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RESUMO



Resumo

ALMEIDA, F. P. P. Estudo da farmacocinética vitrea e toxicidade da
ciclosporina intravitrea em olhos de coelhos. 93f. Tese (Doutorado).
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdao Preto, 2012.

O tratamento de pacientes com doencas inflamatérias oculares cronicas
frequentemente implica no uso prolongado de drogas anti-inflamatorias
sistémicas como, corticosteroides e outros imunossupressores, podendo
acarretar efeitos colaterais importantes. O uso local destas drogas pode
contribuir para aumentar seus efeitos desejaveis e reduzir os efeitos colaterais.
Implantes intraoculares biodegradaveis sao capazes de disponibilizar o
farmaco diretamente na cavidade vitrea em doses terapéuticas por periodo
prolongado. O copolimero do acido latico e glicdlico (PLGA) € um classico
exemplo entre os polimeros sintéticos biodegradaveis aplicados em sistemas
de liberacdao de farmacos devido a sua biocompatibilidade e auséncia de
toxicidade em testes in vivo. A ciclosporina A (CsA) € um imunossupressor
largamente usado na clinica médica, e também tem sido empregada no
tratamento de varias doencgas inflamatdrias intraoculares. O objetivo deste
estudo foi avaliar a farmacocinética vitrea da CsA, quando aplicada por meio
de implante biodegradavel de PLGA intravitreo na concentragéo de 350 ug em
olhos de coelhos, assim como avaliar a ocorréncia de toxicidade retiniana
causada pela presencga intraocular do sistema de liberagdo de farmacos por
meio de eletrorretinografia (ERG) e histopatologia. Dos sessenta coelhos que
foram utilizados neste estudo, 38 receberam o implante intravitreo de PLGA
contendo CsA e 22 somente os veiculos. Somente o olho direito dos coelhos foi
analisado na pesquisa. O estudo teve duragdo de oito semanas. Quatro
coelhos do grupo CsA e dois do grupo controle foram sacrificados
semanalmente para a coleta do vitreo e posterior estudo farmacocinético.
Quatro animais de cada grupo foram escolhidos para terem a presséo
intraocular aferida semanalmente. Seis coelhos foram submetidos a ERG no
inicio e ao final do estudo, sendo entao sacrificados, e os olhos processados
para estudos histoldgicos da retina. O periodo inferido de permanéncia da CsA
na cavidade vitrea foi de 17 semanas. Nos dois grupos, com e sem CsA, nao
foram observadas alteragbes histolégicas na retina, entretanto houve
importante redugdo da onda b nas fases escotépicas da ERG no grupo CsA,
indicando toxicidade na via dos bastonetes apds as oito semanas de
seguimento. Em resumo, estes resultados mostraram que a CsA aplicada por
meio de implantes oculares de PLGA na dose de 350 pg ndo causa alteragdes
histolégicas da retina, mas provoca um padrao exclusivo de diminuicdo da
onda b. Em estudos futuros, seria interessante avaliar os efeitos de implantes
contendo concentragdes inferiores a 350 ug de CsA, e também, veiculos que
permitam que sua liberagdo seja mais lenta, evitando-se, assim, a toxicidade
observada nos ERGs e confirmar sua aplicabilidade clinica como alternativa
interessante para o tratamento de doencas oculares inflamatdérias cronicas.

Palavras-chave: Retina, Coelho, Eletrorretinografia, Implantes biodegradaveis,
Ciclosporina, Farmacocinética intravitrea.
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Abstract

ALMEIDA, F. P. P. Pharmacokinetic and toxicity study of intravitreal
cyclosporine in rabbits eyes. 93f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Treatment of patients with chronic inflammatory ocular diseases often
involves the use of systemic anti-inflammatory drugs such as corticosteroids
and other immunosuppressive agents for a long period of time, which may
cause significant systemic side effects. Intraocular use of these drugs may help
to improve their local beneficial effects and reduce systemic adverse effects.
Biodegradable intraocular implants are able to deliver drugs directly into the
vitreous cavity in therapeutic doses for an extended period of time. Poly-lactic-
co-glycolic acid (PLGA) is a good example of synthetic biodegradable polymers
used in ocular drug delivery systems due to its biocompatibility and absence of
toxicity. Cyclosporine A (CsA) is a largely used immunossupressor, and it has
also been employed for treatment of various intraocular inflammatory diseases.
The objective of this work was to evaluate the pharmacokinetics of CsA, when
applied in biodegradable PLGA intravitreal implants in rabbit eye and its retina
toxicity by electroretinography and histopathology. Right eyes of sixty rabbits
were used on this study, 38 received the PLGA implant containing 350 ug of
CsA, and 22 the implant without the drug and were followed during 8 weeks.
Four animals of CsA group and 2 of control group were sacrificed weekly to
have their vitreous samples collected for subsequent pharmacokinetic study.
Four animals from each group were chosen to have intraocular pressure
measured weekly. Six animals of each group underwent electroretinography
tests at baseline and at the end of the study. Then they were sacrificed and had
their eyes processed for histological studies of the retina. It was hypothetically
calculated that CsA would take 17 weeks to be completely delivery by this
system. Histologically the retina did not show alterations in both groups, but
there was a significant reduction in the b wave of the scotopic ERG phases in
the CsA group indicating toxicity of the rods pathway after 8 weeks of follow-up.
In summary, PLGA implants with 350 ug of CsA does not cause retinal
histological changes, but decreases b wave amplitude. In future studies it would
be interesting to test lower concentrations of CsA using this delivery system to
decrease possible toxicity and to guarantee its clinical applicability.

Keywords: Retina, Rabbit, Electroretinography, Biodegradable implant,
Intravitreal drug delivery, Cyclosporine, Intravitreous pharmacokinetic.
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A visdo é o sentido pelo qual os seres vivos processam o ambiente
quanto a métrica do espaco, movimento, cor, forma e brilho, e a retina é a
estrutura ocular fundamental na sua génese, pois transforma a luz (energia
eletromagnética) em estimulo nervoso através do processo de
fototransducéo. Inicialmente, uma breve introducdo dos aspectos estruturais e
funcionais da retina sera apresentado seguido de revisdo da literatura com
relagdo ao uso de CsA no tratamento de doencas oculares, particularmente

em implantes intravitreos.

1.1. Anatomia retiniana

Nos vertebrados, a retina € uma membrana localizada na superficie
interna da parte posterior do olho, que contém os trés primeiros neurbnios da
via visual aferente, dos quais, os cones e o0s bastonetes sao células
fotossensiveis que iniciam o processo da visdo e se tornam hiperpolarizados
na presenga de luz. A partir dai, a informacgao visual segue por suas conexdes
com as ceélulas bipolares, o segundo neurdnio, que processam 0s sinais em
conjunto com as células horizontais e amacrinas e os enviam para as células

ganglionares, o terceiro neurdnio (Figura 1).
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Horizontal
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Amacrina

Ganglionar

Figura 1: Esquema ilustrando os tipos celulares componentes da retina.
Fonte: (http://webvision.med.utah.edu/).

Os axénios das células ganglionares formam o nervo optico, que se
estende até o corpo geniculado lateral. O conjunto de axdnios dos neurdnios
do corpo geniculado lateral constitui as radiagdes O6pticas, que fazem suas
conexdes sinapticas com os neurdnios do cértex visual primario, ou area de
associagao visual (Kolb et al., 2001).

Histologicamente, a retina é dividida em 10 camadas: epitélio
pigmentado (EPR), fotorreceptores, trés camadas compostas por corpos
celulares (nuclear externa, nuclear interna e células ganglionares), duas
camadas intermediarias sinapticas (plexiforme interna e plexiforme externa) e
a camada de fibras das células ganglionares (Figura 2). Sdo consideradas,
ainda, duas membranas limitantes: a externa, que ndo é uma membrana
verdadeira e é consiste no conjunto de complexos juncionais que unem as
céulas de Muller aos fotorreceptores no intervalo entre o seu segmento
externo e o segmento interno, e a interna, formada pela lamina basal das
células de Mduller e que faz a interface da retina com a membrana hialoidea

posterior do vitreo (Figura 2).
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Figura 2: Corte histoldgico da retina mostrando suas 10 camadas.
Fonte: (Foto cedida pelo Prof. Dr. André Messias)).

A camada nuclear externa é formada pelos corpos celulares dos
fotorreceptores. Seus prolongamentos sinapticos, juntamente com os das
células bipolares, formam a camada plexiforme externa. Os corpos celulares
das células bipolares estdo situados na nuclear interna, que também é
constituida pelas células amacrinas e horizontais.

A segunda camada sinaptica, a plexiforme interna, é responsavel pela
transmissao vertical da informacgao visual entre as células bipolares e as
células ganglionares, e nela ha também uma complexa rede moduladora,
composta pelas células amacrinas e horizontais.

As células gliais sao representadas pelos astrocitos, microglia e
principalmente pelas células de Maduller, que formam o arcabouco de
sustentacdo da retina e tem seus limites definidos entre as membranas
limitante interna e externa. Tém também fungao protetora e de controle da

homeostase retiniana.



Introducao 26

1.2. Eletrofisiologia visual

No estagio que precede a chegada da luz, os fotorreceptores séo
mantidos parcialmente despolarizados por uma corrente elétrica, que é
resultante, na sua maior parte, da abertura constante dos canais de ions Na*
(GMPc dependentes) no seu segmento externo, da bomba de Na'/ K*
presente no segmento interno, e de uma bomba Na*/ K* /Ca*? presente no
segmento externo, que mantém elevada a concentragao intracelular de Ca*?.
O fotorreceptor despolarizado libera constantemente o neurotransmissor
glutamato em seu terminal sinaptico com a célula bipolar (Lamb, Pugh, 2006)
(Figura 3).

Quando um féton de luz visivel é absorvido por uma molécula de
rodopsina, a energia absorvida causa a isomerizagdo do seu croméforo, o 11-
cis retinal em sua forma trans, o 11-trans retinal. Essa reacdo inicia a
transformacao da rodopsina em metarodopsina |l, que ativa uma proteina G
heterotrimétrica, a transducina, iniciando uma cascata de reagdes enzimaticas
denominada fototransducdo. Essas reacbes levam a diminuicdo da
concentracgdo intracelular de GMPc, que gera o fechamento dos canais Na*
na membrana do seguimento externo dos bastonetes causando sua
hiperpolarizagdo e a redugao da liberacdo de glutamato no seu terminal
sinaptico com a célula bipolar, gerando a transmissao do estimulo visual
(Lamb, Pugh, 2006) (Figura 3). Assim, se o potencial elétrico total gerado pela
retina apds a exposicado luminosa fosse medido, ele seria composto por uma
fase inicial negativa causada pela hiperpolarizagdo dos fotorreceptores
seguida por uma fase positiva, devido a despolarizagado das células bipolares.
De fato, tal medida é conhecida por eletrorretinograma (ERG), que € utilizado
como medida objetiva da fungao retiniana. O ERG é usado, principalmente,
em diagnosticos clinicos de doengas retinianas degenerativas, reacgdes
téxicas, e avaliagdo funcional da retina em modelos animais e consiste
basicamente no registro das alteragbes de potenciais elétricos na retina

quando excitada pela luz.
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Figura 3: A esquerda, esquema de um fotorreceptor (bastonete) mostrando os
discos de membranas no segmento externo. Nos diagramas estado
representadas as principais reacdes da cascata de ativacao celular que
ocorre apos a absorcao da luz.

Fonte: (Foto cedida pelo Prof. Dr. André Messias).

No caso do ERG de campo total (para condigdes fotdpicas € usado o
ERG multifocal), a retina é iluminada uniformemente e por inteiro. Com
eletrodos posicionados na cornea e outro na pele da témpora ipsilateral, o que
se mede é um potencial elétrico externamente ao olho, descrito como
resposta em massa, pois € o resultado da interacdo das respostas elétricas
produzidas por toda a matriz celular da retina. Um esquema simplificando o
circuito elétrico formado durante o registro do ERG é mostrado na Figura 4,
em que a retina representa a fonte de corrente gerada durante a
apresentacao da luz; que flui pelo vitreo, cristalino, humor aquoso, e pela
cérnea, sendo essas as resisténcias (ou impedancias, para sinais elétricos
alternados) do polo positivo. A retina, os tecidos extraoculares, a esclera,

coroide e o EPR, compdem as resisténcias do polo negativo.
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Figura 4: (A) Esquema mostrando as correntes extracelulares geradas apos

estimulagdo luminosa da retina: Entre os pontos A e B ocorre geragéo da
corrente |, até o ponto C. A corrente |, atravessa as estruturas
extraoculares voltando a esclera no ponto E, e o circuito se completa
passando pela coroide, pelo epitélio pigmentado e pela retina. (B)
Circuito elétrico mostrando o local de aquisicdo do potencial elétrico do
ERG e as principais resisténcias elétricas envolvidas, onde R1
representa a resisténcia da retina, R2 do corpo vitreo, cristalino e da
cornea, R3 das estruturas extraoculares e R4 (maior) do epitélio
pigmentado.

Os principais componentes avaliados da resposta elétrica do ERG s&o:

onda a (variagdo negativa do potencial elétrico da cérnea gerada pela

hiperpolarizagao dos fotorreceptores que ocorre apds o inicio da exposi¢ao da

retina a um flash de luz (Penn, Hagins, 1969); onda b (variagao positiva do

potencial resultante da despolarizagdo das células bipolares); e potenciais

oscilatérios (PO) (variagbes rapidas, ou de alta frequéncia, no potencial

elétrico sobrepondo a onda b) (Figura 5). O ERG tem sido largamente

utilizado para testar a toxicidade retiniana de substancias em animais e

humanos, sendo as medidas dos seus componentes (amplitudes e laténcias

das ondas a, b e potenciais oscilatérios) consideradas paréametros que

indicam seguranga de n&o toxicidade, ou quando alteradas revelam dano

funcional causado pela exposi¢cao ao farmaco estudado (Messias et al., 2008).
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Figura 5: Tipica resposta elétrica medida no ERG de campo total, apds estimulagéo
da retina de animal (rato) adaptado ao escuro (12 horas) por um flash de
luz de 4 ms de duragdo e luminancia de 10 cd.s/m2 Inicialmente, a
resposta apresenta uma variagdo negativa do potencial (onda a), gerada
pela hiperpolarizagdo dos fotorreceptores, e essa € seguida por uma
variagao positiva do potencial (onda b) creditada a despolarizagdo das
células bipolares. Sobrepondo a onda b, ocorrem variagdes rapidas do
potencial elétrico chamado de potencial oscilatério, que é originario das
camadas intermediarias da retina, principalmente nas células amacrinas.

1.3. Ciclosporina

O tratamento de pacientes com doencas oculares inflamatorias
cronicas implica em longos periodos de administracdo de drogas anti-
inflamatérias e imunossupressores como corticosteroides e agentes
citotdxicos. Os efeitos adversos associados a essas terapias tém estimulado
pesquisas para o desenvolvimento de estratégias alternativas (Nussenblatt et
al., 1983).

A CsA é um potente imunossupressor produzido a partir do fungo
Tolypocladium inflatum, com acgao inibitéria especifica contra as células T,

bloqueando especificamente a transcricdo de genes que codificam a



Introducao 30

producdo de interleucina-2 (IL2), importante mediador inflamatério. A
imunossupressdo € reversivel apés o cessamento do seu uso. A acdo
imunossupressora da CsA depende da formagcdo de um complexo
heterodimérico com seu receptor citoplasmatico, a ciclofilina. Este complexo é
uma peptil-propil-isomerase que se liga e inibe a atividade da calcineurina-
fosfatase, resultando na inibicdo da expressédo de genes de proteinas
nucleares envolvidas na ativacao celular e formacao do linfécito T citotdxico
(Cipriani, Farias, 2005). Uma dessas proteinas, o fator nuclear de células T
ativado (NFAT), desloca-se para o nucleo, onde se liga a regido promotora de
genes IL2, interleucina-4 (IL4) e interferon gama (IFN-y), causando a
transcricdo dos mesmos e a secrec¢ao das referidas citocinas. O bloqueio do
NFAT é considerado, portanto, o principal efeito da CsA (Kahan, 1989,
Fruman et al., 1992). Quanto ao sitio de agado imunorregulatério, a CsA é
classificada como inibidora da transcricdo do primeiro sinal para ativacdo do
linfocito T. Ela tem a propriedade de circular associada as lipoproteinas,
sendo metabolizada via citocromo p450 em pelo menos 25
metabdlitos(Foxwell et al., 1990; Graham, 1994).

O uso sistémico continuo e em altas doses da CsA tem como principal
efeito colateral a nefrotoxicidade (Barros et al., 1987, Remuzzi, Perico, 1995,
Pirsch et al., 1997), decorrente de alteragdo da hemodinamica glomerular com
reducao da filtragdo (Souza et al., 1992). Outros achados clinicos associados
ao uso da CsA sao hipertensdo arterial grave, sindrome urémica hemolitica,
hipercolesterolemia, hipertricose e hipertrofia gengival, além de hirsutismo,
problemas neurolégicos e diabetes melito (Friemann et al., 1998, Thorp et al.,
2000).

Na oftalmologia, o seu uso topico ja se mostrou eficaz no tratamento de
olho seco (Sall et al., 2000) e no controle pds-operatério de transplante de
cérnea (Algros et al.,, 2002). A via tdpica de administragcdo possibilita altas
concentragbes no epitélio corneano, mas a concentragdo da droga no
segmento posterior € muito baixa (Mannermaa et al., 2006). A CsA também ja

foi utilizada em modelos animais na forma de implantes de liberagao lenta,
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com diminui¢do da gravidade de uveite experimental em cavalos, assim como
no tratamento da uveite secundaria a doenca de Behcet, uveites por
sarcoidose e esclerites idiopaticas (Gilger et al., 2000). A CsA sistémica ja foi
usada com sucesso para tratar pacientes com uveite crdénica nao infecciosa,
como doenga de Behget (Saricaoglu et al., 2004), outras formas de uveites
(Nussenblatt et al., 1985), sindrome de Vogt-Koyanagi-Harada (Fang, Yang,
2008), oftalmia simpatica (Kilmartin et al., 1998) e retinocoroidopatia “birdshot”
(Nussenblatt et al., 1983, Vitale et al., 1994). Diferentemente da terapia
antitumoral e da prevencéo de rejeigcdo a transplantes, a CsA é utilizada na
oftalmologia em doses sistémicas diarias mais baixas (Donnenfeld,
Pflugfelder, 2009). Estudos mostram sua eficacia no tratamento da uveite
posterior em adultos e criangas (Walton et al., 1998, Kulkarni, 2001,
Lallemand et al., 2003). BenEzra e Maftzir (1990) demonstraram a distribuigao
da CsA no sangue, na saliva, lagrima, no humor aquoso e vitreo, apds
administracao diaria oral com 5 mg/k (mg/kg/dia), ou por meio da aplicagao
tépica de 2% do farmaco.

A administracdo das formulacdes descritas acima para uso ocular local
apresenta varias desvantagens, particularmente quando se analisa a
disponibilizacdo de CsA nas porgdes posteriores do bulbo do olho em doses
efetivas. O farmaco, devido a sua baixa solubilidade em agua (40 pg de CsA
por ml de agua), ao baixo coeficiente de particdo oleo/agua e a elevada
massa molecular, ndo atravessa de forma satisfatoria as barreiras teciduais e
a barreira hematorretiniana ocular, apresentando, consequentemente, baixa
penetrabilidade (Donnenfeld, Pflugfelder, 2009).

Como ha inconvenientes na administracdo da CsA por vias
convencionais para o tratamento da uveite posterior resistente a terapia com
corticoides, incluindo-se também seus efeitos téxicos, € de interesse o
desenvolvimento de novos sistemas de liberagado do farmaco, que possibilitem
a sua disponibilizagdo de forma efetiva e segura, como os implantes

intravitreos.
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1.4. Vias de administragdo de drogas para o tratamento de doencgas
oculares

O tratamento de doencas oculares que acometem o vitreo e a retina é
limitado pela baixa penetragdo das drogas até o segmento posterior do olho,
devido a barreira protetora formada pelo epitélio corneano, e pelas perdas
que ocorrem devido ao mecanismo de drenagem lacrimal (Velez, Whitcup,
1999, Mannermaa et al., 2006). Estima-se que menos de 5% do total dos
principios ativos instilados em forma de colirios penetrem efetivamente
através da cornea. Sua maior parte € absorvida e cai na circulagao sistémica
pelo estroma conjuntival, pelos vasos da margem palpebral e pelas mucosas
nasal e nasofaringea (Geroski, Edelhauser, 2001). As vias subconjuntival e
subtenoniana sao vistas como possiveis alternativas, pois elas proporcionam,
em alguns casos, boa penetragéo transescleral da droga, porém nao evitam
que ocorra grande absorgédo sistémica dos farmacos (Olsen et al.,, 1998,
Ambati et al., 2000a,b).

Se a via sistémica for a escolhida, altas dosagens serdo necessarias
para se alcancarem concentracdes satisfatorias do medicamento no
segmento posterior do olho, causando importantes efeitos colaterais
sistémicos (Axelrod, 1976, Mahalati et al., 1999, Gimnig et al., 2006). Cushing
medicamentoso e Sindrome de Stevens-Johnson sdao exemplos de efeitos
adversos do tratamento de doengas oculares tratadas sistemicamente como,
por exemplo, na retinocoroidite por toxoplasmose (Axelrod, 1976, Gimnig et
al., 2006).

Em casos em que altas concentragbes de drogas no segmento
posterior ocular sdo necessarias, a via mais comumente empregada é a
injecao direta na cavidade vitrea, como no uso de anti-VEGF (Jorge et al.,
2006), triancinolona (Paccola et al., 2008) e antibi6ticos (Roth, Flynn Jr.,
1997). Entretanto, além dos riscos inerentes desse procedimento, como
infeccdo, descolamento de retina e hemorragias, a curta meia-vida das drogas
no vitreo frequentemente exige a repeticdo da aplicagao para que se consiga

manter niveis terapéuticos, multiplicando os riscos do procedimento, assim
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como os riscos de toxicidade e o desconforto do paciente. Nesse contexto, &
razoavel inferir que sistemas que permitam liberagao lenta e controlada de
medicamentos dentro do olho poderiam representar alternativa eficiente no
tratamento de doengas oculares que necessitem da manutencdo de niveis
terapéuticos das drogas por periodo prolongado no vitreo (Ambati et al.,
2000b, Yasukawa et al., 2001).

1.4.1. Injegoes intravitreas de medicamentos

Recentemente, tornou-se mais frequente o uso da via intravitrea para
administracdo de drogas na oftalmologia, devido ao uso de antiangiogénicos
como o Lucentis® (Ranibizumabe) e o Avastin® (Bevacizumabe) e esteroides
como a Triamcinolona. Estes farmacos sao injetados na cavidade vitrea para
tratamento de doencas degenerativas e vasculares da retina, como a
degeneragdao macular relacionada a idade (DMRI), retinopatia diabética, e as
oclusdes vasculares.

Apesar dessas modalidades terapéuticas estarem vinculadas a
repetidas injegdes oculares, elas sao as alternativas terapéuticas com bons
resultados para as condi¢des citadas. De forma geral, a via intravitrea pode
ser considerada excelente para drogas usadas no tratamento de patologias
retinianas, pois proporciona alta concentragdao intraocular dos farmacos
proximo a retina. No entanto, nas doencas retinianas cronicas, ha a
necessidade de repetidas aplicagdes para o sucesso do tratamento, pois a
eficaz eliminagdo das drogas no vitreo diminui rapidamente a concentragao
dos medicamentos em niveis subterapéuticos (Geroski, Edelhauser, 2000).
Além do desconforto, que reduz a adesao dos pacientes aos tratamentos, o
aumento do numero de inje¢des intraoculares necessarias para o tratamento
das patologias da retina implica no aumento das complicagdes inerentes ao
procedimento. Uma alternativa seria criar um sistema intraocular de depésito
que fosse seguro e proporcionasse uma liberagao sustentada da droga com
uma unica administracao, reduzindo, assim, os efeitos colaterais, o custo do

tratamento e o desgaste aos quais pacientes e médicos sdo submetidos.
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1.5. Implantes intraoculares como sistemas de liberagao controlada no
vitreo

Sistemas de liberagao de farmacos (SLF) poliméricos representam um
meétodo alternativo e viavel para o alcance de niveis terapéuticos de farmacos
no interior do olho. A sua aplicagdo é vantajosa, pois inseridos no vitreo,
liberam o farmaco diretamente no local de acdo de forma controlada e por
tempo prolongado, ideal para pacientes com doengas oculares crdnicas.
Também tém o potencial de reduzir os efeitos adversos, frequentemente
associados a administracido de farmacos pela via intraocular ou sistémica
(Bourges et al., 2006, Fialho et al., 2008).

Os implantes intravitreos solidos sdo capazes de disponibilizar
moléculas de farmacos durante meses ou até anos, sendo boa alternativa
para tratamento de doencgas crbénicas intraoculares. Estes implantes sao
constituidos de materiais poliméricos inertes, atdxicos, ndo cancerigenos,
hipoalergénicos e ndo desencadeiam respostas inflamatérias no local da
aplicagao (Athanasiou et al., 1996). Implantes ndo-biodegradaveis devem ser
removidos cirurgicamente do olho apés a liberagéo total do farmaco, o que
representa risco adicional para o paciente e € uma desvantagem marcante
desse tipo de sistema. Por esta razdo, os polimeros biodegradaveis sintéticos
tém sido amplamente investigados para o desenvolvimento de dispositivos de

implantagéao intraocular.

1.5.1. Implantes oculares nao-biodegradaveis

Implantes oculares ndo-biodegradaveis com liberagdo prolongada de
farmacos foram os primeiros a serem utilizados na década de 1970 (Bourges
et al., 2006). O Vitrasert® foi desenvolvido para liberar controladamente 4,5
mg de ganciclovir, por um periodo de 4-5 meses para tratamento de retinite
por citomegalovirus (CMV) (Sanborn et al.,, 1992). Este implante né&o-
biodegradavel era constituido de um comprimido de ganciclovir recoberto por
polimeros de polivinil-alcool/acetato de vinil etileno (PVA-EVA), sendo

liberado para o uso em humanos em 1996 pelo Food Drug Administration



Introducao 35

(FDA) (Ashton et al., 1992, Sanborn et al., 1992). Conforme os pacientes
portadores de retinite por CMV alcangavam maior longevidade com a terapia
antirretroviral, surgiram as complicagdes do uso prolongado do implante. Em
abril de 2002, o mesmo foi retirado do mercado na Europa devido as
complicagdes oculares ocorridas em 12% dos casos (principalmente
hemorragias vitreas) (Lim et al., 1999).

O Retisert® (Bausch & Lomb, Rochester, NY), um implante intraocular
de liberagao controlada de acetato de fluocinolona, libera o farmaco por um
periodo aproximado de 30 meses, e foi desenvolvido para o tratamento de
uveites nao-infecciosas do segmento posterior do olho. O Retisert® reduziu
significativamente a recorréncia da doenga e possibilitou a redugdo das
terapias topicas, sistémicas e perioculares, além de melhorar a acuidade
visual. A progressao da catarata e a necessidade de cirurgia em 100% dos
casos, € 0 aumento da pressao intraocular (PIO) com necessidade de uso de
medicacado antiglaucomatosa em 78% dos casos e cirurgia filtrante em 40%
dos casos foram os principais efeitos colaterais secundarios decorrentes do
uso do implante (Jaffeet al., 2006).

Em resumo, os implantes intraoculares nao-biodegradaveis
apresentam a vantagem de ter uma cinética previsivel de liberagdo do
farmaco por periodos prolongados. Além disso, elevadas concentragdes do
farmaco sdo alcangadas no vitreo, e baixos niveis sdo detectados no sangue.
Porém, ao contrario dos implantes intraoculares biodegradaveis, estes
sistemas devem ser removidos cirurgicamente do olho apds a liberagéo total
do farmaco, o que representa risco adicional ao paciente. Por esta razao,
diversos estudos visam o desenvolvimento de implantes intraoculares de

liberagao controlada de farmacos constituidos de polimeros biodegradaveis.

1.5.2. Implantes oculares biodegradaveis
Vérios tipos de polimeros biodegradaveis tém sido estudados para o
desenvolvimento dos implantes. Os polimeros naturais tém alto custo e

pureza questionaveis. Dentre os sintéticos, destacam-se polimeros dos acidos
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lactico e glicélico como o copolimero de acido glicolico (PGA), o copolimero
de &cido latico (PLA) e o copolimero do acido latico e glicédlico (PLGA), que
sdo poliésteres alifaticos, sujeitos a degradacao por hidrolise enzimatica ou
nao-enzimatica. As ligacdes éster destes polimeros sdo suscetiveis a
degradagado hidrolitica nas condigdes fisiolégicas, e os produtos de
degradacgéao gerados, os acidos lactico e glicdlico, sdo metabdlitos naturais do
organismo, que entram no Ciclo de Krebs e, finalmente sdo metabolizados em
gas carbdnico e agua (Yasukawa et al., 2005).

O implante de PLGA tem sido bastante estudado como biomaterial
para liberagdo controlada de farmacos, ja que este polimero apresenta taxas
de degradagao controlaveis, excelente biocompatibilidade e aprovagao do
FDA para uso em humanos (Nair, Laurencin, 2006).

Implantes intraoculares contendo polimeros biodegradaveis como o
PLGA podem ser preparados pelas técnicas de moldagem, extruséo e
preparagao de filmes. Na moldagem, o polimero e o farmaco podem ser
aquecidos e submetidos a compressdo em moldes de tamanho e forma
desejados. Implantes preparados por compressao apresentam um perfil
trifasico de liberagdo do farmaco: (1) a fase inicial € derivada da liberagéo de
dose maior do farmaco presente na superficie da matriz polimérica, e é
dependente da area superficial total do implante, da porcentagem de farmaco
adicionada ao implante e da solubilidade aquosa desse farmaco. Portanto,
quanto maior a area superficial do sistema, maior a concentragcao e hidrofilia
do farmaco adicionado e maior a probabilidade de ocorréncia de efeitos
toxicos devido a exacerbagdo da fase inicial; (2) a fase de difuséao,
caracterizada pela liberagdo gradual do farmaco, devido a sua dissolugéo e
erosdo da superficie da matriz polimérica. Esta fase é regulada pela
velocidade de degradagdo do polimero, area superficial total do implante,
porcentagem de farmaco adicionado e solubilidade aquosa deste farmaco; (3)
a fase final é caracterizada pela hidrélise no interior da matriz e liberagao
repentina de dose mais elevada de farmaco. A liberagdo de uma dose

elevada de farmaco €& possivelmente problematica e representa uma
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desvantagem dos sistemas biodegradaveis (Yasukawa et al., 2002).

O Ozurdex® ou Posurdex® (Allergan, Inc, Irvine, CA) é um implante
intravitreo biodegradavel constituido de PLGA e dexametasona. Este sistema
de liberagao tem sido usado em pacientes que apresentam edema macular
persistente, provocado por retinopatia diabética, oclusdes venosas retinianas,
uveites posteriores nao-infecciosas e Sindrome de Irvine-Gass, mantendo o
efeito por mais de seis meses apds a implantagdo. Kuppermann et al. (2007)
pesquisaram a eficacia e seguranga do Ozurdex®, concluindo que o implante
contendo 700 pg trouxe melhora para a acuidade visual e foi bem tolerado
pelos pacientes.

Fialho et al. (2006) prepararam implantes biodegradaveis de PLGA
contendo 1.000 ug de dexametasona, visando o tratamento de desordens
inflamatdérias que acometem o segmento posterior do olho. Os implantes
foram inseridos no vitreo de olhos de coelhos por meio de uma incisédo via
pars plana. O farmaco foi liberado por oito semanas, dentro da faixa
terapéutica necessaria para suprimir uma inflamag¢ao ocular (0,15 a 4,00
pgml). Além disso, ficou demonstrada a biocompatibilidade dos implantes,
uma vez que reacdes toxicas ndo foram observadas nas ERGs e exame
histolégico. Os resultados satisfatorios obtidos nesse estudo e a semelhanga
entre esses implantes e o Ozurdex® encorajam estudos adicionais para a
aplicagdo clinica desses sistemas. Mais recentemente, o Sudorex® (Allergan,
Inc, Irvine, CA), implante intraocular biodegradavel feito de PLGA contendo
dexametasona, estad em fase Ill de estudos clinicos. Este implante esta sendo
desenvolvido para aplicacdo na camara anterior dos pacientes submetidos a
cirurgia de catarata, a fim de controlar a inflamacgao pés-operatéria (Lee et al.,
2010).

1.5.3. Sistemas de liberagao de farmacos contendo CsA
A CsA é efetiva para o tratamento de inflamagédo ocular severa do
segmento posterior do olho quando administrada sistemicamente por injecoes

intravenosas ou oralmente (Masuda et al., 1989). Mas, ha alguns anos,
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pesquisadores estdo buscando um sistema de liberagdo prolongada do
farmaco, a fim de conseguir altas concentragbes nos tecidos-alvo sem os
indesejados efeitos colaterais. Microesferas feitas de PLGA 50:50 com CsA,
foram testadas na subconjuntiva em coelhos. Embora bem toleradas, nao
mostraram significativa diferenca em sua agéo/concentragdo na coérnea,
comparadas com formulagdes tépicas da droga; e cérneas transplantadas
foram mantidas sem rejeigdo pelo mesmo periodo de tempo com os dois tipos
de aplicagado (Harper et al., 1993, de Rojas et al., 1999). Por outro lado,
implantes biodegradaveis subconjuntivais de PLGA com composi¢céo 85:15,
contendo CsA, prolongaram a sobrevida de coérneas transplantadas em
coelhos (Apel et al.,, 1995). Alghadyan et al. (1988) observaram que CsA
ligada a lipossomo era segura em doses acima de 500 ug. Esse sistema,
lipossomos/CsA na dose de 100 ug, foi injetado na cavidade vitrea,
conseguindo-se altas concentragées de CsA por oito dias a mais do que a
injecao isolada de CsA intravitrea, indetectavel no 8° dia apds a injecao.

A utilidade de implantes foi demonstrada em varios outros estudos.
Dispositivos nao-biodegradaveis de alcool polivinilico (PVA), contendo CsA,
foram implantados na conjuntiva, e a concentragao alcangada no vitreo foi de
500 ng/mL por seis meses (5 vezes maior do que a concentragao terapéutica)
(Pearson et al., 1996). Implantes de PVA-EVA intravitreo com dexametasona
apresentaram liberagdo de 1,5 ug da droga por mais de dois meses em
coelhos (Hainsworth et al., 1996). Implantes com acetonido de triancinolona e
5-fluorouracil reduziram o descolamento tracional da retina, sem qualquer
efeito toxico nos animais (Yang et al., 1998).

Sistemas de liberagdo de drogas, que disponibilizam CsA no segmento
posterior do olho, ainda sdo pouco explorados. Neste estudo, foi desenvolvido
e avaliado in vivo, um novo implante de PLGA contendo CsA. A
farmacocinética e o tempo de liberacdo da droga foram estudados, assim
como a sua biocompatibilidade por meio de avaliagdes clinicas, histolégicas e

do perfil toxicoldgico do implante na fungéao retiniana de coelhos.
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1.6. O olho como receptor de implantes

O olho é um 6rgéo com inumeras vantagens para o uso de sistemas de
liberacdo de drogas. E um compartimento fechado, com estruturas
visualmente de facil acesso e tém um sistema de circulacido isolado pela
barreira hematorretiniana interna e externa. Essas barreiras permitem uma
liberagdo efetivamente local e ativa dos produtos. Além disso, a anatomia
ocular apresenta amplo espaco para o uso de implantes (camaras anterior e
posterior), com grande superficie tecidual num pequeno volume, facilitando a
absorcao das drogas (Bourges et al., 2006). Apesar de algumas diferengas
anatdmicas, a retina de roedores tem sido muito utilizada como modelo para o
estudo de toxicidade de substancias, pois sua estrutura e seus potenciais
elétricos gerados ao estimulo luminoso (ERG) se assemelham aquelas da
retina humana (Gjorloff et al., 2004).

Visando aumentar a eficacia do tratamento de doengas
vitreorretinianas, sistemas de liberagdo lenta de drogas foram desenvolvidos
inicialmente, com um veiculo n&o-biodegradavel, que necessitava de
subsequente remogao (Sanborn et al.,, 1992, Smith et al., 1992).
Posteriormente, foram empregados materiais biodegradaveis e nao-tdxicos,
eliminando a necessidade da remocao do implante apds a liberagao
intraocular da droga (Moritera et al., 1992).

Em doengas do segmento posterior do olho, ha necessidade da
liberagdo da droga diretamente na cavidade vitrea por meio de implantes de
liberacdo lenta, com manutencido de niveis terapéuticos adequados por um
longo periodo no seu local de agéo, ou seja, no vitreo, na retina, ou coroide.
Desta maneira, evitam-se os efeitos adversos associados aos tratamentos
sistémico e periocular; neste ultimo, principalmente ptose e celulite. No
entanto, assim como nas inje¢cdes intravitreas, o uso de implantes
intraoculares implica em riscos inerentes ao procedimento cirdrgico, como

hemorragias intraoculares e endoftalmites.
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1.7. Justificativa do estudo

O tratamento de pacientes com doencas inflamatdrias oculares
cronicas, geralmente € prolongado. O uso de drogas anti-inflamatérias
sistémicas como corticosteroides e outros agentes imunossupressores, pode
acarretar efeitos sistémicos adversos importantes. O direcionamento do local
de agao destas drogas pode contribuir para melhorar seus efeitos locais bem
como reduzir os efeitos adversos sistémicos. A CsA é uma droga
imunossupressora, que tem sido empregada no tratamento de varias doengas
inflamatdrias intraoculares (Kilmartin et al.,, 1998, Nussenblatt et al., 1985,
Saricaoglu et al., 2004, Vitale et al., 1994). Dessa forma, este estudo teve
como objetivo estudar o comportamento de um implante intraocular

biodegradavel de PLGA contendo CsA em coelhos.
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Objetiva o presente estudo:

* Determinar a farmacocinética da CsA no vitreo de coelhos que
receberam 350 pg da droga por meio de dispositivos

biodegradaveis intraoculares de PLGA.

* Avaliar a ocorréncia de alteragdes retinianas causadas pelo
implante de PLGA isoladamente ou pela CsA contida no implante

através de analise histologica e por ERG.
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O desenho experimental deste estudo consistiu basicamente da
introdugdo cirurgica na cavidade vitrea de olhos de coelhos de implantes de
PLGA com e sem CsA. Num periodo de oito semanas foram realizadas
avaliagdes clinicas, histologicas e por ERG de alteragbes causadas na retina.
Também foi determinada a farmacocinética da CsA liberada pelo implante no

vitreo e a cinética da decomposi¢éo do implante com e sem a droga.

3.1. Implantes de PLGA

O implante de polimero PLGA 75:25 (75% acido glicélico e 25% de acido
lactico) foi desenvolvido no Laboratério de Farmacotécnica e Tecnologia
Farmacéutica da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) (Saliba, 2011). A CsA é incorporada ao polimero, resultando
em um sistema compacto, homogéneo e cilindrico, composto por 68,4% de
PLGA e 31,6% de CsA, com tamanho aproximado de 0,45 mm de didmetro, 5 a
6 mm de comprimento, pesando cerca de 1,1 mg, contendo aproximadamente
353 ug de CsA (Figura 6). Implantes com tamanho e peso similares, mas sem a

CsA, foram usados para implantagdo nos animais do grupo controle.
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Figura 6: Implante de polimero PLGA desenvolvido na UFMG, usado em vitreo de
olho de coelho como veiculo para liberagéo de ciclosporina A.

3.2. Animais

Sessenta coelhos fémeas Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus),
pesando 1,5 Kg a 2,0 Kg, foram utilizados nesta pesquisa, de acordo com as
normas da Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) para
estudo em animais. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP) (Anexo), estando também de
acordo com os Principios Eticos em Experimentacdo Animal adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagcdgo Animal (COBEA). Todos os
procedimentos foram realizados nas dependéncias do Laboratério de Cirurgia
Experimental da FMRP-USP, cujo biotério abrigou os animais.

Os 60 animais foram divididos em dois grupos (Figura 7). O grupo CsA
com 38 coelhos, que receberam o implante intraocular de PLGA contendo CsA
e 0 grupo controle, composto por 22 animais, que receberam o implante

intraocular sem CsA. Todos os animais receberam os implantes apenas no
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olho direito. Quatro coelhos do grupo CsA e dois do grupo controle foram
sacrificados semanalmente, durante as oito semanas de estudo, para coleta de
amostras de vitreo e anadlise da CsA intravitrea e dos implantes em
degradagdo. Seis animais de cada grupo foram escolhidos para serem
submetidos a ERG, antes da aplicagao do implante intraocular e apds oito
semanas, quando foram, entdo, sacrificados, e o olho direito enucleado e
processado para estudos histoldgicos.

A introdugcdo dos implantes nos olhos dos animais foi realizada sob
cuidados de assepsia e acompanhamentos pos-operatdrios, minimizando as
complicagbes relacionadas ao procedimento. Todos os procedimentos,
incluindo o sacrificio dos animais, foram realizados com o auxilio de um técnico
do Laboratério de Cirurgia Experimental da FMRP-USP. Os coelhos ficaram
confinados em gaiolas apropriadas, com temperatura ambiente média de 25°C,
em sala com ar condicionado e exaustor de ar, e luminosidade variando de
acordo com a luz solar. Nao houve restricdo de agua e nem de alimentagéo

prépria para a espécie.
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Figura 7: Desenho experimental ilustrando os dois grupos de animais estudados, com
CsA e controle, e os procedimentos realizados.
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3.3. Coleta e dosagens do material

3.3.1. Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados com injegao intramuscular de 30 mg/Kg
de Cloridrato de Ketamina (Ketalar®) e 4,0 mg/Kg de Hidrocloreto de Xilasina
(Coopazine®), com doses adicionais de ketamina, se necessario, além da
instilacdo topica no olho direito de Cloridrato de Tetracaina 1% + Cloridrato de
Fenilefrina 0,1% (Anestésico®, Allergan). Apds assepsia do olho direito com
povidine tépico (PVPI), foi realizada esclerotomia com kit de vitrectomia (Alcon®
de 25 Gauge), a 2 mm do limbo corneano, onde uma canula foi colocada para
manter o pertuito na esclera temporal superior. O implante foi, entdo, inserido
na cavidade vitrea com o auxilio de uma agulha de insulina de 29,5 Gauge.
Apds o procedimento cirurgico, era instilado colirio antibiético de Moxifloxacin

(Vigamox®, Alcon).

3.3.2. Obtencao do vitreo

Os coelhos foram sacrificados sob anestesia profunda e tiveram o olho
direito enucleado. Em seguida, o conteudo vitreo foi totalmente aspirado com o
auxilio de seringas de 3 ml e mantido a -80°C. O vitreo dos olhos que
receberam o implante contendo CsA foram utilizados para quantificacdo da
CsA. As amostras que continham o implante sem o farmaco foram utilizadas
para validacdo do método de analise da CsA por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (Saliba, 2011).

3.3.3. Quantificagao de ciclosporina no vitreo

A dosagem da CsA intravitrea foi realizada no Laboratério de
Farmacotécnica e Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da
UFMG. A CsA foi quantificada por CLAE, acoplada a um detector de massas
(MS) (Saliba, 2011), permitindo a quantificacédo de concentragdes na ordem de
nanogramas da CsA presente no vitreo dos coelhos. A associagdo da CLAE ao

detector MS (CLAE/MS) permitiu a quantificagcdo da CsA em concentragdes



Material e Métodos 49

muito baixas, limitagdo existente quando a CLAE é associada ao detector de
ultra violeta (UV). A linearidade do método foi determinada para uma faixa de
20 a 1.000 ng/ml de CsA presente no vitreo dos coelhos (Saliba, 2011). Essa
quantificacdo foi realizada semanalmente, durante oito semanas apds a
colocacgao dos implantes intraoculares. Para cada semana foram utilizados seis
animais, sendo quatro tratados com CsA e dois controles (Figura 7). A
quantidade de CsA presente no vitreo foi expressa como concentracio

equivalente em ng/ml de vitreo.

3.3.4. Determinagdao da quantidade total de CsA liberada no vitreo e

remanescente nos implantes retirados

A quantidade de CsA liberada no vitreo foi determinada pela diferenca
entre a quantidade inicial contida no implante (353 ug) e a remanescente no
implante apds a sua remocgao cirurgica. A quantificacdo de CsA no implante foi
realizada apos solubilizagdo dos implantes em acetonitrila (ACN) por CLAE/UV,
desenvolvida para a quantificacdo da CsA em presenca de produtos de
degradagao do PLGA 75:25, como descrito por Saliba et al. (2011).

3.3.5. Avaliagdo da degradagao da matriz polimérica do implante

No momento da enucleacdo do olho, os implantes intraoculares foram
retirados juntamente com o vitreo. Para a anélise, os implantes foram secados
e pesados em balanga, com o objetivo de determinar a perda de massa

polimérica.
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Figura 8: Implante intraocular (ponta da seta) retirado apds a enucleagio do olho de
coelho na semana 1 do estudo.

3.3.6. Determinacgao da taxa de eliminagao da CsA do vitreo e do tempo de

meia-vida do farmaco

Essa avaliacao foi realizada com a finalidade de melhor se compreender
o perfil de eliminagdo e o periodo de permanéncia do farmaco na cavidade
vitrea dos coelhos. A analise desses parametros farmacocinéticos fornece o
periodo estimado em que ocorre a liberagado completa do farmaco presente na
matriz polimérica e o0 tempo necessario para a sua total eliminagdo. Dessa
maneira, € possivel calcular o tempo de permanéncia total do farmaco na
cavidade vitrea apds completa liberagdao da CsA do implante, assim como a
meia-vida do farmaco no olho. Essa determinacao foi feita como descrito por
Saliba (2011). Em resumo, a taxa de eliminagao foi obtida pela diferenga entre
a quantidade de farmaco liberada e a quantidade determinada no vitreo. A
farmacocinética de eliminagdo e determinagcao do tempo de meia-vida do

farmaco foi calculada por meio de um grafico relacionando a quantidade de
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CsA restante no vitreo e o tempo, em dias, relativo as sete primeiras semanas
de estudo (Saliba, 2011).

3.4. Avaliagdao da segurangca do implante intravitreo e sua toxicidade
retiniana

3.4.1. Observagoes clinicas

Exames de biomicroscopia (LF) e oftalmoscopia indireta (FO) foram
realizados pelo mesmo examinador em 8 dos animais escolhidos para estudo
de toxicidade (4 animais de cada grupo), antes e semanalmente apods o
procedimento cirurgico para colocagédo do implante. O exame de LF foi
realizado para observar eventual surgimento de hiperemia conjuntival, células
el/ou flare na camara anterior, congestao dos vasos da iris, hipopio e alteragdes
da transparéncia do cristalino. A fundoscopia permite a observagao de
opacidades vitreas, descolamento de retina, dilatacdo dos vasos retinianos e
presenca de neovascularizacdo. Para a midriase pupilar foram utilizados
colirios de tropicamida 1,0% (Mydriacyl®, Alcon) e cloridrato de fenilefrina 10%
(Fenilefrina®, Allergan).

Estes 8 animais, 4 de cada grupo, foram submetidos a tonometria
(tondmetro de Perkins) antes da aplicagdo do implante. O exame foi repetido
semanalmente até o periodo final de oito semanas do experimento. Os exames
foram realizados unicamente sob anestesia topica com Cloridrato de
Tetracaina 1% + Cloridrato de Fenilefrina 0,1% (Anestésico®, Allergan). Os
valores aferidos foram corrigidos de acordo com estudo prévio (Lim et al.,
2005).

3.4.2. Estudo histopatolégico

A avaliagdo histologica foi realizada no Departamento de Biologia
Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos da FMRP-USP sob a superviséo
do Prof. Dr. Antonio Haddad. Para o estudo histopatoldgico, foram utilizados 6
olhos de coelhos do grupo controle que receberam apenas o implante, e 6 do

grupo com implante contendo CsA, oito semanas apds a colocagdo do
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implante. Os olhos foram enucleados, os tecidos externos removidos, e em
seguida, uma calota posterior do globo ocular foi separada por meio de inciséo
equatorial ao nivel da insergdo dos musculos retos. Em seguida, o olho foi
dividido em duas partes por um corte transversal horizontal ao nivel do nervo
optico. As pecgas foram imersas em solugdo de glutaraldeido 2% em tampéo
fosfato 0,1M, pH 7,2, durante 4 horas, a 4°C. Apdés lavagem em tampao
durante 30 minutos, fragmentos desses segmentos, com aproximadamente 1,0
mm de espessura, foram pés-fixados em tetroxido de ésmio (OsO4) 1,0% em
tampao fosfato 0,1 M, pH 7,2, por duas horas, a 4°C, e, posteriormente,
desidratados com uma série crescente de etanol. Os fragmentos de retina
foram, entdo, tratados com 6xido de propileno e incluidos em resina. Cortes
semifinos de 0,7 um a 0,8 um foram obtidos com o auxilio de um micrétomo
Reichert-Jung, modelo RM 2065. Apds coloragdo com azul de toluidina, a retina
e a coroide foram analisadas e fotografadas com o auxilio de um

fotomicroscopio Axiophot (Carl Zeiss).

3.4.3. Eletrorretinografia - protocolo padrao da ISCEV (Sociedade

Internacional de Eletrofisiologia Clinica da Visao)

Com o objetivo de padronizar o registro de ERG na pratica clinica, a
Sociedade Internacional de Eletrofisiologia da Visdo (International Society of
Clinical Electrophysiology of Vision) propés normas internacionais para
realizacdo desse exame (Marmor, Zrenner, 1998) (Figura 9). O protocolo
recomenda o registro da resposta retiniana em cinco etapas, das quais trés sao
realizadas em estado de adaptacdo ao escuro e duas apds adaptacao a luz,
como descrito abaixo:

a) Onda b dos bastonetes (rod b-wave): é registrada usando-se um
flash curto (de 4 a 10 ms) de luminéncia, menor do que a do limiar
dos cones (-4 a -3 log cd.s/m?), apresentado apds 20 a 40 minutos
de adaptacdo ao escuro. A resposta, em olhos saudaveis, mostra

uma onda b de amplitude da ordem de 300 pV, e laténcia em torno
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b)

de 100 ms. E utilizada na avaliagdo da via dos bastonetes e suas
células bipolares.

Resposta maxima combinada (maximum response): € registrada
logo apds a etapa anterior (onda b dos bastonetes) usando-se um
flash curto (4 a 10 ms) de luminancia, maior do que a do limiar dos
cones (entre 0 a 1 log cd.s/m?), portando a resposta elétrica
constitui a somatéria das vias dos bastonetes e cones. Sua forma
apresenta uma onda a com amplitude de 300 pV e laténcia de 10 a
30 ms seguida por uma onda b de amplitude da ordem de 600 pV e
laténcias de 60 a 80 ms. Potenciais oscilatérios podem ser
observados sobrepondo a fase ascendente da onda b.

Potenciais oscilatérios (oscillatory potentials): estimulo idéntico ao
da resposta maxima combinada, porém filtrado entre 75 e 200 Hz
para se isolar os potenciais oscilatorios. Esta resposta possui 3 a 4
picos de amplitude em torno de 40 uV, e laténcia de cerca de 40

ms.

d) Resposta dos cones (cone ERG): ap6s adaptacdo a luminancia

suficiente para saturar a resposta elétrica dos bastonetes (34 cd/m?
por 10 minutos), a resposta da via retiniana dos cones é registrada
por um flash de luz de 4 ms de duragdo e 0 a 1 log cd.s/m? de
luminancia. Este estimulo gera uma resposta rapida, com uma
pequena onda a seguida por uma onda b de amplitude em torno de
150 pV e laténcia de 30 ms.

30 Hz Flicker: registrado apds a resposta dos cones, consiste em
um estimulo de mesma luminancia e duragéo, porém repetido com
frequéncia de 30 Hz, produzindo resposta elétrica retiniana da

mesma frequéncia e amplitude da ordem de 100 pV.
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Onda b dos bastonetes Resposta maxima combinada Potenciais oscilatérios
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Figura 9: Exemplos de formas de ondas das respostas elétricas registradas no
protocolo padrédo internacional de eletrofisiologia da visdo (ISCEV).
(Modificado sob permissao de Marmor; Zrenner, 1998).

3.4.4. Eletrorretinografia em olhos de coelho

Seis animais de cada grupo, escolhidos aleatoriamente, foram
submetidos a ERG (Colordome; Diagnosys LLC, Littleton, MA), 24 horas antes
e oito semanas apoés a colocagdo do implante. O exame foi dividido em duas
fases: fase 1 ou escotépica (adaptagdo ao escuro durante no minimo 120
minutos) para o estudo dos bastonetes e fase 2 ou fotopica (adaptagéo a luz de
10 minutos) para a analise dos cones. Antes da realizagdo da ERG, os coelhos
foram sedados superficialmente com injegcbes intramusculares de 50 mg/Kg de
Cloridrato de Ketamina (Ketalar®) e 50 mg/Kg de Hidrocloreto de Xilasina
(Coopazine®), além da instilagdo tépica de Cloridrato de Tetracaina 1% +
Cloridrato de Fenilefrina 0,1% (Anestésico colirio®, Allergan).

As respostas eletrorretinograficas foram gravadas simultaneamente em
ambos os olhos por meio de eletrodos corneanos Jet (Microcomponents SA)

(Figura 10). Agulhas subcutédneas nas témporas serviram como referéncia
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elétrica dos olhos; e uma terceira agulha, implantada no dorso, servia como
terra do circuito. A impedancia dos eletrodos foi verificada antes de cada
medida, e considerada aceitavel se abaixo de 10 kQ a 25 Hz, conforme
orientacao do fabricante. Os olhos foram estimulados por meio de um Ganzfeld
LED, segundo as diretrizes de uma extens&o do protocolo da ISCEV. Flashes
de luz branca (6500 K) com duragao de 4 ms foram emitidos em trés etapas de
crescente luminancia. Esses trés estimulos sdo: Bastonetes: 0,01 cd.s/m?
Combinada: 3,0 cd.s/m?; e Alta Luminancia: 10 cd.s/m? com 30 segundos de
intervalo entre os estimulos na fase adaptada ao escuro. Esses dois métodos
permitem a avaliagcao da funcionalidade do sistema de bastonetes dos coelhos
para poder-se excluir ou confirmar qualquer alteragdo funcional que
eventualmente seja associada a droga, ao polimero ou ao procedimento
cirdrgico. Depois de 10 minutos de adaptacéo & luz, com 30 cd/m? (luz branca -
6500K), os ERGs adaptados ao claro foram realizados com flash de luminancia
de 3 cd/m? (2 segundos de intervalo entre os estimulos) com fundo de 30
cd/m?, chamado de Cone; seguido de estimulo periédico de alta frequéncia
com o mesmo flash usado no Cone, mas repetido a 30Hz, chamado de 30Hz
Flicker. As respostas foram amplificadas e armazenadas para posterior

analise.

Eletrodo corneano JET




Material e Métodos 56

Figura 10: Eletrorretinograma (ERG). (A) posicionamento do animal para o ERG, (B)
eletrodo JET colocado na superficie ocular.

3.5. Analise estatistica

Os resultados relativos a farmacocinética in vivo de CsA foram
apresentados como médias e desvios padrdes dos valores encontrados em
cada semana. A dependéncia entre % CsA liberada do implante, e o tempo
ap6s implantacédo (semanas) foi investigada usando-se correlagéo linear,
apresentando-se o coeficiente de Pearson (r).

Para as relagdes entre as duas demais medidas: massa residual do
implante, e concentracdo de CsA no vitreo, um modelo definido por partes foi
utilizado por ser possivel considerar o padrao estavel inicial das distribuigcdes
dessas medidas, seguidos da variagao linear com o tempo.

Nesse modelo, se o tempo em semanas (T) for menor que o parametro
to, o um valor inicial “/” € atribuido. Caso contrario, (T maior ou igual a tp), a
igualdade se torna a equacéo linear, com o parametro “a” sendo a inclinagao

da reta, e tp 0 inicio da variacéao.

Modelo:

if (T<ty) then y=1I
else y=I-a*(T-t)

Para as comparagdes das pressdes intraoculares (PIO) e dos
parametros do ERG (amplitudes e laténcias), realizou-se analise de variancia
(ANOVA) com as diferengcas intra-individuais de cada grupo. Foram

considerados estatisticamente significativos os resultados com p<0,05.
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4.1. Farmacocinética da CsA e degradacgao do implante

A quantidade de CsA liberada no vitreo, o perfil de degradagédo da matriz
do implante e a cinética de liberagdo do farmaco foram determinados durante

as oito semanas do estudo.

4.1.1. Liberagao da CsA no vitreo

O perfil de liberacdo da CsA no vitreo foi obtido na forma de
porcentagem nao acumulada de liberagado do farmaco em relagéo ao tempo de
estudo. Os valores minimo e maximo do total de 353 ug de CsA contida no
implante e que foi liberada no vitreo durante as oito semanas de experimento
foram de 19,4% + 8,2 % e 42,8% + 11,7%, respectivamente, na primeira e
ultima semana (Figura 11). Os valores obtidos indicam que a liberagdo do
farmaco pelo implante aumenta continuamente com o passar do tempo. Houve
aumento gradativo da liberagdo de CsA durante as oito semanas, sendo que
durantes as semanas 1 a 6, os valores médios foram de 2,4% + 0,5,
correspondendo ao total 27,5%, ou seja, na primeira semana houve liberagéo
de 19,5% do total implantado e na sexta semana 31,2% do total da droga.
Entre as semana 6 e 7 houve aumento acentuado da diferenca desses valores,
correspondendo a 12,8%, ou seja, passou de 31,2% para 40,5%. Na ultima
semana, entre 7 e 8, a liberacdo voltou a ser semelhante aos das primeiras
cinco semanas, ou seja, de 2,5%, passando de 40,5% para 43,0%.

Os valores obtidos indicam que a liberagdo do farmaco pelo implante
aumenta continuamente com o passar do tempo. Encontrou-se correlaciao
estatisticamente significativa entre a percentagem de CsA liberada pelo
dispositivo e o tempo apds o implante, com r = 0,69 (P < 0,0001), mostrando
que ha aumento significativo da liberagdo do farmaco de 3,3 + 0,7% por

semana, durante o periodo estudado (Figura 11).
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Figura 11: Percentagem de liberacdo da CsA do implante de PLGA no vitreo de
coelhos durante oito semanas. Pontos indicam valores medidos, linha
vermelha é a reta encontrada para a regressao linear entre a % de CsA e o
tempo (r = 0,69; P<0,001).

4.1.2. Degradagao do implante no vitreo

A perda de massa polimérica dos implantes de PLGA também foi
determinada durante as oito semanas de experimento. Os implantes perderam
apenas 3,1% de massa durante as primeiras quatro semanas, com progressiva
degradacgéao; perdendo, posteriormente, 9,8% entre as semanas 4 e 5; 2,7%
entre as semanas 5 e 7 e 6,2% na ultima semana do estudo. A Figura 12
mostra um grafico relacionando a massa do implante (em % da massa inicial) e
o tempo de permanéncia no vitreo. Nenhum dispositivo foi degradado
completamente, sendo todos recuperados apdés a retirada do vitreo, e mesmo
apoés a oitava semana, observou-se perda média de 22,8% * 3,8 %.

Estes dados indicam que houve liberagcdo de cerca de 25,0% de CsA
pelo implante, antes do inicio da sua degradagao. Apos mostrar estabilidade
até a terceira semana, observou-se correlacdo estatisticamente significativa
entre massa residual do implante e o tempo apds o implante, com r =-0,84 (P <

0,0001), mostrando que ha diminuicdo da liberagao do farmaco de 3,8 + 0,7 %
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por semana, a partir de t = 3,1 £ 0,6 semanas, durante o periodo estudado

(Figura 12).
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Figura 12: Massa do implante de PLGA em vitreo de coelho durante oito semanas. Na
ultima semana restavam 78,2% da massa inicial do implante. Pontos
indicam valores medidos, linha vermelha é a reta encontrada para a
regressdo linear entre a massa do implante (%) e o tempo (r = -0,84;
P<0,0001).

4.1.3. Concentragao da CsA no vitreo

As quantidades de CsA presente no vitreo, determinadas pelo método
validado CLAE/MS (Saliba, 2011), durante as oito semanas de estudo, estdo
demonstradas na Figura 13. Nas primeiras quatro semanas, os valores foram
similares, em torno de 19,3 ng/mL. Nas trés afericbes seguintes, os valores
encontrados no vitreo aumentaram significativamente alcangando 85,13 ng/ml
na semana 7. Por problemas de coleta ou de preparacdo da amostra, nao foi
possivel apresentar os dados da semana 8.

Houve correlagdo estatisticamente significativa entre a concentragao da

CsA no vitreo e o tempo apds o implante, com r = 0,93 (P < 0,0001), mostrando



Resultados 61

que ha aumento da quantidade de CsA no vitreo de 28,2 + 3,3 % por semana,

a partir de to = 4,6 + 0,1 semanas, durante o periodo estudado.
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Figura 13: Quantidade de CsA presente no vitreo de coelhos que receberam implante
de PLGA. Pontos indicam valores medidos, linha vermelha é a reta
encontrada para a regressao linear entre a concentragdo de CsA no vitreo
e o tempo (r = 0,93; P<0,0001).

4.2. Observacao clinica e exames oftalmolégicos

A inspecao ocular no periodo pés-operatério imediato revelou hiperemia
conjuntival no local da inser¢ao do trocarte/canula, com resolugdo espontanea
até o terceiro dia apdés o implante. No 7° dia de pds-operatorio, todos os
coelhos apresentavam olhos sem sinais flogisticos. Um animal do grupo CsA
apresentou discreta turvagao vitrea, ndo associada com sinais de infeccéo
ocular, na terceira semana do estudo. Nao havia congestao conjuntival, edema
corneano, flare em segmento anterior, ou alteracdo da PIO. Um animal do
grupo controle apresentou quadro de inflamagédo ocular classificada como
endoftalmite e glaucoma neovascular no décimo quarto dia apdés o implante e
foi excluido do estudo. Nenhum coelho demonstrou opacidade do cristalino,
hemorragias vitreas, descolamento de retina, dilatagdo dos vasos retinianos, ou

neovascularizagao retiniana. Na maioria dos olhos, o implante permaneceu na
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base vitrea préximo a esclerotomia, indicando baixa mobilidade na cavidade

vitrea (Figura 14).

Figura 14: Aspecto clinico do implante de PLGA inserido na cavidade vitrea no olho
de coelho duas semanas apds o procedimento cirurgico.

Na 1% semana apds colocagdo do implante, as medidas da PIO
mostraram discreto aumento da pressdao média (aproximadamente 2 mmHgQ)
dentro de cada grupo nos dois grupos (P<0,05), mas n&do houve diferenga
estatistica entre os grupos nessa semana (ANOVA, F = 0,14; P = 0,7216). Nao
houve diferengas significativas intra-individual ou entre grupos em nenhum
outro periodo do estudo (P>0,05).

A Figura 15 mostra as variagdes da P10 durante o periodo estudado.
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Figura 15: Variagdo da pressao intraocular em olhos de coelhos que receberam
implantes de PLGA com e sem CsA durante oito semanas.

4.3. Histologia da retina

As retinas de todos os animais controle e com CsA apresentaram
aspectos microscopicos normais em todos os olhos avaliados histologicamente
para os dois grupos apos as oito semanas de estudo. A retina mostrava o
epitélio pigmentar, seguido de camadas dos fotorreceptores, nuclear externa,
plexiforme externa, nuclear interna, plexiforme interna, ganglionar e de fibras
nervosas (Figuras 16a e 16b).

Nao foram observados sinais de necrose, perda de fotorreceptores,
restos celulares, degeneracdo cistica, infiltrados inflamatérios ou
hipocelularidade das camadas nucleares. O corpo dos fotorreceptores

encontrava-se intacto, sem sinais de picnose. Também nao foram encontradas



Resultados 64

alteragdes na camada de células ganglionares e no epitélio pigmentado para

nenhuma das camadas avaliadas (Figuras 16a e 16b).

Ganglionar

Plexiforme interna

Nuclear interna

Nuclear externa

Fotorrecptores

Figura 16a: Corte histopatolégico da retina de coelho do grupo controle corado com
azul de toluidina (aumento 240 x).

Figura 16b: Corte histopatolégico da retina de coelho do grupo CsA corado com azul
de toluidina (aumento 240 x) mostrando auséncia de sinais inflamatérios
ou hipocelularidade nas camadas nucleares.
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4.4. Eletrorretinografia

As ERGs foram realizadas com sucesso em todos animais examinados,
mas somente quando o posicionamento dos eletrodos indicavam impedancia
menor ou igual a 10 MQ (megohm) em ambos os olhos; e em todos os testes, o
examinador certificava que a relacdo sinal ruido era adequada (ruidos
aleatérios com amplitude menor que 20 uV). Respostas com artefatos por
eventual movimentagdo do animal ou dos olhos foram filtradas e excluidas das
médias finais para cada estimulo. Nao ocorreram efeitos adversos apds a
realizacdo dos exames, com animais recuperando-se da anestesia no tempo

previsto e sem alteragcdes oculares.

4.4.1. ERG adaptado ao escuro

Por convencéo, a ERG foi sempre realizada bilateralmente. Os exames
dos olhos esquerdos dos coelhos foram usados como parametros de
normalidade. Ndo houve diferencas estatisticas entre os olhos esquerdos e
direitos antes ou apds o implante no grupo controle, e também n&o ocoreram
alteragdes detectaveis no olho esquerdo apos implante no grupo CsA no olho
direito. A Figura 17 mostra exemplos de respostas dos trés estimulos nos dois
grupos antes e apds o implante. Estes exemplos ilustram a auséncia de efeitos
do implante sem a CsA nas respostas eletrorretinograficas, com curvas
extremamente semelhantes em forma, amplitude e laténcia oito semanas apds
o procedimento. Por outro lado, houve diminuigdo exclusiva da onda b nos

animais que receberam CsA no vitreo.
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Figura 17: ERG de olhos de coelhos com implante de PLGA com e sem CsA aplicada
no vitreo apés adaptacdo ao escuro. Nos graficos inferiores, observa-se
que no grupo tratado com CsA houve diminuigdo da amplitude da onda b
no exame da semana 8 nas luminancias de 0,01, 3,0 e 10,0 cd.s/m?.

Nao houve diferencas estatisticas entre as medidas das respostas do
ERG (amplitudes ou laténcias de todos os estimulos) entre os grupos CsA e

controle na avaliagdo inicial (Tabela 1 e Figuras 18 e 19).
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Tabela 1: Média + erro padrao do ERG escotopico no exame inicial (S0) e na semana

8 (S8) de seguimento nos animais dos grupos controle e com CsA.

Controle CsA
S0 S8 S0 S8
Amplitude onda b (V) 209,8 + 28,6 215,0 £ 19,7 194,6 £ 10,3 112,6 £ 17,7
Bastonetes
(0,01 cd.s/m?) Laténcia onda b (ms) 658+2,7 65+2,5 64,3+7,1 51,8+4,4
Amplitude onda a (uV) 144,3 £ 15 124,4 + 151 139,0 £ 12,2 139,2 + 21,8
Laténcia onda a (ms) 10,0+ 0,0 11,5+0,6 10,0£0,0 10,5+0,5
. Razao b/a 2,1+0,2 26+0,3 2,0+£0,1 1,2+0,1
Combinada
(3,0 cd.s/m?)  Amplitude onda b (uV) 301,2+44,7 313,6 £ 25,8 277,1 + 18,6 158,7 £ 23,7
Laténcia onda b (ms) 63,0+4,3 75,5 +3,7 658+ 14 43,5+3,2
Potenciais Oscilatérios (uV.ms)  320,0 + 44,9 303,2+324 301,1 £ 23,1 344,6 +24,0
Amplitude onda a (uV) 164,9 £ 14,0 146,0 + 16,1 159,0 £ 15,9 163,4 + 22,9
Alta intensidade Laténcia onda a (ms) 78+0,3 8,8+0,5 78+0,3 8,3+0,3
(10,0 cd.s/m?) Amplitude onda b (uV) 345,1 + 46,5 3358+19,4 303,4+21,0 162,1 £22,2
Laténcia onda b (ms) 69,3+2,3 68,3+2,3 68,0+ 1,9 50,3+ 1,1

S0: semana 0; S8: semana 8.

Como esperado pelas alteragdes observadas nos exemplos mostrados,

o grupo CsA mostrou diminuigdo estatisticamente significativa intra e entre os

grupos da amplitude da onda b dos trés estimulos, da laténcia da onda b no

estimulo de alta intensidade e da razao b/a para o estimulo 3,0 cd.s/m? (Tabela

1 e Figuras 18 e 19). Deve-se ressaltar que, mesmo no periodo em que a

reducdo da onda b do ERG foi medida, histologicamente a retina estava

normal, com sua morfologia preservada em todas as camadas (Figura 16a e

16b).
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Figura 18: Colunas representam a média da amplitude e laténcia da onda b nas
trés intensidades de luminancia de 0,01, 3,0 e 10,0 cd.s/m?. Barras de erro
sdo o intervalo de confianga de 95% da média. Valores estatisticamente
diferentes intra e entre os grupos estao assinalados na figura.
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Figura 19: Colunas representam a média da amplitude e laténcia da onda a nas
intensidades de luminancia de 3 e 10 cd.s/m?. Barras de erro so o intervalo
de confiangca de 95% da média. Valores estatisticamente diferentes intra e
entre os grupos estado assinalados na figura.

4.4.2. ERG adaptado ao claro

A analise dos dados colhidos durante a fase fotdépica do ERG mostrou
que nao houve diferencas estatisticas entre as medidas das respostas do ERG,
tanto das amplitudes da onda b quanto dos periodos de laténcias aos estimulos
de 3,0 cd.s/m? com fundo de 30 cd/m? (fase Cone) e o 30 Hz Flicker, quando
comparados os exames dos grupos CsA e controle na semana inicial e na

semana 8 (Tabela 2 e Figuras 20 e 21).
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Tabela 2: Média + erro padrdo das respostas do ERG aos estimulos de 3,0 cd.s/m?
com fundo de 30 cd/m? (fase Cone) e o 30 Hz Flicker no exame inicial (S0)
e na semana 8 (S8) de seguimento.

Controle CsA
S0 S8 S0 S8
Cone Amplitude onda b (V) 86,2+ 13,3 113,4 £ 15,7 90,2 +17,7 102,8 £ 8,5
Laténcia onda b (ms) 30,004 29,5+0,5 30,8+0,8 29,8+0,3
30 Hz Flicker ~ Amplitude (uV) 67,3+12,3 84,1+114 61,975 69,4 7,1
Laténcia (ms) 27,0+0,1 26,3+0,3 27,3+0,3 26,8 +0,5
S0: semana 0; S8: semana 8.
Cone (3,0 cd.s/m?) 30Hz Flicker (3,0 cd.s/m?)
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Figura 20: Exemplos de respostas obtidas no ERG apds adaptagdo a claridade,
mostrando auséncia de alteragdes da amplitude da onda b e dos
periodos de laténcia nos grupos controle e CsA nas semanas 0 e 8.
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Figura 21: Resposta da onda b (amplitude e laténcia) na fase “Cone” (3,0 cd.s/m? com
fundo de 30 cd/m?) e resposta ao estimulo 30Hz Flicker, mostrando
auséncia de qualquer diferenca estatisticamente significativa, tanto entre
como intra grupo.
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O tratamento farmacolégico ideal deve promover resolugdo da
morbidade, apresentando baixa toxicidade e posologia confortavel. Nenhuma
estratégia terapéutica utilizada na pratica oftalmolégica com injecdes
intraoculares ou implantes intravitreos de liberagdo lenta de farmacos atinge
esses objetivos (Geroski, Edelhauser, 2000, Lim et al., 1999).

Novas estratégias terapéuticas utilizando sistemas intraoculares de
liberagdo de drogas, em especial os constituidos por biomaterais, tém alto
potencial de melhorar a qualidade das estratégias terapéuticas, e
consequentemente, a qualidade de vida de pacientes na oftalmologia,
principalmente daqueles que sofrem de doencas que acometem o segmento
posterior do olho, pois os tratamentos nesses casos implicam em multiplas
injecdes intravitreas, que além do desconforto inerente ao procedimento, ndo
sao isentas de complicacdes. Todavia, a biocompatibilidade desses sistemas
tem que ser melhorada (Choonara et al., 2010). No presente estudo foram
avaliados a toxicidade e o perfil de liberagdo de 350 ug de CsA contida em
implante biodegradavel de PLGA 75:25 com 31,6% de CsA e 68,4% de PLGA
na cavidade vitrea de coelhos no periodo de oito semanas, com o objetivo de

desenvolver novo sistema de liberagéo lenta dessa medicagao no vitreo.

Farmacocinética da CsA

A curva de liberagdo do farmaco apresentou padrao semelhante ao
observado anteriormente com matrizes poliméricas biodegradaveis a base de
polimeros derivados dos &cidos latico e glicdlico (Yasukawa et al., 2001).
Observou-se aumento abrupto (“burst”) inicial durante a primeira semana de
estudo, fase na qual houve rapida liberacdo da CsA da superficie do implante,
correspondente a cerca de 20% do farmaco. A partir desse momento, como a
matriz do implante era compacta, a taxa de liberagao do farmaco tornou-se
mais lenta até a semana 6 do estudo, com liberacdo média de 2,37% por
semana (Saliba et al., 2008). Em seguida, o contato do vitreo com a superficie
da matriz desencadeou o intumescimento inicial da matriz, provocando

pequenas hidrolises poliméricas com formagao de poros na superficie da
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matriz, facilitando a difusdo da CsA. Esta sequéncia de eventos explica o
aumento da taxa de liberagado de CsA entre as semanas 6 e 7, quando 12,83%
da droga contida no implante foi liberada. Em seguida, nas semanas 7 e 8, a
liberacdo voltou a ser mais lenta (2,48%), pois, provavelmente, o vitreo ja
liquefeito penetrou na matriz com mais facilidade, permitindo lento aumento da
taxa de liberacdo, como mostrado na Figura 11. O processo de difusdo por
meio da matriz porosa foi, possivelmente, o mecanismo primordial para a
liberacdo do farmaco durante o periodo estudado.

De fato, a partir da 4% e 5% semanas deste estudo, a quantidade de CsA
intravitrea aumentou, assim como a perda de massa polimérica do implante,
quando detectou-se significativa liberagdo de farmaco da matriz polimérica. A
permanéncia de pequena quantidade (nanogramas) de CsA no vitreo durante
as sete semanas avaliadas indica que a maior parte do farmaco liberado do
implante foi eliminada. A quantidade de CsA liberada pelo implante foi muito
semelhante a quantidade de eliminagédo da droga, estimando-se que tenha sido
de 99,9%, ndo havendo saturagdo de CsA no vitreo (Saliba et al., 2011). Dessa
forma, a meia-vida da droga foi estavel durante o periodo estudado, ja que néo
houve grandes aumentos da concentragao da droga.

O tempo planejado para o experimento foi insuficiente para determinar
todas as etapas de liberacdo da CsA e apenas 42,8% do total de CsA contida
no implante foram liberados durante as oito semanas de estudo. A fase
terciaria, etapa que pode liberar altas doses do farmaco, caracterizada pela
desintegragdo da matriz, ndo foi observada, visto que houve perda de apenas
22,8% da massa do implante durante todo o periodo estudado (Yasukawa et
al., 2001). Estudos mais longos devem ser realizados a fim de verificar o
comportamento do implante nas fases mais tardias.

Dong et al. (2006) usaram implante biodegradavel semelhante contendo
CsA em modelo experimental de uveite cronica em coelhos por um periodo de
14 semanas. Esses autores relatam que atingiram doses intravitreas de 450 a
600 ng/ml e obtiveram controle do processo inflamatério no grupo tratado.

Nesse estudo, o ERG foi utilizado para avaliar os efeitos da deterioragcao da
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funcdo retiniana decorrente do processo inflamatério, € menor perda de
amplitude da onda b do ERG foi descrita, em virtude da melhora da uveite
nesses animais tratados com CsA. O trabalho citado ndo fornece detalhes
acerca dos resultados eletrorretinograficos, mas a discrepancia com os
achados deste estudo € evidente, visto que o componente do ERG mais
acometido pela toxicidade da CsA, observada no presente estudo, com dose
significativamente menor, € a amplitude da onda b. Possivelmente, a presenca
da uveite e/ou diferengcas do periodo de exposicdao da retina a CsA e a
reversibilidade da sua toxicidade podem ser as causas das diferencas entre os
dois estudos (Pearson et al., 1996, Dong et al., 2006).

De acordo com Lafferty et al. (1983), os linfécitos T tém a liberagédo de
linfocinas inibida quando o nivel de CsA esta entre 10-100 ng/ml, enquanto a
ativacao dessas células é bloqueada quando os niveis da CsA estido entre 100-
1000 ng/ml. Gilger et al. (2000) usaram dispositivo discoide ndo-biodegradavel
de PVA contendo 0,5 mg de CsA para tratamento bem sucedido de uveite
autoimune induzida em cavalos, e relataram taxa de liberagdo de 2 pg/dia e
concentragdo média dos niveis de CsA intravitrea de 52 +15 ng/ml. A duracgéo
e severidade da inflamacéao, do infiltrado celular, da destruicao tecidual e dos
niveis de citocinas inflamatérias foram significativamente menores nos olhos
que receberam os implantes com CsA. Em tempo, os autores nao detectaram
CsA no sangue periférico dos animais.

Com o implante utilizado no presente estudo alcangou-se concentracao
de 84,13 ng/ml na ultima dosagem de CsA intravitrea (7% semana), que estaria,
portanto, dentro dos limites terapéuticos estimados para o controle de uveites
(Lafferty et al, 1983). A taxa de eliminacdo estimada da CsA foi de
aproximadamente 3,0 ug/dia, e a meia-vida de 69,3 dias. Dessa forma, seriam
necessarias 17 semanas para a completa eliminagdo dos 350 pg de CsA
presentes nos implantes (Saliba, 2011); um periodo longo o suficiente para
aliviar a necessidade de retratamento, muitas vezes mensal, de muitas

estratégias terapéuticas.
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Toxicidade ocular

Estudos prévios mostraram opacidade transitéria e focal do cristalino
com o uso de polimeros intraoculares contendo CsA em coelhos, com retorno a
sua transparéncia fisiolégica apds a retirada do implante. A opacidade do
cristalino nao teve sua causa esclarecida, mas os autores acreditam ter sido
causada por depdsito direto da droga (Pearson et al., 1996). No presente
estudo nao foi detectada qualquer alteragcao ocular durante as oito semanas de
acompanhamento, provavelmente pela menor concentracdo da CsA utilizada.

Observou-se discreto aumento da PIO em ambos os grupos nas
aferigdes da semana 1 (aproximadamente 2 mmHg), sem diferenga entre os
grupos. Nas semanas subsequentes, as medidas tonométricas foram
semelhantes a encontrada na avaliagao inicial. A analise estatistica nao
mostrou diferenga significativa intraindividual em nenhum dos grupos.
Entretanto, em outro estudo no qual os implantes foram colocados via
esclerotomia de 19 Gauge sem o uso de trocartes, foi notada tendéncia a
queda nos valores tonométricos de 2 a 3 mmHg na primeira semana apés o
procedimento. A diminuicdo da PIO foi atribuida a perda vitrea ocorrida no
momento da esclerotomia (Régo, 2005). Nesse estudo, a colocagédo do
implante pode justificar o aumento da PIO nos exames da semana 1, ja que as
perdas vitreas foram muito discretas devido a utilizagdo do sistema de 25
Gauge para a realizagdo do procedimento. Além disso, o sistema de menor
calibre permite que a cirurgia seja mais rapida, pois dispensa sutura.

Para a comparacdo de medidas de PIO em diferentes estudos com
coelhos, vale lembrar que a ketamina intramuscular pode provocar aumento de
7% dessa PIO (Antal et al., 1978), mas essa variacédo nao foi levada em
consideragao no presente estudo, ja que todas as afericbes foram realizadas
unicamente sob anestesia local, sem qualquer interferéncia do agente

anestésico.
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Histologia da retina

Histologicamente, ndo foram notadas alteragdes no tecido retiniano dos
coelhos em ambos os grupos estudados. Deve-se ressaltar que cortes
semifinos de 0,7-0,8 ym de espessura de material fixado em glutaraldeido e
pos-fixado em ésmio, forneceu material de excelente qualidade, permitindo
avaliagdo microscépica detalhada e confiavel. A principio, com a histologia
normal, é pouco provavel que as espessuras das camadas da retina estejam
alteradas. De qualquer maneira, medidas quantitativas para a comparacao
entre os grupos nao foram realizadas, ja que a inclusdo do presente material
nao permitiu cortes com as posicoes ideais para a mensuragao confiavel da
retina. Apds andlise qualitativa de ambos os grupos, as retinas foram

consideradas histologicamente normais.

Eletrorretinograma

A diminuigdo da onda b provocada pela CsA ja foi previamente descrita
e € reversivel (Pearson et al., 1996). Em estudo anterior, implantes
intraoculares de CsA associados com dexametasona (Enyedi et al., 1996)
provocaram depressao na onda b durante as fases fotdpicas e escotodpicas,
quando as concentragdes vitreas da CsA eram de aproximadamente 60 ng/ml,
e ambas também foram reversiveis depois que menor quantidade da droga
passou a ser liberada pelo implante intraocular. Neste estudo, as
anormalidades observadas na onda b foram atribuidas apenas a CsA, ja que
implantes contendo apenas dexametasona (na mesma quantidade
compreendida no implante de CsA/dexametasona) foram testados e n&o
apresentaram qualquer alteracéo no ERG.

Pearson et al. (1996) observaram alteragcbes eletrorretinograficas
transitdrias que desapareceram apés 16 semanas da retirada do implante do
olho, quando a concentragdo de CsA foi reduzida. Foi observada, ainda,
diminuicdo da amplitude da onda b fotépica e escotépica com 500 ng/ml de
concentracido intravitrea de CsA, liberadas por polimeros intraoculares em

coelhos, que retornaram ao padrdo normal apds a remocado do implante. O



Discusséo 78

mesmo implante que causou toxicidade retiniana em coelhos foi testado em
macacos e nao provocou qualquer toxicidade retiniana. Segundo os autores,
esses dados sugerem que o implante seja ndo-téxico em humanos, ja que
nossa anatomia retiniana é bastante semelhante a dos primatas apresentando
vasculatura retiniana mais complexa, impedindo o acumulo de CsA em niveis
toxicos intrarretinianos, devendo-se também considerar que o volume vitreo é
maior nos macacos se comparados aos coelhos (Pearson et al., 1996).

Os resultados do presente estudo mostraram que os dados colhidos
durante a fase fotopica do ERG nao apresentaram diferencas estatisticas, tanto
das amplitudes da onda b quanto laténcias para os estimulos Cone e 30 Hz
Flicker.

O padrao de resposta eletrorretinografica com diminui¢cdo exclusiva da
onda b é denominado “ERG negativo”, e é encontrado em patologias com
alteragdes especificas de estruturas retinianas, que geram esse potencial
positivo, sem mudangas na geracdo da onda a. Exemplos desta alteragcéo sao
encontrados em: cegueira noturna estacionaria congénita (sigla do inglés:
CSNB) ou retinosquise juvenil ligada ao X, ou doengas com isquemia severa da
retina, como na fase aguda da oclusdo da artéria central da retina ou
retinopatia diabética avangada, sugerindo efeitos téxicos nas células de Muller
e bipolares. Como a onda b é gerada, principalmente pela despolarizagado das
células bipolares ON dos bastonetes, pode-se inferir que a anormalidade
observada deve ter alguma ligagdo com alteragdes funcionais dessas células
(Pearson et al., 1996).

Vale ressaltar que as alteragdes nas laténcias da onda b encontradas
podem ser atribuidas a auséncia do pico onde normalmente é determinada a
onda b. Com o achatamento dessa curva, tem-se um aumento da variabilidade
da medida, e um valor de laténcia menor é geralmente encontrado para o valor
maximo da resposta devido a presenga dos potenciais oscilatorios que seguem
aonda a.

Foram utilizados neste estudo animais sadios e com olhos normais, para

que qualquer efeito adverso pudesse ser atribuido ao implante de PLGA e/ou a
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droga injetados na cavidade vitrea. Estudos prévios mostraram que durante o
episodio de inflamagdo aguda ha a quebra da barreira hematorretiniana e
passagem de componentes plasmaticos para o olho. Assim, o implante teria
maior taxa de liberagcéo da droga durante a fase inflamatéria, seguida de menor
liberagdo proporcional ao controle da atividade da doenga, ou seja, com a
restauracao da barreira hematorretiniana, a taxa de liberagdo da droga pelo
implante diminui (Cheng et al., 1995). Esta € mais uma vantagem dos sistemas
de atividade prolongada, ja que a droga passa a ser liberada de acordo com a
gravidade da doenca ocular. Os efeitos adversos, como a toxicidade
apresentada no ERG, devem ser complementados com novas investigagoes,
principalmente com relagéo ao tempo de seguimento do estudo.

Quanto a biocompatibilidade e toxicidade, ndo ocorreu nenhuma
alteragao nos olhos dos animais que receberam os implantes, mas leve grau de
comprometimento na fungao retiniana foi detectado. No entanto, esse sinal de
toxicidade deve ser revertido alguns dias apds a total eliminagdo do farmaco.
Se faz necessario testar os mesmos implantes com concentracdes inferiores de
CsA a fim de se determinar a concentragao segura e clinicamente efetiva deste

medicamento nos implantes intraoculares.
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Apobs anadlise dos resultados, concluiu-se que:

O implante de CsA estudado liberou, in vivo, quantidades crescentes
de CsA no vitreo dos coelhos durante oito semanas. Na primeira
semana 20% da droga ja havia sido liberado atingindo 45% na oitava

semana.

A colocacao do implante e a presenga do mesmo no vitreo nao

causou alteragdes significativas na P1O nos olhos dos coelhos.

A presenca do sistema de liberagdo de PLGA sem CsA no vitreo dos
coelhos ndo causou toxicidade retiniana funcional (ERG) ou
estrutural (histologia). Todavia, o implante com CsA causou
diminuigao exclusiva da onda b do ERG apds adaptacdo ao escuro
(ERG negativo), sem causar alteracdes morfolégicas no periodo de
oito semanas, sugerindo toxicidade especifica na conexdo entre

bastonetes e suas células bipolares ON.
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Resumo

Objetivo: Investigar a seguranca e eficdcia de um implante formado por copolimero
biodegradavel de acido latico e glicdlico (PLGA) contendo ciclosporina (CsA) em olhos
de coelhos. Métodos: Sistema biodegradavel de liberacao lenta de droga de PLGA foi
desenvolvido para este estudo. Sessenta coelhos foram utilizados neste estudo, dos quais
38 receberam o implante intravitreo de PLGA contendo 350 pg de CsA e 22 somente os
veiculos sem a droga. Quatro coelhos do grupo CsA e dois do grupo controle foram
sacrificados semanalmente para a coleta do vitreo e posterior estudo farmacocinético.
Quatro animais de cada grupo foram escolhidos para terem a pressao intraocular aferida
semanalmente, e seis deles foram submetidos a eletrorretinogramas (ERG) no inicio e
ao final do estudo, de acordo com protocolo da Sociedade Internacional de
Eletrofisiologia da Visao (ISCEV) sendo entdo sacrificados, € os olhos processados para
estudos histologicos da retina. Resultados: O implante biodegraddvel de PLGA foi bem
tolerado pelos coelhos. Nenhum sinal de inflamag@o ocular foi observado no exame de
lampada de fenda e a pressao intraocular (PIO) se manteve estdvel durante o estudo. O
periodo inferido para a liberacao de 350 pg CsA contida no implante na cavidade vitrea
por este sistema foi de 17 semanas. Nao foram observadas alteragdes histologicas na
retina dos coelhos de ambos os grupos, entretanto houve importante reducao da onda b
nas fases escotopicas da ERG no grupo CsA, indicando toxicidade na via dos bastonetes
apods as oito semanas de seguimento. Conclusdes: O implante biodegradavel de PLGA
nao causa qualquer alteracdo no ERG. Por outro lado, o implante contendo 350 pg CsA
provoca padrao exclusivo de diminuicdo da onda b nas fases escotdpicas do exame,
indicando toxicidade na via dos bastonetes. No entanto, ndo houve qualquer alteragao

histologica na retina dos animais.

Palavras-chave: Retina, Coelho, Eletrorretinografia, Implantes biodegradaveis,

Ciclosporina, Farmacocinética intravitrea.
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Abstract

Purpose: To investigate the safety and pharmacokinetic efficacy of an intravitreal poly-
lactic-co-glycolic acid (PLGA) biodegradable cyclosporine A (CsA) implant in rabbits
eyes. Methods: A sustained-release drug delivery system comprising a biodegradable
PLGA copolimer was developed to perform this study. Sixty rabbits have been assigned
to receive either an intravitreal implant of PLGA biodegradable system with 350 pg of
CsA (n=38), or without the compound as control group (n=22). Four animals of CsA
group and 2 of control group were sacrificed weekly to have their vitreous samples
collected for subsequent pharmacokinetic study. Four animals from each group were
chosen to have intraocular pressure measured weekly and six of them underwent
electroretinography (ERG) tests at baseline and at the end of the study, according to
ISCEV protocol. Then they were sacrificed and had their eyes processed for histological
studies of the retina. Results: The PLGA biodegradable system was well tolerated by
the rabbits. No sign of inflammation was noticed on slit lamp examinations and IOP
maintained stable during the study period. It was hypothetically calculated that CsA
would take 17 weeks to be completely delivery by this system. Histologically the retina
did not show alterations in both groups, but there was a significant reduction in the b
wave of the scotopic ERG phases in the CsA group indicating toxicity of the rods
pathway after 8 weeks of follow-up. Conclusions: The PLGA biodegradable system
caused no ERG changes by itself; on the other hand, the 350 pg CsA implant caused
impairment on rod pathway function after 8 weeks follow-up. PLGA implants with 350

ng of CsA does not cause retinal histological changes, but decreases b wave amplitude.

Keywords: Rabbits, Electroretinography, Biodegradable implant, Intravitreal drug

delivery, Clyclosporine, Retina, Toxicity
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Introducao

Uveite cronica ¢ doenga comum na oftalmologia e necessita de terapias a longo
prazo para o seu tratamento. A ciclosporina A (CsA) tem sido op¢ao para terap€utica
para estes casos'”, mas o tratamento de doencas oculares que acometem o vitreo e a
retina ¢ limitado pela baixa penetragdo das drogas até o segmento posterior do olho>*.
Casos em que altas concentracdes de drogas no segmento posterior ocular sdo
necessarias, a via mais comumente empregada ¢ a inje¢do direta na cavidade vitrea,
como por exemplo o anti-VEGE’, triancinolona® e antibidticos’. Entretanto, além dos
riscos inerentes desse procedimento, como infeccdo, descolamento de retina e
hemorragias, a curta meia-vida das drogas no vitreo frequentemente exige a repeticao da
aplicacdo para que se consiga manter os niveis terapéuticos, multiplicando os riscos do
procedimento, assim como os riscos de toxicidade e o desconforto do paciente. Nesse
contexto, ¢ razoavel inferir que sistemas que permitam liberagdo lenta e controlada de
medicamentos intraoculares poderiam representar alternativa eficiente no tratamento de
doencas oculares que necessitem da manutengdo de niveis terap€uticos das drogas por
periodo prolongado no vitreo e sem os indesejados efeitos colaterais™’.

Sistemas de liberacao de drogas, que disponibilizam CsA no segmento posterior
do olho, ainda sdo pouco explorados. Neste estudo, foi desenvolvido e avaliado in vivo,
um novo implante de PLGA contendo CsA. A farmacocinética e o tempo de libera¢do
da droga foram analisados, assim como a sua biocompatibilidade, por meio de
avaliagoes clinicas, histoldgicas e do perfil toxicologico do implante na funcao retiniana

de coelhos.
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Material e Métodos

O implante de polimero PLGA 75:25 (75% acido glicolico e 25% de écido
lactico) foi desenvolvido no Laboratério de Farmacotécnica e Tecnologia Farmacéutica
da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)'’. A CsA
¢ incorporada ao polimero, resultando em um sistema compacto, homogéneo e
cilindrico, composto por 68,4% de PLGA e 31,6% de CsA, com tamanho aproximado
de 0,45 mm de didmetro, 5 a 6 mm de comprimento, pesando cerca de 1,1 mg, contendo
aproximadamente 353 ug de CsA. Implantes com tamanho e peso similares, mas sem a
CsA, foram utilizados para implanta¢dao nos animais do grupo controle.

Sessenta coelhos fémeas Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus), pesando 1,5 kg
a 2,0 kg, foram usados nesta pesquisa, de acordo com as normas da Association for
Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) para estudo em animais. Os 60
animais foram divididos em dois grupos. O grupo CsA foi composto por 38 coelhos,
que receberam o implante intraocular de PLGA contendo CsA e o grupo controle, com
22 animais, que receberam o implante intraocular sem CsA. Os implantes foram
colocados nos olhos direitos dos coelhos com auxilio de kit de vitrectomia (Alcon® de
25 Gauge), seguido de instilagdo de antibidtico topico ao fim do procedimento. Quatro
coelhos do grupo CsA e dois do grupo controle foram sacrificados semanalmente,
durante as oito semanas de estudo, para coleta de amostras de vitreo e analise da CsA
intravitrea e dos implantes em degradacao.

Exames de biomicroscopia, oftalmoscopia indireta e tonometria (tondmetro de
Perkins) foram realizados em 4 animais de cada grupo pelo mesmo examinador antes da
colocagao do implante e depois semanalmente durante o periodo estudado. Seis animais

de cada grupo, escolhidos aleatoriamente, tiveram a sua funcdo retiniana avaliada ao
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exame de ERG (Colordome; Diagnosys LLC, Littleton, MA), 24 horas antes e oito
semanas depois da colocacdo do implante. O exame foi dividido em duas fases: fase 1
ou escotopica (adaptagdo ao escuro durante no minimo 120 minutos) para o estudo dos
bastonetes e fase 2 ou fotdpica (adaptacdo a luz de 10 minutos) para se estudarem os
cones. Apds o sacrificio destes 12 animais (6 de cada grupo), o olho direito foi

enucleado e processado para estudos histologicos.

Resultados

Durante as oito semanas de experimento foram liberados 19,4% + 8,2 % e
42,8% + 11,7% de CsA, respectivamente, na primeira ¢ ultima semanas do estudo
(Figura 1). Os valores obtidos indicam que a liberacdo do farmaco pelo implante
aumenta continuamente com o passar do tempo. Encontrou-se correlagdo
estatisticamente significativa entre a percentagem de CsA liberada pelo dispositivo € o
tempo apds o implante, com r = 0,69 (P < 0,0001), mostrando que ha aumento
significativo da liberacdo do farmaco de 3,3 £ 0,7% por semana, durante o periodo
estudado. A massa polimérica dos implantes de PLGA mostrou-se estavel até a terceira
semana quando apresentou diminui¢do da sua massa na taxa de 3,8 + 0,7 % por semana,
com perda média de 22,8% + 3,8% na oitava semana do estudo. Houve liberagdo de
cerca de 25% de CsA pelo implante, antes do inicio da sua degradagdo. A concentragao
de CsA no vitreo mostrou-se estdvel nas primeiras quatro semanas, com valores em
torno de 19,3 ng/ml. Nas trés afericdes seguintes, os valores encontrados no vitreo
aumentaram significativamente alcancando 85,13 ng/ml na semana 7.

A inspecdo ocular no periodo poés-operatorio imediato revelou hiperemia

conjuntival no local da insercdo do trocarte/canula, com resolugdo espontinea até o
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terceiro dia apds o procedimento. Um coelho do grupo CsA apresentou discreta
turvagdo vitrea, ndo associada com sinais de infec¢do ocular, na terceira semana do
estudo, e um animal do grupo controle apresentou quadro de inflamag¢do ocular
classificada como endoftalmite e glaucoma neovascular no 14° dia apos colocacao do
implante e foi excluido do estudo. Nenhum animal apresentou opacidade do cristalino,
hemorragias vitreas, descolamento de retina, dilatacdo dos vasos retinianos ou
neovasculariza¢do retiniana. Na maioria dos olhos, o implante permaneceu na base
vitrea proximo a esclerotomia, indicando baixa mobilidade na cavidade vitrea. As
medidas tonométricas mostraram discreto aumento da pressao média (aproximadamente
2 mmHg) nos dois grupos na 1° semana apds coloca¢do do implante, sem diferenga
estatistica significativas intra ou entre os grupos.

Ao exame histopatoldgico, as retinas de todos os animais do grupo controle e
CsA, apresentaram aspectos microscOpicos normais em todos os olhos avaliados
histologicamente apods as oito semanas de estudo. Nao foram observados sinais de
necrose, perda de fotorreceptores, restos celulares, degeneragdo cistica, infiltrados
inflamatérios ou hipocelularidade das camadas nucleares. O corpo dos fotorreceptores
encontrava-se intacto, sem sinais de picnose. Também ndo foram encontradas alteracdes
na camada de cé¢lulas ganglionares e no epitélio pigmentado para nenhuma das camadas
avaliadas.

O grupo CsA mostrou diminui¢do estatisticamente significativa intra e entre os
grupos na amplitude da onda b nos trés estimulos na fase escotopica (luminancias de
0,01, 3,0 ¢ 10,0 cd.s/mz), da laténcia da onda b no estimulo de alta intensidade e da
razio b/a para o estimulo 3,0 cd.s/m”. Deve-se ressaltar que no periodo em que a

redu¢do da onda b do ERG foi medida, histologicamente, a retina estava normal, com



Anexo de Publicacio 8

sua morfologia preservada em todas as camadas. A analise dos dados colhidos durante a
fase fotopica do ERG mostrou que nao houve diferencas estatisticas entre as medidas de
suas respostas, tanto das amplitudes da onda b quanto dos periodos de laténcia aos
estimulos de 3,0 cd.s/m* com fundo de 30 cd/m* (fase Cone) e o 30 Hz Flicker, quando
comparados os exames dos grupos CsA. Nos exames do grupo controle ndo foi notada
qualquer alteracdo quando comparados os exames iniciais € ap0s oito semanas, tanto na

fase escotopica quanto na fotopica (Figura 2 e Tabela 1).

Discussio

O tratamento farmacologico ideal deve promover resolucdo da morbidade,
apresentando baixa toxicidade e posologia confortavel. Nenhuma estratégia terapéutica
utilizada na pratica oftalmoldgica com injegdes intraoculares ou implantes intravitreos

. ~ , . e 11,12
de liberacdo lenta de farmacos atinge esses objetivos

. Neste estudo, a curva de
liberacao do farmaco apresentou padrdo semelhante ao observado anteriormente com
matrizes poliméricas biodegraddveis a base de polimeros derivados dos acidos latico e
glicolico. Observou-se aumento abrupto (“burst®) inicial na primeira semana do estudo,
quando a CsA na superficie do implante foi liberada. A partir de entdo, ocorre o
processo de difusdo por meio da matriz porosa, e a liberagdo da droga ¢ mais lenta e
uniforme; sendo este o principal mecanismo para a liberagdo do farmaco durante o
periodo estudado. A quantidade de CsA liberada pelo implante foi muito semelhante a
quantidade de eliminacao da droga pelo vitreo, estimando-se que esta eliminagao foi de
99,9%, ndo havendo saturacdo de CsA no vitreo e a meia-vida da droga foi estavel

durante o periodo estudado™. O tempo planejado para o experimento foi insuficiente

para determinar todas as etapas de liberagdao da CsA e apenas 42,8% do total de CsA
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contida no implante foi liberada durante as oito semanas estudadas. A fase tercidria,
etapa que pode liberar altas doses do farmaco, caracterizada pela desintegragdao da
matriz nao foi observada, visto que houve perda de apenas 22,8% da massa do implante
durante todo o estudo’. Estudos mais longos devem ser realizados a fim de se verificar o
comportamento do implante nas fases mais tardias.

Dong et al. (2006)'* usaram implante biodegradavel semelhante contendo CsA
em modelo experimental de uveite cronica em coelhos por um periodo de 14 semanas.
Esses autores relataram ter atingido doses intravitreas de 450 a 600 ng/ml, obtendo
controle do processo inflamatorio no grupo tratado. Em tal estudo, o ERG foi utilizado
para avaliar os efeitos da deterioracdo da fungdo retiniana decorrente do processo
inflamatorio, e menor perda de amplitude da onda b do ERG foi descrita nos coelhos
tratados, em virtude da melhora da uveite nesses animais tratados com CsA. O estudo
nao fornece detalhes acerca dos resultados eletrorretinograficos, mas a discrepancia com
os achados do presente estudo ¢ evidente, visto que o componente do ERG mais
acometido pela toxicidade da CsA, observada na presente pesquisa com dose
significativamente menor, foi a amplitude da onda b. Possivelmente, a presenca da
uveite e/ou das diferencas do periodo de exposi¢do da retina a CsA e a reversibilidade
da sua toxicidade podem ser as causas das diferencas dos dois estudos'*'*. Gilger et al.
(2000) usaram dispositivo discoide ndo-biodegradavel de alcool polivinilico contendo
0,5 mg de CsA para tratamento bem sucedido de uveite autoimune induzida em cavalos,
e relataram taxa de liberagdo de 2 pg/dia e concentracio média dos niveis de CsA
intravitreo de 52 £15 ng/ml. A duragao e severidade da inflamagao, do infiltrado celular,
da destrui¢do tecidual e dos niveis de citocinas inflamatérias foram significativamente

: 1
menores nos olhos que receberam os implantes com CsA'®.
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Com o implante usado neste trabalho alcangou-se concentracdo de 84,13 ng/ml
na ultima dosagem de CsA intravitrea (7° semana), que estd dentro dos limites
terapéuticos estimados para o controle de uveites'’. A taxa de eliminagio estimada da
CsA foi de aproximadamente 3,0 pg/dia, e a meia-vida de 69,3 dias. Dessa forma,
seriam necessarias 17 semanas para a completa eliminacao dos 350 ug de CsA presente
nos implantes'’, periodo longo o suficiente para aliviar a necessidade de retratamento,
muitas vezes mensal, de muitas estratégias terapéuticas.

Neste estudo nao foi notado opacidades cristalinianas, como descrito na
literatura previamente'’. Com relagdo as medidas tonométricas, observou-se discreto
aumento da pressao intraocular (PIO) em ambos os grupos nas aferi¢des da semana 1,
mas sem significAncia estatistica (aproximadamente 2 mmHg). Nas semanas
subsequentes, as medidas tonométricas foram semelhantes a encontrada na avaliagdo
inicial. Entretanto, em outro estudo no qual os implantes foram colocados via
esclerotomia de 19 Gauge sem o uso de trocartes, foi notada tendéncia a queda nos
valores tonométricos de 2 a 3 mmHg na primeira semana apds o procedimento, sendo
tal diminuicdo atribuida a perda vitrea ocorrida no momento da esclerotomia'®. A
colocagao do implante pode justificar o aumento da PIO nos exames da semana 1 deste
estudo, j4 que as perdas vitreas foram muito discretas devido a utilizagcdo de sistema de
25 Gauge para a realizacao do procedimento. Além disso, o sistema de menor calibre
permite que a cirurgia seja mais rapida, pois dispensa sutura.

A diminui¢do da onda b provocada pela CsA ja foi previamente descrita nas
fases fotopicas e escotopicas e é reversivel™. Os resultados do presente estudo
mostraram que os dados colhidos durante a fase fotopica do ERG nao apresentaram

diferencas estatisticas entre as medidas das respostas do ERG, tanto das amplitudes da
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onda b quanto dos periodos de laténcias aos estimulos durante a fase Cone ¢ 30 Hz
Flicker, quando comparados os exames dos grupos CsA e controle no exame inicial e na
semana 8. Por outro lado, houve diminui¢do exclusiva da onda b nos animais que
receberam o implante com CsA no vitreo. Esse padrao de resposta ¢, muitas vezes,
denominado “ERG negativo”, e ¢ encontrado em patologias com alteracdes especificas
de estruturas retinianas, que geram esse potencial positivo, sem mudangas na geracao da
onda a. Exemplos destas alteragdes sdo: cegueira noturna estacionaria congénita, ou a
retinosquise juvenil ligada ao X, doengas com isquemia severa da retina, como na fase
aguda da oclusdo da artéria central da retina, ou retinopatia diabética avancada,
sugerindo efeitos toxicos nas células de Miiller e bipolares. Como a onda b ¢ gerada
principalmente pela despolarizagdo das células bipolares ON dos bastonetes, pode-se
inferir que a anormalidade observada deve ter alguma ligacdo com as alteracdes
funcionais dessas células'.

Quanto a biocompatibilidade e toxicidade, ndo ocorreu nenhuma alteragdo nos
olhos dos animais que receberam os implantes, mas leve grau de comprometimento na
funcdo retiniana foi detectado no grupo que recebeu os implantes contendo CsA. No
entanto, esse sinal de toxicidade ¢ provavelmente reversivel apds a total eliminagdo do
farmaco. Se faz necessario testar os mesmos implantes com concentragdes inferiores de
CsA, a fim de se determinar a concentracdo segura e clinicamente efetiva deste

medicamento nos implantes intraoculares.
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Legendas de figuras

Figura 1: Porcentagem semanal de libera¢do da CsA do implante de PLGA no vitreo de
coelhos, durante oito semanas. Pontos indicam as médias e as barras verticais

o erro padrao da média.

Figura 2: ERG de olhos de coelhos com implante de PLGA com e sem CsA aplicada
no vitreo apos adaptagdo ao escuro. Os graficos superiores correspondem ao
grupo controle e mostram curvas normais antes do implante e na semana 8
do estudo. Nos graficos inferiores, observa-se que no grupo tratado com CsA
houve diminui¢do da amplitude da onda b no exame da semana 8 nas

luminancias de 0,01, 3,0 ¢ 10,0 cd.s/m”.



Anexo de Publicacio

16

Figura 1
60
°
£ 50-
>
o
=
]
=
s
o
g
=
<
7]
Q
S
0-—
1
Figura 2

Bastonetes (0,01 cd.s/m?)

300+
200+
—
>
2100+
Py
<
=
B o4
£ 0
<«
—~~—~ Controle - SO
-1004 —— Controle - 58
-2004, T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200
tempo (ms)
300
200
o i
2 100
Py
<
E i
a 4
£ 0
< i
1004 ——~CsA-SO
] ~—~~CsA-S8
2004, T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200

tempo (ms)

Amplitude (nV)

Amplitude (nV)

I I I I I I I
4 5

Semanas

Combinada (3,0 cd.s/m?) Alta luminancia (10,0 cd.s/m?)

300+ 300
200+ 200
=
100+ 2100+
3
<
£
g B o4
0 £ 0
<
-100 -100 4
-2004, T T T 1 -2004, URE T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200 0 25 50 75 100 125 150 175 200
tempo (ms) tempo (ms)
300 300
200 200
J o J
100 2100+
3
1
E J
4 s od
0 £ 0
J < 1
-100 -100
200, T T T 1 -200, T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200 0 25 50 75 100 125 150 175 200
tempo (ms) tempo (ms)



Anexo de Publicacio

17

Tabela 1: Média + erro padrdo do ERG escotopico no exame inicial (S0) e na semana 8 (S8) de
seguimento, nos animais dos grupos controle e com CsA. Células com fundo cinza
realgam valores estatisticamente diferentes intra e entre os grupos.

Controle CsA
S0 S8 S0 S8
Amplitude onda b (V) 209,8 + 28,6 215,0 £ 19,7 1946 £ 10,3 112,6 + 17,7 (p=0,0433)
Bastonetes
(0,01 cd.s/m?) Laténcia onda b (ms) 658 +2,7 65+2,5 64,3+7,1 51,8+4,4
Amplitude onda a (uV) 144,3 £ 15 124,4 + 151 139,0 £ 12,2 139,2 + 21,8
Laténcia onda a (ms) 10,0+ 0,0 11,5+0,6 10,0+ 0,0 10,5+0,5
Combinada Razao b/a 2,1+0,2 2,6+0,3 2,0+£0,1 1,2+ 0,1 (p=0,0209)
(3,0 cd.s/m?)  Amplitude onda b (uV) 301,2+44,7 313,6 £ 25,8 277,1+18,6  158,7 + 23,7 (p=0,0433)
Laténcia onda b (ms) 63,0 £4,3 75,5+ 3,7 65,8+ 1,4 43,5 + 3,2 (p=0,0033)
Potenciais Oscilatérios (uV.ms)  320,0 + 44,9 303,2+324 301,1 £ 23,1 344,6 +24,0
Amplitude onda a (uV) 164,9 £ 14,0 146,0 + 16,1 159,0 £ 15,9 163,4 + 22,9
Alta intensidade Laténcia onda a (ms) 7803 8,8+0,5 78+0,3 8,3+0,3
(10,0 cd.s/m?) Amplitude onda b (uV) 345,1 + 46,5 3358+19,4 303,4+21,0 162,1+22,2 (p=0,0259)
Laténcia onda b (ms) 69,3+2,3 68,3+2,3 68,0 +1,9 50,3 + 1,1 (p=0,0194)

S0: semana 0; S8: semana 8.



