadores da ordem de 85% a 90%,
aproximadamente. A andlise histologica revelou discreto infiltrado inflamatorio, composto por
neutrofilos, escassos macrogafos e raros brotos vasculares nos grupos tratados. A deposicdo de
coldgeno e o numero de fibroblastos na matriz esponjosa foram discretos e constituidos
predominantemente por colageno do tipo I1l. Tais achados foram confirmados por meio da dosagem
de NAG, (indice indireto de macrdfagos ativados) e pela dosagem de MPO (indice indireto da
ativacdo de neutrdfilos). A analise das citocinas pro-inflamatorias TNF-o e IL-6 mostrou nivies
reduzidos dessas proteinas nos animais do grupo tratado. Os resultados obtidos indicaram que 0s
sistemas poliméricos permitiram a liberacdo controlada in vivo de MTX em concentracdes que
possibilitaram o controle da angiogénese e a diminuicdo dos marcadores inflamatérios produzidos
no microambiente inflamatorio dos implantes de esponja. Nossos resultados ndo demostraram
alteracfes dos marcadores hepéticos e renais em nenhum dos tempos analisados. Diante dos dados
obtidos, podemos concluir que os implantes poliméricos de PCL-MTX foram eficazes em controlar
os eventos inflamatorios e angiogénicos no modelo de estudo proposto. Adicionalmente, 0 modelo
experimental utilizado revelou-se promissor para futuros ensaios com sistemas de liberacdo
controlada, utilizando o polimero poli(e-caprolactona), incorporados a diferentes farmacos nos

contextos inflamatdrio, angiogénico e proliferativo.

Palavras chave: Implantes poliméricos, Inflamacdo, Metotrexato, Implantes subcutaneos de esponja.
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Resumo

ABSTRACT

The targeting and modulating release of the drugs allows that small doses of these substances can
be used for the treatment of diseases and thus reduce the incidence of side effects that could be
caused by these active principles. In this work, we have proposed systems to evaluate the efficacy
of implants based on poly (e-caprolactone) and incorporated methotrexate (MTX-PCL), a substance
with anti-inflammatory and antiproliferative properties. To achieve this goal, we used the
experimental model of inflammation and angiogenesis from subcutaneous implants of polyester and
polyurethane sponges inserted in the dorsal region of BALB / ¢ mice. After 4 days of insertion of
these sponges, polymeric PCL systems with MTX (treated group) and without MTX (control group)
were implanted in the adjacent site of the sponges. In the period Oh, 24h, 48h and 96 h after MTX-
PCL implants, mice were euthanized and the sponges removed for further analysis. In times of 48
and 96 hours after treatment, the angiogenic markers (index Hb, number of vessels and TNF-a)
showed significant reduction of these markers on treated group on the order of 85% to 90%
approximately. Histological analysis revealed a small inflammatory infiltrate composed of
neutrophils, macroégafos scarce and rare vascular sprouts in the treated groups. The deposition of
collagen and the number of fibroblasts in the spongy matrix were discrete and consists
predominantly of collagen type Ill. These findings were confirmed by measurement of NAG
(indirect index of activated macrophages) and by measurement of MPO (an indirect index of
neutrophil activation). analysis of TNF-a. and IL-6 proinflammatory cytokines showed reduced ni
in animals belonged to the treated group. The results indicated that polymeric systems allows the
controlled release of enough amount of MTX in vivo in order to control the angiogenesis process
and reduction of inflammatory markers produced in the inflammatory microenvironment of sponge
implants. Our results demonstrated no changes in hepatic and renal markers on any times of the
experiment. In this study, we conclude that polymeric implants with PCL-MTX were effective in
controlling the inflammatory and angiogenic events in the site of inflamation. Additionally, the
experimental model can be used in the future in studies with controlled release systems using poly

(e-caprolactone), into the different drugs in inflammatory, angiogenic and proliferative contexts

Keywords: polymeric implants, inflammation, methotrexate, subcutaneous sponge implants.
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Introdugéo

1 INTRODUCAO

A inflamacdo constitui uma resposta dos tecidos vivos frente a acdo agressiva de agentes
de diversas naturezas na tentativa de eliminar ou neutralizar esses agentes nocivos. A presenca do
estimulo flogégeno induz a liberacdo de quimiocinas e citocinas que serdo responsaveis pelo
aumento da permeabilidade capilar e, consequentemente, propiciam a saida de liquido e células dos
vasos sanguineos para o intersticio, desencadeando o edema e rubor caracteristicos (KOATZ,
2001).

Dependendo do tempo de duragéo, a inflamacéo pode ser dividida em aguda ou crbnica. A
inflamacdo aguda pode durar de horas a até poucos dias e apresenta predominantemente fendmenos
exsudativos, ao passo que inflamagdes que persistem por periodos de meses ou até anos, e que se
caracterizam por uma série de fendmenos produtivos como aumento do numero de vasos,
proliferacdo de fibroblastos, producdo de colageno, aumento da migracdo de mondcitos e linfocitos
séo classificadas como cronicas (MONTENEGRO, 2006).

Doencas inflamatdrias cronicas, tais como artrite reumatoide (AR), psoriase e lupus
eritematoso sisttmico vém acometendo grande parcela da populacdo mundial e sdo responsaveis por
acarretar grandes prejuizos para o individuo afetado, seja por comprometer suas atividades laborais
ou por gerar lesdes estéticas que interfiram na sua vida social, como o caso da psoriase.

No ambito terapéutico, o metotrexato (MTX) tem sido considerado o farmaco de primeira
linha no tratamento de uma série de processos inflamatérios, além de sua utilizagdo como
antineoplasico em funcdo de sua atividade antiproliferativa. Porém, embora este farmaco tenha se
apresentado eficaz na modulacdo da resposta inflamatoria e na regressdo da doenga como um todo,
a multiplicidade de efeitos adversos provenientes do seu uso como ndusea, anorexia, diarreia e
queda de cabelo, tem feito com que uma expressiva porcentagem dos pacientes abandone o
tratamento (VAN EDE et al,1998). Em virtude desses inconvenientes terapéuticos relacionados ao
uso deste e de outros inimeros farmacos, nas Ultimas décadas, tem-se aumentado a busca por novos
sistemas com o objetivo de potencializar a acdo dos diferentes farmacos em seu sitio especifico de
acdo, utilizando uma dosagem menor e, consequentemente, reduzindo a incidéncia e intensidade de
reacOes adversas. De modo geral, esses objetivos tém sido alcangados com o emprego de diversas
matrizes poliméricas que, apos serem implantadas no tecido alvo, séo capazesde liberar, de forma
regulada e sustentada, quantidades terapéuticas de farmacos que ndo sdo atingidas pelas vias de

administracdo convencionais.
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Introdugéo

Dentro deste contexto, os implantes poliméricos constituidos de poli(e-caprolactona)
constituem alternativas interessantes de sistemas de entrega de substéncias ativas in vivo. Essa
afirmacéo € respaldada por duas caracteristicas intrinsecas desse sistema: sua biocompatibilidade,
que afasta os riscos de rejeicdo pelo organismo e sua biodegradacao que dispensa a necessidade de
uma segunda inciséo para retirada da matriz vazia ap6s a saida de todo farmaco.

Estudos anteriores realizados por Sartori et al. (2007) avaliaram a incorporagéo de MTX em
sistemas poliméricos carreadores nanoestruturados e sua estabilidade na cornea de coelhos. Os
resultados demonstraram que a matriz polimérica ndo provocou lesdo significativa ao epitélio da
cornea, sendo desta forma, viavel a administracdo desses sistemas in vivo.

Recentemente, PEREIRA et al. (2013), utilizando o MTX incorporado em implantes
poliméricos de PCL no modelo de tumor solido de Ehrlich em patas de camundongos,
demonstraram que o MTX liberado foi capaz de reduzir significativamente a quantidade de células
inflamatorias e promover a diminui¢do do tumor em torno de 42,7%.

Embora diversos trabalhos tenham demonstrado a funcionalidade e aplicabilidade deste tipo
de sistema polimérico, ensaios que avaliam a cinética temporal de liberacdo dos farmacos associada
aos efeitos locais e sistémicos in vivo, ainda ndo foram realizados.

Considerando-se as intimeras vantagens dos sistemas “delivery”, torna-se fundamental a
caracterizacdo da cinética temporal de liberacdo dos farmacos. O estudo em um microambiente
compartimentalizado in vivo poderia ser de facil reprodutibilidade e elucidaria a eficiéncia do
sistema em manter uma resposta controlada e sustentada do farmaco.

Neste trabalho, propusemos avaliar o sistema de liberacdo controlada, constituido por
poli(e-caprolactona) utilizando o farmaco metotrexato (sistema PCL-MTX) no modelo murino de
inflamacdo e angiogénese induzido por implantes subcutaneos de esponja. A partir dos dados
obtidos, novas perspectivas de aplicabilidade deste modelo para o estudo de triagem de novos
sistemas de liberacdo controlada de farmacos poderdo ser desenvolvidos no contexto das doencas

inflamatorias.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Implantes como sistemas de liberagdo controlada

Os implantes sdo sistemas de liberac&o controlada de farmacos constituidos por polimeros
biodegradaveis e ndo biodegradaveis. O propdsito desses sistemas € promover a liberacdo de
farmacos no proprio local de acdo utilizando-se de concentracdes terapéuticas mais eficazes e que
normalmente ndo sao obtidas por vias de administracdo convencionais. Esse mecanismo possibilita
também a redugdo e o nimero de efeitos colaterais aumentando, consequentemente, a adeséo do
paciente ao tratamento (LEE et al,2010).

Implantes elaborados com polimeros ndo biodegradaveis promovem uma liberacdo
controlada e sustentada da droga seguindo uma cinética de ordem zero. No entanto, o fato deste
sistema ndo ser metabolizado, faz com que, apés a saida de todo o farmaco, o paciente seja
submetido a uma segunda cirurgia para retirada do implante, expondo-o a riscos de infecc¢des
(MANSOOR et al, 2009). Por outro lado, sistemas de implantes biodegradaveis e compostos de
material sintético ou natural, sdo metabolizados e originam subprodutos ndo téxicos que sdo
facilmente eliminados pelo organismo. O fato deste sistema ndo exigir a realizagdo de uma segunda
incisdo para sua retirada apds a completa liberacdo do farmaco, somada a sua biocompatibilidade,
tornam-o uma alternativa bastante vantajosa para o tratamento de diversas doencas inflamatorias
crénicas (CHU, 2008).

Uma grande variedade de polimeros biodegradaveis tem sido estudada para o
desenvolvimento de novos implantes. Polimeros naturais como a albumina bovina, albumina
humana, colageno e gelatina também tém sido investigados com esse proposito. No entanto, o uso
desses polimeros tém se tornado inviavel devido ao grau de pureza questionavel. Por outro lado,
polimeros sintéticos como poliamidas, poliuretano, poliester, e poliacrilamidas tém sido
extremamente utilizados na confeccdo de sistemas de liberacdo em decorréncia de ndo apresentarem

as desvantagens provenientes do uso de polimeros naturais (JAIN, 2000; MOURA, 2011).

17



Revisdo Bibliografica

2.2 Principais sistemas de carregamento e liberacéo de drogas

Em face ao alto custo de desenvolvimento e ou obtencdo de novas moléculas ativas, 0s
sistemas nanoestruturados de entrega de farmacos tém se tornado um foco atrativo dentro do setor
da industria farmacéutica. Isso porque uma nova formulacdo em nanoparticulas pode resgatar
drogas promissoras, que foram descartadas apds vultuosos investimentos por causa da descoberta de
potenciais efeitos colaterais ou baixa biodisponibilidade, além de gerar novas patentes (SHAFFER,
2005). Entretanto o auto custo dessa tecnologia tem direcionado sua aplicabilidade para farmacos de
maior interesse mercadoldgico e negligenciado sua utilizacdo para doencas que afetam populagdes
de baixo poder aquisitivo. No entanto, pesquisas criativas, como as desenvolvidas aqui mesmo no
Brasil, sugerem que o uso de biopolimeros de baixo custo como a quitosana ou plasticos
biodegradaveis utilizados em embalagens como o polihidroxialcanoato podem ser alternativas
viaveis. (THOMAS et al, 2006)

Outra classe de sistemas carreadores de farmacos sdo os lipossomas que se constituem de
vesiculas esféricas artificiais de tamanho variavel (20 nm a varios micrémetros de diametro) que
podem ser produzidas com fosfolipidios naturais e colesterol. Esse mecanismo possibilita que
farmacos hidrossoltveis figuem encapsulados no interior da cavidade lipossomal enquanto que 0s
farmacos lipossolUveis sdo incorporados na bicamada lipidica. Essa bicamada, por sua vez, pode se
fundir com outras bicamadas lipidicas, como de células, liberando o conteldo dos lipossomas
(BANGHAM, 1961). O relativo baixo custo e facilidade de obtencéo dessas esferas artificiais tém
aumentado o seu potencial aplicacdo para a terapia génica de uma série se doengcas como anemia
falciforme, cancer, fibrose cistica, hemofilia e entre outras (MATSURA, 2003).

Dentro deste contexto de sistemas de liberacdo, podemos citar as Ciclodextrinas que
constituem uma familia de oligossacarideos ciclicos tridimensionais com alto nimero de hidroxilas
0 que lhes confere uma boa solubilidade em agua. Como seu interior é hidrofébico, servem bem
para solubilizar drogas lipossollveis. Existem também os dendrimeros que sdo polimeros
globulares altamente ramificados, com cerca de 1-10 nm produzidos pela primeira vez no inicio da
década de 1980 por Donald Tomalia. Sua vantagem em relacao as outras particulas poliméricas é a
previsibilidade de seu tamanho e nimero de grupos funcionais, 0 que confere maior seguranca
quanto a quantidade de farmaco ou DNA complexado. Quanto a toxidez, os dendrimeros catidnicos

sdo mais tdxicos e os aniénicos mais biocompativeis (D’EMANUELE, 2005).
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De modo geral, todos esses sistemas de liberagdo controlada de farmacos apresentam em
comum varias vantagens em relagcdo aos sistemas convencionais: maior controle da liberacdo do
principio ativo, diminuindo o aparecimento de doses tdxicas e subterapéuticas; utilizagdo de menor
quantidade do principio ativo, resultando em menor custo, maior intervalo de administracdo e
melhor aceitacdo do tratamento pelo paciente. Por outro lado, as desvantagens como possivel
toxicidade dos produtos da sua biodegradacdo e custo mais elevado inerentes ao processo

desenvolvimento desses sistemas devem ser monitoradas e contornadas.

2.2.1 Sistemas poliméricos de poli(e-caprolactona)

O poli(e-caprolactona), obtido em 1934 por VAN-NATTA et al (FIGURA 1), é formado
pela polimerizagdo de monémeros de e-caprolactona. Sua estrutura apresenta-se como um poliéster
hidrofobico devido a sequéncia de quatro hidrocarbonetos e sua biodegradacdo ocorre de modo
lento (2 a 3 anos) por meio da hidrélise das ligacGes éster, liberando quantidades minimas de
subprodutos &cidos que poderiam desencadear uma reacao inflamatoria in vivo (BERGSMA, 1995).
Entretanto, o organismo consegue tamponar essas pequenas varia¢es de pH na regido do implante
e, consequentemente, inibir o desenvolvimento de um processo inflamatério (WOODRUFF &
HUTMACHER, 2010).

Estudos utilizando implantes de PCL, preparado por diversas técnicas e contendo inimeras
substancias antineoplésicas tem sido relatados nas Ultimas décadas. Ensaios com esses sistemas
carreadores incorporados com 5-fluoroacil (HOU et al, 2011) e Bis(maltolato)oxovanadio
(JAKCSON et al, 1997) foram realizados e os resultados obtidos demonstraram que essas matrizes
poliméricas foram capazes de promover a liberacdo controlada de substancias ativas e inibir o
crescimento tumoral local.

Baseado nas caracteristicas de biocompatibilidade, alta permeabilidade e biodegradacédo
intrinsecas deste polimero, o PCL foi utilizado neste trabalho na obtencdo de implantes

incorporados com MTX utilizando-se a técnica de modelagem por fusdo (FIGURAS 3 e 4).
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Figura 1: Estrutura quimica da do monémero ¢- caprolactona e seu polimero poli (e- caprolactona)
(VAN-NATTA et al, 1934). Sua estrutura apresenta-se como um poliéster hidrofébico devido a sequéncia de

quatro hidrocarbonetos e sua biodegradacdo dar-se por meio da hidrolise das ligagdes éster (BERGSMA,
1995).
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2.3 O processo inflamatério

LesGes tissulares de natureza quimica, fisica ou bioldgica desencadeiam um foco
inflamatorio caracterizado por rubor, calor, dor e edema cuja finalidade €, em dGltima analise,
reestabelecer o equilibrio fisioldgico e, consequentemente, promover a cicatrizacdo da regido lesada
(ALBINI et al, 2005; BALKWILL et al, 2005). Esses sinais cardinais, como sdo conhecidos, sao
explicados da seguinte maneira: na presenca de um agente nocivo, ocorre liberacdo de mediadores
quimicos que provocam aumento da permeabilidade vascular permitindo o extravasamento de
liquido do interior dos vasos para a cavidade intersticial gerando o edema. O fluxo sanguineo mais
intenso na regido lesada e consequente hipertrofia do calibre dos vasos provocam o calor e rubor
caracteristicos. A dor é decorrente da estimulacdo das terminagdes nervosas por substancias como
bradicinina e prostaglandinas liberadas durante o processo inflamatorio. H& ainda o Gltimo sinal
cardinal que é a perda de funcdo do 6érgdo a qual ocorre devido ao edema, a dor e a substituicdo de
células funcionais por tecido de cicatrizacdo. (PUNCHARD et al, 2004).

Nesse sentido, com a finalidade de promover a defesa e o remodelamento do tecido durante
0 processo inflamatério, ocorre a migracdo de leucocitos para a regido lesada. Os neutrdfilos
constituem as primeiras células de defesa a adentrar no foco da lesdo e sdo atraidos por citocinas
inflamatdrias liberadas por plaquetas ativadas e células endoteliais para promover a limpeza do
local (fagocitose) e impedir a invasdo e/ou proliferacdo de micro-organismos patogénicos
(DIEGELMANN & EVANS, 2004).

Numa sequéncia temporal, os mondcitos, também atraidos por citocinas inflamatorias,
migram do espaco intravascular para a regido da lesdo (Figural), local onde séo ativados e passam a
ser denominados de macrdfagos. Essas células ativadas secretam mediadores inflamatorios como
oxido nitrico (NO), IL-6, IL-12, TNF-a. e fatores de crescimento que atuam em processos
importantes, como deposi¢do de coldgeno, angiogénese e na contracdo da ferida (TIMOTHY &
DIPIETRO, 2011). Na etapa seguinte ocorre a migracdo de células das areas adjacentes como
células epiteliais, queratindcitos e fibroblastos, os quais participardo ativamente do processo de
fibroplasia (producdo de colageno pelos fibroblastos), deposicdo de matriz extracelular,
angiogénese (formacdo de novos vasos), cicatrizacdo e reepitelizacdo do local da lesdo (SINGER &
CLARK, 1999) (FIGURA 2).
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Estabelecido o processo inflamatdrio com consequente eliminacdo ou estabilizacdo do
agente nocivo, o organismo pode responder de duas maneiras: reestruturar o local da injaria e
promover a reconstrucdo do tecido lesado, no caso de eliminacdo do estimulo nocivo ou, caso o
agente nocivo persista, dar continuidade ao processo inflamatério com a finalidade de amplificar
sua resposta.

Dentre 0s eventos caracteristicos da resposta inflamatdria cronica a angiogénese, definida
como a formacdo de novos vasos a partir de vasos pre-existentes, € de vital importancia para o
remodelamento e reparo tecidual na manutencdo deste tipo de resposta. Trata-se de um processo
complexo regulado por sinalizadores biol6gicos como citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento liberados por células presentes no foco inflamatério. A formacdo de um novo vaso
inicia-se pela ativacdo de células endoteliais provenientes de vasos pré-existentes. Quando ativadas,
essas células liberam enzimas proteoliticas que degradam a membrana basal adjacente e permitem a
sua migracdo em direcdo a matriz extracelular onde sera formado o broto capilar estimulado por
uma variedade de fatores de crescimento liberados por diversas celulas como macréfagos, células
Natural Killer e fibroblastos presentes no local da injuria (ARROYO & IRUELA-ARISPEM, 2010;
JAKCSON et al,1997). Na fase final do processo angiogénico ocorre a formacdo das ‘“algas”
capilares e a determinacdo da polaridade das células endoteliais que serd importante para a
formacdo do limen capilar a para o fortalecimento das interacdes célula-célula e célula-matriz
(BISCHOFF, 1997). Desse modo, o0 vaso recém-formado permitird o aporte de oxigénio, nutrientes
e células inflamatdrias cruciais para o processo de remodelamento e/ou cicatrizacdo do tecido.

Importante salientar que, embora a formacao de novos vasos a partir de vasos pré-existentes
representa um aspecto extremamente importante para o desenvolvimento e reparo tecidual, a
angiogénese também possui papel critico no desenvolvimento de varias doengas associadas a
processos inflamatorios crénicos como psoriase e a artrite reumatoide. (JAKCSON et al, 1997).

Atualmente é clara a idéia que a inflamacdo normal (protetora), isto €, que promove
reparacgdo tecidual, é auto-limitada. Qualquer fator desregulador deste processo pode ser patogénico,
como acontece nas inflamacdes cronicas e no cancer. Portanto, dependendo do contexto, as células
inflamatdrias podem ter papel benéfico e/ou prejudicial, estando envolvidas na patogénese de
diversas doengas, incluindo as neoplasias (COUSSENS & WERB, 2002).

Nesse sentido, baseado na co-dependéncia entre inflamacdo cronica e angiogénese,
farmacos com capacidade antiproliferativa como o metotrexato (MTX), tém sido bastante
estudados. Em nosso trabalho, a escolha desta substancia foi justificada por sua conhecida agédo
sobre a modulacdo de aspectos importantes da resposta inflamatéria. A inflamagdo por sua vez,

fornece um microambiente repleto de marcadores biolégicos como citocinas, mediadores quimicos
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da inflamacdo, fatores de crescimento, distintas células inflamatorias e angiogénicas, além dos
constituintes da matriz extracelular que podem ser avaliados. Desta forma podemos estabelecer uma
plataforma de testes ndo apenas com o MTX, mas com qualquer substancia inovadora que se queira
testar utilizando a triade: farmaco, processo inflamatério e o sistema de liberacdo a base de PCL. A
obtencdo desta plataforma de testes portanto, constituir-se-a em um dos pontos relevantes deste

trabalho.

Exsudagéo , =
-2 acréfagos
Eventos vasculares neutréfilos

edema

Inflamacao Inflamacao cronica
aguda

Reparo

Fonte: Adaptado de Robbins,2008, pag. 81

Figura 2- Sequéncia de eventos durante a resposta inflamatoria. A inflamacdo inicia-se com a hiperemia e
aumento da permeabilidade vascular. Posteriormente, ocorre a exsudacdo de neutrofilos e, em seguida de
macréfagos. Caso o agente flogogeno seja eliminado, inicia-se a fase de reparo.
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2.4 Modelo de implantacao subcutanea de discos de esponja na inducéo da angiogénese

Inflamatoéria

A implantacdo de matrizes sintéticas de poliéster-poliuretano induz uma reagédo inflamatoria,
do tipo corpo estranho, com consequiente formacdo de tecido de granulagdo rico em novos vasos
sanguineos, representando um sistema que tem sido apropriado para o estudo da angiogénese
inflamatoria.

O modelo de implantacdo subcutdnea de matrizes esponjosas em animais foi descrito
inicialmente por GRINDLAY & WAUGH (1951) e modificado por ANDRADE em 1987. Assim,
processos naturais como a vascularizacdo de feridas na cicatrizacdo podem ser mimetizados
utilizando-se esse modelo. Outros fatores como desnutricdo, doencas inflamatdrias sistémicas
diabetes e tumores ja mostraram afetar o processo de reparo neste e em outros modelos (Andrade et
al., 1987; Teixeira et al., 1999; Brashaw et al., 2001; Ferreira et al., 2012; Campos et al., 2006).

Além disso, o0 modelo de esponja permite o estudo temporal do infiltrado inflamatério, a
analise bioquimica dos fluidos coletados, os efeitos de drogas sobre o processo, além de estudos
histologicos e morfométricos (Andrade et al., 1987; Bailey, 1988; Barcelos et al., 2004).

Utilizando-se essa abordagem metodoldgica, tem sido possivel caracterizar varios
componentes envolvidos na neoformacgdo vascular bem como sua associagdo com eventos
inflamatorios e tumorais.

Dentro deste contexto, diante das particularidades intrinsecas deste modelo de poliéster-
poliuretano propomos avaliar a eficacia do sistema polimérico de liberacdo controlada (PCL/MTX)

no microambiente inflamatdrio e proliferativo dos implantes subcutaneos de esponja.

2.5 Metotrexato

O metotrexato (FIGURA.3) é um antagonista do acido félico e foi utilizado inicialmente
em 1947 nos Estados Unidos para o tratamento de leucemia aguda em criancas. Posteriormente, na
década de 80, descobriu-se que a droga possuia também elevada atividade anti-inflamatoria,

fazendo com que fosse empregado como farmaco de primeira linha para o tratamento de varias
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doencas inflamatdrias crénicas como psoriase e Artrite Reumatoide. (WEINBLATT & MAIER,
1990).

Este farmaco penetra na célula através de um transportador ativo e inibe a enzima dihidrofolato
redutase (DHFR) fazendo com que a conversdo de Dihidrofolato (DHF) em Tetrahidrofolato (THF)
seja interrompida (GROSFLAM & WEINBLATT, 1991; GOLDMAN et al, 1995).
Consequentemente, ocorre inibicdo do metabolismo de purina e pirimidina, desencadeando o
bloqueio da sintese de DNA, RNA e 5- Metil- tetrahidrofolato (5-metil-THF). A diminuicdo da
dispolibilidade deste leva a um aumento da concentracdo de adenosina plasmatica. De acordo com o
exposto, 0 MTX possui atividade antiproliferativa, decorrente da inibicdo da sintese de acidos
nucleicos e anti-inflamatdria, desencadeada pelo aumento da liberacdo de adenosina. Esse
nucleosideo possui papel central na regulacdo da resposta inflamatéria e atua diminuindo a adeséo
de neutréfilos, inibindo a atividade de células NK, macrdfagos e linfocito T. Além disso, em
processos inflamatorios crénicos como psoriase e artritre reumatoide, por exemplo, 0 MTX atua
modulando a expressdo de importantes citocinas como TNF-a., IL-1, IL-6 e IL-8. (VAN EDE et al,
1998).

O MTX € um pd cristalino amarelado, com ponto de fusdo entre 182 a 189 °C e peso molecular de
454,4 g/mol. E praticamente insol(vel em é&gua, etanol, cloroférmio e éter, e bastante soltvel em
solugdes diluidas de hidroxidos de lcalis e carbonatos (CLARKE'S, 2006). Sua estrutura é
constituida por uma porcao heterociclica (anel pterinico 2,4- diamino-substituido) ligada a uma
por¢do p-aminobenzoil que, por sua vez, esta ligada a uma unidade de acido glutamico. A molécula
é um polieletrdlito com dois grupos carboxilicos cujas constantes de dissociacdo (pKa) sdo de 3,36
(o-carboxil) e 4,70 (y-carboxil), além de uma variedade de funcdes nitrogenadas, onde a mais basica
é provavelmente o grupamento N- 1 guanidico do anel pterina (pKa 5,71). Sua solubilidade aquosa
é pH dependente, variando de 0,9 mM em pH 5 até 20 mM em pH 7. A principal diferenca
estrutural do MTX em relacdo ao seu analogo acido folico é a substituicdo de uma hidroxila por
uma amina no C2 e uma metilacdo no N10 (RUBINO, 2001) (FIGURA 3).

25



Revisdo bibliografica

i
NH
o)
N N /@A
/”\/ut[/ ]/\: COOH
HoN N \N COOH
H

Acido Félico

(0]
Il
NH
NH,
N =
N=" 2% N
/I\ | l HOOC
e o
HoN N N

HOOC
Metotrexato

Fonte: RUBINO, 2001. P. 219 — 220.

Figura 3:Estrutura quimica do Acido félico e Metotrexato.

Neste contexto, baseados em critérios de biocompatibilidade, alta permeabilidade a
diversos farmacos de natureza anti-inflamatdria e por ser biodegradavel, polimeros de PCL foram
utilizados neste trabalho com o objetivo de produzir implantes incorporados de MTX através da

técnica de modelagem molecular por fusdo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a eficacia do sistema poli(e-caprolactona) de liberacéo controlada de metotrexato em um

modelo murino de inflamacéo e angiogénese.

3.2 Objetivos especificos

1. Preparar e obter os implantes a base de PCL e MTX.

2. Auvaliar o perfil de liberagdo do MTX a partir dos sistemas de PCL in vivo.

3. Estabelecer uma plataforma de testes in vivo para o estudo do sistema de liberacdo controlada

de farmacos utilizando o sistema PCL-MTX.

4. Avaliar o efeito dos sistema PCL-MTX na cinética da angiogénese inflamatoria por meio de

analises histomorfomeétricas, bioquimicas e imunoenzimaticas.

5. Avaliar o impacto sistémico e medular do PCL-MTX por meio de analises bioguimicas dos

marcadores renais (ureia e creatinina), hepaticos (TGO e TGP) e pardmetros hematologicos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparo dos implantes contendo poli(s-caprolactona) e metotrexato

Os implantes foram preparados por meio da técnica denominada modelagem por fusdo que
consiste na mistura do metotrexato (MTX; Sigma Chemical Co. USA) (FIGURA 4B) com
particulas fundidas de poli(e-caprolactona) (PCL; MW ~ 14,000; densidade = 1.145 g/mla 25° C,
Sigma Chemicalb Co.; USA) (FIGURA. 4A e 4C). Em seguida a mistura foi colocada em um
molde esférico metélico especial (FIGURA. 4D). Inicialmente, a PCL foi aquecida até completa
fusdo. Posteriormente, adicionou-se 0 MTX lentamente sobre a PCL fundida a 60°C e submeteu-se
a mistura a agitacdo constante a 50 RPM por 20 minutos. A mistura resultante foi coletada e
moldada a implantes esféricos PCL-MTXcontendo cada implante 2 mg de MTX e 15 mg de PLC
(FIGURA. 2E). Implantes sem farmaco (FIGURA 4F) também foram preparados com 15 mg de
PCL puro (FIGURA 4).
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Mistura de PCL e MTX a 60° C

PCL puro ( aumento de 80X)

Metotrexato sélido
PCL + MTX ( aumento de 80X)

Polimero Poli(s-caprolacona) solido
Metotrexato sélido

FIGURA 4: Sequéncia de sintese do sistema do sistema de liberagdo com MTX através da técnica de modelagem por fuséo.
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4.2. Animais

Foram utilizados 90 animais machos da linhagen Balb/c com idade entre 6 a 8 semanas,
pesando aproximadamente 30 gramas, provenientes do Centro de ciéncia animal (CCA) da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Os animais foram separados aleatoriamente
(n=5/gaiola) e mantidos com livre acesso a agua e racao (FIGURA 3).

A eutanésia foi realizada através de deslocamento cervical em animais anestesiados com
uma mistura de ketamina e xilasina conforme estabelecido pelo CEUA (Comissdo de ética no uso
de animais) registrado no protocolo de aprovacdo numero 054/2012, de 16 de maio de 2012.
(ANEXO 1).

4.3 Delineamentos experimental

Inicialmente, inseriu-se uma espoja na regido dorsal do animal com o objetivo de induzir o
processo inflamatdrio. Quatro dias apds este procedimento, foi feita uma nova incisdo na regido
lateral ao local do implante, o tecido foi divulsionado e o sistema polimérico PCL-MTX foi inserido
adjacente as esponjas no tecido subcutaneo dos animais do grupo tratado. Os animais do grupo
controle receberam apenas o polimero (PCL puro), sem o farmaco. Os camundongos foram entdo
divididos em grupos e submetidos a periodos de tratamento (contabilizados a partir da implantacéo
dos polimeros de PCL) de 24, 48 e 96 horas respectivamente. Apos este periodo 0s animais foram
eutanasiados e as esponjas retiradas para andlise. Também foi utilizado um quarto grupo
denominado de tempo zero (TO) no qual as esponjas eram retiradas dos animais logo apos
decorridos os quatro dias de sua implantagcdo. Consequentemente, esse grupo néo foi submetido ao
processo de incisdo do polimero de PCL e serviu como um balizador para a avaliacdo dos grupos
tratados e néo tratados. (FIGURA 5).
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4 dias apos | Horas ap6s inicio do tratamento |
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Retlra(_la das . 2% incisao para Sacrificio dos animais n= 10 por cada
esponjas do implantacéo dos discos de tempo
grupo TO PCL puro no grupo
controle e PCL- MTX no
grupo tratado

Coleta da esponja, do polimero de
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histologicas, histoquimicas e
morfométricas; dosagem dos niveis de
citocinas do sobrenadante; andlises
bioquimicas de MPO, NAG e
Colageno: avaliacdo da toxicidade
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FIGURA 5: sequéncia dos procedimentos de implantagédo da esponja e posterior inser¢do dos polimeros de PCL -
MTX e PCL puro. Apds 4 dias de implantacéo da esponja os animais foram submetidos a nova inciséo para retirada da
esponja do grupo TO e insercdo dos discos poliméricos de PCL-MTX e PCL puro nos grupos tratado e controle,
respectivamente. Os grupos foram subdivididos em tempos de 24, 48 e 96 horas de tratamento e apés esta etapa,
coletou-se a esponja, o polimero de PCL, sangue, rins e figado para realizacdo das analises propostas.
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4.4 Implantacédo dos discos de esponja

Discos de esponjas de poliéster-poliuretano medindo 8,0 mm de didmetro, 5 mm de
espessura, e 4,64 mg de peso (Vitaform, Manchester UK), foram preparados e colocados em alcool
70°GL por 24 horas. No dia da implantac&o, as esponjas foram lavadas e fervidas a 95 °C em agua
destilada por 20 minutos. Os animais foram anestesiados utilizando uma solugdo de xilazina e
quetamina 0,3 mL por animal, a regido dorsal foi tricotomizada e fez-se a assepsia com alcool
70°GL. Foi realizada uma incisdo com cerca de 1 cm de comprimento na pele da regidao dorso-
lombar. O tecido subcutaneo foi divulsionado e a esponja inserida a 2 cm acima da regido de
incisdo. Posteriormente, os animais foram colocados em gaiolas individuais com livre acesso a dgua
e racdo (FIGURA 6).
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Fonte: imagens do autor

FIGURA 6: Esponja apds ser implantada e seu posicionamento na regido subcutanea dorsal dos animais (A).
Disco de esponja antes da implantagdo (B); Polimero de PCL contendo MTX (C); Disco de esponja com 8 dias pos-
implantacdo com presenca de tecido fibrovascular (D). Esponja inserida no tecido (setas preta grande) e incisdo
cirdrgica ja cicatrizada do local da insercdo (seta preta pequena); Local de implantagdo do polimero PCL-MTX 4 dias

apos a implantagdo do disco de esponja (seta vermelha).

4.5 Ensaios de liberagéo in vivo

O ensaio de liberacdo in vivo do metotrexato a partir dos sistemas poliméricos foi realizado
nos tempos de 1, 2, 4, 6, 8 e 10 dias apos a insercdo dos implantes. Os animais tratados foram
eutanasiados utilizando previamente uma solucdo de xilazina e quetamina 0,6 mL por animal e em
seguida foi feito o deslocamento cervical dos mesmos. Apds esta etapa, 0s implantes de MTX- PCL
foram cuidadosamente retirados. Na sequénciaos implantes foram dissolvidos em 50 mL de solugéo

de HCI 0,1 mol/L e uma aliquota de 1 mL desta solucdo foi transferida para baldo volumétrico de

33



Materiais e métodos

10 mL, sendo o volume completado com o mesmo solvente. O contetdo de MTX remanescente nos
implantes removidosfoi determinado por meio da medida da absorbancia da solugdo a 307 nm.

4.6 Quantificagcdo de hemoglobina (HB) para avaliacdo da angiogénese

A avaliacdo da angiogénese foi realizada através de método colorimétrico a partir da
medicdo do contetdo de hemoglobina dos implantes pelo método de Drabkin & Austin (1932)
adaptado como indice de neovascularizacdo por Plunkett et al, (1990). As amostras foram
analisadas nos tempos de 24, 48 e 96 horas ap6s o inicio do tratamento. No dia da retirada dos
implantes os animais foram eutanasiados e os implantes removidos e avaliados. Aqueles implantes
que na analise macroscopica apresentaram indicios de hemorragia ou infecgdes foram descartados.

Os implantes foram pesados e homogeneizados em 2 mL de reagente de Drabkin (Kit de
dosagem hemoglobina-Labtest). O homogenato foi centrifugado por 40 min a 13000 RPM e o
sobrenadante filtrado em filtro 0.22 pm (Millipore). A concentracdo de hemoglobina das amostras
foi determinada através de leitura espectrofotométrica a 570 nm. A concentracdo de hemoglobina
foi obtida comparando-se as leituras obtidas com uma curva padréo previamente estabelecidas e foi

expressa em pg de Hb/ tecido.

4.7 Avaliacédo histoldgica dos discos de esponja

A avaliacgéo histoldgica foi realizada nos tempos de TO, 24, 48 e 96 horas pos-implante do
sistema PCL-MTX e PCL puro nos grupos tratados e controle, respectivamente. Os tecidos
coletados para avaliacdo histologica foram fixados em solucdo formol-salina a 10% durante 48
horas e posteriormente, processadas para inclusdo em parafina. Apds estes procedimentos 0s blocos
foram cortados a 4um e corados com hematoxilina-eosina (HE).

Os cortes histologicos foram analisados e digitalizados por uma microcamera JVC-TK

1270/JGB e a imagens transferidas para o analisador (Kontromeletronis, Carls Zeiss-KS300 versdo
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2) e o indice de vascularizacdo do tecido foi avaliado por meio de analises morfométricas. Para a
contagem dos vasos sanguineos, esses foram definidos como estruturas com luz e com presenca ou
ndo de hemacias. O numero minimo de campos contados (amostra) para a determinacdo do nimero
de vasos foi determinado pela técnica de estudo da variacdo da instabilidade de valores médios em
relagdo a amostra. Em uma lamina representativa de cada grupo experimental foi determinado o
nimero de vasos em 50 campos (aumento de 400x). Com os dados dessas 50 amostras foram
criados, através de sorteio aleatério com reposicao, grupos de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50
amostras. A média e o desvio padrao foram calculados para cada grupo.

O numero minimo representativo de campos microscopicos por tratamento foi obtido quando o
aumento no niumero de campos nao resultou em consideravel redugdo (< 5%) no respectivo valor do
desvio padrdo. Os resultados foram expressos em média £ e.p.m. do namero total de vasos/15

campo.

35



Materiais e métodos

4.8 Quantificacdo do colageno soltvel

A quantidade de colageno soluvel total foi determinada atraves da colorimetria (PHILLIPS
et al, 2004; CAMPOS et al, 2006; MENDES et al, 2009) baseada na reagéo de picrosirius red. As
amostras de esponja foram homogeneizadas com salina/Triton-X-100 (pH 7,8). Em seguida, foram
centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos a 25°C. Posteriormente, adicionou-se 50uL do reagente
picrossirius red a 25 puL da amostra. Apos incubag¢dao de 30 minutos a temperatura ambiente, o
complexo colageno-picrossiriusred foi novamente centrifugado, a 3000 rpm por 10 minutos a 25°C.
Os sobrenadantes foram descartados e o sedimento lavado com 500 pL de etanol (99% puro e livre
de methanol, Synth) e o complexo coladgeno-corantes € reconstituido em 1mL de reagente alcalino
NaOH 0,5M (Synth). Apds solubilizacdo, as amostras foram transferidas para placa de 96 pocos e
lidas a 540nm em leitor de microplacas. A quantificacdo de colageno foi determinada através da
comparagdo de uma curva padrdo utilizando padréo de gelatina (Merck) e os resultados expressos

em microgramas (pg) de colageno por miligramas de implante.
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4.9 Dosagem da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase (MPO) € uma enzima encontrada nos granulos azurofilos de
neutrofilos. A dosagem de MPO é uma técnica que tem sido usada com sucesso como um marcador
bioquimico de recrutamento de neutrofilos na lesdo e permite demonstrar 0 componente
inflamatdrio de forma quantitativa (MULLANE et al., 1985; CROSS et al., 2003).

Apbs a dosagem da hemoglobina, o sedimento obtido foi pesado e solubilizado em 2,0 mL
de tampéo fosfato de sédio a 80 mM, pH 5,4. Transferiram-se 200uL da amostra para um eppendorf
de 1,5 mL e foram acrescidos 600 uL. de HTAB (Brometo de hexadeciltrimetilamonio-Sigma).
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 5000 RPM por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi usado no ensaio enzimatico. O ensaio enzimatico foi feito da seguinte maneira: em
um microtubo foram adicionados 100 pL de perdxido de hidrogénio (H202) a 1,2mM em tampéo
fosfato de sodio 80 mM pH 5.4; 100 uL de substrato TMB (3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina-Sigma)
a6,4 mM diluido em DMSO (dimetil sulfoxido- Merck) ¢ 200 uL. do sobrenadante das amostras.
Esses reagentes foram incubados a temperatura ambiente durante 1 minuto. Apos este periodo, foi
adicionado H.SOs (4cido sulfirico) a 4 M para paralisar a reagdo.Transferiram-se 200 pL do
produto da reacdo para a placa de ELISA e foi feita a leitura em espectrofotometro a 450 nm. A

atividade de MPO foi expressa em densidade 6ptica (OD) / mg de tecido.

4.10 Dosagem da atividade da N-acetil-p-D-glicosaminidase (NAG)

A N-acetil-p-D-glicosaminidase (NAG) é uma enzima lisossdmica produzida por
macrofagos ativados. A dosagem do NAG é uma técnica utilizada como indice da infiltracdo dessas
células nos sitios inflamatorios (BAILEY, 1988). Apds a dosagem da hemoglobina, o sedimento
obtido foi pesado e solubilizado em 2,0 mL de solucdo de NaCl a 0,9% w/v contendo 0,1% v/v de
Triton X-100. Procedeu-se a centrifugacdo a 3000 RPM durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi separado para o ensaio enzimatico.

Para 0 ensaio enzimatico foram adicionados 100 puL do sobrenadante das amostras diluidas

1:5 em tampao citrato/fosfato 0,039 M pH e 4,5 a placa de ELISA. As amostras, foram adicionados
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100 uL do substrato (p-nitrofenil-N-acedtil-p-D-glicosamina) (Sigma) a 2,24 mM diluido em
tampao citrato-fosfato pH 4,5 (200 mL de &cido citrico a 0,1M; 310 mL de Na,HPOsa 0,1M).

O sobrenadante e substrato foram incubados a 37°C durante 60 minutos. Para paralisar a
reacdo foi adicionado 100 puL de tampéo glicina pH 10,6 (misturados volumes iguais de glicina a
0,8M; NaCl a 0,8M e NaOH a 0,8M) em cada pogo. A absorbancia foi medida por
espectrofotometria em leitor ELISA a 400 nm. Os resultados foram expressos como atividade NAG

em densidade Optica (OD)/mg tecido.

4.11 Avaliagéo da cinética de citocinasTNF-a, IL-6, IFN-y, IL-10, IL-4, IL-2 e IL-17

produzidas no modelo de implante de esponja

As dosagens de citocinas no sobrenadante das esponjas dos grupos controles e tratados
foram realizadas pelo método Cytometric Bead Array (CBA), utilizando os kits Th1/Th2/Th17 (IL-
6, IL-10, MCP-1, INF-y, TNF-a e IL-17).

As amostras foram descongeladas em banho maria a 37°C e centrifugadas por 10 minutos &
14000 RPM. Os padrdes foram reconstituidos 15 minutos antes do uso com 2,0 mL de Reagente G
(diluente) sendo, posteriormente, submetidos a uma diluicdo seriada de % até o limite de 1/250.

As beads para cada uma das citocinas sdo marcadas com intensidades de fluorescéncias

distintas (APC), de modo a serem separadas, graficamente, no momento da aquisi¢do no citdmetro
de fluxo. Desta forma, as posicBes das beads e as citocinas correspondentes sdo as seguintes: Al=
IL-6, A2= IL-10, A3=MCP1, A4=IFN-y, A5=TNF-a, A6=IL-12. Posteriormente, 15uL da mistura
de Beads foram adicionados a 25uL dos respectivos padrdes (em suas respectivas dilui¢bes) e a 25
ML das amostras nos seus respectivos tubos.
Em seguida, em cada tubo foi adicionado 18uL de Reagente B (reagente de detec¢cdo marcado com
PE) e os mesmos foram incubados por 2 horas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apés
incubagdo, foram adicionados 500uL de Reagente F (Wash Buffer) em cada tubo e fez-se uma
centrifugagdo a 1300 RPM por 7 minutos. Numa ultima etapa, o sobrenadante de cada tubo foi
aspirado e as amostras foram ressuspendidas em 100uL de Reagente F para as aquisicdes em
citbmetro de fluxo, BD FACS Calibur (BD Bioscence, Sna Diego, CA, USA). Os resultados foram
analisados utilizando o software BD CBA Analysis e os graficos obtidos através do software
GraphPad Prism 5.0
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4.12 Avaliagdo da toxicidade renal e Hepética

4.12.1 Anélises bioquimicas de enzimas hepaticas e renais

Apos a realizacdo da eutandsia dos animais, conforme descrito no item (4.2), o sangue foi

retirado por puncdo cardiaca e posteriormente processado em centrifuga para microtubo a 164 x g

durante 15 min para obtencdo do soro. Apos essa etapa o material foi congelado a -80°C para
futuras analises bioquimicas.

Os reagentes utilizados foram cedidos pela Bioclin — Quibasa, através do programa “Bioclin

nos Laboratdrios Cientificos”. Foram realizados 0s seguintes ensaios: testes de funcédo renal: ureia e

creatinina; e fungdo hepatica: aspartato cetoglutarato aminotrasferase (TGO) e alanina cetoglutarato

aminotransferase (TGP) e funcdo cardiaca: aspartato cetoglutarato aminotrasferase (TGO) e

creatinoquinase isoenzima MB (CK-MB).

As amostras foram processadas no analisador automatico Metrolab 2300 — Wiener
(FullyAutomaticRandom Access Clinical Analyzer) devidamente ajustado com os calibradores e
controles especificos para os kits diagndsticos Bioclin-Quibasa (Controle Normal — Biocontrol N
K073 — Bioclin; Controle Patoldgico Biocontrol P K074 — Bioclin; Calibrador — Biocal K072 —

Bioclin).

4.12.2 Analises histologicas de Figado e Rins

Apdbs o procedimento de eutanésia e coleta de sangue e retirada das esponjas, fez-se a
coleta dos rins e do figado. Os érgdos assim obtidos foram fixados em formol tamponado 10% por
um periodo de 48h. Fragmentos desses tecidos medindo 1cm? foram processados rotineiramente por
meio do processador automatico de tecidos LUPETEC® MODELO PTO5.

Ap0s 0 processamento, os orgdos foram incluidos em parafina a 60°C e submetidos a

microtomia em cortes de 4um e corados com hematoxilina-eosina (HE). Os cortes corados, assim
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obtidos, foram fixados entre 1dmina e laminula para que finalmente pudessem ser analisados.
Conforme testes de coloracdo anteriormente realizados, adotaram-se como periodo de imerséo em
cada um dos corantes o tempo para coloracdo de hematoxilina/eosina para o figado 60/40s e 50/50s
para os rins.

As imagens foram digitalizadas no Laboratério de Multiusuarios NUPEB/UFOP com o
auxilio do microscopio optico de captura Leica® DM5000 através do software Leica Aplication
Suite (versdo 2.4.1).

4.13 Avaliagdo da mielosupressdo desencadeada pelo MTX

Apos a realizagdo da eutanasia dos animais, conforme descrito no item (4.2), o sangue foi
retirado por puncdo cardiaca e posteriormente transferido para tubos BD vacutainer® contendo
antigoagulante EDTA. As amostras foram entdo homogeneizadas e submetidas ao analisador
automatico MICROS 60 Horiba® para contagem do diferencial de leucdcitos. Para confirmacéo da
contagem de leucdcitos e avaliacdo dos demais perfis hematoldgicos como desvio a esquerda, foram
confeccionadas laminas com esfregaco sanguineo e feita a leitura em aumento de 40X em

microscopico optico Olympus BX50.

4.14 Analises estatisticas

Para estabelecer o nimero de animais por grupo de tratamento foram conduzidas analises
estatisticas para determinacdo do tamanho da amostra, a um nivel de significancia de p<0,05.

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade utilizando o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os resultados foram representados pelas medias + erro padrdo. A
comparagdo entre os dois grupos foi feita utilizando-se os testes: ANOVA e Teste t de Student.
Todos os resultados foram considerados significativos para p<0,05 utilizando-se o programa
GraphPadPrism 5.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo prop0s-se avaliar a eficacia do sistema de liberacdo controlada a base de
poli(e—caprolactona) incorporado de MTX e sua agdo sobre a cinética inflamatoria.

E sabido que implantes de matrizes poliméricas de esponjas de poliester-poliuretano s&o
capazes de induzir a migracao e a proliferacdo celular de forma local e temporal. Esse modelo de
implante também permite analisar uma gama de mediadores quimicos da inflamacdo, fatores de
crescimento bem como o perfil e a dinamica da migracdo celular com posterior reparo tecidual no
interior da matriz esponjosa (FERREIRA et al., 2012; MENDES et al., 2009). Desta forma, o
modelo experimental murino de inflamacdo e angiogénesese mostrou-se compativel com o0s
objetivos propostos neste trabalho tendo sido capaz de elucidar importantes aspectos da cinética de
liberagdo do sistema polimérico PCL- MTX e seus efeitos na resposta inflamatoria.

Trabalhos recentes de PEREIRA et al, 2013 tém demonstrado que o sitema polimérico de
PCL possibilitou a liberacdo de quantidades do farmaco de forma controlada e sustentada tendo sido
capaz de promover uma reducdo significativa das células tumorais em ensaios in vitro. Também
Puga et al, (2011) avaliando a liberacdo controlada in vitro de ciprofoxacino através da matrizes
poliméricas de PCL associados com poloxamina, obtiveram resultados satisfatorios em cultivos
com Staphylococcus aureus. Porém, embora varios estudos demonstrem a eficacia deste tipo de
sistema de liberacdo, ndo encontramos na literatura trabalhos que correlacionassem a acgao in vivo
desse modelo de dispensacdo de farmaco.

A implantacdo de matrizes sintéticas induz uma reacao inflamatoria, do tipo corpo estranho,
com consequente formacao de tecido de granulagcdo rico em novos vasos sanguineos, representando
um microambiente apropriado para o estudo da angiogénese inflamatéria (ANDRADE et al, 1987;
MENDES et al, 2009). Nossos resultados demonstraram que as matrizes esponjosas inseridas na
regido dorsal do tecido subcutdneo dos animais foram bem toleradas. Essa caracteristica foi
comprovada pela auséncia de sinais de infecgdo e/ou rejei¢do durante todo periodo do experimento.
Além disso, a quantidade de tecido de granulagdo rico em vasos sanguineos aderido aos implantes
foi gradativamente maior e proporcional ao periodo de permanéncia da espoja no tecido subcutaneo
do animal (FIGURA 7).
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Figura 7: Cinética da deposicdo de matriz extra celular e neoformagéo vascular nos implantes de esponja ao
longo do experimento. As alteragdes vasculares mais expressivas ocorreram no oitavo dia de implantacéo. (A) esponja
4 dias pos-implante; (B) esponja 5 dias pds-implante (C) esponja 6 dias pos-implante e (D) esponja 8 dias pds-
implante.

5.1 Estudo da estabilidade dos polimeros de poli(e-caprolactona) e ensaios de liberacio do

metotrexato in vivo

Com o objetivo de avaliar a estabilidade da matriz de PCL in vivo e, consequentemente, 0S
efeitos de uma possivel degradacdo da estrutura frente a liberacdo do farmaco, foi feita uma
avaliagdo da variacdo de massa do sistema de PCL apds sua implantag&o e retirada nos animais.

Nossos resultados ndo evidenciaram sinais de degradacéo ou qualquer outro tipo de alteracéo
significativa, tendo os polimeros mantidos sua massa inicial constante ao longo de todo tempo
experimental (0, 24, 48 e 96 horas de implantacdo). Estudos anteiores de estabilidade realizados por
BERGSMA, (1995) e PEREIRA, (2013) evidenciaram que o inicio dos processos de biodegradacao
ocorre no periodo de dois anos dentro do organismo (GRAF.1). Apesar de nossos ensaios terem
sido realizados em tempos diferentes aos realizados por esses autores, eles demonstraram que
apesar da intensa fagocitose ocorrida no interior da matriz esponjosa e tecidos adjacentes induzida
pela presenca dos implantes de esponja, o processo inflamatério ndo interferiu na estrutura do

polimero.
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Apoés verificada a estabilidade do sistema de PCL, estes foram submetidos a um estudo in
vivo para analise da cinética de liberacdo do MTX. Os ensaios foram realizados nos tempos de 1, 2,
4, 6, 8 e 10 dias apds a insercdo dos sistemas poliméricos. O conteldo de MTX remanescente nos
implantes removidos foi determinado por meio de ensaios colorimétricos da medida da absorbancia
da solucdo a 307 nm (GRAF.2).

As analises demonstraram que as matrizes de PCL contendo MTX apresentaram uma
liberagédo sustentada da droga no tecido subcutaneo dos animais ao longo de 10 dias do periodo
experimental. Aproximadamente, 69 % da droga foi lixiviada por difusdo atraves da matriz
polimérica do implante de maneira controlada e sustentada (GRAF.1). No entanto, nossos
resultados de ensaios de liberacdo in vivo divergiram dos resultados in vitro obtidos por PEREIRA,
et al (2013). Enquanto naqueles, nos dez primeiros dias, quase 70% da droga ja havia sido liberada,
neste cerca de 30% do farmaco havia sido lixiviado para o solvente no mesmo periodo.
Provavelmente, as diferencas entre o ambiente fisioldgico (teste in vivo) e meio simulado (teste in
vitro) explique a falta de correlagdo para o perfil de liberagdo de MTX encontrado em cada
experimento (PINTO et al, 2011).
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Grafico 1: Massa dos implantes poliméricos (PCL) In vivo. Implantes removidos na regido
subcutdnea de camundongos apés 0, 24, 48 e 96 horas de implantagdo. Os resultados representam
média e desvio padrdo grupos de 6-8 animais para cada ponto. As comparacBes entre 0S grupos
foram feitas por teste t de Student com (p< 0.05). Nossos resultados ndo demonstraram diferencga
entre grupo controle e grupo tratado.
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Grafico 2. Liberacao acumulada de MTX (%) in vivo.O ensaio de liberacdo in vivo do metotrexato
a partir dos sistemas poliméricos realizado nos tempos de 1, 2, 4, 6, 8 e 10 dias ap0s a inser¢cdo dos
implantes na regido subcutanea de camundongos Balb/c. Os resultados representam média de 5-6
animais por ponto.

5.2 Avaliacdo da angiogénese induzida por implantes de esponjas.

A fim de se verificar o efeito do sistema PCL/MTX na proliferacdo vascular, avaliou-se o
contetdo de hemoglobina (Hb) das esponjas implantadas como um indice indireto da formacéo de
novos vasos sanguineos (grafico 3A). Como indice direto, realizou-se a contagem do numero de
vasos presentes na matriz esponjosa por meio da analise morfométrica (grafico 3B). Dessa forma
tais analises foram utilizadas para se estabelecer uma correlagcdo do indice de neovascularizacdo
nessas matrizes poliméricas (PASSANITI et al. 1992; HU et al, 1995. MENDES et al, 2009).
Nossos dados evidenciaram que o sistema PCL-MTX na dose de 2 mg foi capaz de promover uma
reducdo de, aproximadamente 85% dos niveis de HB no grupo tratado em relagcdo ao grupo controle
nos tempos de 48 e 96 horas pos-implante (GRAF.3A). Essa diferenca também foi evidenciada pela
analise morfométrica dos implantes que mostrou um ndmero de vasos significativamente menor,
cerca de 90%, no grupo tratado em comparacao ao grupo controle também para o0s tempos de 48 e
96 horas (GRAF.3B). Nossos achados estdo de acordo com os resultados obtidos por ARROYO et
al, 2010 que também avaliaram a neoformacéo vascular e a deposi¢do de matriz extra celular frente
aos mecanismos bioldgicos indutores da inflamacdo presentes na artrite reumatdide e na

arterosclerose.
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Gréaficos 3 —Determinacdo de HB nos implantes (3A) e contagem do ndmero de vasos (3B).

Os valores representados sdao as médias e desvio padrdo (+SEM) de grupos de 8-10 animais de cada ponto. Os
resultados foram analisados pelo Teste t de Student (p < 0,05). (*) indica diferenga entre grupos tratados e controle
submetidos a um mesmo periodo de tratamento; (a) indica diferenga (p < 0,05) em relacdo ao tempo zero; (b) indica
diferenca (p < 0,05) em relacdo ao tempo de 24 horas controle; (c) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo ao tempo de
48 horas controle;
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5.4 Avaliacao do infiltrado inflamatdrio nos implantes de esponja

A implantacdo de matrizes sintéticas induz uma reacao inflamatoria, do tipo corpo estranho,
com consequente formacéao de tecido de granulacdo rico em novos vasos sanguineos, representando
um microambiente apropriado para o estudo da angiogénese inflamatéria (ANDRADE et al, 1987;
MENDES et al, 2009).

Neste trabalho a andlise do infiltrado inflamatorio presente no tecido fibrovascular

produzido no interior das esponjas, foi realizada por meio de ensaios que correlacionaram a
atividade enziméatica com numero destas células no local da lesdo, sendo esse parametro
amplamente aceito como um dos marcadores indiretos do processo inflamatério (KOBBE et al,
2012). A avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPQ) presente em granulos
azurofilos de neutrdfilos pode ser utilizada como um método indireto para analisar a presenca de
neutrofilos no foco inflamatdrio (ARAUJO et al, 2011; MOURA et al, 2011).
Uma segunda classe de enzimas, a acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) presente em macrofagos
ativados pode ter sua atividade avaliada e os resultados obtidos correlacionados com o namero de
macrofagos no local da inflamacgdo. Essas técnicas utilizadas em nosso trabalho foram importantes
para analisar o efeito local do MTX liberado dos implantes poliméricos de PCL e demonstraram
que a presenca da esponja induziu a formacdo, em ambos os grupos, de um estroma fibrovascular
com massa e infiltrado celular que diferiu significativamente em intensidade e quantidade.

Nossos resultados evidenciaram diferencas estatisticas na quantidade de neutrofilos (medido
pelo ensaio do MPO) entre os grupos tratado e controle nos tempos de 24 e 48 horas pos-implantes ,
indicando a acdo predominante deste tipo celular na fase aguda da inflamacéo. Este perfil confirma
0 padrdo do processo inflamatdrio observado em diversos estudos experimentais in vivo que
constataram que 0s primeiros tipos celulares a chegar ao tecido lesionado sdo os neutrofilos
(TIDBALL, 2005) (GRAF.4A).

Ja o recrutamento de macrdfagos (avaliado pelo ensaio de NAG) sofreu significativa alteracdo em
decorréncia da acdo do MTX (GRAF.4B). Apo6s 24 horas de tratamento, a dosagem dessa enzima
indicou que a ativagdo dessa populagdo celular foi reduzida no grupo tratado de forma crescente
apos 48 e 96 horas de tratamento. Estudos realizados por nosso grupo evidenciaram que a
modulagdo sobre essas células de defesa ocorre ndo de forma sisttmica como mencionado por

XAVIER (2010), mas sim local, provavelmente desencadeada por meio da acéo de citocinas pro-
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inflamatdrias presentes no local. O sistema polimérico avaliado foi capaz de promover a liberacéo
de MTX em doses terapéuticas de forma seletiva e sustentada no foco inflamatério (GRAFICO.4B).

Nossos resultados estdo de acordo com os de MOURA et al, 2011 que avaliou o efeito do
extrato aquoso de propolis na resposta inflamatdria utilizando o0 mesmo modelo experimental. Esses
achados evidenciaram dois aspectos importantes relacionados ao uso deste tipo de modelo
experimental: a) sua capacidade de gerar um ambiente propicio para avaliar diferentes compostos
com propriedades anti-inflamatoria e anti-angiogénica; b) a aplicabilidade deste modelo em avaliar
diferentes sistemas de liberacdo controlada de farmaco em um ambiente compartimentalizado in
vivo (GRAFICO.4)
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Grafico 4: Cinética do influxo de células inflamatdrias em implantes de esponjas de camundongos. Atividade
de MPO (4-A) e atividade da NAG (4-B) em tempos pré-determinados.Os valores representados sdo as médias e
desvio padrdo (+SEM) de grupos de 8-10 animais de cada ponto. (*) indica diferenga entre grupos tratados e controle
submetidos a um mesmo periodo de tratamento; (a) indica diferenga (p < 0,05) em relacdo ao tempo zero; (b) indica
diferenca (p < 0,05) em relagdo ao tempo controle de 24 horas; (c) indica diferenga (p < 0,05) em relagdo ao tempo
controle de 48 horas; Teste t de Student (p < 0,05).
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5.5 Avaliacdo do perfil de citocinas TNF-a, IL-6, IFN-y, IL-10, IL-4, IL-2 e IL-17 produzidas

no modelo de implante de esponja.

A modulacdo do processo inflamatério é influenciada por proteinas sinalizadoras
genericamente denominas de citocinas. Essas moléculas, como TNF-a., IL-6 e IFN-y, por exemplo,
atuam por meio da ativacdo de células endoteliais e fibroblastos, induzindo a angiogénese, ativacao
e recrutamento de neutréfilos e macréfagos fazendo com que essas células migrem em diregdo ao
foco da leséo e atuem no sentido de eliminar o agente agressor (FERREIRA et al, 2012; KOH &
DIPIETRO, 2011). O TNF-q, especificamente, também pode induzir a angiogénese, ao estimular a
producdo de mRNA, de IL-8, do fator de crescimento endotelial vascular (VEFG) e do fator de
crescimento fibroblastico (FGF) em células endoteliais (BANNO et al., 2004; CHAKRAVARTY et
al., 2011). Sendo assim, tais mediadores inflamatorios tornam-se importantes na avaliacdo do perfil
e da cinetica inflamatdria em diferentes contextos.

Nossos resultados demonstraram que os niveis TNF-o e IL-6 (citocinas prd- inflamatoria) no
sobrenadante da esponjas ndo diferiram nos tempos de 24 e 48 horas. Entretanto, no tempo de 96h
houve reducédo significativa dos niveis destas citocinas no grupo tratado quando comparado ao
grupo controle (GRAF. 5A e B). A reducdo dos niveis desta citocina refletiu diretamente numa
menor deposicdo de coladgeno, migracdo de células inflamatérias e neoformacgdo vascular,
confirmando a importancia dessas moléculas na modulacéo desses eventos bioldgicos. Além disso,
a dosagem dessas citocinas foi importante para demonstrar atividade anti-inflamatéria e anti-
angiogénica do composto MTX associado ao sistema PCL de liberagcao controlada (GRAF. 5A e
5B). Os dados obtidos estdo de acordo com os trabalhos realizados por VAN EDE (1998) que
avaliou a acdo do MTX sobre a inibicdo da producdo de TNF-o e IL-6 na artrite reumatoide e
demonstrou a capacidade da droga em modular as concentraces plasmaticas destes compostos ao
longo do tratamento.

Para as demais citocinas supracitadas no titulo, ndo foram detectados niveis significativos

em nenhum dos tempos avaliados pelo método de anélise utilizado.
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Gréfico 5:Analise do perfil de citocinas TNF-a. e IL-6 em implantes de esponja.

Dosagem de citocinas inflamatorias TNF-o (5A) e IL-6 (5B) pelo método Cytometric Bead Array (CBA). As analises
foram realizadas em sobrenadante de esponja previamente implantadas na regido dorsal de camundongos Balb/c e
retiradas em diferentes tempos (24, 48 e 96 horas) apés inicio do tratamento. Os valores representados sdo as médias e
desvio padrdo (+SEM) de grupos de 8-10 animais de cada ponto. (*) indica diferencga entre grupos tratados e controle
submetidos a um mesmo periodo de tratamento; (a) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo ao tempo zero; (b); Teste t
de Student (p < 0,05).
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5.6 Avaliacdo dos componentes fibrovasculares nos implantes de esponja

A técnica de implantacdo de disco de esponja induz a formacdo de um estroma
fibrovascular que ocupa os poros da matriz esponjosa, preenchendo os implantes com células
inflamatorias, vasos sanguineos, fibroblastos e fibras colagenas (MOURA, 2011). Nesse sentido, 0
grau de deposicdo de colageno apos a lesdo determina o resultado do equilibrio reparo/regeneracao
dos tecidos lesionados (JORGENSEN, 2003).

Neste trabalho, o edema, a infiltracdo celular e a deposicdo de matriz extracelular nos
implantes foram avaliados quantitativamente a partir do peso Umido das esponjas e da andlise
quantitativa do contetdo de colageno presente nos implantes.

Nossos resultados demonstraram que o peso Umido dos implantes dos animais do grupo
controle apresentou uma massa significativamente maior que o grupo tratado em todos os tempos
do experimento, sendo este pardmetro mais acentuado no periodo de 96 horas apds o inicio do
tratamento. No tempo de 24 horas (GRAF.6) foi observada uma diferenca significativa da massa
dos implantes do grupo controle e tratado porém, essa discrepancia nao foi observada para 0 mesmo
intervalo de tempo quanto a deposicdo de coldgeno (GRAF.7). Essa aparente incoeréncia é
explicada pelo fato de que a varia¢do do peso das esponjas nos grupos controles e tratados no tempo
de 24 horas ndo é decorrente do aumento da sintese de colageno, mas sim em funcdo dos eventos
vasculares exsudativos dos capilares adjacentes a esponja. Esse achado, justifica a diferenca do peso
Umido do grupo controle quando comparado ao grupo tratado, demonstrando que nestes, a resposta
inflamatdria foi mais acentuada.

Ja a cinética da deposicdo de colageno foi feita por meio de dosagens do sobrenadante das
esponjas, apds maceracdo, através de técnica colorimétrica com picrosirius red. Os resultados
demonstraram reducéo significativa na deposicao desta proteina para os grupos tratados em relacao
ao grupo controle nos tempos de 48 e 96 horas (GRAF.7). No entanto, embora o sistema tenha
liberado quantidades suficientes de MTX capazes de suprimir importantes componentes do tecido
fibrovascular em periodos maiores de tratamento, a deposi¢do de coldgeno no tempo de 24 horas

ndo foi afetada pelo farmaco.
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Gréfico 6: peso Umido das esponjas apds a implantagéo.

Andlise da variacdo dos pesos Umidos das esponjas nos grupos tratado e controle apds 24, 48 e 96 horas de tratamento
com grupos de 6-8 animais em cada tempo. No grupo controle o peso dos implantes apresentou-se significativamente
maior nos tempos de 24 e 96 horas apo6s inicio do tratamento. (**) indica diferenga entre grupos tratados e controle
submetidos a um mesmo periodo de tratamento; (a) indica diferenga (p < 0,05) em relagdo ao tempo zero; Os valores
representados sdo a média + e.p.m para cada ponto. ANOVA *(P <0,05).
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Gréfico 7 : Cinética da deposicao de colageno total nos implantes de esponja .

Anélise da variacdo do colageno no sobrenadante pelo método de reacdo do picrosirius red. Os niveis de colageno nos
grupos tratados apresentaram significativa reducdo em relagdo ao controle nos tempos de 48 e 96 horas de tratamento
Os valores representados sdao média (+ SEM) de grupos de 6-9 animais para cada ponto. (*) indica diferenca entre
grupos tratados e controle submetidos a um mesmo periodo de tratamento; Teste t de Student (p < 0,05).

Teste t de Student. (P< 0.05).
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5.7 Avaliacdo histologica da angiogénese inflamatoria

A andlise histoldgica das esponjas utilizando como técnica de coloragdo (HE), nos permitiu
caracterizar o perfil das células infiltradas, a dindmica angiogénica e a deposicdo de tecido
fibrovascular no implante, o que nos permitiu analisar a cinética da inflamacao ao longo dos tempos
estudados (24h, 48h e 96 horas ap6s o implante de PCL-MTX)

As alteragdes histoldgicas durante o desenvolvimento do tecido fibrovascular s&o ilustradas
na (FIGURA 8).

No tempo de 24h (5 dias pos-implante de esponja) os implantes do grupo controle
mostraram um acumulo de células inflamatérias maior em comparacdo com o grupo tratado. O
perfil celular era predominantemente de neutréfilos, com escassos macréfagos e fibroblastos. Nos
tempos de 48h e 96h (6 e 8 dias pos-implante de esponja), as esponjas apresentavam- se mais
vascularizadas e continham muito mais células inflamatdrias, células gigantes multinucleadas e
fibroblastos no tecido de granulacdo quando comparadas as esponjas do grupo tratado com PCL-
MTX. Diferentemente do grupo controle, o perfil inflamat6rio-angiogénico foi decrescente ao longo
do tempo estudado (FIGURA 8).

A interpretacdo desses dados, associada aos resultados das dosagens enzimaticas e a de
citocinas, sugerem que a quantidade de MTX liberada pelas matrizes poliméricas de PCL agiu de

forma eficaz em aspectos importantes da neoformacdo vascular e da resposta inflamatéria local.
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FIGURA 8 Cortes histoldgicos representativos (4 um, corados com HE) de implantes de esponjas (24, 48 e 96
horas pés implantagéo). ): Figuras A, C, E e G representam os grupos controles nos tempos de 0, 24, 48 e 96 horas
apos implante da matriz de PCL puro; Figuras B, D, F e H representam os grupos tratados com metotrexato nos tempos
de 0, 24, 48 e 96 horas apds implante da matriz de PCL-MTX; V = vaso sanguineo, TC= tecido conjuntivo; I= infiltrado
inflamatorio; *= esponja; N= neutréfilo; O inserto de neutréfilo na figura A é um zoom do aumento de 40X. Barra =50

pm.
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5.8 Avaliacao das funcgdes hepéticas e renais

A analise das funcBes hepatica e renal constituem uma importante mecanismo para avaliar a
toxicidade de uma série de farmacos utilizados na terapéutica. O principio deste monitoramento
consiste na avaliacdo das alteracdes séricas, decorrentes do uso dessas substancias ativas e de uma
série de enzimas relacionadas com esses 0rgdos. No caso do figado, por exemplo, sdo avaliadas
bilirrubinas, proteinas, fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase e aminotransferases. Ja em
relagéo aos rins, sdo usados marcadores como ureia e creatinina (MELO et al, 2009).

Estudos anteriores tém relatado um elevado numero de efeitos adversos em humanos
decorrentes do uso prolongado do MTX com doses usuais e semanais que variam de 7,5 a 25 mg
por semana. Esses efeitos adversos acometem Orgdos importantes como o figado e estdo
relacionados com alteracGes das concentracdes enzimaticas séricas deste 6rgdo até alteracdes
estruturais como a cirrose.

Os rins também podem ser acometidos com o uso deste farmaco. Um estudo em pacientes

com artrite reumatoide ao longo de seis meses, com doses semanais de 7,5 mg mostrou uma
diminuigdo da clearance de creatinina em 8,6 ml/min e uma diminuigdo da clearance de MTX de
23,8 ml/min (VAN EDE, 1998; NEVES, 2009).
De acordo com a abordagem supra citada, a funcdo hepatica pode ser avaliada pela concentracdo
sérica de bilirrubinas, albumina plasmatica, fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase e
aminotransferases. Com base nestas evidéncias, propomos avaliar o impacto do sistema PCL-MTX
na dose de 2mg no figado e nos rins. Em funcdo do pequeno volume de material biolodgico obtido
para analise (200uL), a avaliacdo hepatica foi realizada através da quantificacdo dos niveis séricos
das transaminases (TGO, TGP). Para a andlise dos resultados obtidos, foram adotadas como
referéncia os seguintes valores das concentracdes séricas de TGO e TGP:125,6 + 47,10U/L e 110,8
+ 30,5U/L, respectivamente (TRINDADE et al, 2012). Nossos resultados demostraram que em
ambos 0s grupos (grupo tratado e grupo controle) em todos os dos tempos avaliados os marcadores
hepéticos (TGO, TGP) ndo indicaram qualquer alteracéo.

Uma outra condigdo agravante do uso prolongado do MTX esta relacionado a sua
nefrotoxicidade. Doses elevadas deste farmaco pode levar a precipitacdo da sua forma inalterada
e/ou de seus metabdlitos no glomérulo e desencadear uma lesdo tubular grave que, por sua vez
gerard uma condicdo de insuficiéncia renal aguda. Isso explica a necessidade de testes de avaliagdo

periddica da funcdo renal em pacientes que fazem uso desta substancia por tempo prolongado
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(HOCHBERG et al, 2003). Um importante marcador de avaliacdo renal é a ureia. Este composto é
derivado do catabolismo de aminoacidos e proteinas geradas no figado e é a principal fonte de
excrecao do nitrogénio do organismo, principalmente pela urina, sendo, portanto, também utilizada
para monitorar as funcdes dos rins (Burtis et al, 2008). Em camundongos BALBI/c, este produto
apresenta-se em valores aproximados de 45,1 + 8,6 mg/dL (TRINDADE et al, 2012).

Outro importante marcador da funcéo renal, a creatinina, é excretada na urina dos animais e
sua concentragdo sérica, em camundongos BALBI/c, apresenta valores aproximados de 0,45+ 0,07
mg/dL (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009. Qualquer alteracdo nos niveis dessa substancia
indica lesdo gromerular grave.

Nossos resultados ndo demostraram alteracbes dos marcadores renais em nenhum dos
tempos analisados, utilizando — se de a dose de MTX de 2 mg/ animal (GRAF.9A). Embora essa
guantidade de farmaco administrada seja infinitamente grande e suficientemente capaz de
desencadear inumeros danos a um animal com peso em torno de 30 gramas, a auséncia de danos
nesses 0rgaos demonstra a capacidade do sistema de PCL de promover uma liberagdo controlada e
sustentada do farmaco (GRAF.8) e (GRAF.9B).
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Gréfico 8: Avaliacdo bioquimica da funcdo hepéatica de camundongos BALB/c submetidos ao tratamento com
MTX na dosagem de 2 mg por animal. Concentracéo sérica de (TGO) - asparto cetoglutarato aminotransferases(8A) e
(TGP) — alanina cetoglutarato aminotransferases (8B). Os resultados estdo representados média (£ SEM) de grupos de
6-9 animais para cada ponto.Teste t de Student (p< 0.05). Ndo houveram diferencas estatisticas observaveis entre 0s
grupos avaliados.
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Gréfico 9:Avaliagdo bioquimica da funcdo renal de camundongos BALB/c submetidos ao tratamento com MTX.
Concentragdo sérica de creatinina (9A) e ureia (9B) nos diferentes 6rgéos dada por mg/dL. Os resultados representam
média (+ SEM) de grupos de 3-6 animais para cada tempo. Teste t de Student ( p< 0.05). Ndo houveram diferencas
estatisticas observaveis entre os grupos avaliados
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5.8.1 Achados histoldgicos hepaticos renais

O figado é responsavel pela concentragio e metabolizagdo da maioria das drogas e toxinas. E
exatamente por esse motivo que algumas substancias podem gerar hepatotoxicidade. Além dos
hepatocitos, ductos e canaliculos biliares, o endotélio vascular e as células estreladas podem ser
afetados. A hepatotoxicidade relacionada as drogas € um evento comum. Esta presente em mais de
10% das reacOes adversas aos medicamentos (MELO et al, 2009). A lesdo hepética induzida por
drogas € responsavel por 30% dos casos de hepatite aguda e por mais de 50% dos de ictericias
agudas. A classificacdo da lesdo hepatica relacionada as drogas é estabelecida de acordo com a
apresentacdo clinica, os achados laboratoriais e histologicos e também pelo mecanismo de
toxicidade. De forma similar, o aparelho renal, sendo o responsavel pelo processo de filtracdo e
eliminacdo dos residuos dos farmacoldgicos, também é afetado pelos processos citotdxicos podendo
0 oOrgdo desenvolver desde uma glomérulonefrite toxica a uma insuficiéncia renal cronica,
principalmente em se tratando de drogas cuja estratégia terapéutica aplicada a longo prazo.
(TRINDADE et al, 2012).

Com o objetivo de se avaliar o impacto das formulagdes nos rins e figado, ambos os tecidos
foram coletados em todos os animais (grupo controle e grupo tratado) e submetidos a
processamento histoldgico. Os tecidos foram submetidos a coloracdo de rotina (Hematoxilina e
Eosina) e foram analisados de acordo com o padréao histopatoldgico exibido.

A morfologia do figado dos animais em ambos o0s grupos, demonstrou que nao houve
qualquer alteracdo estrutural na organizacdo dos hepatdcitos, ductos, vasos ou artérias ou células
estreladas. Os hepatdcitos apresentavam citoplasma homogéneo, de formato poliédrico sem
alteracBes degenerativas. O nucleo em sua maioria exibia nucléolo evidente sem sinais de
formacdes picndticas. Nao foi observado em nenhum dos animais de ambos os grupos, sinais de
necrose ou alteracGes conjuntivas da matriz extracelular. Em nenhum animal, foi observada a
presenca de hemorragia ou infiltrado inflamatério. (FIG. 9A)

Em relacdo ao tecido renal, ndo foram observadas alteragcbes na morfologia glomerular ou
glomerulonefrite evidente, bem como a presenca de degeneragdo e/ou cilindros hialinos

intratubulares indicativos de nefrotoxicidade em nenhum dos grupos avaliados. (FIG. 9B)
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FIGURA 9: Andlise de cortes histologicos (4 um, HE) de figado (9A) e rins (9B): Figuras A, C, E e G
representam os grupos controles nos tempos de 0, 24, 48 e 96 horas apds implante da matriz de PCL puro;
Figuras B, D, F e H representam os grupos tratados com metotrexato nos tempos de 0, 24, 48 e 96 horas

apo6s implante da matriz de PCL-MTX; VC = vaso sanguineo, G = glomérulo renal; Barra = 50 um
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5.9 Avaliacdo da mielotoxicidade decorrente da liberagdo de MTX através do sistema

poliméico de poli(e-caprolactona).

E sabido que o uso prolongado de MTX esté relacionado com o aparecimento de anemia,
leucopenia, pancitopenia, neutropenia e trombocitopenia decorrentes da mielossupressao. Esse
efeito sobre a medula é atribuido a acéo do farmaco sobre o metabolismo de pirimidina, o qual inibe
etapas importantes da sintese de DNA e culmina com a gama de altera¢cGes hematoldgicas ja citadas
(VAN EDE et al ,1998). Trabalhos anteriores de NEVES (2009) demonstraram que existem alguns
fatores de risco identificados e relacionados diretamente com o aparecimento da toxicidade
medular, tais como: alteracdes da funcéo renal, idade avancada do paciente, infecgdo concomitante,
ingestdo de alcool e deficiéncia de folato néo tratada.

Com o objetivo de avaliar os efeitos do MTX liberado nas matrizes de PCL sobre a medula
Ossea, 0s animais, tiveram o sangue coletado, momentos antes da eutanasia por meio de puncao
cardiaca conforme item (4.13) e, posteriormente, foram realizados ensaios para avaliacdo
hematoldgica dos perfis de células brancas e vermelhas do sangue. Os resultados obtidos pela
contagem global, ndo apresentaram diferencas entre os grupos controle e tratados (Graficos 10 e
11). Nossos resultados indicaram que a reducdo do infiltrado inflamatério no compartimento da
esponja se deu em razdo da elevada concentracdo do MTX local, sem contudo apresentar qualquer

efeito sitémico de supressdo medular.
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Conforme relatado anteriormente neste trabalho, os resultados de dosagem de NAG, MPO e
as andlises histologicas do implante de esponja demonstraram uma reducgdo significativa do
infiltrado inflamatorio apds 48 e 96 horas de tratamento (GRAF. 4A, 4B e FIG.8). Com o objetivo
de verificar se essa reducdo foi decorrente do efeito local do MTX e ndo da sua acao sobre medula
Ossea (efeito sisttmico), foi proposta uma analise dos leucdcitos totais e da série vermelha do
sangue para avaliagcdo dos pardmetros hematoldgicos esistémicos. Para a analise dos resultados
obtidos, foram adotadas como referéncia os seguintes porcentagens das concentra¢fes plasmaticas
dos marcadores avaliados: linfocitos (80,1 +/- 9,2%); neutrofilos (16,9+/- 6,1%); mondcitos (2,3+/-
1,2%); hemacias (9,0 +/- 0.9) x10%/mm?; hemoglobina (13,9 +/- 1.0) g/dL e hematocrito (42,3 +/-
3,9 %) (TRINDADE et al, 2012). Nossos resultados ndo evidenciaram diferenca significativa entre
0s grupos controle e tratado em nenhum dos tempos de estudo propostos.

E sabido que a dose de MTX utilizada na clinica médica e capaz de desenvolver o conjunto
de efeitos colaterais convencionais varia entre 15 a 25 mg por semana para um individuo de 70 Kg,
aproximadamente, e os principais distdrbios decorrentes da mielossupressao aparecem apds 7 a 9
dias da administracdo do farmaco e duram cerca de duas semanas apés a interrupgdo do tratamento
(NEVES et al, 2009; XAVIER et al, 2010). Em nosso trabalho entretanto, a quantidade de 2 mg de
MTX empregada em um animal de 30 mg de peso o que corresponderia a uma superdosagem, nao
foi toxica para o organismo. Essa afirmacdo € baseada na auséncia de danos hepaticos e renais
demonstrados anteriormente o que torna evidente a capacidade do sistema polimérico de PCL em
modular a saida de MTX através da sua matriz. Esse efeito modulatorio do sistema de liberacdo
refletiu na auséncia de alteragdes hematoldgicas no grupo tratado e demonstrou que o farmaco
liberado possui acdo apenas local no foco inflamatério, o que € extremamente interessante para a
proposta deste trabalho.

Nossos estudos possibilitaram o entendimento de aspectos importantes da correlacéo liberacao
controlada de farmacos versus cinética inflamatoria. Estudos utilizando esse sistema em outros
modelos experimentais tais como: artrite reumatdide ou neoplasias, poderdo elucidar outros
aspectos importantes deste sistema de forma a ampliar a sua utilizacdo como estratégia terapeutica

mais proxima do ideal.
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5.10 Resumo de resultados

De modo geral, nossos resultados demonstraram que o sistema polimérico de PCL inserido
no tecido subcutaneo na regido dorsal de camundongos BALB/c liberou quantidade suficiente de
MTX capaz de controlar o processo inflamatdrio previamente induzido. A quantidade do farmaco
que se difundiu pelo sistema provocou reducdo dos niveis de (HB) e da deposicdo de colageno,
principalmente colageno tipo | na matriz esponjosa, condicdo que refletiu no aumento do peso
Umido das esponjas dos grupos ndo tratados. Além disso, o infiltrado celular presente, constituido
basicamente de macrdfagos e neutrofilos, apresentou—se reduzido em relacdo ao grupo controle.
Esse perfil de células inflamatérias presentes no sitio da inflamacéo possui relacdo intima com as
citocinas TNF-a e IL-6 relatadas, as quais apresentaram-se reduzidas no periodo de 48 e 96 horas
de tratamento.

As andlises de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade obtidas neste trabalho indicaram que a
modulacdo da liberacdo de MTX pelo sistema poli(e-caprolactona) ndo foram nocivas para esses
importantes 6rgdos, 0s quais mantiveram sua integridade fisica e funcional comprovadas
respectivamente, pelas analises histologicas e de doseamento enziméatico (TABELAL).
Adicionalmente, os resultados da avaliagdo hematolégica também ndo evidenciaram qualquer
alteracdo nos perfis das células brancas e vermelhas do sangue indicando que a quantidade de MTX

proveniente da matriz polimérica ndo apresentou efeitos sistémicos significativos.
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TGO
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Tabela 1: Resumo das alteragdes vasculares, inflamatdrias, fibrogénicas e de toxicidade renal e hepética desencadeadas
pelo MTX liberado do sistema de PCL. Os simbolos representam as varia¢des do grupo tratado em relagéo ao controle.
(=) indica igualdade entre os grupos; ([}) indica reducdo do grupo tratado em relacdo ao controle; ( ) indica aumento do
grupo tratado em relacéo ao controle, (-) indica auséncia de toxicidade.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho permitiu as seguintes conclusoes:

v" O sistema de liberagdo controlada de poli(e-caprolactona) demostrou ser capaz de liberar o

farmaco MTX de forma controlada e sustentada para os tempos estudados.

v" O modelo murino de implante subcutaneo de esponjas de poliester-poliuretano pode ser
utilizado como uma plataforma de triagem in vivo para futuros farmacos utilizando o
sistema de liberagdo controlada de poli(e-caprolactona) no contexto da angiogénese

inflamatoria.

v" O sistema de liberacdo PCL-MTX foi eficaz na reducdo dos parametros da cinética da

angiogénese inflamatdria promovida pelo implante de esponja.

v A concentragdo de MTX liberada pelo sistema PCL na dose de 2mg exerceu apenas efeito

local, sem impacto sistémico na medula 6ssea ou efeitos tdxicos renal e hepatico.
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