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Estudo morfoldgico e eletrofisiologico dos efeitos da injegdo intravitrea
de &cido micofendlico em coelhos utilizando um modelo de uveite
cronica experimental

Resumo

Uveites sdo inflamagdes intra-oculares geralmente crénicas e constituem uma das
principais causas de cegueira no mundo. Os corticosteroides sdo a droga de primeira
escolha para o tratamento das uveites ndo infecciosas, mas muitas vezes ha necessidade
do uso de outras drogas imunossupressoras. O micofenolato de mofetila (MMF) é um
potente imunossupressor administrado por via oral que vem sendo utilizado com
sucesso no tratamento das uveites, mas cujos efeitos colaterais muitas vezes tornam
necessaria sua suspensdo. O MMF é uma pro-droga, que é transformada no figado em
acido micofendlico (MPA), o imunossupressor ativo. Para minimizar os efeitos
colaterais do uso do MPA e permitir que o olho receba uma dose maior da droga,
testamos os efeitos da injecdo intravitrea do MPA em um modelo de uveite cronica
experimental (UCE) em olhos de coelhos. Os objetivos deste estudo foram: 1)
reproduzir um modelo de UCE em coelhos através da injecdo intravitrea de M.
tuberculosis; 2) estabelecer uma dose segura de MPA a ser injetada no vitreo; e 3)
analisar os efeitos morfoldgicos, clinicos e eletrofisioldgicos da injecdo intravitrea de
MPA em coelhos utilizados como modelo de UCE. O modelo de UCE reproduzido
apresentou uma inflamacéo autolimitada, possuindo um pico de inflamacéo no 17° dia
apos a inducao da uveite. As doses de MPA testadas (0,1 e 1mg) nao foram toxicas para
a retina do coelho. O modelo de UCE recebeu uma injecdo intravitrea de 0,1mg de
MPA e as analises clinicas demonstraram uma reducdo na inflamacdo. As analises
realizadas com o eletrorretinograma (ERG) também apontaram uma melhora na
inflamacdo através da recuperacdo da laténcia das ondas-a e b (fotdpicas e escotdpica) e
recuperacdo da amplitude da onda-a (fotopica). As analises morfoldgicas com HE ndo
apresentaram alteracGes na estrutura retinia, porem a imunohistoquimica para proteina
GFAP evidenciou gliose das células de Mdiller, sinalizando um processo inflamatorio.
Concluimos que o modelo de UCE reproduziu uma uveite anterior semelhante a uveite
causada em humanos e a dose de MPA utilizada apresentou efeitos terapéuticos durante
0 pico de inflamacdo, mostrando uma diminuicdo da inflamacdo e promovendo a
recuperacdo de fotorreceptores e células bipolares-ON. Este resultado faz das injecGes
intravitreas de MPA um recurso promissor no tratamento de uveites. Porém, novos
experimentos sao necessarios para padronizar os resultados encontrados.

Palavras-Chave: uveite cronica experimental, &cido micofendlico, injecdo intravitrea

eletrorretinograma, morfologia.



Morphological and electrophysiological study of the effects of the
intravitreal injection of mycophenolic acid in rabbits using an
experimental model of chronic uveitis

Abstract

Uveitis is an intraocular inflammation usually chronic and a major cause of blindness in
the world. Corticosteroids are the first choice drug for treatment of non-infectious
uveitis, but other immunosuppressive drugs are usually required. Mycophenolate
mofetil is a powerful immunosuppressant orally administered that has been used
successfully in the treatment of uveitis, but whose side effects often lead to the
suspension of the drug intake. The Mycophenolate mofetil is a prodrug, which
isconverted in the liver to mycophenolic acid (MPA), the active immunosuppressant. To
minimize side effects of the use of mycophenolic acid and to enable a higher
administration dose in the eye, we tested the effects of the intravitreal injection of
mycophenolic acid in an experimental model of chronic uveitis (ECU) in rabbit eyes.
The objectives of this study were: 1) to reproduce an ECU model in rabbits by
intravitreal injection of M. tuberculosis; 2) to establish a safe dose of mycophenolic acid
to be injected into the vitreous; and 3) to analyze the morphological, clinical and
electrophysiological effects of the intravitreal injection of mycophenolic acid in rabbits
used as a model of ECU. The ECU model reproduced showed a self-limiting
inflammation, having a peak of inflammation at 17 days after uveitis induction. Both
MPA doses we tested (0.1 and 1 mg) were not toxic to the retina. The ECU model
received an intravitreal injection of 0.1 mg of MPA and clinical analysis demonstrated a
reduction of the inflammation. The electroretinography (ERG) analysis also indicated
an improvement in the inflammation process by restoring the latency of the a-wave and
b-wave (photopic and scotopic) and by the recovery of the a-wave amplitude (photopic).
The morphological analysis with HE showed no changes in the retinal structure,
however the immunohistochemistry for GFAP protein showed gliosis of Muller cells,
indicating an inflammatory process. We conclude that the ECU model reproduced an
anterior uveitis similar to the human uveitis and the MPA dose we used showed
therapeutic effects during the inflammation peak, reducing the inflammation and
promoting the recovery of photoreceptors and ON bipolar cells. This makes intravitreal
injections of MPA a promising resource in the treatment of uveitis. Future studies are
necessary to standardize the present findings.

Keywords: experimental chronic uveitis, mycophenolic acid, intravitreal injection
electroretinogram, morphology.



Lista de llustracdes

Figura 1 — Esquema mostrando um corte longitudinal de um olho humano e suas
estruturas, em destaque o trato uveal, composto pela coroide, corpo ciliar e iris (imagem
modificada de: http://www.nei.nih.gov/health/uveitis/uveitis.asp, —acessado em
T [0 LSy (0 22 0 SRR 26

Figura 2 — Metabolismo das purinas, via de novo e de salvamento (imagem modificada
de NOronha et al.,1997) .....ccueiiie et 34

Figura 03 — Esquema ilustrando a organizacdo celular da retina e suas camadas
(imagem: modificado de Browning D, J. (2012) ......ccoiiiiiiiiiiriiieeeee s 37

Figura 4 — Ondas a e b do eletrorretinograma: a — amplitude da onda a; b — amplitude
da onda b; La — laténcia da onda a e Lb — laténcia da onda b (imagem:

http://webvision.med.utah.edu , acessado agosto/2014) .........ccccoeveierenenineninieeee, 39

Figura 05 — Respostas escotopicas de um rato albino, um coelho albino e ser humano.

Sao similares, porém, diferem em amplitude e laténcia (Modificado de Perlman, 2009)

Figura 6 — Coelho albino da espécie New zealand (imagem:

http//:www.countryfarmlifestyles.com/raising-rabbits.html — acessado em mar¢o/2014)

Figura 7 — Injecdo intravitrea de MPA sendo aplicada a 3mm posteriormente do limbo

corneano NO OlNO dIreito de UM COBINO.....uuueeeeeeeeee s 48

Figura 8 — Coelho preparado e posicionado no Ganzfeld, para o inicio do
eletrorretinograma, envolto em manta para auxiliar na manutencdo da temperatura

corporal, com os eletrodos posicionados nos olhos e naorelha ...........cccccveiiiviiieci, 51


http://www.nei.nih.gov/health/uveitis/uveitis.asp
http://webvision.med.utah.edu/

Figura 9- Linha temporal evidenciando os eventos necessarios para inducéo da uveite

cronica experimental (MT = micobactéria da tuberculose) .........c.ccocvevvviveieicnn e, 55

Figura 10 — Linha temporal mostrando a ordem dos acontecimentos do processo de
inducdo do modelo de uveite crénica experimental, e os dias em que foram realizados 0s

ERGs (eletrorretinogramas) e 0s exames Clinicos (EC) ......ccocevvveveiiiiiccccicie e 56

Figura 11 — Linha temporal mostrando os eventos para o estudo de toxicidade do MPA,

e os dias de realizacdo dos registros eletrofisiol6gicos (ERG) .........ccccevvveveiiveiverinannnnn, 57

Figura 12 — Linha temporal mostrando os eventos necessarios para a avaliagdo da
eficacia da injecdo intravitrea de MPA (acido micofendlico) no modelo de uveite
crénica experimental (UCE), assim como os dias em que foram realizados os

eletrorretinogramas (ERG) e exames clinicoS (EC) ....ooevevevevviicecieieescse e 58

Figura 13 — Diagrama ilustrativo que demarca os outliers retirados da amostra. LBS
75% = Limite de borda superior (percentil 75%), LBl 25% = limite de borda inferior
(percentil 25%). H = distancia entre quartis (imagem modificada de: Statistica versao
10.0 (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, EUA) ........ccoviieiiie e 59

Figura 14 — ERGs escotopicos de um mesmo animal modelo de UCE para as
intensidades testadas em trés dias distintos, pré-inducdo, 24 e 48 dias ap6s inducdo da
UCE. Intensidade: cd.s/m?; OD: olho direito; OE: olho esquerdo; ms: milissegundos;

V2 MICTOVOIES. ...ttt e e s ae e sae e e e sreesbeenbesneesre s 63

Figura 15 — Médias das amplitudes e laténcias das anda-a e b nas cinco intensidades
escotopicas testadas: 0,00095, 0,0095, 0,095, 0,95 e 9,5 cd.s/m? (-3, -2, -2, 0, 1 log
respectivamente) no modelo de UCE, nos dias pré-inducéo 6, 10, 17, 24, 33 e 48 dias
apos a inducdo da UCE. A) Laténcia da onda-a; B) amplitude da onda-a; C) laténcia da
onda-b e D) amplitude da onda-b. Barras verticais: desvio Padrdo; OD: olho direito;
OE: 0lho esquerdo (*=P<0,05) .....cccoiiiiiiiiiisiiiee e 65

Figura 16 — Médias da reposta saturada da onda-b (Vmax) no dia pré-inducdo e ao

longo do desenvolvimento da UCE. Circulos fechados correspondem ao olho com UCE,



circulos abertos correspondem ao olho controle. OD: olho direito; OE: olho esquerdo

Figura 17 — Médias da razdo da amplitude escotdpica maxima de b/a, antes da inducéo
da UCE e ao longo de seu desenvolvimento. OD: olho direito, circulos fechados; OE:

olho esquerdo, circulos abertos: Barras verticais: desvio padréo ...........c.cccceerererennne. 66

Figura 18 — ERGs fotdpicos de um mesmo animal modelo de UCE para as duas
intensidades testadas em trés dias distintos de registro; pré-inducéo, 24 e 48 dias apos a
inducdo da UCE. H& uma diminuicdo na amplitude da resposta para as duas
intensidades. Intensidade: cd.s/m2; OD: olho direito; OE: olho esquerdo; ms:

Milissegundos; UV: MICIOVOILS ........coveiiioieiicce e 67

Figura 19 — Médias das amplitudes e laténcias das anda-a e b nas duas intensidades
fotopicas testadas: 3,0 e 9,49 cd.s/m? (0.5 e 1 log respectivamente) no modelo de UCE,
nos dias pré-inducdo 6, 10, 17, 24, 33 e 48 dias apos a inducdo da UCE. A) Laténcia da
onda-a; B) amplitude da onda-a; C) laténcia da onda-b e D) amplitude da onda-b. Barras
verticais: Desvio Padrdo; OD: olho direito; OE: olho esquerdo (*=P<0,05) ................. 68

Figura 20 — ERGs em resposta a estimulos luminosos intermitentes (flicker) de um
mesmo animal modelo de UCE nas quatro frequéncias testadas (12, 18, 24 e 30 Hz).
OD: olho direito; OE: olho esquerdo; ms: milissegundos; pV: microvolts ................... 69

Figura 21 — Valores médios das amplitudes e fases do 1° harménico dos ERGs em
resposta a estimulacao intermitente, a partir da transformada de Fourier, nas frequéncias
testadas (12, 18, 24 e 30 Hz), para a UCE. Barras verticais: desvio padréo; OD: olho
direito; OE: olho esquerdo (*=P<0,05) ......cccoveiieiieiiee e 70

Figura 22 — Cortes radias da regido central da retina, eixo dorso-ventral, de um coelho
albino utilizado como modelo de UCE. A) corte radial do olho esquerdo — controle. B)
corte radial do olho experimental — com UCE. CNE = camada nuclear interna, CNI =
camada nuclear interna e CCG = camada de células ganglionares. Aumento: 40x (oil).

Escala = 20m (MICTOMEIIOS) ..ecvviiiieiiie ittt 71



Figura 23 — Imunohistoquimica para proteina GFAP em cortes radiais da regido central
da retina, eixo dorso-ventral, de um coelho albino utilizado como modelo de UCE. A,
B, C - cortes do olho esquerdo — controle, e D, E F, cortes do olho com uveite — direito.
A) corte radial do olho controle marcado com DAPI, evidenciando os nucleos das
camadas CNE, CNI e CCG; B) mesmo corte radial do olho controle imunmarcado
negativamente para a proteina GFAP; C) Sobreposicdo das imagens A e B. D) corte
radial do olho com UCE marcado com DAPI, evidenciando os nucleos das camadas
CNE, CNI e CCG; E) mesmo corte radial do olho com UCE imunomarcado para
proteina GFAP — células de Miller marcadas em vermelho; F) Sobreposicdo das
imagens D e E. CNE = camada nuclear Externa, CNI = camada nuclear internae CCG =
camada de células ganglionares. Aumento: 40x. Escala = 20um (micrometros)

Figura 24 - ERGs escotdpicos de um mesmo animal que recebeu injecao intravitrea de
Img/mL de MPA, em trés dias distintos, pré-injecdo, 14 e 30 dias ap0s a injecdo de
MPA. Intensidade: cd.s/m2; OD: olho direito; OE: olho esquerdo; ms: milissegundos;

AV 1ot (0o L USSR 73

Figura 25 — Médias da reposta saturada da onda-b (Vmax) no dia pré-injecdo e ao
longo dos 30 dias de acdo da droga no olho, dose de 0,1mg/mL MPA. Circulos fechados
correspondem ao olho com MPA (OD: olho direito), circulos abertos correspondem ao

olho com veiculo (OE: olho esquerdo). Barras verticais: desvio padréo ..............c........ 74

Figura 26 — Médias e desvios padrdo da amplitude de saturacdo da onda-b (Vmax) no
dia pré-injecdo e ao longo dos 30 dias de a¢do da droga no olho, dose de 1mg/mL MPA.
Circulos fechados correspondem ao olho com MPA (OD: olho direito), circulos abertos
correspondem ao olho com veiculo (OE: olho esquerdo). Barras verticais: desvio padréo

Figura 27 — Média da razdo da amplitude escotdpica maxima de b/a nas doses de
0,Img/mL (gréafico superior) e Img/mL (grafico inferior) de MPA, pré-injecéo e ao
longo de 30 dias. OD: olho direito; OE: olho esquerdo. Barras verticais: desvio padrao



Figura 28 — ERGs fotopicos de um mesmo animal em que foi injetado com 1mg/mL de
MPA na cavidade vitrea, para as duas intensidades testadas em trés dias distintos de
registro, pré-injecdo, 14 e 30 dias ap6s a injecdo de MPA. Intensidade: cd.s/m?; OD:

olho direito; OE: olho esquerdo; ms: milissegundos: UV: MIiCrovolts .........cccccoevevueenee. 76

Figura 29 — ERGs em resposta a estimulos luminosos intermitentes (flicker) de um
mesmo animal injetado com a dose de 1mg/mL de MPA nas quatro frequéncias testadas
(12, 18, 24 e 30 Hz). OD: olho direito; OE: olho esquerdo; ms: milissegundos; UV:

HCTOVOIES ...ttt e e oo e e ettt e e et e e e e et e eeeeeeee e eeeeeeeeenannes 77

Figura 30 — Cortes radias da regido central da retina, eixo dorso-ventral, de um coelho
albino. A) corte radial do olho esquerdo — controle. B) corte radial do olho experimental
— dose de 0,img de MPA. CNE = camada nuclear interna, CNI = camada nuclear
interna e CCG = camada de células ganglionares. Aumento: 40x (oil). Escala = 20um
(IMICTOMELIOS) ..ttt bbbttt bbbttt et e bbb sbeene s 78

Figura 31 — Cortes radias da regido central da retina, eixo dorso-ventral, de um coelho
albino. A) corte radial do olho esquerdo — controle. B) corte radial do olho experimental
— dose de 1mg de MPA. CNE = camada nuclear interna, CNI = camada nuclear interna
e CCG = camada de células ganglionares. Aumento: 40x (oil). Escala = 20um

(LT Lo o =] (L) SRR 79

Figura 32 — Imunohistoquimica para proteina GFAP em cortes radiais da regido central
da retina, eixo dorso-ventral, de um coelho albino utilizado no estudo de toxicidade do
MPA. A, B, C - cortes do olho esquerdo — controle, que receberam veiculo. D, E, F -
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I Introducéo

O termo uveite é utilizado para nomear inflamacGes do trato uveal (fig.1), que é
formado pela iris, corpo ciliar e coroide, e pelos tecidos adjacentes (retina, nervo optico e
esclera), que frequentemente também sdo acometidos pela inflamacdo. A inflamacdo é uma
resposta do organismo a uma agressdo. Porém, ndo somente a inflamagdo, como também o
tratamento da mesma, podem apresentar riscos aos tecidos afetados e aos tecidos adjacentes
(Meira, Rocha & Oréfice, 2005).

Trato Uveal

Coroide

Corpo ciliar

.

Figura 1 — Esquema mostrando um corte longitudinal de um olho humano e suas estruturas, em destaque o trato
uveal, composto pela coroide, corpo ciliar e ris (imagem modificada de:

http://www.nei.nih.gov/health/uveitis/uveitis.asp, acessado em agosto/2014).

As uveites acometem ambos 0s sexos e todas as faixas etarias, mas principalmente
individuos entre a 3% e a 5% décadas de vida (Gomi, 1992; Darrel et al., 1962) - a fase mais
produtiva economicamente. E uma doenca cronica e uma das principais causas de cegueira no
mundo. Tanto a inflamag&o intraocular quanto as complicacdes decorrentes provocam perda
severa da visdo. O edema macular cistoide é a principal causa de perda visual em pacientes
(Durrani et al., 2004; Lardenoye,Van & Rothova, 2006). Em um levantamento realizado no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP, 65% dos portadores de uveite
apresentaram complicagdes que levaram a perda da acuidade visual (Gouveia et al., 2004).
Nos Estados Unidos da América (EUA), as uveites somam cerca de 150 mil casos por ano e

sdo responsaveis por cerca de 10% das perdas visuais severas (Gritz & Wong, 2004) e estima-


http://www.nei.nih.gov/health/uveitis/uveitis.asp
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se que cerca de 10% dos casos de cegueira nos EUA sejam causados por uveite, ou seja, que
cerca de 30.000 americanos por ano se tornem legalmente cegos devido a uveite (Nussenblatt,
1990; Suttorp-Schulten & Rothova, 1996).

O comprometimento ocular pode ser isolado ou associado a doencas sistémicas
infecciosas, como tuberculose, sifilis e toxoplasmose, e doencas ndo infecciosas, como
sarcoidose, doenca de Behget, sindrome de Vogt-Koyanagi-Harada (SVKH). Entretanto cerca
de 50% dos casos sdo idiopaticos (Forrester,1991). A incidéncia e prevaléncia das uveites
podem variar de acordo com fatores raciais, genéticos, geograficos e ou sociais (De Smet et
al., 2011). Em um estudo epidemiolégico retrospectivo de 3.310 casos, realizado por
Fernandes e Oréfice (1996), as uveites ndo infecciosas difusas mais frequentes foram: SVKH
(4%), doenca de Behcet (3%) e oftalmia simpatica (1%). Em outro estudo retrospectivo
realizado também no Brasil, Gomi e colaboradores (1997) avaliaram 744 pacientes
diagnosticados com uveites. E as uveites mais frequentes foram: SVKH (4%), doenca de
Behcet (4%) e oftalmia simpatica (menos de 1%).

A uveite é o principal diagnostico em individuos que frequentam instituicdes para
reabilitacdo visual (Kara-José et al., 1988; Alves, 1985), sugerindo que a dificuldade em
controlar o processo inflamatério intraocular e as complicacGes da inflamacdo prolongada
representam um grande impacto na saude publica. A inflamacdo cronica causada pela uveite
aumenta a produgdo de mediadores inflamatorios, como prostaglandinas, serotonina,
bradicinina, histamina, leucotrienos, radicais livres e fator do crescimento do endotélio
vascular (VEGF — vascular endotelial growth factor), que fazem parte da fisiopatogénese das
uveites e resultam em complicacdes que contribuem para a piora da acuidade visual
(Nussenblatt, 1986; Freeman, Matos & Pavesio, 2001).

As uveites classificadas como enddgenas, possivelmente sdo autoimunes, devido a
linhagem de linfocitos T especificos para antigenos da retina que ndo possuem auto tolerancia
(Caspi, 1999) e possivelmente podem ser desencadeadas por um estimulo exdgeno em
pessoas com predisposicdo genética (Nussenblatt, 2004).

Os corticosteroides sdo as drogas de primeira escolha para o tratamento das uveites
ndo infecciosas, podendo ser administrados por via oral, topica ou intraocular (Olivalves,
Gongalves & Orefice, 2005; Taylor et al., 2010). Nos casos muito graves nos quais 0
corticosteroide néo e capaz de controlar o processo inflamatorio ocular, ou nos quais surgem
efeitos colaterais devido ao tratamento prolongado, ha necessidade do uso de outras drogas
imunossupressoras. Os imunossupressores mais utilizados sdo 0s agentes antimetabdlitos,

inibidores de linfocitos T e agentes alquilantes. No entanto, todos tém efeitos colaterais graves
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que podem levar a necessidade de diminuicdo da dose ou até mesmo suspensdo da droga, 0
que pode acarretar perda visual (Jabs, Rosenbaum & Foster, 2000; Kempen et al., 2009).

O micofenolato de mofetila (MMF - mycophenolate mofetil) € um imunossupressor
utilizado no tratamento da rejeicdo de oOrgdos transplantados (Wiesner et al., 2001, 2006;
Warrens, 2000) e de doengas infecciosas. O MMF € uma pro-droga, convertida no figado em
acido micofendlico (MPA - mycophenolic acid), que é a droga ativa. O MPA provoca a
diminuicdo da proliferacdo celular, a inibicdo da geracdo de linfécitos T citotoxicos, a
diminuicdo da producdo de anticorpos por linfocitos b e a diminuicdo da adesdo e migracao
leucocitaria (Allison & Eugui, 2000). Existem evidéncias clinicas e experimentais da eficcia
do MMF no tratamento de uveites (Baltatzis et al., 2003; Thorne et al., 2005), o que faz com
que seja considerado como uma droga com potencial no tratamento de uveites. Porém, o uso
do MMF causa efeitos colaterais que fazem com que cerca de 10 a 20% dos pacientes
abandonem o tratamento (Baltatzis et al., 2003; Sobrin, Christen & Foster, 2008).

A gravidade das uveites, a dificuldade no controle da inflamac&o ocular com
medicacdes sistémicas e os efeitos colaterais do uso prolongado de imunossupressores nos
levaram a formular a hipdtese de que a administracdo intravitrea de MPA possa minimizar
algumas dessas limitacfes. Como o MPA é a droga imunossupressora ativa, enquanto o MMF
é a pré-droga que é convertida em MPA no figado, optou-se por injetar diretamente o MPA na
cavidade vitrea. A administracdo intravitrea de drogas é cada vez mais frequente na
oftalmologia, e nos ultimos anos, o procedimento ganhou muita popularidade com a injecao
de corticoide de longa duracdo e drogas anti-VEGF para o tratamento de doencas
proliferativas da retina (Gragoudas et al., 2004; D’amico et al., 2006; Iturralde et al., 2006;
Oshima et al., 2006), como degenera¢do macular relacionada a idade e retinopatia diabética.

No entanto, ndo existem muitos trabalhos realizados até 0 momento com MPA. Nosso
grupo avaliou as alteracBes funcionais de diferentes doses de MPA (0,005, 0,05, 0,2 e
1mg/mL) ap6s injecdo intravitrea em coelhos (Aguiar, 2011; Gasparin et al., 2014) e a
farmacocinetica do MPA no vitreo (Gasparin et al., 2014). Um outro estudo avaliou um
implante biodegradavel de microdispersdo de MPA (200ug) em um modelo de uveite
experimental (loshimoto, 2015), Todos os trabalhos utilizaram coelhos albinos New Zealand.
O presente trabalho vem complementar os trabalhos ja realizados pelo nosso grupo, ao testar o
efeito da injecdo intravitrea de MPA em um modelo de uveite cronica experimental (UCE).
Utilizaremos um modelo de UCE, em coelhos albinos New Zealand, por meio de um
protocolo ja descrito por Dong e colobaradores (2006), mesmo modelo utilizado por

loshimoto (2015) que consiste na indugdo de uveite atraves da administragdo intravitrea de
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micobactéria causadora da tuberculose (MT — Mycobacterium tuberculosis). A Unica
diferenga entre o modelo utilizado no presente trabalho e o descrito por Dong (2006), é que
ndo realizamos a vitrectomia nos olhos dos coelhos, devido a uma limitacdo técnica.

Embora doses proximas de MPA tenham sido testadas por Aguiar (2011) e Gasparin e
cols. (2014) em olhos de coelhos albinos New Zealand, os equipamentos de ERG utilizados
neste e naqueles estudos sdo diferentes. Como este estudo também teve por objetivo avaliar os
efeitos terapéuticos da injecéo intravitrea de MPA no modelo de UCE, decidimos reproduzir o

estudo eletrorretinografico com as doses utilizadas.

1.1 Diferentes classificagdes das uveites
As uveites podem ser classificadas de diferentes formas, de acordo com as estruturas

acometidas, progresséao, uni ou bilateralidade, etiologia e aspecto clinico.

1.1.1 Classificacdo Anatbmica

Segundo o Grupo Internacional de Estudos das Uveites (IUSG - International Uveitis
Study Group), as uveites, de acordo com a area acometida, podem ser classificadas em uveite
anterior, intermediria, posterior ou difusa. Tal classificacdo foi estabelecida em 1987. As
uveites anteriores acometem principalmente o segmento anterior (também conhecido como
irite, ciclite anterior, ou ceratouveite). Neste tipo de uveite € comum apresentar hiperemia
conjuntival, flare (presenca de proteinas no humor aquoso) e células na camera anterior,
precipitados ceraticos e alteracbes da iris, podendo ser observada também discreta
celularidade do corpo vitreo anterior. As uveites posteriores (também conhecidas como
coroidite, corirorretinite, retinocoroidite,) ocorrem na retina e na coroide, e podem gerar
acometimento focal. As uveites intermediarias (ciclite, iridociclite, pars planite) acometem o
vitreo e a retina periférica, possuindo em geral uma progressdo crénica e podem provocar a
formagdo de agregados celulares inflamatdrios no vitreo inferior, além do acimulo de células
inflamatdrias ao longo da pars plana e ora serrata. As uveites difusas (também chamadas de
panuveites) em geral acometem todas as estruturas do olho, estando associadas a uma baixa

da visdo consideravel (Meira, Rocha & Oréfice, 2005).

1.1.2 Classificacédo de acordo com o curso clinico

As uveites também podem ser classificadas de acordo com a sua progressdao, em

crénicas ou agudas. As uveites cronicas duram mais de 3 meses, apresentando sintomas
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continuos ou reincidentes. As uveites agudas possuem um inicio abrupto e em geral néo

duram mais de 3 meses (Meira, Rocha & Oréfice, 2005).

1.1.3 Classificacdo como uni ou bilateral

A maioria das uveites acomete os dois olhos, mas o acometimento dos dois olhos pode
ndo ser simultaneo. A classificacdo em uni ou bilateral é importante para o diagndstico

etioldgico, mesmo apds meses ou anos de doenca (Meira, Rocha & Oréfice, 2005).

1.1.4 Classificagdo etiologica

Podem ser classificadas como infecciosas e ndo infecciosas. As ndo infecciosas séo
também chamadas de autoimunes, podem ser provocadas por agentes externos ao olho ou por
reacdo imune. As inflamagdes do trato uveal podem ainda ser resultantes de traumas

cirurgicos ou acidentais (Meira, Rocha & Oréfice, 2005).

1.1.5 Classificagdo clinica

Na avaliacdo clinica sdo classificadas em granulamentosa e ndo granulamentosa. As
uveites granulomatosas apresentam precipitados na cornea, que representam acumulo de
células inflamatorias, principalmente linfécitos e macréfagos. Em geral sdo grandes
indicativos de processos inflamatorios insidiosos, cronicos e reincidentes. Os precipitados
ceraticos ndo granulamentosos, sdo finos e brancos, formados por neutrofilos, linfécitos e

pigmentos. Em geral, sdo encontrados em processos agudos (Meira, Rocha & Oréfice, 2005).

1.2 Sinais e Sintomas das uveites

Uma boa anamnese e um exame clinico criterioso sdo importantes para o diagndstico
correto e auxiliam em um diagnostico diferencial. Os sintomas comuns as uveites sdo dor,
fotofobia, embacamento visual, além de sintomas sistémicos associados.

A dor é mais comum na fase aguda das iridociclites associadas a uveites anteriores,
posteriores e difusas, sendo em geral secundaria ao espasmo do musculo ciliar. Como o corpo
ciliar € inervado pelo nervo trigémeo, a dor pode atingir toda a area do nervo alem do proprio
olho. O que provoca tais espasmos € uma inflamacdo que pode ocorrer no corpo ciliar ou em
outros locais. A fotofobia, que é o desconforto causado pela exposicéo a luz, esta presente na

irite, iridociclite e ceratite e, assim como no caso da dor, surge devido aos espasmos ciliares.
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A irritacdo ocorre através de um reflexo axonal, movimentacao da iris e corpo ciliar durante a
constricdo pupilar gerada pela luz. Colirios cicloplégicos sdo usados tanto para o alivio da dor
quanto da fotofobia, paralisando o corpo ciliar e o lacrimejamento que ocorre em decorréncia
da irritacdo do nervo trigémeo (Meira, Rocha & Oréfice, 2005).

O embacamento visual € pouco frequente na uveite anterior ou intermediéria, nas
quais a visdo permanece com boa qualidade. Nas uveites posteriores ou difusas, ou nas quais
existam alteracGes maculares, a acuidade visual pode diminuir.

Quanto aos sintomas sistémicos associados, a grande maioria dos pacientes que 0S
apresentam, sdo encaminhados para outras especialidades médicas para o tratamento efetivo
do que estd gerando a uveite. Os sintomas séo diversos, como por exemplo, cefaleia, surdez
neurossensorial, psicose, fraqueza, vitiligo, eritema nodoso, ictericia, ulcerais orais e genitais,
estomatite, diarreia entre outros, que podem ser associados a uma lista de diversas doencas

sistémicas que envolvem o olho e outros 6rgaos (Figueroa, Soares & Oréfice, 2005).

1.3 Modelos de Uveites

Existem varios modelos experimentais de uveite e cada um apresenta uma
caracteristica que o faz conveniente para o estudo de aspectos da doenca (Caspi, 2006). A
escolha do modelo e do animal é influenciada pelas necessidades do estudo. O coelho, por
exemplo, tem um olho relativamente grande, o que o torna um modelo atraente para o
desenvolvimento de sistemas de entrega de drogas locais, como injecOes intravitreas e
implantes de liberacdo lenta de droga (Gery et al., 2002).

A falta de linhagens celulares bem caracterizadas e estudadas torna a grande maioria
dos modelos limitada para estudos basicos de mecanismos imunol6gicos. Por isso, ratos tem
sido um modelo atil de forma geral, pois sdo animais melhor estudados do ponto de vista
imunoldgico e imunogenético (Gery et al., 2002). Dessa forma, para estudos sobre mecanisos
basicos, o rato € o modelo mais utilizado, pois possui diversas linhagens geneticamente
modificadas, tornando possivel fazer em ratos o que ndo é possivel em outras especies (Caspi,
2006).

Porém, outras espécies de animais ja foram utilizadas para indugdo de uveite, com
diferentes finalidades, como coelhos (Biegel, 1951; Bullington & Waksman, 1958;
Rosenbaun & Boney, 1992; Ohia, Mancino & Kulkarnl, 1992; Rosenbaun & Boney, 1992;
Jigao et al., 1993; Witmer, 1995; Goldblum, 2007), camundongos (Caspi, 1988; Brito,1999;
Rosenziweig, 2008; Agarwal & Caspi, 2004; Caspi et al., 1990; Kogiso et al., 1992; Caspi et
al., 2008), e cavalos (Deeg, 2008; Deeg et al., 2004: Deeg et al, 2002; Hauck et al., 2007).
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Para simular diferentes tipos de uveite humana, séo utilizadas diferentes preparagdes
antigénicas. O primeiro modelo de uveite autoimune foi induzido através de imununizagdo de
cobaias (porco da india) com extratos da retina e foi mais tarde refinado por purificacdo de
um agente soluvel, o agente S (arrestina), a partir da camada de fotorreceptores. O resultado
foi a inflamagdo da retina e coroide, caracterizando uma uveite difusa severa. Esse modelo foi
estendido para outras especies, utilizando outros antigenos, e ficou conhecido como uveite
autoimune experimental (UAE) (Gery et al., 2002).

A inducdo da UAE ¢é feita por imunizacdo do animal com um antigeno. O antigeno
deve ser emulsificado em um adjuvante, que € uma substancia que estimula a resposta imune
para imunizacdo inata. Todos os modelos autoimunes, independentemente da preparacéo
antigénica utilizada para inducdo, parecem partilhar mecanismos imunoldgicos essenciais.
Isto inclui a capacidade de ser adaptativamente transferidos com as células T, mas ndo com
soro, o que confere um perfil de resposta dominante de citocinas Thl e inibicdo por
tratamento com ciclosporina (Gery et al., 2002; Agarwal & Caspi, 2004, 2006).

Um outro modelo de UAE utilizado é o chamado modelo “humanizado”. Este modelo
é desenvolvido em ratos transgénicos com expressdo modificada do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC - Major Histocompatibility Complex) de classe Il, passando a
expressar antigenos transgénicos humanos de classe Il (Caspi, 2006; Szpak et al., 2001;
Pennesi et al., 2003).

Um modelo muito utilizado para o estudo da uveite posterior € UAE, enquanto a
uveite induzida por endotoxina é um modelo amplamente utilizado para uveite anterior.
Juntos, estes dois modelos sdo responsaveis pela maioria dos estudos com modelos
experimentais de uveite (Caspi, 2006).

Algumas abordagens terapéuticas requerem a utilizacdo de modelos em animais que
possuem um olho grande, como uma cobaia ou um coelho (que é o caso do presente trabalho).
No entanto, por causa da escassez de linhagens puras, reagentes imunoldgicos e informacéo
genética disponivel para a maioria das espécies, acaba limitando o estudo dos mecanismos
basicos envolvidos (Caspi, 2006, 2011).

1.4 Uveites néo infecciosas

A etiopatogenia das uveites ndo infecciosas, ou autoimunes, ainda ndo foi
completamente elucidada. A maior parte do que se sabe hoje sobre 0s mecanismos envolvidos
na inflamagdo ocular e seu desenvolvimento, foi conseguida gragas a modelos animais, e o

modelo mais utilizado € o UAE, no qual o processo inflamatério é induzido com o uso de um
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antigeno de origem retiniana, como 0 antigeno-S e a proteina ligadora de retinoide do
interfotorreceptor (IRBP - Interphotoreceptor Retinoid-binding Protein), por exemplo. Mas
antigenos de origem néo retiniana e de origem ndo ocular, como exotoxinas bacterianas,
também sdo utilizados (Adamus & Chan, 2002; De Smet & Chan, 2001; Caspi, 2011). Nesse
tipo de modelo a uveite € desencadeada por uma resposta inflamatéria mediada por linfocitos
T, principalmente as células CD4+, que reconhecem os antigenos na presenca das células

apresentadoras de antigenos juntamente com as moléculas do MHC de classe 11 (Caspi, 2001).

1.5 Tratamento das Uveites
1.5.1 Corticosteroides

Os corticosteroides sdo a droga de primeira linha, escolhida para o tratamento de
uveites e podem ser administrados por via topica, oral, endovenosa, peri ou intraocular, de
acordo com o local e da severidade da inflamagdo. Os efeitos colaterais mais comuns
decorrentes do uso oral de corticoides sdo hiperglicemia, hipertensdo arterial sistémica,
obesidade central, Glcera gastrointestinal, osteoporose, distarbios do humor e susceptibilidade
a infec¢des (Olivalves, Gongalves & Orefice, 2005).

O uso endovenoso de altas doses de corticoide pode ser necessario em casos de
acometimento bilateral agudo e severo de origem ndo infecciosa, ou com risco iminente de
perda visual. Outra forma de administracdo € a periocular. Porém, ha desvantagens, como a
necessidade de varias injecOes e possiveis complicacdes oculares associadas ao procedimento
(Kuo et al., 2005), como perfuracdo do bulbo ocular, aumento da pressdo ocular e afilamento
escleral. A injecdo intravitrea de corticoide é uma alternativa para o tratamento de uveites ndo
infecciosas, sendo indicada geralmente para pacientes que ndo respondem bem a terapia

sistémica ou nédo toleram os efeitos colaterais das medicacdes.

1.5.2 Micofenolato de mofetila

O MMF é um imunossupressor utilizado no tratamento da rejeicdo de Orgéos
transplantados (Wiesner et al., 2001, 2006; Warrens, 2000) e de doencas autoimunes, como
vasculites (Boumpas et al., 2000), lapus eritematoso sistémico (Chan et al., 2000), psoriase
(Zhou et al., 2003), artrite reumatoide (Goldblum, 1993) e sindrome nefrética (Schwarzs,
2001). Existem evidéncias experimentais e clinicas de sua eficacia no tratamento de diversas
uveites, 0 que o torna uma droga importante no tratamento dessa condi¢do ocular severa e
debilitante.
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O MMF é uma pro-droga. Apos a administracdo oral, é rapidamente convertido para o
MPA, que é o imunossupressor ativo. O MPA é um potente inibidor ndo competitivo da
enzima inosina monofosfato desidrogenase (IMPDH - Enzyme Inosine Monophosphate
Dehydrogenase), que é uma enzima chave da via de novo da biossintese de purinas (Allison,
1993; Allison & Eugui, 1999; Noronha et al.,1997). Existem duas vias de sintese das purinas:
a via de novo e a de salvamento (fig. 2).

A via de novo é utilizada por células mononucleares e por isso seu efeito
imunossupressor se da principalmente sobre linfécitos T e B. Inibindo a IMPDH, o MPA leva
ao blogqueio da sintese de nucleotideos de guanosina (GTP — guanosina trifosfato e dGTP -
desoxiguanosina), que sdo substratos para sintese de DNA (Acido Desoxirribonucleico —
Deoxyribonucleic Acid) e RNA (Acido Ribonucléico — Ribonucleic Acid). Com isso, ha
inibicdo da producéo de purinas e diminuicdo da taxa de proliferacdo celular. Além de inibir a
geracgdo de linfocitos T citotdxicos, 0 MPA inibe a producédo de anticorpos por linfécitos B19,
20 e induz a diminuicdo da adesdo e migracdo leucocitaria. Um fato primordial é que os
linfocitos T e B dependem ativamente da vida de novo da sintese de purinas para sua
proliferacdo, o que configura uma potente inibi¢do da proliferacdo linfocitaria em situacdes de
ativagdo imunologica em que se faz uso do MMF (Allison, 1993; Allison & Eugui, 1999;
Noronha et al.,1997).

ribose 5P + ATP
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Figura 2 — Metabolismo das purinas, via de novo e de salvamento (imagem modificada de Noronha et al.,1997).



35

Os principais efeitos colaterais associados ao uso do MMF estédo relacionados ao trato
gastrintestinal (diarreia, nauseas e vOmitos) e as alteracbes hematoldgicas (anemia e
leucopenia). Um estudo multicéntrico realizado nos EUA também mostrou uma discreta
tendéncia ao desenvolvimento de linfomas (Noronha et al.,1997; Sollinger, 1995). O MMF
tem efeito teratogénico em animais (ratos e coelhos) (Tendron et al., 2002, Noronha et al.,
1997); embora esse efeito ndo tenha sido demonstrado em humanos pela falta de estudos
controlados sobre efeitos teratogénicos causados pelo MMF em gestantes, ndo se pode excluir
a possibilidade de dano fetal, dessa forma aconselha-se a contracepcdo durante o seu uso
(Noronha et al., 1997, Anderka et al., 2009). A excrecdo dos metabdlitos inativos do MPA é
feita pelo rim. Portanto, o uso em portadores de leséo renal deve ser muito criterioso e a dose

administrada deve ser ajustada conforme a funcao renal.

1.5.3 Micofenolato de mofetila em uveites

A uveite autoimune experimental (UAE) é um dos modelos animais de uveite difusa
autoimune (enddgena) mais estudados e é muito utilizado para avaliar a eficacia de diversos
imunossupressores (Mochizuki et al., 1985; Whitcup & Nussenblatt, 1993). O primeiro estudo
do uso de MMF em uveites foi realizado em um modelo de UAE, quando Chanaud e cols.
(1995) induziram UAE em ratos através da imuniza¢do com antigeno-S da retina e trataram os
animais com doses diarias de 30 mg/kg de MMF por via oral durante 13 dias. Os autores
demonstraram que o0 MMF inibiu o desenvolvimento de UAE nos animais tratados, atuando
em pelo menos dois processos: inibicdo da proliferacdo de linfdcitos e diminuicdo da sintese
de moléculas de adesdo.

Estudos clinicos mostraram que o uso sisttmico do MMF apresenta bons resultados no
tratamento de uveites. A introducdo da droga como primeira opcdo terapéutica ou como
adjuvante de corticosteroides e outros imunossupressores, cursou com melhora da acuidade
visual, controle da inflamacéo ocular e diminuicdo da dose dessas outras drogas (Kilmartin et
al., 1998; Larkin & Lightman, 1999; Lau et al., 2003; Baltatzis et al., 2003). Embora nenhum
desses estudos seja prospectivo e controlado, o conhecimento da histéria natural das uveites e
a auséncia de resposta terapéutica a outros imunossupressores mostram que o0 MMF é uma
opcao importante para o tratamento das uveites. No entanto, 10 a 20% dos pacientes nédo
suportam os efeitos colaterais das doses necessarias para o controle da inflamacao ocular e

precisam suspender o seu uso (Baltatzis et al., 2003; Thorne et al., 2005).
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1.6 Farmacocinética

O conhecimento sobre a farmacocinética da droga utilizada, apos ser injetada na
cavidade vitrea é importante para determinar a meia-vida e taxas de absorcdo sistémica da
droga. Para tanto, é necessario determinar as concentracGes da droga presente no vitreo em
diferentes intervalos de tempo, o que pode ser feito por ELISA (Ensaio Imunoenzimatico -
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Fialho et al., 2006; Giansantl et al., 2008;
Gaudreaul T et al., 2007) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Khoschsorur &
Erwa, 2004; Bahrami & Mohammadi, 2006; Watson, 2004).

Gasparin e colaboradores (2014), realizaram o método de CLAE e concluiram que a
meia vida do MPA no vitreo de coelhos albinos € de cerca de 5 dias e 0 mesmo permanece
detectavel durante 29 dias, a dose avaliada foi de 1mg/mL. Também foram analisadas
amostras de sangue periférico de 16 animais, utilizando o mesmo método utilizado no vitreo,
onde néo foi detectada a presenca de MPA. Este resultado nos leva a inferir que a droga nédo
ultrapassa a barreira hematoretiniana, ficando restrita dentro do olho, ou que a quantidade é
muito pequena, a ponto de ndo ser detectada pelo exame realizado. A auséncia de MPA na
ciruculacdo sanguinea periférica corrobora a ideia de que injecOes intravitreas de MPA,
diminuiriam ou suprimiriam os efeitos colaterais sisttmicos causados pela administracdo por
via oral da droga.

Entretanto, é necessario saber como essa administracdo intravitrea afeta a morfologia
da retina e sua funcionalidade. Podem ser detectados efeitos toxicos? Ha alteracao de funcdes
da retina? Uma breve descri¢cdo da morfologia da retina fornecida abaixo apresenta as suas
principais estruturas, a serem investigadas no contexto do presente trabalho. Em seguida é
apresentada uma descricdo de um indicador da funcionalidade da retina - o eletrorretinograma

— extensamente usado em estudos experimentais de drogas terapéuticas (Perlman, 2009).

1.7 Morfologia da retina

A retina (fig. 3), camada mais interna do olho, onde é iniciado o processamento dos
estimulos luminosos, é parte integrante do sistema nervoso central (SNC). Contém cinco tipos
principais de neurdnios que se comunicam por meio de um intricado padrdo de conexdes, mas
com um arranjo anatdbmico em camadas (Cajal, 1893).

A retina estd dividida em 10 camadas: (1) epitélio pigmentado, (2) camada de
fotorreceptores cones e bastonetes (segmentos externos e internos), (3) membrana limitante
externa (MLE), (4) camada nuclear externa (CNE), com os nucleos dos fotorreceptores, (5)

camada plexiforme externa (CPE), contendo as sinapses das células bipolares e horizontais
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com os fotorreceptores, (6) camada nuclear interna (CNI) dos corpos celulares das células
bipolares, horizontais e améacrinas, (7) camada plexiforme interna (CPI), contendo as
conexdes das células ganglionares com as células bipolares e amécrinas, (8) camada de
células ganglionares (CCG), (9) camada de fibras nervosas, contendo os axénios das células

ganglionares, passando para o nervo optico, (10) membrana limitante externa.

Célula Ganglionar—
Célula Amacrina—
Célula Bipolar
Célula Horizontal—
Bastonete
Cone

Figura 03 — Esquema ilustrando a organizacdo celular da retina e suas camadas (imagem: modificado de
Browning D, J. (2012).

Os cinco tipos principais de células nervosas na retina organizam-se em estagios
sucessivos: neurénios de primeira ordem (fotorreceptores cones e bastonetes), que fazem a
transducéo da luz em sinal neural, enviando neurotransmissores para os de segunda ordem
(células horizontais e bipolares), os quais por sua vez se comunicam com os de terceira ordem
(células amécrinas e ganglionares). Uma excecdo a essa arquitetura funcional é constituida
pelas células ganglionares intrinsecamente fotossensiveis, que sdo ativadas diretamente pela
luz (Provencio et al., 2000; Yingbin et al., 2005; Dustim et al., 2007; Gamlin et al., 2007;
Ecker et al., 2010).
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Em estudos do efeito de administracdo intravitrea de MPA, Gasparin e colaboradores
(2014) e loshimoto (2015) avaliaram a integridade das camadas retinianas por meio da técnica
de HE (hematoxilina e eosina), loshimoto ainda utilizou a técnica de imunohistoquimica para
proteina glial &cida fibrilar (GFAP). Outros trabalhos também fizeram uso de técnicas
histoldgicas em modelos de uveites (Avichezer et al., 2000; Zhang, 2000; Dick et al.,1994;
Géhl et al.,2014; Agarwal et al.,2012; Commodaro et al.,2010).

1.8 Eletrorretinograma

Além de poderem afetar a integridade morfoldgica da retina, a administracdo de
drogas terapéuticas pode afetar a funcionalidade da retina. Para esta avaliagdo estudos
recorrem a um indicador consagrado - o eletrorretinograma (ERG) - para o qual existem
padrdes de normalidade em seres humanos e diversas espécies animais (Marmor, 2009), O
ERG é um registro da atividade elétrica da retina em resposta a luz, que pode ser captada na
superficie da cdrnea, com auxilio de um eletrodo, tendo sido, primeiramente, demonstrado em
1865, por Holmgren, em olho de ra (Perlman, 2013).

Esta resposta elétrica da retina é uma resposta de massa, obtida através da somatoria
das respostas dos diferentes tipos celulares da retina, assim como das células do epitélio
pigmentado. Quando um flash de luz atinge o olho adaptado ao escuro, estimulando toda a
retina, a resposta elétrica resultante é constituida por uma onda bifasica com um componente
negativo (onda-a) e um positivo (onda-b) (Fig. 4), juntamente com potenciais oscilatérios em
sua fase ascendente. Através de tais respostas e analise de seus componentes (amplitude e
laténcia) é possivel avaliar a integridade funcional da retina.

A onda-a é proveniente da hiperpolarizacdo da membrana dos fotorreceptores (cones e
bastonetes) e a onda-b resulta da atividade pos-sindptica aos fotorreceptores na camada
nuclear interna (células bipolares e células de Muller). Essas ondas sdo caracterizadas por
elementos temporais (laténcia e duracdo) e bioelétricos (medida da amplitude) (Marmor &
Zrenner, 1995; Marmor et al., 2004, 2009; Perlman, 2013).
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Figura 4 — Ondas a e b do eletrorretinograma: a — amplitude da onda a; b — amplitude da onda b; La — laténcia

da onda a e Lb — laténcia da onda b (imagem: http://webvision.med.utah.edu, acessado agosto/2014).

O ERG de campo total € o teste mais utilizado em experimentacdo animal para

avaliacdo funcional da retina (Perlman, 2009; Peyman, Lad & Moshfeghl, 2009; Penha et al.,

2010).
O padrdo de ondas eletrorretinograficas encontrado em ratos e coelhos é similar ao

humano, apresentando apenas diferencas nos valores de amplitude e tempo implicito das

ondas a e b (fig.5).

RATO b Coelho Humano
o b
l
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a

Figura 05 — Respostas escotopicas de um rato albino, um coelho albino e ser humano. S&o similares, porém,

diferem em amplitude e laténcia (Modificado de Perlman, 2009).
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A anélise do ERG pode ser realizada através da comparagdo entre as amplitudes e
laténcias das ondas-a e b sob diferentes intensidades de estimulos luminosos e apos a
adaptacéo ao claro e ao escuro.

Em estudos recentes sobre toxicidade retiniana de drogas como o adalimumabe
(Manzano et al., 2008, 2011), etanercepte (Kivilcim et al., 2007) e infliximabe (Giansanti et
al., 2008), a avalia¢do funcional retiniana foi baseada na comparacéo da amplitude da onda-b
entre os olhos que receberam injecdo intravitrea da droga e os que receberam somente 0

veiculo.
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11 Justificativa

Além das questdes éticas, que regulamentam pesquisas clinicas em seres humanos,
existem outras vantagens que justificam o uso de modelos animais em estudos que avaliam
toxicidade de drogas. A experimentacdo animal nos permite testar diferentes doses para
determinar a dose toxica e a dose segura, além de podermos testar separadamente diferentes
componentes da formulacdo da droga no intuito de identificar o componente toxico, nos
permitindo também fazer uso de outras técnicas como exames eletrofisioldgicos, histologia e
biologia molecular e celular (Perlman, 2009).

A uveite é uma doenca crbnica e uma das principais causas de cegueira no mundo.
Tanto a inflamacé&o intraocular quanto as complica¢des decorrentes provocam perda severa da
visdo. Sendo o principal diagnostico em individuos que frequentam instituicdes para
reabilitacdo visual (Kara-José et al., 1988; Alves, 1985), sugerindo que a dificuldade em
controlar o processo inflamatério intraocular e as complicacGes da inflamacdo prolongada
representam um grande impacto na salde publica. Em casos muito graves, nos quais o
corticosteroide ndo é capaz de controlar o processo inflamatdrio ocular, ou nos quais surgem
efeitos colaterais devido ao tratamento prolongado, ha necessidade do uso de outras drogas
imunossupressoras. Entretanto, todos tém efeitos colaterais graves que podem levar a
necessidade de diminuicdo da dose ou até mesmo suspensdo da droga, o que pode acarretar
perda visual (Jabs, Rosenbaum & Foster, 2000; Kempen et al., 2009).

A gravidade das uveites, a dificuldade no controle da inflamagcdo ocular com
medicacdes sistémicas e os efeitos colaterais do uso prolongado de imunossupressores nos
levaram a formular a hipdtese de que a administracdo intravitrea de MPA possa minimizar
algumas dessas limitagdes.

A administracdo intravitrea de drogas € cada vez mais frequente na oftalmologia, e nos
ultimos anos, o procedimento ganhou muita popularidade com a injecdo de corticoide de
longa duragdo e drogas anti-VEGF para o tratamento de doencgas proliferativas da retina
(Gragoudas et al., 2004; D’amico et al., 2006; Iturralde et al., 2006; Oshima et al., 2006),
como degeneracdo macular relacionada a idade e retinopatia diabética.

A injecdo intravitrea oferece vantagens, como permitir que a droga seja administrada
em uma dose maior, levando a uma maior biodisponibilidade da mesma, promovendo assim,
um acesso imediato aos tecidos inflamados, além de haver uma menor probabilidade de

ocorrerem efeitos colaterais sistémicos. No entanto, o risco de efeitos toxicos na retina e em
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outras estruturas oculares provenientes da administracdo da droga, também devem ser
considerados (Kwak & D’amico 1992; Yu et al., 2006). Deve ser ressaltada importancia de se
realizarem estudos que analisem a viabilizacdo da injecdo intravitrea de drogas, pratica ja
utilizada clinicamente na oftalmologia, mas ainda carente de estudos mais rigorosos. Essa
abordagem pode trazer maiores beneficios para o tratamento de uveites e de outras
inflamacBes ou de doencas oculares, pois a droga € aplicada diretamente no tecido alvo,
eliminando grande parte (ou totalmente) dos possiveis efeitos colaterais sistémicos, o que
confere uma melhor qualidade de vida ao paciente, assim como rapidez e eficacia no

tratamento.

2.1 Animal Experimental

A retina de ratos, assim como a humana, possui um sistema vascular bem
desenvolvido e caracterizado, com artérias e veias radialmente saindo do nervo dptico, além
de apresentar trés camadas nucleares interpostas pelas camadas plexiforme externa e interna.
Porém, ratos possuem olhos muito pequenos, o que dificulta a realizacdo de exames
oftalmoldgicos. Ja o olho de coelhos, possui um tamanho similar ao olho humano e sua retina
é semelhante as de outros mamiferos e primatas (Perlman, 2009).

A escolha da espécie animal utilizada neste trabalho levou em consideragdo diversos
fatores, como a semelhanca das estruturas oculares com as do olho humano, a disponibilidade,
0 custo, a facilidade para realizar os experimentos, 0s exames clinicos e o conhecimento
prévio sobre as estruturas retinianas e suas fungdes. A espécie escolhida foi o coelho albino da
raca New Zealand (Oryctolagus cunigulus). Optamos pelo uso de animais albinos, pois relatos
na literatura sugerem que a pigmentacdo possa ser um fator protetor contra efeitos toxicos de
algumas drogas, 0 que poderia mascarar ou diminuir os possiveis efeitos de toxicidade (Zemel
et al., 1995; Bui; Sinclair; Vingrys, 1998; Perlman, 2009). Estas caracteristicas explicam a
razao pela qual a maior parte dos estudos de toxicidade retiniana de varias drogas por meio de
injecdo intravitrea foi realizada em coelhos (Kwak & D’amico,1992; Yu et al., 2006; Fauser
et al., 2004; Ishikawa et al., 2006; Manzano et al., 2006; Gao et al., 2006, Aguiar, 2011;
Gasparin et al.,2014). As doses intravitreas utilizadas atualmente, assim como as de
antibioticos para o tratamento de endoftalmite, foram estabelecidas com base nos resultados
de estudos experimentais em coelhos.

Coelhos sdo animais faceis de manipular e podem ser anestesiados com seguranca para

a realizacdo de exames e procedimentos de curta duragdo, como € o caso do
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eletrorretinograma, por exemplo, além de possuirem valor comercial e por isso serem

amplamente comercializados, o que torna fécil sua aquisicao.
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11 Objetivos

3.1 Geral

O presente estudo teve como objetivo principal, avaliar os efeitos da injecdo

intravitrea de MPA na retina de coelhos New Zealand utilizando um modelo de UCE.
3.2 Especificos

e Reproduzir um modelo de uveite cronica experimental (UCE) em coelhos albinos,
com auxilio da injecdo intravitrea de M. tuberculosis e avaliar alteracdes clinicas,

funcionais e morfoldgicas causadas pela inflamagéo;

e Estabelecer doses seguras de MPA para serem injetadas no vitreo de coelhos através

de avaliagdes funcionais e morfoldgicas;

e Auvaliar a eficacia da injecdo intravitrea de MPA no modelo de UCE através da

avaliacdo funcional, clinica e morfoldgica;
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IV Materiais e Métodos
4.1 Desenho Experimental

Foi realizado um estudo experimental, conduzido em coelhos albinos New Zealand,
que consistiu em trés etapas: (1) reproducdo de um modelo de UCE, (2) o estabelecimento de
doses seguras de MPA para a retina do coelho albino, administradas no vitreo e (3) a
avaliacdo dos efeitos de tais injecdes no modelo de UCE.

Primeiramente foram estabelecidas as doses de MPA que seriam administradas no
vitreo, para avaliar as alteracfes anatdmicas, funcionais e morfoldgicas nos olhos dos coelhos,
para isso levamos em consideracao o fato de que, 1 mg/mL de MPA é a maior quantidade da
droga que pode ser mantida em suspensao, o que determinou utilizarmos a dose de 1mg/mL e
uma dose uma unidade logaritmica abaixo, a dose de 0,1mg/mL. Pelo o fato do MPA ser
insoltvel no veiculo, a preparagdo de 1mg/mL em suspensdo é a méaxima confiavel, acima
disso ndo é possivel ter certeza da uniformidade da dose injetada, pois a quantidade de pé no
veiculo seria muito elevada, ndo sendo possivel saber, o quanto da droga ficaria na seringa e

na agulha durante a injecao.

4.2 Preparacdo do &cido micofenodlico

O MPA foi preparado pelo laboratério de Farmacotécnica e Tecnologia Farmacéutica
da Faculdade de Farmacia da UFMG (Universidade Federal de Minas Gerais).

O MPA (C17H2006) € um composto lipofilico pouco solGvel em agua. Para ser injetado
no vitreo foi preparada uma suspensdo padrdo de 1 mg/mL (concentragdo maxima em que
pode ser mantido em suspensdo) em frascos estéreis de uso Unico. O meio de suspensdo
utilizado foi a solucdo salina contendo o agente emulsificante polissorbato 80 0,4% (Tween
80®; Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri) e o agente suspensor carboximetilcelulose sodica
(CMC) 0,5% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri). Apés o preparo, o pH (Potencial
Hidrogenibnico) da solucdo ficou entre 7 e 7,2. A partir da suspensdo padrdo, o MPA foi

diluido para uso.

4.3 Preparacgdo Animal

Foram utilizados 47 coelhos (machos) albinos da espécie New Zealand (Oryctolagus
cunigulus) (fig. 6), com peso entre 2 a 3 kg. Foram as seguintes as preparag0es animais para
as diferentes etapas do estudo: 12 etapa - um grupo de 12 coellhos foi utilizado para
reproducdo do modelo de UCE. 22, etapa - 2 grupos, com 10 coelhos cada, foram utilizados
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par avaliar os efeitos, funcionais e morfoldgicos apos injecdo intravitrea das doses de MPA
(0,1 e 1 mg/mL). 32 etapa - os efeitos clinicos, funcionais e morfolégicos apos injecdo
intravitrea de umas das doses de MPA (testadas previamente na segunda etapa) foram
avaliados em um grupo de 15 coelhos modelo de UCE.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais no biotério do Departamento de
Psicologia Experimental do Instituto de Psicologia da USP (Universidade de Séo Paulo), com
ciclo claro/escuro de 12h, temperatura em trono de 25°C, sistema de ventilagdo e iluminagéo
ambiente. Receberam alimentacdo (racdo e hortalicas) e agua fresca a vontade durante todo o
periodo de permanéncia no biotério. Em todos os momentos do estudo foram tratados de
acordo com as Normas para 0 Uso de Animais em Pesquisa Oftalmoldgica e da Visdo, da
Associacdo para Pesquisa em Visdo e Oftalmologia (Association for Research in Vision and
Ophthalmology, ARVO). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para Pesquisa em
Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (Protocolo 025 de
18/5/2007; Anexo A).

O olho esquerdo de cada animal foi utilizado como seu proprio controle. Neste olho
foi injetado o veiculo no grupo de animais para estudo da toxicidade do MPA (22. etapa); nos
animais em que a UCE foi induzida (12 e 3? etapas), nada foi injetado no olho esquerdo). Este
procedimento se destina a evitar dividas quanto a variacdo intra-animal que pode existir na

realizacéo da parte experimental.

Figura 6 — Coelho albino da espécie New zealand (imagem: http//:www.countryfarmlifestyles.com/raising-

rabbits.html — acessado em margo/2014).
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4.3.1 Anestesia e sacrificio dos animais

Todos os animais foram anestesiados da mesma forma, antes das injecdes subcutaneas
de Mycobacterium tuberculosis (MT), injecbes intravitreas de MT e acido micofenolico
(MPA) e antes dos registros eletrofisiologicos. A anestesia foi realizada através de injecdo
intramuscular de 6,7 mg/kg de cloridrato de xilasina 2% (Calmium®; Agener, S&o Paulo,
Brasil) e 100 mg/kg de cloridrato de cetamina 10% (Ketamina®; Agener, Sdo Paulo, Brasil),
ndo sendo esperada dor alguma apos o termino da anestesia. O sacrificio foi realizado atraves
de injecdo intracardiaca de 70 mg/kg de pentobarbital sédico (Euthanyle®; Brouwer, Buenos
Aires, Argentina), apds sedacdo previa do animal (a mesma descrita acima, para a realizagdo
das injecdes e registro eletrofisioldgico).

4.3.2 Injecdes intravitreas

Antes das injecOes intravitreas (fig.7), os animais foram anestesiados (via
intramuscular), tiveram suas pupilas dilatadas com colirio de tropicamida 1% (Mydriacyl®;
Alcon, Sdo Paulo, Brasil) e os olhos foram anestesiados com colirio de cloridrato de
proximetacaina 0,5% (Anestalcon®; Alcon, S3o Paulo, Brasil). Em seguida, para assepsia foi
instilada uma gota de iodopovidona (Ophthalmos; S&o Paulo, Brasil), em ambos os olhos. O
olho do animal foi mantido aberto com o auxilio de um blefarostato, antes da injecdo
intravitrea, foi realizada a paracentese do olho (cerca de 0,1 mL de humor aquoso foi
puncionado da camara anterior com uma agulha de 30G (gauges) acoplada a seringa de
insulina), para reduzir a pressdo ocular e minimizar o refluxo apds a injecdo. A injecdo
intravitrea da solugdo de MPA (0,1 e 1 mg/mL) e MT foi feita no olho direito e a de veiculo
(polissorbato 80) no olho esquerdo, que € o olho controle, (ambas com volume de 0,1 mL), as
mesmas foram realizadas a 3 mm posteriormente ao limbo corneano, na camara posterior,
como mostra a figura 7. Ap6s as injecdes foi instilado um colirio antibidtico, para prevenir

infeccdes.
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Figura 7 — Injecdo intravitrea de MPA sendo aplicada a 3mm posteriormente do limbo corneano no olho direito

de um coelho albino.

Durante os procedimentos foram usados materiais estéreis (luvas, seringas, agulhas e
gases) assim como campo estéril, deixando visivel somente o olho do animal, e todo os
materiais utilizados (blefarostato e pingas) foram autoclavados previamente, na tentativa de
evitar qualquer tipo de contaminacéo durante as injecdes.

Para as injecfes subcutaneas de 10mg de Mycobacterium tuberculosis (MT) H37ra
(BD™, DIFCO™:; Becton Dickinson and Company, Nova Jersey, Estados Unidos) em 0,5
mL de freund's adjuvant incomplete (BD™, DIFCO™; Becton Dickinson and Company,
Nova Jersey, Estados Unidos), realizadas para dessensibilizacdo dos animais durante o
processo de inducdo da UCE, os animais foram anestesiados previamente e as inje¢oes foram
feitas sob a pele do pescoco, por ser abundante e de facil manuseio. Alcool 70% foi aplicado
no local, para assepsia e para tornar visivel a pele do animal. As injecbes foram feitas com
agulha de 18G, pois o adjuvante é um 6leo mineral e requer o uso de uma agulha com um
calibre maior, por ser denso e viscoso.

As injecdes subcutaneas e intravitreas foram realizadas no Laboratorio de

Psicofisiologia Sensorial do Instituto de Psicologia da Universidade de S&o Paulo.

4.4 Exames Clinicos

Foram realizados exames oftalmoldgicos nos grupos experimentais em que a UCE foi
induzida, para avaliar a progressdo da uveite e possiveis alteragdes oculares. Os exames foram
realizados antes da inducdo da UCE, assim como nos dias 6, 10, 17, 24, 33 e 48 apés a

primeira injecéo intravitrea de MT (que foi considerado como dia 0), no grupo modelo de
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UCE, assim como para o grupo modelo de UCE tratado com MPA. As inje¢Bes intravitreas de
MPA foram realizadas 3 dias apds a primeira injegdo intravitrea de MT. Os exames clinicos
foram realizados apds o final das sessbes de ERG com os animais ainda sob efeito da
anestesia. Os exames realizados foram a biomicroscopia com auxilio lampada de fenda
(modelo SL-3G - Topcon Medical Systems, Inc.; Oakland, Nova Jersey, Estados Unidos) e a
oftalmoscopia binocular indireta, com oftalmoscopio OSF 1.0 (Eyetec; Sdo Carlos, Sdo Paulo,
Brasil) e uma lente de +20 dioptrias (Nikon; Téquio, Japdo). Os exames foram realizados por
um oftalmologista especialista em doencas da retina e uveites.

A biomicroscopia analisou 0 segmento anterior do olho, permitindo a avaliacdo da
camara anterior, iris, cornea e cristalino, e a oftalmoscopia binocular indireta permitiu a
avaliacdo do segmento posterior do olho, incluindo retina, vitreo e nervo 6ptico. Durante 0s
exames eram observados se 0s seguintes aspectos estavam presentes ou ausentes: processos
inflamatorios (células inflamatorias e flare na cdmara anterior), sinequia anterior (aderéncia
da iris com a cornea) ou posterior (aderéncia da iris ao cristalino) da iris, hipépio (acumulo de
pus na camara anterior), transparéncia da cdrnea e dos meios Opticos (corpo vitreo e humor
aquoso), catarata, neovascularizacdo tanto da conjuntiva quanto da coOrnea, ingurgitamento
venoso da iris e as condi¢Oes da retina e do nervo Optico. A avaliacdo da reacdo inflamatdria
foi realizada com uma fenda de 2x2 mm (milimetros) e os resultados foram quantificados de

acordo com os critérios estabelecidos por Jabs e colaboradores (2005).

4.5 Eletrorretinograma

A avaliacdo eletrofisiolégica foi realizada pelo sistema RETIport composto por
amplificador e sistema computadorizado de aquisi¢do e processamento de sinais, acoplado a
um estimulador de campo total (Q450 SC; Roland Consult, Brandenburg, Alemanha).

Os ERGs foram registradas binocularmente por eletrodos bipolares do tipo lentes de
contato (Goldlens; Doran Instruments Inc., Littleton, Maryland) sobre a cdrnea e um eletrodo
terra (modelo E5; Technologies Grass, West Warwick, Rhode Island) na orelha.

O sinal foi adquirido através do pré-amplificador e digitalizado por uma placa A/D
(Roland Consult, Brandenburg, Alemanha). Os dados foram exportados para o programa
Excel e MATLAB para analises estatisticas e descritivas. A frequéncia de corte baixa foi
fixada em 1 Hz (Hertz) e a alta, em 300 Hz.

Para a obtencéo do registro o animal anestesiado foi acomodado na cAmara de registro,
em uma sala escura. Apo6s a dilatacdo pupilar, os animais foram envolvidos em uma manta

para ajudar na manutencdo da temperatura corporal e entdo, colocados em decubito ventral
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com a cabega inteiramente posicionada no interior da clpula de estimulacdo (Ganzfeld do

sistema RETIport). Apds anestesia topica com colirio anestésico e metilcelulose a 2%

(Ophthalmos; S&o Paulo, Brasil), os eletrodos oculares foram posicionados, e um eletrodo

terra de ctpula de ouro foi posicionado na orelha com gel eletrolitico (fig. 8).

O protocolo utilizado foi uma ampliagcdo do protocolo clinico da ISCEV (Sociedade

Internacional de Eletrofisiologia Clinica de Visdo - International Society for Clinical

Electrophysiology of Vision) (Marmor et al, 2008), contendo diferentes intensidades de

flashes na condicéo escotdpica e variacGes na frequéncia temporal na resposta de flicker em

condicGes fotopicas. Os registros foram realizados com os animais adaptados ao escuro por 30

minutos:

1)

2)

3)

4)

Resposta Escotopica (resposta, predominantemente, de bastonetes): a) foram
emitidos 10 flashes de 0,00095 cd.s/m? (unidade de luminancia - candela por metro
quadrado) com intervalos entre flashes (IEF) de 5s; b) foram emitidos 6 flashes de
0,0095 cd.s/m? com IEF de 5s; c) foram emitidos 6 flashes de 0,095 cd.s/m? com IEF
de 10s; d) foram emitidos 6 flashes de 0,95 cd.s/m? com um IEF de 15s.

Resposta Escotopica Maxima (resposta de bastonetes e cones): foram emitidos 3
flashes de 9,5 cd.s/m? com um IEF de 15s.

Resposta Fotopica (resposta de cones): ap6s 2 minutos de adaptacdo a luz de fundo
de 25 cd/m? (luz branca); a) foram emitidos 6 flashes de 3,0 cd.s/m? com um IEF de
1s. b) foram emitidos 6 flashes de 9,49 cd.s/m? com um IEF de 1s.

Resposta Intermitente (Flicker): Com uma luz de fundo de 25 cd/m? (luz branca)
foram emitidos pulsos de luz com 4 diferentes frequéncias. a) 12 Hz com um IEF de
0,084s; b) 18 Hz com um IEF de 0,056s; C) 24 Hz com um IEF de 0,045s e d) 30 Hz
com um IEF de 0,034s.
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Figura 8 — Coelho preparado e posicionado no Ganzfeld, para o inicio do eletrorretinograma, envolto em manta

para auxiliar na manutencéo da temperatura corporal, com os eletrodos posicionados nos olhos e na orelha.

ERGs registrados antes das injecGes foram comparados com os ERGs realizados apés
as injecdes. Os valores de amplitude e laténcia das ondas-a e b dos ERGs foram analisados.
Em cada grupo, foram realizadas comparagdes apenas entre os olhos que receberam MPA, e
entre os olhos que receberam veiculo, antes e ao longo de 30 dias, apés a injecdo intravitrea
de MPA nas duas doses testadas para o grupo de estudo de toxicidade do MPA. No grupo do
modelo de UCE foram feitas as seguintes comparagBes: 1. Olhos com uveite foram
comparados aos controles ao longo de 48 dias a partir da primeira injecdo intravitrea de MT,
no grupo modelo de UCE e no grupo modelo de UCE tratado com MPA,; 2. Olhos direitos do
grupo com UCE foram comparados com os olhos direitos do grupo com UCE tratado com
MPA, para verificar se houve um efeito terapéutico da dose de MPA utilizada.

Outro método realizado para analise do ERG foi o estudo da relagdo entre a amplitude
da onda-b e a amplitude da onda-a ou razdo de b/a da resposta escotopica maxima. Como a
maior contribuicdo para a onda-a é de fotorreceptores e para a onda-b é de células bipolares-
ON a dependéncia da onda-b em relacdo a onda-a reflete a integridade funcional dos
fotorreceptores, das celulas bipolares-ON e da transmissdo do sinal entre estes tipos celulares
(Perlman, 2009). Para nossa amostra, foi considerado como normal a razdo com resultado a

partir de 2.

4.6 Analise Morfoldgica
Todos os olhos enucleados foram fixados em paraformoldeido (PFA) 4% em tampéo

fosfato (PB) 0,1M por 3 horas. Somente foi fixada a cuia Optica, a cAmara anterior (cornea e
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iris) e cristalino foram removidos no momento da enucleacdo dos olhos. Ap6s o periodo de
fixacdo as cuias Opticas foram mantidas em tampéo fosfato (PB) 0,1M com pH 7,2, por no

minimo 9 horas (trés vezes o tempo de fixacao) a 4°C, até 0 momento do uso.

4.6.1 Cortes Histoldgicos

As cuias 6pticas foram crio-protegidas por meio de um gradiente crescente de sacarose
(10, 20 e 30%), a 4°C até o material submergir, totalmente impregnado com sacarose. Apoés
esse periodo as cuias foram limpas e 0 excesso de humor vitreo retirado com auxilio de uma
lupa e em seguida foram emblocadas com o meio de montagem Tissue Tek OCT Compound
(Sakura Finetek, Torrence, CA) em gelo seco. A cuia Optica foi emblocada de forma
direcionada com o intuito de se obter cortes seriados da regido central, eixo dorso ventral no
mesmo corte, tendo o nervo optico como referéncia. O bloco foi aderido com OCT na posicéao
vertical sobre o porta espécime do criostato. Cortes com 12 um (micrometros) de espessura
foram obtidos a -25°C no criostato (Leica, JUNG CM 3000) pertencente ao Laboratério de
Biologia da Retina do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento do Instituto
de Biociéncias | da Universidade de S&o Paulo, coordenado pela Profa Dra. Dania Emi
Hamassaki. Os cortes foram colocados em laminas histoldgicas previamente gelatinizadas
(quatro cortes por ldamina) e secos em placa aquecedora a 37°C por uma hora. Os cortes foram
armazenados em caixas plésticas para [aminas em freezer a -20°C até o momento do uso.

Os cortes confeccionados no criostato foram utilizados para duas técnicas distintas, a

técnica de coloracdo basica com hematoxilina e eosina (HE), e para imunohistoquimica.

4.6.2 Hematoxilina e Eosina (HE)

E a técnica mais usada na histologia e histopatologia. A combinacdo dos corantes
hematoxilina e eosina, permitem uma visdo geral do tecido corado. A hematoxilina € um
corante acido, que cora de azul-purpura as estruturas acidolfilas dos tecidos, como proteinas,
ricas em radicais amina, como 0s nucleos e acidos nucleicos. A eosina, entretanto, & um
corante basico, que cora de rosa-vermelho as estruturas basofilas ou eosinofilas dos tecidos,
predominantemente, o citoplasma e fibras colageno, entre outras estruturas de carater basico.
A técnica de coloracdo consiste em uma bateria de desidratacdo, composta por diferentes
graduacdes alcoolicas, pelos corantes hematoxilina e eosina, e pelo xilol, responsavel pela
diafanizacdo do material, fazendo com o que mesmo fique translucido e possa ser analisado

em microscépio com campo claro.
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Em geral, tal técnica € utilizada para materiais emblocados em parafina ou paraplast.
Porém, adaptamos o protocolo cléssico para utilizar a técnica em cortes crio-protegidos feitos
em criostato.

Antes da utilizacdo das laminas, as mesmas foram colocadas em placa aquecedora ou
estufa a 37°C por cerca de 30 minutos para retirar o excesso de agua proveniente do
descongelamento e em seguida foram submetidas ao seguinte protocolo:

e 1 min.. Agua destilada

e 1 min.. Alcool 60%

e 1 min.. Alcool 70%

e 1 min.. Alcool 80%

e 1 min. e 30 sec. Agua corrente
e 2 mergulhos em &gua destilada
e 3 min. Hematoxilina

e 1 min. e 30 sec. Agua corrente
e 2 mergulhos em agua destilada
e 30 sec. Eosina

e 1 min. e 40 sec. Alcool 90%

e 1 min. Alcool 100% - |

e 1 min. Alcool 100% - I1

e 1 min. Alcool + xilol 1:1

e 1min.xilo-I

e 1 min. xilol -1l

As laminas embebidas em xilol foram montadas com laminula e D.P.X (Sigma
aldrich, Alemanha) e ficaram secando por cerca de 48 horas em temperatura ambiente. Tais
laminas foram analisadas com auxilio de um microscépio de fluorescéncia e campo claro
(DM RBE; Leica, Alemanha) com camera digital (DS-Ril; Nikon, Japdo) acoplada a um
computador (aumento 40x oil).

4.6.3 Imunohistoquimica

E uma técnica de identificacdo de antigenos, que ocorre através da ligacdo especifica
de anticorpos a antigenos. Para observar tal ligacdo, podemos conjugar uma enzima (como
por exemplo a peroxidase) ao anticorpo, que ird catalisar uma reagdo resultante em uma

coloracdo ou o anticorpo pode ser conjugado a uma molécula fluorescente, um fluoréforo.
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Quando o anticorpo € conjugado a um fluor6foro, a técnica é denominada de
imunofluorescéncia, na qual os fluoréforos absorvem luz quando sdo excitados com um
determinado comprimento de onda e emitem fluorescéncia em um outro comprimento de
onda.

Utilizamos a imunohistoquimica para a proteina glial fibrilar acida (Glial fibrillary
acidic protein - GFAP).

4.6.3.1 Imunofluorescéncia para a proteina glial acida fibrilar (GFAP)

A técnica de imunohistoquimica foi realizada para identificar a presenca da proteina
glial &cida fibrilar (GFAP), 0 aumento de sua expressdo € um marcador de gliose das células
de Miller.

Antes da utilizacdo das laminas, as mesmas foram colocadas em placa aquecedora ou
estufa a 37°C por cerca de 30 minutos para retirar 0 excesso de agua proveniente do
descongelamento e em seguida os cortes foram circundados um a um, com uma Aqua-Hold
Pap-pen (Scientific Device Laboratory; Illinois, USA) (caneta hidrofébica), a fim de separar
0s cortes em pogos individuais. A imunohistoquimica foi feita de acordo com o seguinte
protocolo:

Os cortes foram primeiramente lavados tampéo fosfato (PB) 0,1 M pH 7,2, com Triton
X-100 a 0,3% (3 lavagens de 10 minutos cada), incubados por 1 hora em soro normal de cabra
10% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), diluido em PB a 0,1 M com Triton X-100 a
0,3%, para bloqueio dos sitios inespecificos. Em seguida foram incubados overnight com o
anticorpo primario contra GFAP, anticorpo monoclonal produzido em camundongo, contra a
proteina glial &cida fibrilar (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), diluido 1:1000 em PB 0,1
M com Triton X-100 a 0,3%, mantido em camara Umida em temperatura ambiente. Apés
lavagens com PB 0,1 M pH 7,2, com Triton X-100 a 0,3% (3 lavagens de 10 minutos cada),
os cortes foram incubados por 2 horas no anticorpo secundario CY3 (1:200, Sigma). Apds o
periodo de incubacédo do anticorpo secundario, os cortes foram lavados mais uma vez, porém,
somente com PB 0,1M pH 7,2 (3 lavagens de 10 minutos cada). As laminas foram montadas
com meio de montagem para fluorescéncia Vectashield com DAPI (Vector Laboratories Inc,
California, USA), marcador fluorescente que se liga as regides ricas em adenina e timina em
sequéncias de DNA, marcando os nucleos celulares e laminulas, vedadas com esmalte. As
laminas foram analisadas com auxilio de um microscépio de fluorescéncia e campo claro
(DM RBE; Leica, Alemanha) com camera digital (DS-Ril; Nikon, Japdo) acoplada a um
computador (aumento 40x).
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O controle negativo para o anticorpo primario (anticorpo monoclonal produzido em
camundongo, contra GFAP) utilizado foi realizado, omitindo 0 mesmo no protocolo descrito

acima, para verificar se ndo ha marcac6es inespecificas pelo anticorpo secundario.

4.7 12 Etapa - Inducdo da UCE

A inducgédo da UCE foi feita de acordo com o protocolo utilizado por Dong, X. e
colaboradores (2006). Entretanto, ndo foi possivel realizar a vitrectomia nos coelhos, por ndo
haver um vitreografo a disposic¢ao para 0 uso em animais.

A uveite é induzida com o auxilio da cepa morta da Mycobacterium Tuberculosis
(MT) H37ra, (BD™, DIFCO™:; Becton Dickinson and Company, Nova Jersey, Estados
Unidos). O protocolo de inducdo é composto por duas etapas: primeiramente € feita uma
Unica injecdo subcutanea de 10 mg de MT suspensa em 0,5 mL de dleo mineral (freund's
adjuvant incomplete - BD™, DIFCO™: Becton Dickinson and Company, Nova Jersey,
Estados Unidos), para dessensibilizacdo do animal. Apds 15 dias, realiza-se uma injecdo
intravitrea de 25 pug de MT suspensa em 0,1 mL de solucdo salina centrifugada a 4000 RPM
(rotacBes por minuto). Uma segunda injecéo intravitrea de MT foi realizada apds 15 dias da

primeira, para simular um uveite cronica recidivante (fig. 9).

Inducio da Uveite Cronca Experimental

Periodo de o
dantaci Dessensibilizacdo
adaptacao 15 dias 15 dias
I
!-| T ™

1° injecdo intravitrea
de MT

2° injecdo intravitrea

Dia 0 = injecdo
de MT

subcutanea de MT

Figura 9- Linha temporal evidenciando os eventos necessarios para inducdo da uveite crdnica experimental

(MT = micobactéria da tuberculose).

Neste grupo foram utilizados 12 animais. Antes de iniciar o processo de inducgéo da
UCE, os animais foram submetidos ao ERG (pre-inducdo) e exames clinicos, e apés a
primeira injecdo intravitrea de MT, os ERGs foram realizados juntamente com a analise
clinica, nos dias 6, 10, 17, 24, 33 e 48 (fig. 10).
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Apo6s o ultimo ERG os animais foram sacrificados e os olhos foram enucleados e
fixados em paraformaldeido 4% (Synth; Diadema, S&o Paulo, Brasil) por 3 horas, para analise
morfologica (HE e imunohistoquimica) posterior, sendo mantidos em tampéo fosfato (TF) a
0,1 M (Molar) pH 7,2, a 4°C, até 0 momento do uso.

Modelo de Uveite Cronica Experimental

Injecdo 1° j_uj‘ ¢do 2° injecéo
subcutinea intravitrea intravitrea
deMT de MT deMT
Dessensibilizagdo
. 15 dias
Periodo ?e Al | Sacrificio
adaptacio ’
ERG Pré ERGHEC ERG+EC ERGH+EC ERGHEC ERG+EC ERGHEC
indugdo +EC 6° dia 10° dia 17° dia 24° dia 33° dia 48° dia

Figura 10 — Linha temporal mostrando a ordem dos acontecimentos do processo de inducdo do modelo de uveite
cronica experimental, e os dias em que foram realizados os ERGs (eletrorretinogramas) e os exames clinicos
(EC).

4.8 22 Etapa - Estudo de toxicidade do MPA

Foram testadas duas doses diferentes de MPA, 0,1 e 1 mg, com 10 animais em cada
grupo. Todos os procedimentos necessarios para realiza¢do das injecdes intravitreas e do ERG
ja foram descritos.

Os animais passaram por um periodo de adaptacdo de no minimo de 3 dias ap6s a
chegada no biotério, para evitar estresse. Apds o periodo de adaptacdo foi realizado um ERG
pré-injecdo, sequido das injecdes intravitreas de MPA. Como a droga é detectavel por cerca
de 29 dias dentro do vitreo do animal (Gasparin et al., 2014), os mesmos foram seguidos por
30 dias apos a injecdo intravitrea e os ERGs foram realizados nos dias 3, 7, 14, 21 e 30 ap6s a
injecdo intravitrea (fig.11). No ultimo ERG os animais foram sacrificados logo apos a
realizacdo do exame e os olhos foram enucleados e fixados em paraformaldeido 4% (Synth;
Diadema, Sdo Paulo, Brasil) por 3 horas, para analise morfoldgica (HE e imunohistoquimica)
posterior, sendo mantidos em TF (tampdo fosfato a 0,1M pH 7,2, a 4°C até 0 momento do

uso.
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Estudo de Toxicidade do MPA
Inje¢do

(Dia 0)

Periodo de
mj

~ Sacrificio
adaptacio » - — -

v v hd v h g

ERG ERG ERG ERG ERG
14" dia 21"dia 307 dia

37 dia 7° dia

: 4

ERG
Pré-injecio

Figura 11 — Linha temporal mostrando os eventos para o estudo de toxicidade do MPA, e os dias de realizacéo

dos registros eletrofisioldgicos (ERG).

4.9 32 Etapa - Estudo do efeito da injecéao intravitrea de MPA no modelo de UCE

Os procedimentos para realizacdo do ERG e das injecBes intravitreas foram os
mesmos descritos previamente.

Para o estudo do efeito da injecdo intravitrea de MPA no modelo de UCE, a dose de
0,1mg/mL de MPA foi escolhida de acordo com os resultados obtidos na segunda fase de
experimentacdo com o auxilio do ERG e morfologia.

Um grupo de 15 animais passou pelo processo de inducdo da UCE, descrito
previamente, a injecdo intravitrea de MPA foi realizada 3 dias ap6s a primeira injecdo
intravitrea de MT, para ndo sobrecarregar o olho do animal com duas inje¢Ges intravitreas no
mesmo dia, os animais foram acompanhados com ERG nos dias 6, 10, 17, 24, 33 e 48 dias
apos a injecdo intravitrea de MT e 0s exames de biomicroscopia e oftalmoscopia direta e
indireta binocular, foram realizados antes da injecao subcutanea de MT, assim como nos dias
que foram realizados ERG (exceto no decimo dia, por ser muito préximo da primeira

avaliagéo) (fig.12).
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Modelo de Uveite Crénica Experimental tratado com MPA

Injecéo 1°injecdo  Injegdo 20 injecdio
subcutinea intravitrea intravitrea intravitrea
deMT deMT  deMPA de MT
Dessensibilizagio
Periodod 15 dias
a;;:)ta';ﬁs | | Sacrificio
[S— ’
3 dias
ERG Pré ERG+EC ERG  ERGHEC ERG+EC  ERGHEC ERGHEC
Tratamento + EC 6° dia 10° dia 17° dia 24° dia 330 dia 48° dia

Figura 12 — Linha temporal mostrando os eventos necessarios para a avaliacdo da eficacia da injecdo intravitrea
de MPA (acido micofendlico) no modelo de uveite cronica experimental (UCE), assim como os dias em que

foram realizados os eletrorretinogramas (ERG) e exames clinicos (EC).

O sacrificio dos animais foi feito ap6s ultimo ERG e os olhos foram enucleados e
fixados em paraformaldeido 4% (Synth; Diadema, Sao Paulo, Brasil) por 3 horas, para analise
morfologica (HE e imunohistoquimica) posterior, sendo mantidos em TF a 0,1M pH 7,2, a

4°C, até o momento do uso.

4.10 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa Statistica versao
10.0 (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, EUA) e foi adotado um nivel de significancia de 0,05
(0 =5%). Realizamos uma andlise estatistica descritiva para cada olho, dia, dose e grupo
respectivo. Comparacdes estatisticas foram efetuadas por uma ANOVA (analise de variancia)
de Medidas Repetidas tendo como grupos o olho, o dia e a dose de MPA (para o estudo de
toxicidade do MPA), grupo modelo de UCE e grupo com UCE tratado com MPA. Para nosso
estudo, buscamos efeitos de interacdo entre os grupos. O teste post hoc de Tuckey test foi
utilizado para analisar quais eram as diferencas entre as médias dos grupos para os efeitos de
interacdo estatisticamente significantes.

As comparacdes entre os grupos foram feitas antes (ERG pré- injecdo) e 3, 7, 14, 21 e
30 dias depois das injecOes intravitreas de MPA para 0s grupos de estudo da toxicidade do
MPA, nas duas doses testadas, antes (ERG pre-inducdo/tratamento) e depois da indugédo da

UCE, nos dias 6, 10, 17, 24, 33 e 48, ap0s a primeira injecdo intravitrea de MT, para o grupo
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modelo de uveite tratado e ndo tratado com MPA. Foram comparados valores de amplitude e
laténcia das ondas-a e Db, expressos em microvolts (MV) e milissegundos (ms)
respectivamente.

Os valores da razdo da amplitude da onda-b escotopica maxima sobre a amplitude da
onda-a (razdo de b/a) também foram comparadas utilizando 0os mesmos parametros, um teste
de analise de variancia (ANOVA de um fator, a = 0,05), o post hoc utilizado foi 0 mesmo
usado nas outras analises.

O componente do 1° harménio do flicker foi analisado atraves da Transformada de
Fourier com o auxilio do programa Matlab (The Math Works, EUA). A anélise estatistica foi
realizada com o mesmo teste estatistico e post hoc adotado para as outras analises,
comparando os olhos experimentais com os controles nos diferentes dias e frequéncias
testadas.

Os olhos que apresentaram medidas aberrantes, tanto para amplitude ou laténcia das
ondas-a e b, foram retirados da amostra levando em considera¢do o seguinte céalculo: L1 —2 x
15X (LS—Ll)eLS+2x15x(LS-LI),onde LI é o limite inferior e LS é o limite superior,
que correspondem aos valores de desvio padréo (fig.13).

Valores
Extremos

!

T

}*
0O 0 %

OUTLIER
I +3H
T 1t

- +1.5H

E I LBS(75%)
- 3

[=]

H =]

=

[=]

2 LBI (25%)
=

o1

=

o~

'

OUTLIER

=
O
Q)
Valores +
Extremos

-t J

Figura 13 — Diagrama ilustrativo que demarca os outliers retirados da amostra. LBS 75% = Limite de borda
superior (percentil 75%), LBl 25% = limite de borda inferior (percentil 25%). H = distdncia entre quartis

(imagem modificada de: Statistica versdo 10.0 (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, EUA).
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V Resultados
5.1 Modelo de uveite cronica experimental
5.1.2 Achados clinicos

A Tabela 1 resume os achados clinicos no grupo de UCE observados atraves da
biomicroscopia.

Apos 6 dias da inducdo da UCE foi realizado o primeiro exame clinico (tais exames
foram realizados igualmente antes da inducdo da UCE e nenhuma alteracdo foi observada),
75% dos animais apresentaram uma hiperemia leve (1+) da conjuntiva, que se manteve
estavel até o 24° dia e a partir de entdo diminuiu de forma que no Gltimo exame clinico
realizado nenhum dos animais apresentou hiperemia conjuntival.

Na avaliacdo da cornea, 100% dos animais apresentaram cornea clara durante todo o
experimento, no 17° dia foi observada a presenca de neovascularizacdo na cornea em alguns
animais e 37% dos mesmos terminaram 0s experimentos com a presenca de neovasos.

A reacdo inflamatoria da cAmara anterior foi considerada intensa na primeira semana
em 62% dos animais, devido a presenca de células (inflamatorias) (3+), diminuindo para leve
(1+) no 10° dia e voltando a ser classificada como severa (3+) em 100% dos animais no 17°
dia, diminuindo gradativamente até o 48° dia, sendo classificada como leve (1+) em 100% dos
animais. O flare foi considerado moderado (2+) na primeira semana em 87% dos animais, no
10° dia foi classificado como leve (1+), voltando a ser classificado como moderado (2+) no
17° dia em 100% dos animais, diminuindo gradativamente até o ultimo dia de experimento,
sendo classificado como leve (1+). Somente um animal apresentou auséncia de flare.

Todos os animais apresentaram um cristalino transparente até o 17° dia, a partir de
entdo foi observado o surgimento de catarata subcapsular em cerca de 57% dos animais, no
24° dia todos animais apresentavam catarata, que € irreversivel, se mantendo dessa forma até
o final dos experimentos.

Foi observado ingurgitamento venoso da iris (obstru¢do dos vasos sanguineos) logo na
primeira semana em cerca de 87% dos animais, 0 mesmo se manteve até o 17° dia, onde
100% dos animais apresentavam ingurgitamento venoso da iris, que teve uma pequena
diminuicdo até o ultimo dia de experimento. Sinequias posteriores (aderéncia da iris ao
cristalino) também foram observadas na iris, cerca de 87% dos animais apresentaram
sinequias logo na primeira semana, assim como no ingurgitamento da iris, as sinequias se
mantiveram estaveis até o 17° dia, onde 100% dos animais apresentaram sinequias, ocorrendo
também uma discreta diminuicdo até o 48° dia, onde 80% dos animais continuaram

apresentando sinequias.
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N&o foi observada a presenga de hipdpio (acumulo de pus na cdmara anterior) em
nenhum dos animais durante os 48 dias em que 0os mesmos foram avaliados.

A fundoscopia foi considerada normal, ndo havendo relato da presenca de células
inflamatdrias no vitreo, descolamento de retina ou algum tipo de comprometimento da retina
e nervo optico. Nenhuma alteracdo foi encontrada nos olhos controles (olhos esquerdos).

O exame clinico sugere que a UCE gerada é uma uveite anterior, uma vez que a
avaliacdo fundoscépica ndo observou nenhum dano ou comprometimento da retina e nervo
optico e também ndo demonstrou a presenca de células inflamatéria na camara posterior
(corpo vitreo).

O 17° dia apo6s a inducdo da UCE pode ser considerado como o pico da inflamacéo,
gue se mantem até o 24° dia, a partir de entdo os efeitos da inflamacdo regridem de forma
natural. Este resultado mostra que a inflamacdo gerada pelo modelo de UCE utilizado é
moderada (durante seu pico de inflamacdo), sendo limitada. Esse pico inflamatério pode ser
explicado devido a segunda injecdo intravitrea de MT, realizada 15 dias ap6s a primeira

injecdo (dia 0), para simular uma uveite cronica recidivante.
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5.1.3 Eletrorretinograma

Podemos observar na figura 14 a representacdo das respostas escétopicas nas
intensidades testadas no modelo de UCE (olho controle — linha tracejada e olho experimental
com uveite — linha continua) durante 3 sessées do ERG (pré-inducdo, 24 e 48 dias apés a
inducéo da UCE).

Modelo de Uveite Cronica Experimental

Intensidade Pré-Inducéo 24 dias 48 dias

0,00005 ot N A

0,0095

0,095

0,95

9,49

Figura 14 — ERGs escotdpicos de um mesmo animal modelo de UCE para as intensidades testadas em trés dias
distintos, pré-inducdo, 24 e 48 dias ap6s inducdo da UCE. Intensidade: cd.s/m?, OD: olho direito; OE: olho

esquerdo; ms: milissegundos; pV: microvolts.

As amplitudes e laténcia médias e respectivos desvios padrdo das ondas-a e b para a

condicdo escotopica nas cinco intensidades testadas (0,00095 = Log I  -3; 0,0095 = Log | -2;
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0,095 = Log | -1; 0,95 = Log I 0 € 9,5 cd.s/m? = Log | 1) em todos os dias de registro (Pré-
inducdo, 6, 10, 17, 24, 33 e 48 dias apo6s a inducdo) estdo apresentadas na Figura 15. A
comparacéo entre olhos com uveite e olhos sem uveite, realizada no teste estatistico descrito,
foi significativa. A analise pos hoc feita pelo Tukey test, evidenciando as seguintes
diferengas:
e Amplitude da onda-a (escotopico) para Log | O para o dia 24 (F= 4,7 P=
0,002);
e Laténcia da onda-b (escotopico) para Log | 0 para os dias 6, 10, 17, 24, 33 e 48
(F= 4,89, P=0,002);
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A figura 16 apresenta as médias e desvios padrdo da amplitude de saturacdo da onda-b
(Vmax) para o dia pré-inducédo e ao longo dos 48 dias de desenvolvimento da inflamacdo da
uveite no modelo de UCE e a figura 17 apresenta a razdo da amplitude escotdpica maxima da

onda-b sobre a amplitude da anda-a (b/a).

Vmax —Modelo de UCE
400

350
300
250
200
150
100

Amplitude daonda-b (pV)

50

Pré 6 dias 10 dias 17 dias 24 dias 33 dias 48 dias

® 0D UCE 0O OE controle

Figura 16 — Médias da reposta saturada da onda-b (Vmax) no dia pré-inducéo e ao longo do desenvolvimento da
UCE. Circulos fechados correspondem ao olho com UCE, circulos abertos correspondem ao olho controle. OD:
olho direito; OE: olho esquerdo.

Razao da amplitude escotopica maxima - Modelo de UCE

&
wn

w
w v B

SEDE FRESER N

Razdoonda-b/a
[ [
= o [ %] o

e
u1

PRE pré 6dias 6dias 10dias 10dias 17dias 17dias 24dias 24dias 33dias 33dias 48dias 48dias

oD OE oD OE oD OE oD (0] oD OE oD (0] oD OE

Figura 17 — Médias da razéo da amplitude escotépica maxima de b/a, antes da inducédo da UCE e ao longo de
seu desenvolvimento. OD: olho direito, circulos fechados; OE: olho esquerdo, circulos abertos: Barras verticais:

desvio padréo.
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As analises da razdo da amplitude b/a para 0 modelo de UCE ndo apresentou diferenca
estatistica. A média dos resultados da razdo de b/a, como podemos ver no grafico (fig.17)
estdo bem préximo de 2 ou sdo superiores.

Os ERGs fotopicos nas intensidades testadas no modelo de UCE (olho controle — linha
tracejada e olho experimental com uveite — linha continua) durante 3 sessdes do ERG (pré-

inducdo, 24 e 48 dias apds a inducdo da UAE) sdo apresentados na Figura 18.

Modelo de Uveite Crénica Experimental

Intensidade Pré-Indugao 24 dias 48 dias

3,00

9,49

|20 nv
(o] T 100 ms

Figura 18 — ERGs fotdpicos de um mesmo animal modelo de UCE para as duas intensidades testadas em trés
dias distintos de registro; pré-inducdo, 24 e 48 dias ap6s a inducdo da UCE. Ha uma diminuigdo na amplitude da
resposta para as duas intensidades. Intensidade: cd.s/m2; OD: olho direito; OE: olho esquerdo; ms:

milissegundos; uV: microvolts.

A média e desvio padrdo da amplitude e da laténcia das ondas-a e b estdo apresentadas
na Figura 19, para a condicdo Fotopica nas duas intensidades testadas (3,0 = Log | 0.5; 9.49
cd.s/m? = Log | 1) em todos os dias de registro (Pré inducéo, 6, 10, 17, 24, 33 e 48 dias ap0s a
indugéo) (fig.19). A comparacdo estatisica entre olhos com uveite e olhos sem uveite foi
significativa. A andlise pos hoc feita pelo Tukey test mostrou as seguintes diferencas:
e Laténcia da onda-a (fotépico) para Log | 1 para os dias 6 e 33 (F= 2,6, p=
0,022);
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Figura 19 — Médias das amplitudes e laténcias das anda-a e b nas duas intensidades fotdpicas testadas: 3,0 e 9,49
cd.s/m? (0.5 e 1 log respectivamente) no modelo de UCE, nos dias pré-indugdo 6, 10, 17, 24, 33 e 48 dias apds a
inducéo da UCE. A) Laténcia da onda-a; B) amplitude da onda-a; C) laténcia da onda-b e D) amplitude da onda-

b. Barras verticais: Desvio Padrdo; OD: olho direito; OE: olho esquerdo (*=P<0,05).
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O ERG em resposta a estimulacdo luminosa intermitente (flicker) é apresentado na
Figura 20 nas quatro frequéncias testadas: 12, 18, 24 e 30 Hz no modelo de UCE (olho
controle — linha tracejada e olho experimental com uveite —linha continua) durante 3 sessdes
do ERG (pré-inducdo, 24 e 48 dias apds a inducéo da UCE).

Flicker - Modelo de Uveite Cronica Experimental

Freauéncia Pré- Inducao 24 dias 48dias

Wwww MMM
vw\f\f\m \MN\NN‘ Y
e wmwwmmw I

Figura 20 — ERGs em resposta a estimulos luminosos intermitentes (flicker) de um mesmo animal modelo de
UCE nas quatro frequéncias testadas (12, 18, 24 e 30 Hz). OD: olho direito; OE: olho esquerdo; ms:

milissegundos; pV: microvolts.

A amplitude do 1° harménico da onda foi obtida através da transformada de Fourier
com o auxilio do programa Matlab (The Math Works, EUA). Na figura 21 podemos comparar
as médias das amplitudes e das fases em resposta as frequéncias 12, 18, 24, e 30 Hz no
modelo de UCE. A anélise estatistica ndo mostrou diferengas para a amplitude do primeiro
harmonico porem evidenciou as seguintes diferencas para a fase do 1°. harménico: 12 Hz para
os dias 6, 10, 17, 24, 33 e 48 (F=3,98, P=0,001), 18 Hz para os dias 6, 10 17, 24, 33 e 48 (F=
5,29, P=0,007), 24 Hz para os dias 6, 10, 17, 24, 33 e 48 (F= 5,80, P=0,001) e 30 Hz para os
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dias 6, 17, 24, 33 e 48 (F=4,97, P=0,001). H& uma aceleracdo da resposta do olho com UCE
relativa ao controle em todas as frequéncias (diminuicdo da fase) com exce¢édo de 30 Hz, em

que a resposta do olho com UCE se torna mais lenta que a do controle.
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Figura 21 — Valores médios das amplitudes e fases do 1° harménico dos ERGs em resposta a estimulagdo
intermitente, a partir da transformada de Fourier, nas frequéncias testadas (12, 18, 24 e 30 Hz), para a UCE.
Barras verticais: desvio padrdo; OD: olho direito; OE: olho esquerdo (*=P<0,05).
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5.1.4 Analise Morfoldgica
5.1.4.1 Hematoxilina e Eosina (HE)

A analise morfoldgica feita por meio da técnica de hematoxilina e eosina nao
evidenciou alteracdes na estrutura retiniana. Cortes radiais do eixo dorso-ventral dos olhos
com UCE e olhos controles foram analisados e ndo apresentaram diferencas na regido
analisada. E importante ressaltar que ndo temos como saber se houve algum dano pontual em
alguma regido retiniana especifica, pois somente foi analisada a regido central, tendo o nervo
optico como referéncia. A figura 22 mostra um exemplo de um olho com UCE e um controle

corados com HE.

20 pm

Figura 22 — Cortes radias da regido central da retina, eixo dorso-ventral, de um coelho albino utilizado como
modelo de UCE. A) corte radial do olho esquerdo — controle. B) corte radial do olho experimental — com UCE.
CNE = camada nuclear interna, CNI = camada nuclear interna e CCG = camada de células ganglionares.

Aumento: 40x (oil). Escala = 20pum (micrometros).

5.1.4.2 Imunohistoquimica para proteina GFAP
A imunomarcagdo para a proteina GFAP foi positiva somente para os olhos com UCE
como podemos ver na figura 23, temos os nucleos celulares marcados com DAPI em azul e as

células de Muller marcadas em vermelho para a proteina GFAP.



72

Figura 23 — Imunohistoquimica para proteina GFAP em cortes radiais da regido central da retina, eixo dorso-

ventral, de um coelho albino utilizado como modelo de UCE. A, B, C - cortes do olho esquerdo — controle, e D,
E F, cortes do olho com uveite — direito. A) corte radial do olho controle marcado com DAPI, evidenciando os
nlcleos das camadas CNE, CNI e CCG; B) mesmo corte radial do olho controle imunmarcado negativamente
para a proteina GFAP; C) Sobreposicdo das imagens A e B. D) corte radial do olho com UCE marcado com
DAPI, evidenciando os nicleos das camadas CNE, CNI e CCG; E) mesmo corte radial do olho com UCE
imunomarcado para proteina GFAP — células de Miller marcadas em vermelho; F) Sobreposi¢do das imagens D
e E. CNE = camada nuclear Externa, CNI = camada nuclear interna e CCG = camada de células ganglionares.

Aumento: 40x. Escala = 20um (micrometros).

Como podemos observar na figura 23, as camadas nucleares continuam preservadas,
assim como ocorreu com os cortes corados com HE, porem o olho com UCE foi marcado
positivamente para a proteina GFAP, o que indica uma gliose das células de Muiller e
configura um processo inflamatdrio, mesmo 48 dias depois da inducéo da uveite.

5.2 Estudo de toxicidade do MPA
5.2.1 Eletrorretinograma

A figura 24 apresenta as respostas escotopicas nas intensidades testadas na dose de
1mg MPA (olho controle — tracejada e olho experimental com MPA —linha continua) durante

3 sessdes do ERG (pré-injecéo, 14 e 30 dias apos injecdo de MPA).
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Escotépico 1mg MPA

Intensidade Pré-Injecao 14 dias 30 dias

0,0095
0,095
0,95
9,49
_|50uv
50 ms

Figura 24 - ERGs escotépicos de um mesmo animal que recebeu injecdo intravitrea de 1mg/mL de MPA, em
trés dias distintos, pré-injecdo, 14 e 30 dias apés a injecdo de MPA. Intensidade: cd.s/m2; OD: olho direito; OE:
olho esquerdo; ms: milissegundos; UV: microvolts.

A comparagéo entre olhos com MPA e olhos com veiculo, realizada no teste estatistico
descrito, ndo foi significativa para nenhuma das doses de MPA testadas, ndo tendo havido

diferengas entre as doses de MPA e o veiculo utilizado como controle.
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A figura 25 apresenta as médias da amplitude de saturacdo da onda-b (Vmax) para o
dia pré-injecdo e ao longo dos 30 dias de acdo da droga na dose de 0,1mg/mL MPA e a figura
26 apresenta a dose de 1Img/mL de MPA, mostrando também o registro pré-injecéo e ao longo

dos 30 dias de acdo da droga.

Vmax — 0,1 mg MPA
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300
250
200
150
100

50
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ERG Pré 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 30 dias

® OD-0,1mg MPA O OE - veiculo

Figura 25 — Médias da reposta saturada da onda-b (Vmax) no dia pré-injecéo e ao longo dos 30 dias de acdo da
droga no olho, dose de 0,1mg/mL MPA. Circulos fechados correspondem ao olho com MPA (OD: olho direito),

circulos abertos correspondem ao olho com veiculo (OE: olho esquerdo). Barras verticais: desvio padrao.
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Figura 26 — Médias e desvios padrdo da amplitude de saturacdo da onda-b (Vmax) no dia pré-inje¢éo e ao longo
dos 30 dias de acdo da droga no olho, dose de 1mg/mL MPA. Circulos fechados correspondem ao olho com
MPA (OD: olho direito), circulos abertos correspondem ao olho com veiculo (OE: olho esquerdo). Barras

verticais: desvio padréo.
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Médias da razdo da amplitude escotopica méxima da onda-b sobre a amplitude da

anda-a (b/a) nas doses de 0,1 e 1mg de MPA (Figura 27) ndo apresentaram diferencas

estatistica.
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Figura 27 — Média da razdo da amplitude escotdpica maxima de b/a nas doses de 0,1mg/mL (grafico superior) e

1mg/mL (grafico inferior) de MPA, pré-injecdo e ao longo de 30 dias. OD: olho direito; OE: olho esquerdo.

Barras verticais: desvio padrdo.

Os ERGs fotopicos nas intensidades testadas no estudo de toxicidade do MPA na dose

de 1mg (olho controle — linha tracejada e olho experimental com MPA —linha continua)



76

durante 3 sessdes do ERG (pré-injecdo, 14 e 30 dias apds a inducdo intravitrea de MPA) sdo

reproduzidos na Figura 28.

Fotopico 1mg MPA

Intensidade Pré-Injecao 14 dias 30 dias

3,00

9,49

Figura 28 — ERGs fotdpicos de um mesmo animal em que foi injetado com 1mg/mL de MPA na cavidade
vitrea, para as duas intensidades testadas em trés dias distintos de registro, pré-injecdo, 14 e 30 dias apds a
injecdo de MPA. Intensidade: cd.s/m?; OD: olho direito; OE: olho esquerdo; ms: milissegundos: pV: microvolts.

A comparacéo entre olhos com MPA e olhos com veiculo, realizada no teste estatistico
descrito, ndo foi significativa para nenhuma das doses de MPA testadas, ndo havendo
diferencas entre as doses de MPA e o veiculo utilizado como controle.

Na figura abaixo (fig.29) sdo apresentados os tracados do ERG em resposta a
estimulos intermitentes (flicker) nas quatro frequéncias testadas: 12, 18, 24 e 30 Hz no estudo
de toxicidade do MPA, na dose de 1mg (olho controle — linha tracejada e olho experimental
com MPA - linha continua) durante 3 sessdes do ERG (pré-injecdo, 14 e 30 dias apos a

injecdo intravitrea de MPA).
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Figura 29 — ERGs em resposta a estimulos luminosos intermitentes (flicker) de um mesmo animal injetado com
a dose de 1mg/mL de MPA nas quatro frequéncias testadas (12, 18, 24 e 30 Hz). OD: olho direito; OE: olho

esquerdo; ms: milissegundos; pV: microvolts.

A amplitude do 1° harmonico da onda foi obtida através da transformada de Fourier
com o auxilio do programa MatLab (The Math Works, EUA) para o grupo de estudo da
toxidade do MPA (doses de 0,1 e 1mg). A anélise estatistica ndo mostrou diferencas para a
analise do primeiro harménico (amplitude e fase) em ambas doses testadas, ndo havendo

assim diferencas entre os olhos injetados com MPA e os injetados com veiculo.
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5.2.2 Analise Morfolégica
5.2.2.1 Hematoxilina e Eosina (HE)

A analise morfoldgica feita por meio da técnica de hematoxilina e eosina néo
evidenciou alteracdes na estrutura retiniana, cortes radiais do eixo dorso-ventral dos olhos em
que foram injetados MPA (doses de 0,1 e 1mg) e olhos controles em que foram injetados
veiculo, foram analisados e ndo apresentaram diferencas na regifo analisada. E importante
ressaltar que ndo temos como dizer se houve algum dano pontual em alguma outra regido
retiniana especifica, pois somente foi analisada a regido central, tendo o nervo Optico como
referéncia. A figura 30 apresenta um exemplo de um olho injetado com a dose de 0,1mg de
MPA e um olho controle injetado com veiculo, corados com HE.

B 20 pm

i 20

Figura 30 — Cortes radias da regido central da retina, eixo dorso-ventral, de um coelho albino. A) corte radial do
olho esquerdo — controle. B) corte radial do olho experimental — dose de 0,1mg de MPA. CNE = camada nuclear
interna, CNI = camada nuclear interna e CCG = camada de células ganglionares. Aumento: 40x (oil). Escala =

20pm (micrometros).

A figura 31 apresenta um exemplo de um olho injetado com a dose de 1mg de MPA e

seu respectivo controle, corados com HE.
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Figura 31 — Cortes radias da regido central da retina, eixo dorso-ventral, de um coelho albino. A) corte radial do
olho esquerdo — controle. B) corte radial do olho experimental — dose de 1mg de MPA. CNE = camada nuclear
interna, CNI = camada nuclear interna e CCG = camada de células ganglionares. Aumento: 40x (oil). Escala =

20pum (micrometros).

5.2.2.2 Imunohistoquimica para proteina GFAP

A imunomarcacdo para a proteina GFAP foi positiva para os olhos injetados com
MPA 0,1 e Img/mL e para os olhos injetados com veiculo, apresentados respectivamente nas
Figuras 32 e 33, nas quais temos nucleos celulares marcados com DAPI em azul e as células

de Miiller marcadas em vermelho para a proteina GFAP.

Figura 32 — Imunohistoquimica para proteina GFAP em cortes radiais da regido central da retina, eixo dorso-
ventral, de um coelho albino utilizado no estudo de toxicidade do MPA. A, B, C - cortes do olho esquerdo —

controle, que receberam veiculo. D, E, F - cortes do olho experimental (direito) — dose de 0,1mg/mL de MPA. A)
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corte radial do olho controle marcado com DAPI, evidenciando os ndcleos das camadas CNE, CNI e CCG; B)
mesmo corte radial do olho controle imunmarcado positivamente para a proteina GFAP; C) Sobreposicdo doas
imagens A e B. D) corte radial do olho com 0,1mg de MPA marcado com DAPI, evidenciando os ndcleos das
camadas CNE, CNI e CCG; E) mesmo corte radial do olho com 0,1mg de MPA imunomarcado positivamente
para proteina GFAP — células de Muller marcadas em vermelho; F) Sobreposicdo das imagens D e E. CNE =
camada nuclear Externa, CNI = camada nuclear interna e CCG = camada de células ganglionares. Aumento:

40x. Escala = 20um (micrometros)

Figura 33 — Imunohistoquimica para proteina GFAP em cortes radiais da regido central da retina, eixo dorso-
ventral, de um coelho albino utilizado no estudo de toxicidade do MPA. A, B, C - os cortes do olho esquerdo —
controle, que receberam veiculo. D, E, F - cortes do olho experimental (direito) — dose de 1mg de MPA. A) corte
radial do olho controle marcado com DAPI, evidenciando os nlcleos das camadas CNE, CNI e CCG; B) mesmo
corte radial do olho controle imunmarcado positivamente para a proteina GFAP; C) Sobreposicdo doas imagens
A e B. D) corte radial do olho com 1mg de MPA marcado com DAPI, evidenciando os nucleos das camadas
CNE, CNI e CCG; E) mesmo corte radial do olho com 1mg de MPA imunomarcado positivamente para proteina
GFAP — células de Muller marcadas em vermelho; F) Sobreposic¢do das imagens D e E. CNE = camada nuclear
Externa, CNI = camada nuclear interna e CCG = camada de células ganglionares. Aumento: 40x. Escala = 20um

(micrometros).

Como podemos ver nas figuras acima, as camadas nucleares continuam preservadas,
assim como ocorreu com 0s cortes corados com HE, porem tanto os olhos injetados com
MPA (0,1 e 1Img) como seus respectivos controles, foram imunomarcados positivamente para
a proteina GFAP, o que indica uma gliose das células de Muller, configurando um processo

inflamatorio, mesmo 30 dias apds a injecdo do MPA.
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5.3 Modelo de Uveite tratado com MPA
5.3.1 Achados clinicos

A Tabela 2 resume os achados clinicos para o grupo com UCE tratado com 0,1mg/mL
de MPA.

Seis dias apds a inducdo da uveite (e 3 dias apos a injecdo intravitrea de MPA), foi
realizado o primeiro exame clinico (os mesmos exames foram realizados antes da inducéo da
UCE, ndo apresentando nenhuma alteracdo), 13% dos animais apresentaram hipermia
conjuntival intensa (3+), 40% apresentaram hiperemia moderada (2+) e os outros 40%
apresentaram hiperemia leve (1+), que se manteve moderada até o periodo de pico da
inflamacdo, a partir do 24° dia, a quantidade de células passou a diminuir, apresentando
hiperemia leve (1+) em 28% dos animais no 48° dia, enquanto, 71% dos animais
apresentavam conjuntiva calma.

Todos animais apresentaram cérnea clara durante todo o experimento, porem 35% dos
animais apresentaram neovascularizacdo da cornea no 24° dia. Tal neovascularizacdo foi
observada até o 33° dia, onde somente um animal apresentava discretos neovasos. Ao fim dos
experimentos ndo foram observados a presenca de neovasos.

A reacgdo inflamatdria da camara anterior foi considera intensa em 53% dos animais,
devido a presenca de células (inflamatérias) (3+) e moderada (2+) em 40% dos animais. No
24° dia, 35% dos animais se mantiveram classificados de forma severa (3+) e 57% como
moderada (2+). A partir de entdo o numero de células comecou a regredir e no 33° dia 50 %
dos animais foram classificados como moderado (2+) e 50% como leve (1+). Ao final dos
experimentos 57% dos animais permaneceram classificados como moderado (2+) e 21% dos
animais apresentaram total auséncia de células. A presenca de flare também se mostrou severa
(3+) em 26% dos animais e moderada (2+) em 53% dos animais, porém 20% dos animais
apresentou total auséncia de células. Assim como ocorrido com a presenca de células, a
presenca de flare se manteve estavel durante o pico de inflamacgédo. No 24° dia foi classificado
como moderado (2+) em 35% dos animais e leve (1+) em 42 % dos animais e 21% dos
animais continuaram apresentando total auséncia de flare. A partir do 33° dia o flare foi
classificado como moderado (2+) em 14% dos animais e leve (1+) em 28% dos animais,
porem 57% dos animais ja apresentavam total auséncia de flare. No final dos experimentos o
flare se manteve classificado como leve (1+) em 28% dos animais, somente um animal

apresentava flare moderado (2+) e 64% dos animais apresentaram total auséncia de flare.
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Quatorze dos quinze animais apresentaram catarata subcapsular no primeiro exame
realizado, no 24° dia, todos animais apresentavam catarata, que € irreversivel, se mantendo
dessa forma até o final dos experimentos.

Foi observado ingurgitamento venoso da iris (obstrucdo dos vasos sanguineos) em
86% dos animais na primeira avaliacdo, o0 mesmo regrediu e foi observado em 50% dos
animais no 24° dia. Sendo observado em somente 14% dos animais no final dos experimentos.

Sinequias posteriores (aderéncia da iris ao cristalino) também foram observadas na
iris, cerca de 20% dos animais apresentaram sinequias logo na primeira semana. No 24° dia
esse nimero subiu para 57% e do 33° dia em diante se manteve em 42% até o termino dos
experimentos.

N&o foi observado a presenca de hipopio (acumulo de pus na camara anterior) em
nenhum dos animais durante os 48 dias em que 0os mesmos foram avaliados.

A fundoscopia foi considerada normal, ndo havendo relato da presenca de células
inflamatorias no vitreo ou danos na retina e nervo éptico, contudo 6 animais apresentaram
descolamento parcial da retina, em dois deles, o descolamento foi iniciado no 24° dia através
da tracdo das fibras nervosas, seguidos de elevacdo das fibras no 33° dia e descolamento do
feixe de fibras peripapilares no 48° dia, totalizando 6 animais. Nenhuma alteracéo foi
encontrada nos olhos controles (olhos esquerdos).

O exame clinico do grupo tratado com MPA sugere que a UCE gerada € uma uveite
anterior, uma vez que a avaliacdo fundoscopica ndo demonstrou a presenca de células
inflamatdria na camara posterior (corpo vitreo). Mesmo tendo ocorrido o descolamento
parcial da retina em 6 dos 15 animais utilizados.

Infelizmente ndo foi possivel realizar os exames clinicos no 17° dia, que seria o inicio
do pico da inflamacéo, porém de acordo com o que foi observado no grupo de UCE, o periodo
do pico se estende por alguns dias de forma estavel, sendo assim, o 24° dia teria condi¢Ges de
reproduzir sem grandes diferencas o que estaria acontecendo a partir do 17° dia, lembrando-se

que os processos inflamatdrios comecam a regredir apds o 24° dia.
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5.3.2 Eletrorretinograma

Podemos observar na figura 34 a representacdo das respostas escétopicas nas
intensidades testadas no modelo de UCE tratado com 0,1mg/mL de MPA (olho controle —
linha tracejada e olho experimental com uveite + MPA — linha continua) durante 3 sessfes do

ERG (pré-tratamento, 24 e 48 dias ap0s a injecdo intravitrea de MT).

UCE + MPA

Intensidade Pré-Tratamento 24 dias 48 dias

0,00095

0,0095

0,95

9,49

J50 nYy

50 ms

Figura 34 — ERGs escotopicos de um mesmo animal modelo de UCE com MPA em trés dias distintos, pré-
tratamento, 24 e 48 dias apds a injecdo intravitrea de MT. Intensidade: cd.s/m?; OD: olho direito; OE: olho

esquerdo; ms: milissegundos: pV: microvolts.
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A amplitude e a laténcia das ondas-a e b foram descritas graficamente em média e
desvio padrdo, para a condi¢do escotdpica nas cinco intensidades testadas (0,00095 = Log | -
3; 0,0095 = Log | -2; 0,095 = Log | -1; 0,95 = Log | 0 e 9,5 cd.s/m? = Log | 1) em todos 0s
dias de registro (Pré-tratamento 6, 10, 17, 24, 33 e 48 dias apds a injecdo de MT) (fig.35). A
comparacgdo entre olhos com uveite e MPA e olhos controles, realizada no teste estatistico
descrito, foi significativa. A analise pos hoc feita pelo Tukey test, evidenciando as seguintes
diferencas:

e Laténcia da onda-a (escotopico) para Log | -2 para os dias 33 e 48 (F= 2,57 P=
0,02);

e Laténcia da onda-a (escotdpico) para Log | -1 para o dia 48 (F= 3,6 P=0,003);

e Laténcia da onda-b (escotdpico) para Log | 0 para os dias 6, 10, 17, 24, 33 e 48
(F= 8,48 P=0,001);

e Laténcia da onda-b (escotdpico) para Log | 1 para os dias 6, 10, 17, 24, 33 e 48
(F= 5,83 P=0,003);
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A figura 36 apresenta as médias da amplitude da resposta saturada da onda-b (Vmax)
para o dia pré-injecédo e ao longo dos 48 dias de acdo da droga na dose de 0,2mg/mL MPA na
UCE.

Vmax — UCE+MPA
400

350
300
250

200 é

150

100
50

Amplitude daonda-b (pV)

ERG Pré 6 dias 10 dias 17 dias 24 dias 33 dias 48 dias

® 00 - UCE+MPA O OE - Controle

Figura 36 — Médias da reposta saturada da onda-b (Vmax) no dia pré-tratamento e ao longo dos 48 dias de agao
de 0,1mg/mL MPA no olho com UCE. Circulos fechados correspondem ao olho com UCE e MPA (OD: olho

direito), circulos abertos correspondem ao olho controle (OE: olho esquerdo).

A figura 37 apresenta a razdo da amplitude escotdpica maxima da onda-b sobre a
amplitude da anda-a (b/a) na UCE tratado com MPA (0,1mg/mL).

A comparacdo estatistica entre olhos com UCE tratados com 0,1mg/mL de MPA e
olhos controles para a razdo da amplitude de b/a mostrou diferenca significativa. A analise
pos hoc feita pelo Tukey test, evidenciou as seguintes diferencgas:

e A razdo de b/a difere nos dias 24 e 33 ap0s a injegdo intravitrea de MPA (F=
3,80 P=0,0003);

Os resultados da razéo de b/a para o grupo de UCE tratado com 0,1mg de MPA, como
podemos ver na Figura 37, estdo bem proximos de 2 e superior a 2 na maioria dos dias de

registro. Nos dias 24 e 33 as diferengas entre os dois grupos foram estatisticamente
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significativas, o que nesse caso indica 0 acometimento da retina externa, evidenciando

alteracOes nos fotorreceptores.

Razdo da amplitude escotopica maxima - UCE+MPA

w B
w U B o
Fan Y
A

¢ ¢

Razdo onda-b/a

N o
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o
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-

L
HzH

<

o
R

Pré Pré Gdias Gdias 10dias 10dias 17 dias 17 dias 24dias 24dias 33dias 33dias 48dias 48dias

oD OE oD OE oD 0OE oD 0OE oD 0OE oD OE oD OE

Figura 37 — Médias da razdo da amplitude escotdpica méxima de b/a ao longo do desenvolvimento da UCE
tratada com a dose de 0,1mg/mL de MPA. Barras verticais: desvio padrdo; OD: olho direito (circulos fechados);

OE: olho esquerdo (circulos abertos). Os asteriscos representam significancia estatistica: P=0,0003.

A figura 38 apresenta ERGs fotdpicos das intensidades testadas no modelo de UCE
tratado com MPA (olho controle — linha tracejada e olho experimental com uveite + MPA
0,1mg/mL - linha continua) durante 3 sessdes do ERG (pré-tratamento, 24 e 48 dias ap0s a
injecdo de MPA).
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UCE + MPA
Intensidade Pré-Tratamento 24 dias 48 dias

3,00

9,49

Figura 38 — ERGs fotdpicos de um mesmo animal modelo de UCE tratado com 0,1mg/mL de MPA para as duas
intensidades testadas em trés dias distintos de registro, pré-tratamento, 24 e 48 dias ap0s a injecdo intravitrea de

MT. Intensidade: cd.s/m?; OD: olho direito; OE: olho esquerdo; ms: milissegundos; puV: microvolts.

As médias e desvios padrdo da amplitude e da laténcia das ondas-a e b para a condicao
fotopica nas duas intensidades testadas (3,0 = Log 1 0.5; 9.49 cd.s/m? = Log | 1) em todos 0s
dias de registro (Pré-tratamento 6, 10, 17, 24, 33 e 48 dias ap0s a injecdo intravitrea de MT)
sdo apresentadas na figura 39. A comparacdo estatistica entre olhos com uveite tratados com
MPA e olhos controles, foi significativa. A analise pos hoc feita pelo Tukey test, evidenciou
as seguintes diferengas:

e Laténcia da onda-a (fotopico) para Log I 0.5 para os dias 6, 10 e 17 (F= 3,5, P=

0,003);

e Laténcia da onda-a (fotdpico) para Log | 1 para os dias 6, 10 e 17 (F=3,6 P=
0,002);

e Laténcia da onda-b (fotopico) para Log | 0.5 para os dias 10, 17 e 33 F=7, 14
P=0,001);

e Laténcia da omda-b (fptépio) para log I 1 para o dia 33 (F= 5,3 P=0,003);
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Figura 39 — Médias das amplitudes e laténcias das ondas-a e -b nas duas intensidades fotopicas testadas: 3,0 e
9,49 cd.s/m? (0.5 e 1 log respectivamente) no grupo UCE com MPA, nos dias pré-tratamento, 6, 10, 17, 24, 33 e
48 dias apds a injecdo intravitrea de MT. A) Laténcia da onda-a; B) amplitude da onda-a; C) laténcia da onda-b e

D) amplitude da onda-b. Barras verticais: desvio Padrdo; OD: olho direito; OE: olho esquerdo (*=P<0,05).
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Na figura abaixo (fig.40) apresentamos os ERGs em resposta a estimulos luminosos
intermitentes (flicker) nas quatro frequéncias testadas: 12, 18, 24 e 30 Hz no modelo de uveite
com 0,1mg/mL de MPA (olho controle — linha tracejada e olho experimental com UCE +
MPA — linha continua) durante 3 sesses do ERG (pré-tratamento, 24 e 48 dias ap6s a injecao
intravitrea de MT).

Flicker - UCE+MPA

Frequéncia Pré-tratamento 24 dias 48 dias

12 Hz

18 Hz

24 Hz

30 Hz

Figura 40 — ERGs em resposta a estimulos luminosos intermitentes (flicker) de um mesmo animal modelo de
UCE tratado com MPA nas quatro frequéncias testadas (12, 18, 24 e 30 Hz). OD: olho direito; OE: olho

esquerdo; ms: milissegundos; pV: microvolts.

A amplitude do 1° harmdnico da onda foi obtida através da transformada de Fourier
com o auxilio do programa MatLab (The Math Works, EUA). Na figura 41 podemos
comparar as médias das amplitudes e fases em resposta as frequéncias 12, 18, 24, e 30 Hz no
modelo de UCE tratado com MPA. A comparacao estatistica entre olhos com uveite e MPA e
olhos controles foi significativa. A analise pos hoc feita pelo Tukey test, evidenciou as

seguintes diferengas para a amplitude do 1° harménico: 24 Hz para o dia 6 (F= 2,40 P= 0,03)
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e para a fase do 1° harménico: 18 Hz para os dias 6, 10, 17, 24 e 33 (F=7,78 P=0,001), 24 Hz
para os dias 6, 10, 17, 24, 33 e 48 (F= 7,19 P=0,001), 30 Hz para os dias 6, 10, 17, 24 e 33

(F= 8,49 P=0,001).
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Figura 41 — Valores médios e respectivos desvios padrao das amplitudes e fases do 1° harmonico dos ERGs em

resposta a estimulagao intermitente, a partir da transformada de Fourier, nas frequéncias testadas (12, 18, 24 e 30
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Hz) para UCE tratada com MPA. Barras verticais: desvio padrdo; OD: olho direito; OE: olho esquerdo
(*=P<0,05).

5.3.3 Analise Morfoldgica
5.3.3.1 Hematoxilina e Eosina (HE)

A andlise morfoldgica feita por meio da técnica de hematoxilina e eosina nao
evidenciou alteracfes na estrutura retiniana, cortes radiais do eixo dorso-ventral dos olhos
com UCE tratados com MPA na dose de 0,1mg/mL e olhos controles foram analisados e nédo
apresentaram diferencas na regido analisada. E importante ressaltar que nio temos como dizer
se houve algum dano pontual em alguma regido retiniana especifica, pois somente foi
analisada a regido central, tendo o nervo Optico como referéncia. A figura 42 mostra um

exemplo de um olho com UCE tratado com MPA e um controle, corados com HE.

o .\\\e;éﬁa“.i?"" ‘i:%m& ﬁmz ol

o -

. ik s
CO1 s B Ry : [CNL
G " e . s eeQ) ® 9 g p -"-'.‘._

w
N
=)
i
d

A 20 um

Figura 42 — Cortes radiais da regido central da retina, eixo dorso-ventral, de um coelho albino utilizado como
modelo de UCE tratados com MPA. A) corte radial do olho esquerdo — controle. B) corte radial do olho
experimental — com UCE e MPA. CNE = camada nuclear interna, CNI = camada nuclear interna e CCG =

camada de células ganglionares. Aumento: 40x (oil). Escala = 20um (micrometros).

5.3.3.2 Imunohistoquimica para proteina GFAP

A imunomarcagéo para a proteina GFAP foi positiva somente para os olhos com UCE
tratados com MPA (n&o foi positiva para o controle). Como podemos ver na figura 43 temos
nacleos celulares marcados com DAPI em azul e as células de Miller marcadas em vermelho

para a proteina GFAP.
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Figura 43 — Imunohistoquimica para proteina GFAP em cortes radiais da regido central da retina, eixo dorso-

ventral, de um coelho albino utilizado como modelo de UCE tratado com MPA. A, B, C - cortes do olho
esquerdo — controle. D, E, F - cortes de um olho direito — com UCE + MPA. A) corte radial do olho controle
marcado com DAPI, evidenciando os ndcleos das camadas CNE, CNI e CCG; B) mesmo corte radial do olho
controle imunmarcado negativamente para a proteina GFAP; C) Sobreposicdo doas imagens A e B. D) corte
radial do olho com UCE + MPA marcado com DAPI, evidenciando os ndcleos das camadas CNE, CNI e CCG;
E) mesmo corte radial do olho com UCE + MPA imunomarcado positivamente para proteina GFAP — células de
Muller marcadas em vermelho; F) Sobreposicdo das imagens D e E. CNE = camada nuclear Externa, CNI =

camada nuclear interna e CCG = camada de células ganglionares. Aumento: 40x. Escala = 20pum (micrémetros).

Como podemos ver na figura 43, as camadas nucleares continuam preservadas, assim
como ocorreu com os cortes corados com HE, porem o olho com UCE tratado com MPA foi
imunomarcado positivamente para a proteina GFAP, o que indica uma gliose das células de

Miiller, apresentando um processo inflamatério, mesmo 48 dias ap6s a inducao da uveite.

5.4 Avaliacao do efeito da injecdo intravitrea de MPA no modelo de UCE

5.4.1 Achados Clinicos — Grupo tratado x ndo tratado

Podemos dizer que a progressdo da inflamagdo do grupo de UCE ndo tratado
comparado ao grupo de UCE tratado com MPA foi semelhante, ambos reproduziram uma
UCE limitada que tende a regredir sozinha com o passar do tempo, porém algumas diferencas
podem ser ressaltadas, que poderiam indicar um possivel efeito terapéutico da dose de
0,1mg/mL de MPA utilizada.
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Os dois grupos apresentaram uma progressao similar, com uma inflamacdo moderada
na camara anterior, porém o grupo tratado com MPA apresentou uma inflamag&o mais intensa
logo no inicio (primeira avaliacdo) se comparada com 0 grupo sem tratamento (presenca de
células inflamatorias e flare) e o tempo de surgimento de catarata foi menor, porem o grupo
tratado com MPA mostrou uma recuperacdo mais rapida e efetiva a partir do pico de
inflamacdo, apresentando uma menor incidéncia, assim como melhora significativa do
ingurgitamento venoso da iris e sinequias. A melhora das sinequias pode ser vista de forma
significativa diminuindo de 57% para 42% no final dos experimentos.

As sinequias sem o tratamento adequado, cursam para a piora do quadro clinico, sendo
necessario em alguns casos de intervencdo cirdrgica. O tratamento € realizado por meio de
colirios de corticoide associados a agentes midiaticos (tropicamida), para reduzir o processo
inflamatério e manter a iris dilatada, consequentemente, mais afastada do cristalino, na
tentativa de evitar a formagéo de sinequias. A melhora e menor incidéncia das sinequias
observada no grupo tratado, pode ser explicada pelo uso da medicacdo contra a uveite (MPA),
juntamente com o uso continuo do colirio midriatico a base de tropicamida, que foi utilizado
durante todo experimento, tanto nos ERGs, como para biomicroscopia e injecdes intravitreas.

O grupo tratado com MPA apresentou descolamento dos feixes das fibras
peripapilares da retina em 6 animais, 0 que progressivamente acarretaria no descolamento
total da retina. O descolamento foi observado logo ap6s o periodo de pico de inflamacgéo, o
que ndo foi observado no grupo sem tratamento. Uma hipotese para explicar esse fato, seria
de que o olho ja& estaria debilitado devido ao processo inflamatério, que apds a injecao
intravitrea de MPA, ainda recebeu mais uma injecdo intravitrea com a segunda dose de MT,
para reproduzir uma inflamacdo cronica recidivante. O olho estava extremamente sensivel,
apos receber trés injecBes intravitreas em um curto espaco de tempo, o que pode ter

favorecido o descolamento de retina.

5.4.2 Eletroretinograma

A figura 44 apresenta as respostas escotopicas nas intensidades testadas, comparando
0 modelo de UCE (em vermelho) com o modelo tratado com 0,1mg/mL MPA (em azul),
durante 3 sessdes do ERG (pré-inducdo/pré-tratamento, 24 e 48 dias apos injecao intravitrea
de MT).
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UCE + UCE com MPA

Intensidade  phayiaucaoe 24 dias 48 dias

0,00095 /> e e N

OD UCE+MPA 50 ms

Figura 44 - ERGs escotopicos de dois animais registrados em trés dias distintos: pré-inducao/pré-tratamento, 24
dias e 48 dias apo6s a inducdo da UCE. Em vermelho o modelo de UCE e em azul modelo de UCE tratado com

MPA. Intensidade: cd.s/m?; OD: olho direito; OE: olho esquerdo; ms: milissegundos; uV: microvolts.

Como podemos observar na figura 44, os dados possuem uma grande variabilidade,

mesmo sem a realizacdo de nenhum procedimento experimental, nesse caso a variabilidade é
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maior que nos outros grupos porque os registros sdo de animais diferente e tempos diferentes,
mas mesmo assim, no final dos experimentos podemos observar uma sobreposicao das ondas.
As amplitudes e laténcia médias e respectivos desvios padrdo das ondas-a e b para a
condicdo escotopica nas cinco intensidades testadas (0,00095 = Log | -3; 0,0095 = Log | -2;
0,095 = Log | -1; 0,95 = Log I 0 € 9,5 cd.s/m? = Log | 1) em todos os dias de registro (Pré-
inducdo/pré-tratamento 6, 10, 17, 24, 33 e 48 dias apds a inducdo da UCE) sdo apresentadas
na figura 45. A comparacgéo entre olhos com UCE e os olhos com UCE tratados com MPA,
realizada no teste estatistico descrito, foi significativa. A analise pos hoc feita pelo Tukey test,
evidenciando as seguintes diferencgas:
e Laténcia da onda-a (escotopico) para Log | -3 para o dia 24 (F= 3,34 P=
0,004);
e Laténcia da onda-b (escotopico) para Log | 0 para os dias pré e 6 (F= 2,64 P=
0,01);
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A figura 46 apresenta as médias e desvios padrdo da amplitude saturada da onda-b
(Vmax) para o dia pré-inducao/pré-tratamento e ao longo dos 48 dias de desenvolvimento da

inflamacéo da uveite no modelo de UCE e no modelo tratado com MPA.

Vmax - UCE + UCE com MPA
400

=
3 350 :
-?u 300 T .
= 1
c 250 1
3 ? !
8 200 ]
5 150 ® ¢
= d
£ 100 I ]
E
50
=
0
ERGs 6 10 17 24 33 as
Pré dias dias dias dias dias dias

® 0D UCE @ 00 - UCE+MPA

Figura 46 — Médias da reposta saturada da onda-b (Vmax) no dia pré-indugdo/pré-tratamento e ao longo do
desenvolvimento do grupo tratado com MPA e néo tratado. Circulos vermelhos correspondem ao olho com UCE

(OD: olho direito) e circulos azuis, correspondem ao olho com UCE tratado com MPA (OE: olho esquerdo).

Podemos observar a mesma variabilidade observada na figura 44, porém mesmo 0s
registros tendo sido realizados em tempos e animais diferentes, no final dos experimentos,

também ocorre a sobreposicéo dos dois grupos.

A figura 47 representa a razdo da amplitude escotopica maxima da onda-b sobre a

amplitude da anda-a (b/a) para grupo sem tratamento e o grupo tratado com MPA.
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Razdo da amplitude escotopica maxima - UCE + UCE com MPA

3.:} it

Razdoda onda-b/a

0.5
Pre Pre 6dias 6dias  10dias 10dias 17dias 17dias 24dias 24dias 33dias 33dias 48dias 48dias

OD{U+M) OD(U) OD(U+M) OD[U) OD[{U+M) OD{U) OD{U+M) OD[{U) OD(U+M) OD{U) OD{U+M) OD(U) OD{U+M) OD{U)

Figura 47 — Médias da razdo da amplitude escotopica maxima de b/a ao longo do desenvolvimento da UCE
(circulos em vermelho) e da UCE tratada com MPA (circulos em azul). Barras verticais: desvio padrao; OD (U):
olho direito UCE; OD (U+M): olho direito UCE + MPA.

A analise da razdo da amplitude b/a para o0 modelo de UCE comparado ao modelo de
UCE tratado com MPA, ndo apresentou diferenca estatistica.

Os ERGs fotdpicos nas intensidades testadas no modelo de UCE (linha vermelha) e no
modelo tratado com MPA (linha azul) durante 3 sessbes do ERG (pré-inducao/pré-tratamento,

24 e 48 dias apos a indugdo da UCE) sdo apresentados na figura 48.
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UCE + UCE com MPA

. Pré-inducao e . .
Intensidade Pré-Tratamento 24 dias 48 dias

oD UCE |20 nv

OD UCE+MPA 100 ms

Figura 48 — ERGs fotopicos de dois animais registrados em trés dias distintos: pré-inducéo/pre-tratamento, 24 e
48 dias apds a indugdo da UCE. Em vermelho o modelo de UCE e em azul o modelo de UCE tratado com MPA.

Intensidade: cd.s/m?; OD: olho direito; ms: milissegundos; pHV: microvolts.

Apesar de serem registros de animais diferentes realizados em dias diferentes, a
variabilidade foi menor do que a que ocorreu com 0s registros escotdpicos, porém, nas duas
situacBes ouve uma equiparacdo entre as ondas, no caso dos registros fotdpicos, o olho tratado
demonstra uma amplitude maior. Podemos inferir de forma precoce a partir de tais
observacdes que a injecdo de MPA pode exercer algum efeito terapéutico no modelo de UCE.

A média e desvio padrdo da amplitude e da laténcia das ondas-a e b estdo apresentadas
na figura 49, para a condicdo fotdpica nas duas intensidades testadas (3,0 = Log | 0.5; 9.49
cd.s/m? = Log | 1) em todos os dias de registro (Pré-inducio/pré-tratamento 6, 10, 17, 24, 33 e
48 dias ap6s a inducdo da UC). A comparacdo entre olhos com UCE sem tratamento e UCE
tratados com MPA, realizada com o teste estatistico descrito, foi significativa. A analise pos

hoc feita pelo Tukey test, evidenciou as seguintes diferencas:

e Laténcia da onda-a (fotopico) para Log | 1 para os dias ERGs pré, 6 (F= 3,1),
P=0,006);
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Amplitude da onda-a (fotopico) para Log | 1 para os dias ERGs pré, 6 e 17
(F=2,43 P=0,02);
~ Laténcia da onda-a UCE + UCE com MPA - Fotdpico A
. kel
Dok S g
B *
Ll ﬂI “ “I HI Eﬂ
) ERG Pré I 6 dias I 10 dias I 17 dias I 24 dias I 23 dias I 48 dias
= OD(U) 0.5 oD{(U+M) 0.5 mOD(U)1 OD(U+M) 1 log (cd.s/m?)
Amplitude da onda-a UCE + UCE com MPA - Fotdopico B
: *x
4 *x
- e TN I T
il ol il il
k ERG Pré I 6 dias I 10 dias I 17 dias I 24 dias I 33 dias I 48 dias
= OD(U) 0.5 OD(U+M) 0.5 mOD(U)1 OD(U+M) 1log (cd.s/m?)

Laténcia da onda-b UCE + UCE com MPA - Fotdpico

I

ERG Pré 6 dias 10 dias 17 dias 24 dias 33 dias 438 dias
= OD(U) 0.5 OD{U+M) 0.5 = OD(U)1 OD({U+M) 1 log {ed.s/m?2)
Amplitude da onda-b UCE + UCE com MPA - Fotdpico D
ERG Pré 6 dias 10 dias 17 dias 24 dias 33 dias 48 dias
= OD{U) 0.5 OD(U+M) 0.5 m OD(U)1 OD(U+M) 1 log (cd.s/m?)

Figura 49 — Médias das amplitudes e laténcias das anda-a e b nas duas intensidades fotdpicas testadas: 3,0 e 9,49

cd.s/m? (0.5 e

1 log respectivamente) no grupo de UCE sem tratamento e tratado com MPA, nos dias pré-

inducdo/pré-tratamento, 6, 10, 17, 24, 33 e 48 dias apds a indugdo da UCE. A) Laténcia da onda-a; B) amplitude

da onda-a; C)

laténcia da onda-b e D) amplitude da onda-b. Barras verticais: Desvio Padrdo; OD (U): olho

direito; OD: olho direito UCE+MPA (*=P<0,05).
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O ERG em resposta a estimulacdo luminosa intermitente (flicker) é apresentado na
Figura 50 nas quatro frequéncias testadas: 12, 18, 24 e 30 Hz no modelo de UCE (linha
vermelha) e no modelo de UCE tratado com 0,1mg/mL de MPA (linha azul) durante 3 sessdes

do ERG (pré-inducdo/pré-tratamento, 24 e 48 dias apos a indugdo da UCE).

UCE + UCE com MPA

Intensidade _Pré-inducao e 24 dias 48 dias
Pré-Tratamento

12 Hz

| |
18Hz A ATATATA

TRTA
RIRIR
\ \

24 Hz

o MMM

AL

OD UCE
OE UCE+MPA

Figura 50 — ERGs em resposta a estimulos luminosos intermitentes (flicker) de dois animais, modelo de UCE
(linha vermelha) modelo tratado com MPA (linha azul) nas quatro frequéncias testadas (12, 18, 24 e 30 Hz). OD:

olho direito; ms: milissegundos; pV: microvolts.
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A amplitude do 1° harménico da onda foi obtida através da transformada de Fourier
com o auxilio do programa Matlab (The Math Works, EUA). Na figura 51 podemos comparar
as médias das amplitudes e fases em resposta as frequéncias 12, 18, 24, e 30 Hz no modelo de
UCE e no modelo tratado com 0,1mg de MPA. A comparacdo entre olhos com UCE e 0s
olhos tratados com MPA, realizada com o teste estatistico descrito, foi significativa. A analise
pos hoc feita pelo Tukey test, evidenciou as seguintes diferencas para a amplitude do 1°
harmonico: 24 Hz para o dia 3 (F= 2,40) P=0,029), 30 Hz para os dias 6, 10, 17, 24 e 33 (F=
8,45 P=0,001) e para a fase do 1° harmdnico: 18 Hz para os dias 6, 10, 17, 24, 33 e 48 (F=
7,19 P=0,001), 24 Hz para os dias 6, 17, 24, 33 e 48 (F= 7,19 P=0,001) e 30 Hz para os dias
6, 10, 17, 24 e 33 (F=8,45 P=0,001).
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Figura 51 — Valores médios e respectivos desvios padrao das amplitudes e fases do 1° harmdnico dos ERGs em
resposta a estimulacdo intermitente, a partir da transformada de Fourier, nas frequéncias testadas (12, 18, 24 e 30
Hz) para UCE (circulos em vermelho) e UCE tratada com MPA (circulos em azul). OD: Olho direito
(*=P<0,05).
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5.4.3 Analise Morfoldgica
5.4.3.1 Hematoxilina e Eosina (HE)

A analise morfoldgica feita por meio da técnica de hematoxilina e eosina nao
evidenciou alteragdes na estruta retiniana. Cortes radiais do eixo dorso-ventral dos olhos com
UCE e dos tratados com MPA com a dose de 0,1mg/mL foram analisados e ndo apresentaram
diferencas na regifo central. E importante ressaltar que ndo temos como dizer se houve algum
dano pontual em alguma regido retiniana especifica, pois somente foi analisada a regido
central, tendo o nervo optico como referéncia. A figura 52 mostra um exemplo de um olho

com UCE e um olho tratado com MPA, ambos corados com HE.

A 20 pm

Figura 52 — Cortes radias da regido central da retina, eixo dorso-ventral, de coelhos albinos utilizados como
modelo de UCE. A) corte radial de um olho direito com UCE. B) corte radial de um olho direito com UCE
tratado com MPA. CNE = camada nuclear interna, CNI = camada nuclear interna e CCG = camada de células

ganglionares. Aumento: 40x (oil). Escala = 20um (micrémetros).

5.4.3.2 Imunohistoquimica para a proteina GFAP

A imunomarcacao para a proteina GFAP foi positiva para os olhos com UCE e para 0s
olhos com UCE tratados com 0,1mg/mL de MPA. Como podemos observar na figura 53,
temos nucleos celulares marcados com DAPI em azul e as células de Mdller marcadas em

vermelho para a proteina GFAP.
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Figura 53 — Imunohistoquimica para proteina GFAP em cortes radiais da regido central da retina, eixo dorso-

ventral, de coelhos albinos utilizados como modelo de UCE. A, B, C - cortes de um olho com UCE. D, E F -
cortes de um olho com UCE tratado com MPA. A) corte radial do olho com UCE marcado com DAPI,
evidenciando os nlcleos das camadas CNE, CNI e CCG; B) mesmo corte radial do olho com UCE imunmarcado
positivamente para a proteina GFAP — células de Muller marcadas em vermelho; C) Sobreposi¢do das imagens
A e B; D) corte radial do olho com UCE tratado com MPA marcado com DAPI, evidenciando os nucleos das
camadas CNE, CNI e CCG; E) mesmo corte radial do olho com UCE tratado com MPA imunomarcado
positivamente para proteina GFAP — células de Miiller marcadas em vermelho; F) Sobreposicdo das imagens D e
E. CNE = camada nuclear Externa, CNI = camada nuclear interna e CCG = camada de células ganglionares.

Aumento: 40x. Escala = 20um (micrémetros).

Como podemos ver na figura 53, as camadas nucleares continuam preservadas, assim
como ocorreu com o0s cortes corados com HE, porem os olhos com UCE e os com UCE
tratados com MPA foram imunomarcados positivamente para a proteina GFAP, o que indica
uma gliose das células de Muller, configurando um processo inflamatério. O grupo com UCE
continua apresentando sinais de inflamagéo de acordo com a marcacéo positiva para 0 GFAP,
mesmo que a andlise clinica e eletrofisioldgica tenha demonstrado uma melhora ao longo do
desenvolvimento da UCE, durante o periodo em que os animais foram acompanhados, o
grupo tratado com MPA, também apresentou sinais de inflamacéo apds 48 dias de indugéo da
UCE.
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VI Discusséo
6.1 Modelo de Uveite Crénica Experimental

O modelo de uveite descrito por Dong e colaboradores (2006), foi reproduzido e uma
uveite anterior foi gerada em 100% dos animais induzidos, porém, nossos resultados nao
foram os mesmos descritos por Dong e colaboradores. Nao foi possivel realizar a vitrectomia
nos animais utilizados como modelo de uveite, e possivelmente devido a isto, nédo
conseguimos desenvolver a inflamacao crénica proposta. A inflamacéo descrita por Dong, foi
difusa, caracterizando uma panuveite com presenca de células no vitreo e opacidade vitrea,
demonstrando decréscimo da amplitude da onda-b no ERG. Entretanto, desenvolvemos uma
uveite anterior com um pico de inflamac&o onde foi possivel evidenciar possiveis melhoras
ocasionadas pelo MPA.

Os resultados obtidos com o eletrorretinograma e 0s exames clinicos realizados
demonstraram uma recuperacdo da uveite ao longo do tempo, os resultados morfoldgicos
obtidos com a coloracdo de HE, ndo demonstraram alteragBes estruturais na retina, ja a
imunohistoquimica realizada para a proteina GFAP foi positiva, marcando células de Muller
nos olhos experimentais, acometidos pela uveite. O olho controle ndo apresentou marcacao
para GFAP. A imunomarcacdo positiva para proteina GFAP caracteriza uma gliose das
celulas de Muller, e foi a Unica ferramenta que demonstrou haver um processo inflamatério
ainda no final dos experimentos.

A andlise clinica mostrou que a inflamacdo gerada pelo modelo de uveite utilizado
afeta somente a parte anterior do olho, existindo uma recuperagdo espontanea com o passar do
tempo, porém o modelo se mostrou consistente e Gtil para o estudo terapéutico proposto pelo
trabalho, reproduzindo diversos aspectos pertinentes a uma uveite. A inflamacao apresenta um
pico que se inicia por volta do 17° dia ap6s a inducgdo da uveite e se mantem até cerca do 24°
dia, a partir de entdo é possivel notar a regressdo da inflamacdo. Tal pico inflamatério pode
ser explicado devido a segunda injecdo intravitrea de MT, realizada 15 dias apds a primeira
injecdo intravitrea, para simular uma uveite cronica recidivante. A fundoscopia foi
considerada normal, ndo havendo relato da presenca de células inflamatorias no vitreo,
descolamento de retina ou algum tipo de comprometimento da retina ou nervo optico. Porém,
todos os animais desenvolveram catarata subcapsular a partir do 17° dia apds a indugéo. A
catarata € comum em inflamag6es como a uveite e nesse modelo se faz mais comum ainda
devido as inje¢des intravitreas realizadas, que aumentam o risco da ocorréncia de catarata.

A catarata presente, no entanto, foi pontual e foi uma catarata branca, o que néo

interferiu nos registos dos ERGs e analises clinicas realizadas ao longo do experimento.
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Em humanos a presenca de catarata pode alterar o registro do eletrorretinograma
devido a opacidade do cristalino, provocando respostas subestimadas ou superestimadas.
Esses efeitos vdo depender do tipo de catarata. A opacidade do cristalino causa atenuacao da
intensidade luminosa que chega a retina provocando subestimacdo das respostas; por outro
lado, resultados superestimados ocorrem devido a dispersdo de luz que pode ser ocasionada
pela catarata (Gallowey, 1988; Ratanapakorn et al., 2010).

Os resultados funcionais (ERG) obtidos para o modelo de uveite mostraram poucas
diferencas comparando os olhos acometidos pela inflamacdo com os olhos controles, o que é
plausivel j& que a uveite gerada, foi uma uveite anterior, preservando a cAmara posterior do
olho, ndo ocasionando alteragdes na retina.

A amplitude da onda-a do grupo com uveite, mostrou-se mais baixa para intensidade
de 0 log (0,95 cd.s/m?) durante o pico de inflamac&o, ja a laténcia da onda-b para mesma
intensidade se mostrou mais rapida durante todos os dias de registro (6, 10, 17, 24, 33 e 48
dias), ndo sofrendo alteracGes em sua amplitude. A laténcia da onda-a fotopica se comportou
de forma inversa para intensidade de 1 log (9,49 cd.s/m?) nos dias 6 e 33 depois da inducéo da
uveite, apresentando uma resposta mais lenta. Podemos inferir que a diminuicdo da amplitude
da onda-a esta relacionada com alteragdes nos fotorreceptores ao passo que 0 aumento da
laténcia pode indicar uma dificuldade de recuperacdo prioritariamente dos bastonetes, uma
vez que a recuperacdo dos cones é mais rapida (Stockton & Slaughter, 1989; Marmor et al.,
2009). Em relacdo a onda-b, alteracBes tanto na amplitude como na laténcia podem estar
relacionadas com dificuldade de recuperacdo de células bipolares-ON e disfuncdo da
concentracdo de potassio (Stockton & Slaughter, 1989; Asi & Perlman, 1992; Block &
Schwarz, 1998; Weymouth & Vingrys, 2008). A analise das repostas intermitentes para
diferentes frequéncias temporais de estimulacdo luminosa do sistema de cones, apresentou
alteracBes somente para a fase do 1° harmonico das frequéncias testadas (12, 18 24 e 30Hz)
para todos os dias de registro. A fase dos olhos com uveites ora se mostrou mais rapida
(sincronizada com a estimulagéo), ora mais lenta. Assim, podemos inferir que a uveite tenha
alterado as propriedades temporais das células biplares-ON durante a inflamacé&o,
apresentando periodos de lentificacdo das respostas (Kondo & Sieving,2001; Viswanathan et
al., 2002).

Outra analise realizada foi a relacdo ou razdo da onda-b sobre a onda-a (b/a), que
avalia a integridade da retina interna e externa. Como a maior contribui¢do para onda-a € de
fotorreceptores e para onda-b é de células bipolares-ON a dependéncia da onda-b em relagdo

a onda-a pode auxiliar na identificacdo da integridade funcional dos fotorreceptores, das
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células bipolares-ON e da transmissdo do sinal entre estes tipos celulares (Perlman, 2009). Em
nosso estudo, a anélise da razdo de b/a ndo mostrou diferencas para 0 modelo de uveite,
sugerindo que neste modelo, tanto as funcdes de receptores como a das camadas mais internas
da retina estdo preservadas.

Em relacdo as analises morfologicas do modelo de uveite, ndo foram encontrados
danos na estrutura da retina por meio da técnica de HE, porém foi demonstrada gliose das
células de Muller, atraveés de imunomarcacao positiva para a proteina GFAP. A presenca de
um processo patoldgico na retina é facilmente detectavel pela inducdo da expressédo de GFAP
pelas células de Mdller, que funciona como um indicador ndo especifico, porém altamente
sensivel e precoce na sinalizacdo de uma vasta variedade de doencas e lesdes da retina
(Bignami & Dahl, 1979). Nas uveites essa ativacdo estd associada com 0 aumento da
regulacao positiva de citocinas pro-inflamatorias de interferon gama, que sdo produzidas por
linfocitos T, o que foi comprovado através da marcagdo de citocinas pro-inflamatérias de
interferon gama somente em retinas com uveite (Hauck et al., 2007). As Citocinas pro-
inflamatdrias sdo responsaveis por um aumento consideravel da expressdo de GFAP, o que
sugere que desempenhem um papel importante no controle da expressdo de GFAP, podendo
estar envolvidas na modulagéo da inflamagéo (Boyen et al., 2004).

A maior parte das alteracbes demonstradas pelo eletrorretinograma aconteceram
durante o pico de inflamacgdo descrito para o modelo de uveite em questdo, mostrando que a
inflamacédo gerada causa alteracdes temporarias na retina sem acometer a estrutura da mesma,
como visto na coloracdo de HE. Porém foi demonstrado um processo inflamatdrio através da
ativagdo das células de Muller, mesmo ap6s a melhora e regressdo de alguns sintomas
descritos pelas analise clinica.

Até o momento na literatura, este é o terceiro trabalho que faz uso de tal modelo de
uveite, além de Dong e colaboradores (2006), loshimoto (2015), também utilizou 0 mesmo
modelo (sem realizar a vitrectomia), obtendo resultados muito proximos aos descritos neste

trabalho, o que reforga nossos achados.

6.2 Estudo de toxicidade do MPA

Esta etapa do presente trabalho avaliou os possiveis efeitos toxicos de duas doses de
MPA. As doses testadas foram a de 1mg/mL (maior concentracdo da droga que pode ser
mantida em suspenséo) e a de 0,1mg/mL.

Os resultados funcionais descritos pelo eletrorretinograma, ndo mostraram diferencas

entre olhos que receberam as doses de MPA testadas e olhos que receberam veiculo, através
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das analises das amplitudes e laténcias das ondas-a e b em respostas escotopicas e fotdpicas,
além das amplitudes e fases do 1° Harmonico das respostas ao estimulo intermitente, em
diferentes frequéncias, calculadas a partir da transformada de Fourier. Dessa forma,
concluimos que ambas as doses e o0 veiculo ndo apresentaram toxicidade para as células da
retina.

Esta auséncia de toxicidade também ficou evidente na analise da relagdo ou razdo da
onda-b escotopica maxima sobre a onda-a, que ndo mostrou nenhuma diferenca entre ERGs
registrados em olhos injetados com droga comparados com os injetados com veiculo.

Nossos resultados corroboram os resultados obtidos por Aguiar (2011) e Gasparin e
colaboradores (2014) que avaliaram a toxicidade de diferentes doses de MPA através do
ERG. Aguiar (2011), também avaliou a relacdo da amplitude da onda-b sobre a onda-a,
descrevendo os mesmos resultados obtidos no presente trabalho. O trabalho de Aguiar
também avaliou a toxicidade do veiculo utilizado para diluicdo do MPA, ndo encontrando
sinais de toxicidade.

Em relacdo a morfologia, nosso trabalho fez uso da técnica de HE e imunomarcacgéo
para GFAP. Ambas as técnicas analisaram somente a regido central da retina, eixo dorso-
ventral. Os cortes corados com HE, ndo evidenciaram nenhuma mudanca estrutural na retina
em nenhuma das doses testadas (nem pelo veiculo), o mesmo foi demonstrado por Gasparin e
colaboradores (2014), que também avaliaram a estrutura retiniana por meio da técnica de HE.

A imunomarcacdo para GFAP foi positiva em ambas as doses testadas, assim como
nos controles (veiculo). A ativacdo das células de Muller pode configurar uma gliose, porém
tais células sdo extremamente sensiveis e uma de suas funcdes, entre muitas outras, € manter e
cuidar da homeostase da retina. Dessa forma, é compreensivel que as mesmas sejam ativadas,
pois além do olho receber uma injecdo, uma substancia estranha, com compostos totalmente
diferentes aos presentes no olho, foi introduzida no mesmo. A ativacdo do GFAP pode ser
considerada inespecifica e ser causada por trauma mecanico, isquemia, descolamento de
retina entre outros (Guerin et al., 1990; Fisher and Lewis, 1995; Steinberg et al., 1995, 1997;
Bringmann & Reichenbach, 2001; Reichenbach et al., 2009).

Tais resultados nos permitem inferir que as doses de MPA testadas devem ser seguras
para administracdo intravitrea em olhos de coelhos, para testar seu efeito terapéutico em

inflamacdes oculares.
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6.3 Modelo de Uveite Cronica Experimental tratado com MPA

O grupo de uveite tratado com 0,1mg/mL MPA apresentou um quadro evolutivo
semelhante ao grupo ndo tratado, apresentando os mesmos sintomas durante a avaliacdo
clinica, apresentando uma inflamagdo mais intensa na cadmara anterior, avaliada pela presenca
de células inflamatérias, pelo aparecimento mais precoce de catarata que no grupo néo
tratado, por apresentar descolamento de retina (fibras peripapilares) ao longo da inflamagéo
em 6 dos 15 animais utilizados no grupo tratado. Porém temos que levar em consideragéo a
maior vulnerabilidade em que se encontrava o olho tratado, pois injecGes intravitreas
aumentam o risco de descolamento de retina e a prdpria uveite torna esse fato suscetivel. O
grupo tratado com MPA, recebeu uma inje¢éo intravitrea a mais que o0 grupo néo tratado,
totalizando trés injecdes intravitreas em um curto periodo de tempo. Dentro deste quadro, o
modelo tratado com MPA também apresentou uma regressdo natural apds seu pico de
inflamacdo, apresentando uma melhora mais rapida e significativa dos efeitos clinicos logo
ap6s o pico de inflamacdo, demonstrando também a melhora das sinéquias da iris. Os
resultados da morfologia foram idénticos aos do grupo néo tratado, tanto para coloragdo com
HE quanto pra imunomarcacdo para a proteina GFAP.

Os resultados funcionais (ERG) obtidos para o0 modelo de uveite tratado com MPA
mostraram diferencas somente para as laténcias das ondas-a e b escotdpicas e fotdpicas, ndo
mostrando alteragdes para as amplitudes, quando comparado com o0s olhos controles. A
laténcia da onda-a escotdpica foi maior que o controle apresentando uma resposta mais lenta
sugerindo dano na transmissdo de informacdo. A laténcia da onda-b escotopica foi menor que
no controle, apresentando uma resposta mais réapida, o que sugere uma possivel
hipersensibilizacdo das calulas. A andlise das repostas intermitentes para diferentes
frequéncias do sistema de cones, apresentou alteraces para a amplitude do 1° Harmdnico na
frequéncia de 24Hz somente para o dia 30 ap6s a injecdo intravitrea de MPA, apresentando
uma amplitude menor que a do controle. Podemos supor neste caso que, mesmo com um
processo inflamatorio menor, a eficAcia do MPA aos 30 dias possa estar diminuida, é
importante ressaltar que o MPA administrado intravitrealmente na dose de 1mg/mL foi
detectado por até 29 dias no vitreo de coelhos saudaveis, como mostrado por Gasparin e
colaboradores (2014).

Uma observacdo importante a ser feita € que ndo se sabe como o MPA age em olhos
inflamados, em relacdo a meia vida e farmacocinética, tais dados se fazem necessarios ja que
o vitreo de um olho inflamado é completamente diferente do de um olho sadio, tendo suas

composigdes fisico e quimicas totalmente alteradas.
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Os resultados da razéo de b/a foram significantes para o grupo tratado nos dias 24 e
33, mostrando resultados bem préximos ou superiores a 2 para cada animal, o que demostra
que um possivel dano ocorreu nos fotorreceptores.

De acordo com os resultados encontrados no grupo tratado, podemos inferir que a
uveite tenha alterado por um determinado periodo as propriedades temporais das células
bipolares-ON (kondo & Sieving, 2001; Viswanathan et al., 2002) em relacdo as repostas
intermitentes do sistema de cones, o que reforca o resultado da razéo de b/a, que demonstra
alteracdes nos fotorreceptores, aléem de dificultar a recuperacdo das células bipolares-ON
(Stockton & Slaughter, 1989; Asi & Perlman, 1992; Weymonuth & Vingrys, 2088), devido as

alteracdes da laténcia da onda-b.

6.4 Avaliacdo do efeito da injecdo intravitrea de MPA no modelo de uveite crénica
experimental

Para avaliar se a injecdo intravitrea de MPA mostrou efeito terapéutico comparamos
os dados obtidos no modelo de uveite com e sem o tratamento com MPA, dentro do objetivo
de que possa vir a ser uma alternativa eficaz para o tratamento de uveites.

Em relagdo aos exames clinicos, como ja descrito, ambos 0s grupos apresentaram uma
evolucdo semelhante da inflamagdo, porém o grupo tratado apresentou uma inflamacdo da
camara anterior mais intensa e mostrou uma recupera¢do mais rapida e efetiva a partir do pico
de inflamacdo. As melhoras e a regressdo mais rapida da inflamacdo, observadas no grupo
tratado, podem ser explicadas como possiveis efeitos da dose de MPA testada. Entretanto o
grupo tratado apresentou descolamento de retina em alguns animais, como descrito
anteriormente, porém, o grupo tratado recebeu mais inje¢des intravitreas do que o grupo nao
tratado, o que deixaria o olho mais sensivel e susceptivel ao descolamento de retina.

A analise da razdo b/a comparando os grupos tratado e ndo tratado, ndo apresentou
diferencas.

A coloracdo com HE ndo apresentou diferencas estruturais na retina, tanto no grupo
tratado com no grupo ndo tratado. A imunomarcacdo para proteina GFAP foi positiva para
ambos os grupos, como era esperado, ja que os olhos apresentavam uma inflamagéo.

Os resultados funcionais (ERG) obtidos para o grupo tratado comparado ao nao
tratado, mostraram diferencas para as laténcias da onda-a e b escotdpica e para laténcia e
amplitude da onda-a fotépica. A latérncia das ondas-a e b escotdpicas no grupo sem

tratamento apresentou uma laténcia maior, respondendo de forma mais lenta.
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A laténcia da onda-a fotdpica no grupo sem tratamento apresentou uma laténcia menor
no dia pré, respondendo mais rapido, e no dia 6, apresentou uma resposta maior, respondendo
de forma mais lenta e a amplitude da onda-a fotOpica apresentou uma resposta menor para o
dia pré e dia 17, respondendo de forma mais rapida, e no dia 6, respondeu de forma mais
lenta.

A analise das repostas intermitentes para diferentes frequéncias temporais de
estimulacdo luminosa do sistema de cones, apresentou alteracGes para amplitude do 1°
harmonico para 24 Hz e 30 Hz onde o grupo sem tratamento apresentou uma amplitude maior
em todos os dias. A fase do 1° harmoénico apresentou um comportamento semelhante para as
frequéncias de 18, 24 e 30 HZ, o grupo sem tratamento mostrou diferencas em quase todos 0s
dias, quando comparado com o grupo tratado, sendo maior até o dia 24, respondendo de
forma lenta e nos dias 33 e 48 passou a ser menor, respondendo de forma mais rapida.
Observamos claramente uma mudanca do estado de hipersensibilizacdo das células para o de
reducdo de transmissdo de informagéo entre os dias 24 e 33, sugerindo uma modificacdo do
efeito do MPA, que pode estar relacionado com o tempo em que a droga fica disponivel no
vitreo.

Uma possivel melhora pode ser vista no grupo tratado em relacdo ao grupo sem
tratamento, as diferencas mostradas comparando os dois grupos ndo passaram do 24° dia, 0
que coincide com o pico de inflamac&o, e ap6s este pico, nenhuma diferenca entre 0s grupos
foi encontrada o que coincide com os achados clinicos, mostrando uma melhora do processo
inflamatdrio ao final dos experimentos. Ouve uma melhora na laténcia da onda-a e b de forma
geral diminuindo nos dias em que apresentavam diferencas no modelo tratado com MPA
quando comparado com o controle ao invés do grupo com uveite sem tratamento. Somente a
onda-a fotdpica sofreu alteracdes na amplitude, até o inicio do pico de inflamacao.

Tais resultados demonstram um possivel efeito terapéutico ocasionado pela dose de
MPA testada.

Estudos que avaliaram os efeitos terapéuticos do MPA foram iniciados por loshimoto
(2015) que testou um implante biodegradavel de MPA no mesmo modelo utilizado em nosso
trabalho, encontrando resultados semelhantes, reforcando nossos achados e refor¢cando a
necessidade de novos estudos.

Nenhum outro estudo havia sido feito com MPA, porem existem estudos clinicos e em
modelos animais como modelo de uveites, que utilizaram o MMF por via sistémica,
demonstrando a eficacia desse imunossupressor.

De acordo com os resultados discutidos até aqui, podemos fazer as seguintes observagoes:
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O modelo de Uveite Cronica Experimental reproduzido apresenta uma inflamacao
recorrente que regride, apresentando melhora de forma natural, o que limita a

avaliacdo do efeito terapéutico durante seu pico de inflamacao;

Estudos com um maior nimero de animais sdo necessarios a fim de diminuir a

variabilidade encontrada e melhorar a padronizacéo dos resultados;

Os exames clinicos reforcaram os achados funcionais evidenciados pelo ERG,

mostrando uma melhora durante o pico de inflamacédo da uveite gerada;

Experimentos que avaliem a meia vida e a farmacocinética do MPA em olhos

inflamados sdo necessarios;

Experimentos morfolégicos mais estruturados do modelo de uveite proposto, assim
como do modelo tratado com MPA, sdo necessarios para avaliar a morfologia da
retina de forma mais detalhada, analisando todas as regides retinianas, fazendo uso de
outras ferramentas ou marcadores envolvidos no processo inflamatorio, assim como
investigacdo de possivel morte celular e neuroplasticidade retiniana, uma vez que as
células de Miller sdo capazes de se diferenciar em novas células, além de

apresentarem um papel importante como marcador neuronal para a inflamacao;

Seria interessante testar a maior dose de MPA disponivel (1mg), ja que a mesma nao

se mostrou toxica para a retina de coelhos;

Mesmo o modelo apresentando algumas limitacGes, 0 mesmo se mostrou estavel e
reproduz alteracdes de uma uveite anterior parecida com a que ocorre em humanos,

sendo assim uma opc¢éo viavel para o estudo desta inflamacéo;

O modelo apresentado pelo presente trabalho, se melhor caracterizado, pode ser um

novo modelo para o estudo de uveites anteriores;

Possivelmente, uma eficacia mais acentuada do MPA seria melhor demonstrada em

um modelo de uveite posterior;
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Apesar dos resultados ndo serem especificos e conclusivos, frente as limitacbes do
presente trabalho e dos tratamentos sistémicos das uveites disponiveis hoje, com tratamentos
longos, com altas dosagens e combinacdes de drogas que acarretam diversos efeitos
colaterais, cursando com o abandono do tratamento, tornando real o risco de perda visual e
ainda levando em consideracdo a incidéncia das uveites no Brasil e no mundo, o presente
estudo demonstra que injecOes intravitreas de MPA possuem um potencial promissor no

tratamento de inflamacdes oculares.
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VIl Conclusdes

O presente trabalho foi divido em trés etapas e de acordo com o0s resultados obtidos

conseguimos:

1) Reproduzir o modelo de Uveite Crénica Experimental em coelhos albinos com o
auxilio de injecdes intravitreas de M. tuberculosis, baseado no protocolo descrito por
Dong e seu colaboradores. Obtivemos um modelo de uveite anterior e avaliamos suas
alteracbes clinicas, funcionais e morfoldgicas, estabelecendo fatores importantes

durante sua evolucdo clinica, definindo seu pico de inflamag&o;

2) Realizar um estudo de toxicidade, no qual duas doses de MPA (0,1 e Img/mL), foram
avaliadas funcionalmente e morfologicamente, ndo sendo encontrado nenhum sinal de
toxicidade retiniana em ambas as doses testadas, ap0s serem administradas

intravitrealmente em olhos de coelhos albinos sadios;

3) Avaliar a eficacia terapéutica da injecdo intravitrea da dose de 0,1mg/mL de MPA no
modelo de uveite cronica experimental apresentado, no qual, através de avaliagOes
funcionais, clinicas e morfologicas, observamos uma melhora na inflamacéo,
demonstrando um possivel efeito terapéutico ocasionado pela dose de MPA testada,

que ocorreu durante o pico da inflamacdo gerada pela uveite;

Os resultados clinicos e funcionais apresentaram grande variabilidade e o conhecimento
da meia vida e farmacocinética do MPA em olhos de coelhos com uveite se faz necessério
para delimitar com maior seguranca a dose terapéutica funcional em olhos inflamados, além
de novos experimentos com um maior nimero de animais para melhor padronizagdo dos
resultados, sdo também necessarios novos experimentos morfoldgicos para avaliar a
integridade de todas as regides retinianas e ainda, seria interessante avaliar a eficacia do MPA

em um modelo que seja caracterizado por uma uveite posterior.
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