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Tabela 1. Amplitudes médias das ondas a medidas no eletrorretinograma, na
condi¢do escotdpica maxima, com estimulos luminosos de 9,5¢cd.s/m”.
Observa-se valores antes e depois das inje¢des em cada periodo estudado, com
cada uma das dosagens medidas. Olho direito de cada animal foi injetado com
aciclovir, e olho esquerdo de cada animal recebeu soro fisiologico. Os valores
foram normalizados. (SF = soro fisioldgico, P=nivel de significancia, NS =

nao significativo).

Tabela 2. Amplitudes médias das ondas b medidas no eletrorretinograma, na
condic¢do escotdpica, com estimulos luminosos de 9,5c¢d.s/m”. Observa-se
valores antes e depois das injecdes em cada periodo estudado, com cada uma
das dosagens medidas. Olho direito de cada animal foi injetado com aciclovir,
e olho esquerdo de cada animal recebeu soro fisiologico. Os valores foram
normalizados. (SF = soro fisiologico, P=nivel de significancia, NS = nao

significativo).

Tabela 3. Amplitudes médias das ondas a medidas no eletrorretinograma, na
condig¢do fotopica, com estimulos luminosos de 9,50d.s/m2. Observa-se valores
antes e depois das inje¢des em cada periodo estudado, com cada uma das
dosagens medidas. Olho direito de cada animal foi injetado com aciclovir, e
olho esquerdo de cada animal recebeu soro fisiologico. Os valores foram
normalizados. (SF = soro fisiologico, P=nivel de significancia, NS = nao

significativo).

Tabela 4. Amplitudes médias das ondas b medidas no eletrorretinograma, na

condig¢do fotopica, com estimulos luminosos de 9,50d.s/m2. Observa-se valores
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antes e depois das inje¢des em cada periodo estudado, com cada uma das
dosagens medidas. Olho direito de cada animal foi injetado com aciclovir, e
olho esquerdo de cada animal recebeu soro fisiologico. Os valores foram
normalizados. (SF = soro fisiologico, P=nivel de significancia, NS = nao

significativo).
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Figura 1. Coelho pigmentado posicionado, mantido aquecido, com as lentes

corneanas, para realizag¢ao de eletrorretinografia.

Figura 2. Concentracao média de aciclovir no vitreo em funcao do tempo apos a

injecdo intravitrea da droga.

Figura 3. Eletrorretinogramas (condig¢ao escotopica e estimulo luminoso de
intensidade 9,5 cd.s/m?) de coelho representativo do grupo que recebeu
injecdo intravitrea de 0,1 mg de aciclovir no olho direito e soro fisioldégico no

olho esquerdo, antes da injecdo e 2, 7 ¢ 15 dias apos.

Figura 4. Eletrorretinogramas (condi¢ao escotopica e estimulo luminoso de
intensidade 9,5 cd.s/m?) de coelho representativo do grupo que recebeu
injecdo intravitrea de 1 mg de aciclovir no olho direito e soro fisioldgico no

olho esquerdo, antes da injecdo ¢ 2, 7 ¢ 15 dias apos.

Figura 5. Eletrorretinogramas (condig¢ao escotopica e estimulo luminoso de
intensidade 9,5 cd.s/m?) de coelho representativo do grupo que recebeu
injecdo intravitrea de 10 mg de aciclovir no olho direito e soro fisioldgico no

olho esquerdo, antes da injecdo ¢ 2, 7 ¢ 15 dias apos.

Figura 6. Relacdo entre amplitude da onda b e a intensidade do estimulo
luminoso na condigao escotdpica. O olho direito de cada animal recebeu
aciclovir, enquanto o olho esquerdo recebeu soro fisioldgico. As linhas

representam as médias da amplitude da onda b nos respectivos dias apos a
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injecdo de acordo com a escala. As barras verticais representam o desvio

padrao.

Figura 7. Relagdes entre as amplitudes das ondas a e b (condi¢ao escotopica) nos
olhos de 10 animais injetados com 0,1 mg de aciclovir (olho direito) e soro
fisiologico (olho esquerdo). Estao representados os valores obtidos com a
apresentacao de estimulos luminosos capazes de induzir a formacao de ondas
a ¢ b mensuraveis (com média de estimulo de 0,095 c¢d.s/m2, 0,95 cd.s/m2 e
9,5 cd.s/m2). Os valores foram normalizados. As linhas continuas representam

a regressao linear para cada olho.

Figura 8. Relacgdes entre as amplitudes das ondas a e b (condi¢ao escotopica) nos
olhos de 10 animais injetados com 1 mg de aciclovir (olho direito) e soro
fisiologico (olho esquerdo). Estao representados os valores obtidos com a
apresentacao de estimulos luminosos capazes de induzir a formacao de ondas
a ¢ b mensuraveis (com média de estimulo de 0,095 c¢d.s/m2, 0,95 cd.s/m2 e
9,5 cd.s/m2). Os valores foram normalizados. As linhas continuas

representam a regressao linear para cada olho.

Figura 9. Relagdes entre as amplitudes das ondas a e b (condi¢ao escotopica) nos
olhos de 10 animais injetados com 10 mg de aciclovir (olho direito) e soro
fisiologico (olho esquerdo). Estao representados os valores obtidos com a
apresentacao de estimulos luminosos capazes de induzir a formacao de ondas
a ¢ b mensuraveis (com média de estimulo de 0,095 c¢d.s/m2, 0,95 cd.s/m2 e
9,5 cd.s/m2). Os valores foram normalizados. As linhas continuas representam

a regressao linear para cada olho.
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Figura 10.Relagdes entre as amplitudes das ondas a e b (condig¢ao fotdpica) nos
olhos de 10 animais injetados com 0,1 mg de aciclovir (olho direito) e soro
fisiologico (olho esquerdo). Estao representados os valores obtidos com a
apresentacao de estimulos luminosos capazes de induzir a formacao de ondas
a e b mensuraveis (com média de estimulo de 0,095 c¢d.s/m2, 0,95 cd.s/m2 e
9,5 cd.s/m2). Os valores foram normalizados. As linhas continuas representam

a regressao linear para cada olho.

Figura 11.Relacgdes entre as amplitudes das ondas a e b (condi¢ao fotdpica) nos
olhos de 10 animais injetados com 1 mg de aciclovir (olho direito) e soro
fisiologico (olho esquerdo). Estao representados os valores obtidos com a
apresentacao de estimulos luminosos capazes de induzir a formacao de ondas
a ¢ b mensuraveis (com média de estimulo de 0,095 c¢d.s/m2, 0,95 cd.s/m2 e
9,5 cd.s/m2). Os valores foram normalizados. As linhas continuas representam

a regressao linear para cada olho.

Figura 12.Relacgdes entre as amplitudes das ondas a e b (condi¢ao fotdpica) nos
olhos de 10 animais injetados com 10 mg de aciclovir (olho direito) e soro
fisiologico (olho esquerdo). Estao representados os valores obtidos com a
apresentacao de estimulos luminosos capazes de induzir a formacao de ondas
a e b mensuraveis (com média de estimulo de 0,095 c¢d.s/m2, 0,95 cd.s/m2 e
9,5 cd.s/m2). Os valores foram normalizados. As linhas continuas representam

a regressao linear para cada olho.

Figura 13.Razdes da amplitude maxima da onda b (Vmax) entre os olhos

injetados com aciclovir (olho experimental) e soro fisiologico (olho controle),
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na condicao escotdpica. Cada dose foi testada em 10 animais. As barras
verticais representam o desvio padrao da média. Niveis de significancia em

relacdo ao dia 0: * P=0,003; ** P=0,04; *** P=0,021

Figura 14.Razdes da amplitude da onda b entre os olhos injetados com aciclovir
(olho experimental) e soro fisiologico (olho controle), na condig¢ao fotdpica.
Cada dose foi testada em 10 animais. As barras verticais representam o desvio
padrao da média. Niveis de significancia em relagdo ao dia 0: * P=0,008; **

P=0,04; *** P=0,01; **** Pp=(0,03; ***** p=(0,01

Figura 15. Cortes histologicos da medioperiferia ventral inferior, no sentido
dorsoventral do bulbo ocular, de um animal representativo do grupo que
recebeu inje¢do intravitrea de 0,1 mg de aciclovir. Hematoxilina e eosina. A, 2
dias apés a inje¢do intravitrea; B, 7 dias ap6s a injecdo intravitrea; C, 15 dias

apods a injegao intravitrea.

Figura 16. Cortes histologicos da medioperiferia ventral inferior, no sentido
dorsoventral do bulbo ocular, de um animal representativo do grupo que
recebeu inje¢do intravitrea de 1 mg de aciclovir. Hematoxilina e eosina. A, 2
dias apés a injegdo intravitrea; B, 7 dias ap6s a injecdo intravitrea; C, 15 dias

apods a injegado intravitrea.

Figura 17. Cortes histologicos da medioperiferia ventral inferior, no sentido
dorsoventral do bulbo ocular, de um animal representativo do grupo que

recebeu inje¢do intravitrea de 10 mg de aciclovir. Hematoxilina e eosina. A, 2



xxiil

dias apés a inje¢do intravitrea; B, 7 dias ap6s a injecdo intravitrea; C, 15 dias

apods a injegao intravitrea.

Figura 18. Imunohistoquimica utilizando DAPI (marcacao nuclear, em azul),
vimentina (marcador de filamentos intermedidrios que na retina marca células
de Miiller, em vermelho) e GFAP (em verde). Os ensaios foram realizados em
olhos injetados com 1 e 10 mg de aciclovir. Nao houve marcacao em nenhum

dos olhos controle (injetados com soro fisiologico).

Figura 19. Imuno-histoquimica (TUNEL) para detec¢ao de células em apoptose.
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Takahashi BS. Estudo farmacologico, eletrofisiologico, imunocitoquimico e
morfologico da injegdo intravitrea de aciclovir em coelhos [tese]. Sao Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2016.

INTRODUCAO: A administragdo de aciclovir por via sistémica ¢ o tratamento de
escolha para a necrose aguda de retina. Entretanto, por ser uma doenca rapidamente
progressiva, a injecao intravitrea de aciclovir ao diagnostico pode ser utilizada como
terapia adjuvante, enquanto o aciclovir sist€émico ainda ndo alcangou niveis
terapéuticos na retina. Os objetivos deste estudo experimental foram determinar a
meia-vida do aciclovir no vitreo apds inje¢do intravitrea e determinar os efeitos
funcionais e morfoldgicos do aciclovir na retina de coelhos saudaveis apos injecao

intravitrea do medicamento em diferentes doses.

METODOS: Foram utilizados 32 coelhos albinos da raca New Zealand (estudo
farmacologico) e 86 coelhos pigmentados da raca Dutch Belted (30 no estudo
eletrofisiologico, 36 no estudo morfoldégico com microscopia de luz e 20 no estudo
morfologico com imuno-histoquimica). Para a determinagdo da meia-vida do
aciclovir no vitreo, os 32 coelhos albinos receberam injecao intravitrea de aciclovir 1
mg e foram sacrificados nos dias 2, 9, 14 e 28. Para a avaliagcdo funcional e
microscopia de luz, os 66 coelhos pigmentados receberam trés doses intravitreas de
aciclovir (0,1; 1 ou 10 mg) no olho direito e soro fisiologico no olho esquerdo.
Destes, 30 animais foram submetidos ao eletrorretinograma (ERG) antes da injecao e
nos dias 2, 7 e 15 ap0s a inje¢do. Para a analise histologica (microscopia de luz), 36
animais foram sacrificados 2, 7 e 15 dias apds a injecdo. Para imuno-histoquimica
(apoptose, GFAP, DAPI e vimentina), os 20 coelhos pigmentados receberam injecao

intravitrea de 1 e 10 mg de aciclovir e foram sacrificados apos cinco dias.



XXVi

RESULTADOS: No estudo da meia-vida do aciclovir no vitreo, as concentragdes
médias de aciclovir no vitreo foram 0,25, 0,09, 0,06 ¢ 0,08 pg/ml, respectivamente 2,
9, 14 e 28 dias depois da injecdo. Nos estudos eletrofisiologico e de microscopia de
luz, os olhos que receberam injecdo intravitrea de 0,1 mg de aciclovir nao
apresentaram alteragdes funcionais ou histoldgicas. Os olhos injetados com 1 mg de
aciclovir apresentaram redugdo significativa da amplitude das ondas a e b no ERG ¢
desalinhamento dos fotorreceptores na microscopia de luz. Estes achados regrediram
no 15° dia. Os olhos que receberam injecdo intravitrea de 10 mg de aciclovir
apresentaram as mesmas alteragdes funcionais, mas que ndo regrediram apos o 15°
dia. A microscopia de luz, esses olhos apresentaram destruicdo da camada de
fotorreceptores e desorganizagdo de toda a retina. Na camada de células ganglionares
houve areas com auséncia de células da retina interna. A imuno-histoquimica mostrou
lesdo das células de Miiller e apoptose de fotorreceptores apenas nos animais

injetados com 10 mg.

CONCLUSOES: A meia-vida do aciclovir no vitreo apos inje¢do intravitrea é muito
curta para a sua detec¢ao em dias. Os resultados funcionais e morfoldgicos sugerem
que a injecdo intravitrea de aciclovir em coelhos causa alteragdes toxicas dose e
tempo dependentes nos fotorreceptores € nos neurdnios pds-receptorais da retina. A
dose de 0,1 mg de aciclovir parece ser segura para injecao intravitrea em coelhos e

pode ser utilizada em modelos experimentais de uveite ou retinite viral.

Descritores: (1) Coelhos. (2) Aciclovir/toxicidade. (3) Injecdo intravitrea.

(4) Retinite/terapia. (5) Testes de toxicidade. (6) Eletrorretinografia.
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Takahashi BS. Pharmacological, electrophysiological, immunocytochemical and
morphological study of intravitreal injection of aciclovir in rabbits [thesis]. Sao

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2016.

OBJECTIVE: The gold standard for the treatment of acute retinal necrosis is the use
of systemic intravenous acyclovir. Nevertheless, as a rapidly progressive disease, use
of intravitreal acyclovir injection at the time of diagnosis may be a second therapy
until the systemic acyclovir reaches therapeutic levels in the retina. The aim of this
experimental study was to determine pharmacological levels of the drug in the
vitreous within days and to determine the functional and morphologic effects of
acyclovir in the retina of healthy rabbits, after intravitreal injections in different

dosages.

METHODS: We have used 32 albino New Zealand rabbits for the pharmacologic
experiments and 86 pigmented Dutch Belted animals for -electrophysiology,
immunochemistry and morphology. Thirty rabbits were used for the
electrophysiological study, 36 were used for the light microscopy morphology and 20
animals were used for immunochemistry morphology. For the half-life study, the 32
albino rabbits received a 1mg acyclovir intravitreal injection and they were
euthanized at 2, 9, 14 and 28 days. For functional and morphologic evaluations, the
66 pigmented animals received one of 3 intravitreal dosages of acyclovir (0,1; 1 or 10
mg) in the right eye and saline in the left eye. For the functional evaluation, 30
pigmented animals underwent electroretinography before the injection and on days 2,
7 and 15 after the procedure. For the histology with light microscopy, 36 animals

were euthanized on days 2, 7 and 15 after the injection. Twenty rabbits that received 1
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and 10mg of acyclovir were euthanized on day 5 were used for the

immunohistochemistry to evaluate apoptosis, with GFAP, DAPI and vimentin.

RESULTS: For the pharmacology study, the mean acyclovir concentrations when
Iug/ml was injected into the vitreous were respectively 0,25; 0,09; 0,06 e 0,08ug/ml
on days 2, 9, 14 and 28 after injected. The eyes that received 0,1 mg acyclovir showed
no functional or histological alterations. The eyes injected with 1 mg acyclovir had
significant reduction on a and b waves amplitude and photoreceptor misalignment,
which regressed on day 15. The 10mg injected eyes, showed the same
electrophysiology changes. The retinas of those animals had photoreceptor layer
destruction and total retina disorganization. In the ganglion cell layer, there were
areas of absence of internal retinal cells. The immunohistochemistry showed Miiller

cells lesion and photoreceptor apoptosis in the 10mg animals.

CONCLUSIONS: Acyclovir half-life is too short for its detection within days. The
functional and morphological results suggest that the intravitreal acyclovir injection in
rabbits cause toxic changes that are dose and time dependent on photoreceptors and
post-receptor neurons in the retina. The 0,1 mg acyclovir dosage seems to be safe for
intravitreal use in rabbits and may be studied in experimental models of viral uveitis

or retinitis.

Descriptors: (1) Rabbits. (2) Acyclovir/toxicity. (3) Intravitreal injection.

(4) Retinitis/Therapy. (5) Toxicity tests. (6) Electroretinography.



1. Introducéo




A necrose aguda de retina (NAR) ¢ uma retinite causada por virus da familia
Herpesviridae, rapidamente progressiva € com progndstico visual ruim se nado
reconhecida e tratada de pronto." ? Atualmente, o tratamento de escolha é o uso
sist€émico de aciclovir endovenoso, o que ndo cessa imediatamente a atividade da
doenca no olho acometido.” Além disso, os efeitos colaterais do medicamento
endovenoso, como cefaleia, tontura, fadiga, febre, insuficiéncia renal e gastrite podem

limitar o seu uso em pacientes mais debilitados.*”’

As lesdes retinianas comegam a regredir quase 4 dias depois do inicio do
tratamento endovenoso,’ assim como lesdes novas deixam de aparecer apds 48 horas
do inicio do tratamento. O uso de medicacdo intravitrea pode ser uma via
complementar de tratamento para que a droga possa atingir a retina acometida em
menor tempo, sem substituir a droga sist€émica para que o outro olho também seja

tratado, evitando assim a manifestacao contralateral.

O uso de aciclovir intravitreo pode ter efeitos toxicos para a retina e a coroide
e sdo necessarias pesquisas de toxicidade in vitro e in vivo para determinagdo da dose
adequada para tratamento sem causar maior dano a retina. E necessaria a
determinagdo da dose segura, aquela que ndo causa lesao morfoldgica ou funcional a
retina, para entdo ser possivel estudar a dose terapéutica da droga intravitrea e a sua
posologia, antes do uso em pacientes doentes. Este estudo experimental em coelhos
tem como objetivos determinar a meia-vida do aciclovir no vitreo apds a injecao
intravitrea e os efeitos funcionais e morfoldgicos na retina da injecao intravitrea do

aciclovir em olhos de animais saudaveis.



2. Objetivos




1.

Determinar a farmacocinética do aciclovir apos injecao intravitrea em olhos de
coelhos, com a determinag¢do da meia-vida no vitreo e dos niveis séricos da
droga.

Determinar os efeitos toxicos na retina de trés doses de aciclovir injetados
intravitreo: 0,1 mg, 1 mg e 10 mg por meio de:

a) Avaliagdo funcional (eletrorretinograma de campo total)

b) Avaliagdo anatomica (histologia com microscopia de luz e imuno-

histoquimica).



3. Revisao da literatura




Os virus podem infectar qualquer parte dos olhos causando blefarites,
conjuntivites, ceratites, uveites e retinites. As infecgdes retinianas mais comuns sao
causadas pela familia Herpesviridae, que inclui virus como virus herpes simplex tipos
1 e 2 (HSV-1 e HSV-2), citomegalovirus (CMV) e virus varicela zoster (VZV).'
Retinites por CMV sdo a causa mais comum de retinite infecciosa adquirida
principalmente por imunodeficiéncias como AIDS e neoplasias. Outros virus
acometem mais raramente a retina, sendo geralmente em momento de doenga
sistémica aguda, como virus Epstein-Barr, influenza e, mais recentemente, o virus

Zika. !l 12

3.1. Necrose aguda de retina

O Herpes Simplex Virus (HSV) é um virus de &cido desoxirribonucleico
(DNA) que pertence a subfamilia Alphaherpesvirinae da familia Herpesviridae. Entre
os membros dessa subfamilia (HSV-1, HSV-2 e VZV), as infec¢des oculares sao mais
comumente causadas pelo HSV-1 e podem se manifestar como conjuntivite, ceratite,
uveite e necrose aguda de retina (NAR). A necrose aguda de retina também pode ser

causada pelo HSV-2, pelo VZV e mais raramente pelo CMV."*"”

3.1.1. Epidemiologia

O acometimento ocular por HSV ¢ a principal causa infecciosa de cegueira em

paises desenvolvidos.'® Estima-se que 40.000 casos novos de visio subnormal
L 19 .

monocular ou cegueira sdo causadas anualmente por herpes no mundo. ~ Na retina, a

infeccdo pelo HSV causa a NAR. Ela foi descrita pela primeira vez em 1971 por

Akira Urayama, que a cunhou como uveite de Kirisawa.”’ Entretanto, a primeira



descricdo na literatura de lingua inglesa foi em 1977.%' por Willerson e o termo NAR
foi somente usado em 1978 por Bird e Young, quando a doenca ainda era considerada
bilateral.”*** Os primeiros casos unilaterais da doenca foram descritos em 1980 e, em
1982 foi proposto o termo Necrose Aguda de Retina sem a descri¢do bilateral** > A
incidéncia de NAR no Reino Unido ¢ de 1 caso para cada 1,6 a 2 milhdes de
habitantes por ano.”® A incidéncia minima mundial é de 0,63 casos por milhdo de
habitantes e no Japao essa infeccdo € responsavel por 1,3% dos casos de uveite
endogena.”"?’” Embora a NAR seja uma doenca rara, ¢ devastadora para a visio do
paciente, principalmente quando o diagnostico ¢ demorado e o tratamento postergado.
A retinite é rapidamente progressiva e tem progndstico visual ruim.”” Ela acomete

individuos de qualquer idade, sexo ou estado imunoldgico e a perda visual resultante

¢ muito acentuada e debilitante.

3.1.2. Etiologia

Os diferentes virus que podem causar a NAR conferem diferencas clinicas
entre os pacientes. A NAR causada pelo VZV ¢ mais severa e mais rapidamente
progressiva, com maior chance de ocorrer descolamento de retina e perda de visao,
quando comparada a casos afetados por HSV.” Apesar de acometer principalmente
pacientes sauddveis, a infec¢ao retiniana por VZV além de ser um agente mais
virulento do que HSV, ocorre em pacientes mais idosos, o que pode favorecer o pior

1.>* HSV-2 é uma causa importante da doenca em pacientes mais

prognoéstico visua
jovens, atingindo pessoas com média de idade de 21 anos em comparagdo a média de

41 anos dos pacientes que apresentaram a doenca causada por VZV.*’ Pacientes com

retinite causada por VZV tém risco 2,5 vezes maior de descolamento de retina durante



0 seguimento, € maior risco de apresentar acuidade visual pior do que 20/200 em 12
meses.”® O mesmo achado de maior incidéncia de descolamento de retina em

pacientes com retinite causada por VZV foi observado em outros estudos.*

Apenas cinco anos depois da descricao das caracteristicas clinicas da doenga,
estudos da causa da doencga foram publicados. Um paciente acometido com a necrose
retiniana autorizou a enucleagdo do seu olho sem percepcao luminosa quando ele
comecou a desenvolver os mesmos sintomas no olho contralateral.'* O olho retirado
foi analisado por histologia, microscopia eletronica, e foram feitas diversas culturas
com o material. Uma parte homogénea do espécime foi injetado no espaco
subretiniano de um macaco, de um coelho e na cavidade peritoneal de camundongo.
Na histologia, leucécitos (macrofagos, linfocitos, neutréfilos) estavam presentes em
todas as estruturas oculares, desde o endotélio corneano até iris, trabeculado e vitreo.
O nervo Optico estava necroético, e infiltrado com plasmocitos, infiltragdo também
observada na coroide e na coriocapilar. Havia necrose de todas as camadas da retina,
com extensao do nervo oOptico até a ora serrata. Na microscopia eletronica, virus da
familia do herpes foram visualizados nos espagos extracelular, intracelular,
intranuclear em todas as camadas retinianas, mas nao na coroide, esclera ou segmento
anterior do olho. Na cultura viral, houve o crescimento de virus da familia herpes.
Essas caracteristicas histologicas mostraram-se similares as encontradas previamente

em retina de pacientes sabidamente portadores de doenca herpética,'> '

como 0s
pacientes que faleceram por encefalite causada por Herpes. Outro estudo conseguiu
demonstrar virus da familia do herpes na retina de dois pacientes com NAR, via

microscopia eletronica e imunocitopatologia. O VZV cresceu em cultura do vitreo de

um dos olhos enucleados, comprovando a etiologia da necrose.



3.1.3. Patogénese

O segmento posterior dos pacientes com NAR ¢ atingido de 3 maneiras:
vasculite, necrose retiniana e vitreite.*> A vasculite comeca nas artérias, causando
embainhamento dos grandes vasos e estreitamento vascular. A necrose aparece como
areas esbranquigadas na retina periférica. O aparecimento da vasculite e da necrose
pode ser concomitante. Acredita-se que a necrose seja causada por morte celular
devido replicagdo viral e por necrose isquémica devido a vasculite. A vitreite € leve
no inicio da doenca, mas com a necrose retiniana, mais células necroticas aparecem

na cavidade vitrea.

3.1.4. Aspectos imunolégicos

Testes imunoldgicos dos pacientes mostram que a imunidade humoral e
celular dos acometidos com essa retinite podem estar dentro da normalidade.*
Existem algumas evidéncias da associacdo de NAR com alguns alelos, sugerindo uma
predisposicdo genética. Um estudo mostra que 50% dos pacientes com NAR
apresentam antigeno HLA-DQw7 em comparacdo com 19% dos controles pareados,
assim como 16% dos pacientes apresentaram fendtipo HLA-Bw62, DR4, sugerindo
predisposi¢do para a doenca ocular inflamatéria.” Outro estudo demonstrou que
HLA-DR9 pode estar relacionado a formas mais graves da retinite, também sugerindo
que pode haver predisposicao individual quando considerada a severidade da
doenca.*® Além da predisposicio genética, ha estudo de caracteristicas clinicas dos
pacientes que podem predispd-los a retinite por herpes: historia de herpes neonatal,
trauma periocular, doses altas de corticosteroides, cicatrizes retinianas prévias por

coriorretinite infecciosa.’’
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3.1.5. Manifestagoes clinicas

Os principais sintomas na apresentagao da NAR sdo: baixa visual, que pode
iniciar com discreto embacamento visual ou até perda subita e severa da visao, além
de fotofobia, dor ocular ou periorbital, e sintomas inespecificos de olho vermelho.
Nesse momento, ja pode haver sinais como iridociclite, vitreite, retinite necrotizante,
vasculite de artérias e veias, edema de macula e papilite.”> > A retina periférica é
geralmente atingida primeiro, com o aparecimento de lesdes multifocais profundas,
brancas,”® mas também podem comecar no polo posterior, em alguns casos até com
descolamento de retina exsudativo transitorio.** A retinite pode permanecer de 4 a 12
semanas antes da resolu¢do da doenga quando nao houver tratamento. Nesses casos,
ha regressdao da necrose da retina, com resolucdo de fora para dentro das lesoes,
deixando a retina atrofica e delgada. Podem ocorrer, entdo, as complicacdes da
infeccdo como oclusdes vasculares e descolamentos de retina. Um estudo de
tomografia de coeréncia 6ptica (OCT) de casos com NAR mostra que as lesdes
amarelas agudas aparecem como altamente refletivas nas camadas internas da retina,
com desorganizacdo da estrutura retiniana. Quando ha cicatrizagdo das lesdes

amarelas, ha atrofia retiniana residual.*’

Em 1994, a Sociedade Americana de Uveites definiu os critérios para o
diagnostico da doenga: (1) presenga de um ou mais focos de necrose retiniana com
bordas pouco definidas localizadas na periferia da retina, com extensao
circunferencial; (2) evidéncia de vasculopatia oclusiva com envolvimento arterial; (3)
presenca de células no vitreo ou na cdmara anterior.* O acometimento inicial ¢
geralmente unilateral, e o progndstico € reservado. O rapido diagndstico clinico, com
tratamento imediato € essencial para diminuir a perda de visdo, € minimizar a chance

da doenga se tornar bilateral.
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Quando a doenga se torna extensa, o prognostico visual ¢ mais reservado por
isquemia retiniana ou descolamento de retina, tanto regmatogénico como tracional, ou
mesmo uma combinagdo dos dois, descolamentos esses de dificil tratamento

cirargico. Essas complica¢des podem acontecer até anos depois da infecgdo.® 1+

Um estudo demonstrou que 75% dos pacientes com NAR evoluiram para
descolamento de retina. Quarenta e quatro por cento desses pacientes com
descolamento de retina foram submetidos a cirurgia, mas algum resultado anatomico
satisfatorio foi alcangado em apenas 22% dos olhos operados. Ou seja, apenas quatro
de 18 olhos operados, dos 41 olhos originalmente com descolamento de retina.
Apenas dois desses quatro olhos alcancaram acuidade visual 20/400 ou melhor.”*> O
prognostico visual dos pacientes que ndo desenvolveram descolamento de retina foi
melhor porque a doenca poupava o polo posterior, e 77% desses pacientes sem

descolamento permaneceram com acuidade visual 20/50 ou melhor.

O paciente diagnosticado com NAR deve ser rapidamente tratado com
aciclovir endovenoso, com corticoide associado. Mesmo com o tratamento adequado,
o olho acometido pode desenvolver inflamagao severa no segmento posterior do olho
ou descolamento de retina. Blumenkranz e cols. demostraram que 13 olhos de 12
pacientes evoluiram com complica¢des mesmo sendo tratados de forma precoce.’
Onze dos 13 olhos desenvolveram descolamento de retina, em média 59 dias depois
de iniciado o tratamento. E sete desses olhos ficaram com acuidade visual de 20/400
ou pior depois do tratamento. Quando o paciente ¢ tratado com aciclovir endovenoso
e ndo ha descolamento de retina, ha regressao lenta da periferia da lesdo para area
central, momento também em que pode haver o aparecimento de opacidades vitreas e
sua organizacao. Nesse processo de cicatrizacao, pode haver perda stbita de visdao por

oclusdo vascular. A retina cicatrizada adquire coloragao acinzentada depois da
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resolucao da doenga, com limites nitidos entre a retina saudavel e a retina doente.
Além disso, sem tratamento sistémico adequado, aproximadamente um terco dos olho
contralaterais desenvolvem a retinite também.”> Outras causas para o prognostico
ruim nessa doenca incluem rubeosis de iris, glaucoma secundario, atrofia Optica

isquémica, neovascularizacio retiniana com hemorragia vitrea.**

Sugere-se a realizacdo de fotocoagulacao profilatica para minimizar o risco de
descolamento de retina.” O tratamento deve ser efetuado o mais anterior na retina
possivel, limitando a retina isquémica e a retina preservada. A fotocoagulacao com
laser ndo impede a formagdo de novas lesdes, € novas sessdes de fotocoagulacao

podem ser necessarias.

As causas de baixa visdo mesmo depois da cirurgia incluem neuropatia optica,
formacao de buraco macular, membrana epirretiniana, hipotonia e descolamento de
retina persistente.’® Nesses casos, deve-se considerar o tratamento cirGrgico
(vitrectomia posterior, introflexdo escleral ou wuma combinacdo dos dois
procedimentos).””*’ Recomenda-se o uso de 6leo de silicone no procedimento, e o
prognodstico visual depende da visdo inicial.”® Um estudo publicado por Hillenkamp e
cols. demonstrou que a realizagdo de vitrectomia precocemente, com lavagem do
vitreo com aciclovir 40 mg/ml foi associada a menor incidéncia de descolamentos de

retina, apesar de ndo mudar o prognéstico visual.*®

Matsuo T e cols. mostrou que ha fatores que podem predizer o progndstico
visual de pacientes que apresentam a NAR.*® Pacientes com acuidade visual final
melhor ou igual a 20/30 foram comparados a pacientes com acuidade visual final pior
que 20/600 e observou-se que os pacientes com visdo ruim desenvolveram na sua
grande maioria descolamentos de retina além de alguns que apresentaram exsudatos

maculares. Pacientes mais velhos tiveram um curso da doenca mais reservado. Outros
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sinais de prognostico ruim foram: velocidade de extensao da doenga, maior area de
necrose, acometimento de polo posterior, adesdao vitreo-retiniana, arterite a partir do
nervo optico, pequena amplitude de onda a e onda b na eletrorretinografia além de um
achado estatisticamente nao significativo de niveis circulantes de imunocomplexos
mais altos. Nesse estudo, doses altas de aciclovir ndo evitaram a baixa acuidade visual
de alguns pacientes. Dessa forma, quando considerar o tratamento em alguns
pacientes com NAR, deve-se avaliar a dosagem de aciclovir e corticoide e
fotocoagulagao profilatica em alguns pacientes, de acordo com as caracteristicas de
inicio da doenga. Outro estudo demonstrou que acuidade visual inicial baixa e
desenvolvimento de descolamento de retina sdo fatores preditivos negativos para o
progndstico visual.”’ Um tltimo estudo mostrou que o acometimento de menos de
25% da retina conferiu melhor prognostico visual e menor chance de desenvolver
descolamento de retina. Ao mesmo tempo, olhos com papiledema na apresentacao
inicial ou olhos com mais de 50% de envolvimento da retina tiveram progndstico
visual mais reservado, com maior chance de desenvolver descolamento de retina. O

uso de fotocoagulagdo profilatica diminuiu a chance de descolamentos de retina.*'

3.1.6. Diagnéstico

O diagnostico da NAR ¢ clinico, mas alguns exames laboratoriais podem
auxiliar, como a reacdo em cadeia da polimerase de humor aquoso ou vitreo.”>>* A
reacdo em cadeia da polimerase do vitreo tem melhores resultados positivos, mas a
sua coleta é mais dispendiosa e mais trabalhosa do que a coleta de humor aquoso.”* >’
Como o resultado de qualquer exame laboratorial pode demorar de 48 a 72 horas para

ser confirmado, € essencial que o paciente inicie tratamento etinite. O tratamento pode

ser alterado em 1/5 dos casos devido resultado laboratorial, na sua maioria, nos
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pacientes imunocomprometidos. Exames soroldgicos nao precisam ser positivos,

mesmo quando nao houver alteragao dos titulos séricos porque a infec¢ao ocular nao ¢

suficiente, com a producdo local de anticorpos, para aumentar titulos dos anticorpos
A . 14 . . , . .

sist€émicos. O estudo conjugado de anticorpos séricos e locais pode aumentar a

chance de positividade em 86%.°

Quando a doenga esta avancada e ja compromete toda a retina, o diagndstico
ja ¢ mais facil. Nos estdgios iniciais da NAR, as alteragdes retinianas podem ser
confundidas com sindrome de Behcet, sarcoidose, sifilis, retinite por CMV ou
toxocariase.’” >® Essas doencas com as quais pode haver confusdo tem um curso mais
lento do que NAR. Assim, a avaliacdo da retina em dias consecutivos € a observacao

que as lesdes estao se expandindo pode ser um sinal clinico que se trata de retinite

causada por herpes. >’

3.1.7. Tratamento

O tratamento da NAR ¢ o uso sistémico de antiviral. O antiviral mais utilizado
¢ o aciclovir, por ser um dos mais antigos, estudados e por ser mais barato que outros.
O aciclovir ¢ uma droga que inibe a replicagdo viral e tem boa seletividade contra os
principais agentes etiologicos da NAR (HSV-1, HSV-2, VZV ¢ EBV).* ¢ A
molécula de aciclovir € convertida em monofosfato de aciclovir pela enzima timidina
quinase especifica dos virus. Em seguida, ¢ transformada em trifosfato pelas quinases
celulares. O trifosfato de aciclovir ¢ a forma ativa da droga e inibe seletivamente a

DNA polimerase dos virus, inibindo, portanto, a replicagdo viral.20%

r

No tratamento da NAR, o aciclovir ¢ administrado por via endovenosa e,

posteriormente, oral. O tratamento endovenoso evita novas lesdes somente apos a
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droga atingir dose terap€utica intraocular, o que acontece apenas 48 horas depois do
inicio da sua administracdo.” A dose endovenosa preconizada ¢ de 10 mg/kg a 15
mg/kg de 8/8 h, a meia vida sérica da medicagio ¢ de aproximadamente 3 horas.”” No
entanto, ha grupos que adotam 15mg/kg num primeiro momento, antes do resultado
soroldgico, para ja iniciar tratamento de NAR por VZV caso este seja o agente
patogénico. Uma vez estabelecido o agente, caso este seja HSV, a dosagem ¢ ajustada
para 10 mg/kg novamente.** Uma vez que a doenca ¢ rapidamente progressiva e o
tratamento s6 tem efeito terapéutico 2 dias depois de iniciado, € essencial que o
diagnostico seja feito precocemente € o tratamento seja instituido imediatamente. O
inicio da regressdao das lesdes comeca em média 3,9 dias depois do inicio do

tratamento, e novas lesdes ndo aparecem depois de 48 horas da terapéutica.’

O tratamento sistémico nao evita descolamentos de retina ou inflamagao do
segmento posterior do olho acometido. Como o olho contralateral pode ser afetado de
semanas a varios anos apos o primeiro olho, ¢ necessario realizar o tratamento
sist€émico endovenoso por 1 semana a 10 dias, seguido de 4 a 6 semanas de aciclovir
oral em doses de 2 a 4 g por dia.”® As medicacdes orais mais usadas sdo: aciclovir 800
mg 5 vezes por dia, valaciclovir 1 g 3 vezes por dia ou famiciclovir 500 mg 3 vezes
por dia.’® Observou-se que 75,3% de olhos contralaterais de pessoas tratadas com
aciclovir sistémico permaneceram sem acometimento retiniano, enquanto apenas
35,1% dos pacientes ndo tratados com o antiviral tiveram doenca unilateral no prazo
de 2 anos do diagnéstico inicial.' Recomenda-se iniciar tratamento com antiviral de
24 a 48 horas antes do corticosterdide sistémico, que visa diminuir a reacao
inflamatéria. O uso conjunto de aspirina 100 mg/dia quando HSV e 200 ou 300
mg/dia quando infec¢ao causada por VZV ¢ indicado para evitar as formas severas da

doenca com flebite e arterite oclusiva da retina.** Vitrectomia geralmente ¢ realizada
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apenas quando o paciente apresenta descolamento de retina regmatogénico, mas ha
estudos que mostram vantagens na sua realizacdo profilatica com o objetivo de
amenizar as opacidades vitreas, para prevenir a tragdo vitrea, para diminuir a
quantidade de cé€lulas inflamatorias e citocinas, para confirmacao do agente causal da
infeccdo através da coleta de material durante a cirurgia, além de seu uso profilatico
para descolamentos.”*” O uso de aciclovir sistémico ndo ¢ livre de efeitos colaterais.
. ~ 7 J 68 , ~
A medicagdo ¢ nefrotdxica,” e o seu acimulo em grandes concentragdes pode causar

toxicidade para o sistema nervoso central.”’

Valaciclovir ¢ uma pro-droga do aciclovir, que se converte em aciclovir
rapidamente depois da administragdo oral. Essa droga tem trés vezes a bioviabilidade
do aciclovir oral devido a sua melhor absor¢do na parede intestinal. Apesar do uso
sistémico de aciclovir endovenoso ser o tratamento mais utilizado, a observagao que
niveis séricos e vitreos de aciclovir 24 horas depois da administragao oral de
valaciclovir alcan¢a a concentracdo minima inibitoria torna essa medicacdo uma
alternativa mais conveniente do que o aciclovir.”” " Além disso, outra vantagem &
que a terapia oral causa pico de concentragdo sérica mais baixa, que diminuiria o risco
de toxicidade renal, hepatica, e de sistema nervoso central, presente com o uso do
aciclovir endovenoso.”””® No entanto, o valaciclovir ¢ uma droga bem mais cara que
o aciclovir e ndo existem estudos comparativos entre aciclovir endovenoso e
valaciclovir oral, apenas relatos de caso. Um deles mostra que a retinite fica estavel
em 3 a 4 dias do tratamento com valaciclovir.”' Além disso, estudos de penetracio
ocular de aciclovir em animais mostrou que apds infusdo endovenosa de aciclovir,
valaciclovir, e val-valaciclovir em coelhos, apesar da bioviabilidade plasmatica ser
semelhante, as concentragao de aciclovir em humor aquoso eram maiores quando as

pro-drogas eram usadas. As pro-drogas nao puderam ser medidas no vitreo. Em grupo
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de pacientes com retinite tratado com valaciclovir ou famciclovir apresentaram inicio

de regressdo das lesdes retinianas em 4 dias , com resolucdo completa em 14 dias.”

Apesar do esquema terapéutico mais utilizado ser apenas o uso sistémico de
aciclovir, ha estudos que comparam o tratamento sistémico exclusivo com a
combinacdo de droga sistémica e local. A ideia da injecdo intravitrea visa a obtencao

. ;. . 75 .. ~
de acesso satisfatorio do segmento posterior do olho,”” uma vez que a administragao
sist€émica encontra as barreiras hemato-retinianas, que diminuem a sua penetracao.
Em um estudo comparativo de medicagdo sistémica versus sistémica associada a
intravitreo, o tratamento sistémico (com aciclovir, valaciclovir ou famciclovir)
combinado a inje¢do intravitrea de foscarnet ou ganciclovir teve uma maior chance de
melhorar a visdo em pelo menos duas linhas em comparagdo com os pacientes
tratados apenas com droga sistémica.”” Estudos demostraram que houve menor risco
de descolamentos de retina regmatogénicos quando o paciente foi tratado

concomitantemente com Foscarnet intravitreo.?> 7% 7

Um grupo estudou niveis de aciclovir no humor aquoso e no vitreo depois de
uso tdpico ou injecdo subconjuntival de Aciclovir em coelhos.” Doses terapéuticas
nao foram alcangadas intravitreo com o uso de colirio como forma de instilacdo. O
uso de aciclovir 25mg subconjuntival alcangou doses terapéuticas no vitreo apenas
nas primeiras horas, € seria necessario manter injecoes recorrentes no mesmo dia para
que esses niveis pudessem ser mantidos, uma vez que as concentragcdes da droga apds
18h da aplicagdo eram terap€uticas apenas para HSV1. Nao existem estudos
publicados atualmente para a deteccdo de concentracdo vitrea de aciclovir apos
tratamento endovenoso com a medicacdo. Ha estudo anterior, usando imuno-
histoquimica, ainda ndo publicado que mostrou que 8h apods injecdo intravitrea de

aciclovir em coelhos, a droga ja estava presente em todas as camadas da retina. Apds
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o mesmo periodo depois de injecao endovenosa de Aciclovir, ndo houve deteccao de

droga na retina de nenhum dos animais tratados.

O uso de drogas intravitreas comecou em 1973, com inje¢do intravitrea de
antibidticos para endoftalmite.”*® A utilizagdo dessa forma de administragio diminui
possiveis efeitos colaterais sistémicos e aumenta a velocidade de acdo do
medicamento, alcangando os niveis terapéuticos rapidamente, apesar da possibilidade
de toxicidade local aumentada e riscos inerentes ao procedimento como endoftalmite,
descolamento de retina e catarata por toque do cristalino pela agulha.®' A barreira
hemato-retiniana, representada pelas células do Epitélio Pigmentado da Retina e pelas
tight junctions dos capilares retinianos, ¢ ainda pouco compreendida. Diferente da
barreira hemato-encefalica, ndo ha estudos de transportadores ou da expressao
metabolica enzimatica nessa barreira. O fluxo coroidiano ¢ alto, proporcionalmente ao
tamanho do 6rgdo, mas ¢ uma fracdo muito pequena quando comparado ao fluxo de
todo o corpo.®” Depois do advento de drogas antiangiogénicas, a injecdo intravitrea
tornou-se um procedimento amplamente difundido.®*™® O inicio do tratamento local
da NAR com injegdes intravitreas alcancaria dose inibitéria minima até que doses

terapéuticas intraoculares sejam alcancadas depois do uso de medicacao sistémica.

Hé casos que precisam de mais de uma inje¢do intravitrea de antiviral, nos
estudos com ganciclovir ou foscarnet.”> No entanto, essas drogas sdo mais caras, e
ndo tem acesso universal, j& que sdo encontradas apenas em ambientes hospitalares. A
doenca, quando tratada com administracdo de drogas por via endovenosa e intravitrea,
entra em inatividade em média 39 dias depois do inicio do tratamento, versus média

de 57 dias quando apenas tratamento intravenoso.

Drogas para tratamento intravitreo de NAR ja foram testadas anteriormente

para avaliagdo de toxicidade e farmacocinética.?” *® A unica descricdo do uso de
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aciclovir ¢ de um estudo de 1984, que usou poucos animais, sem grupo controle e sem
testar todas as doses em todos os animais. Nesse estudo, doses inferiores a 120 pg/ml
foram consideradas nao toxicas, recomendando-se uso de 80 pg/ml nas injegdes
intravitreas.*® O mesmo grupo fez um relato de caso de dois pacientes que foram
submetidos a vitrectomia posterior com introflexdo escleral para diminuir o risco de
descolamento de retina, com infusdo continua intraoperatoria de solugao contendo
sulfato de gentamicina e aciclovir.”® Apenas esses dois casos foram relatados, com
infusdes diferentes: em um deles foi usado gentamicina 4pg/ml com Aciclovir 10
pug/ml e no outro paciente usou-se aciclovir 40 pg/ml, gentamicina 4 pg/ml e
dexametasona 6 pg/ml. Ambos olhos apresentaram eletrorretinografia normal no pés
operatorio. Outros estudos com injecdes intravitreas usaram outras drogas como

Ganciclovir, Foscarnet.”® 4% 8891

As primeiras injecOes intravitreas de Ganciclovir foram feitas em pacientes
imunocomprometidos que nio toleravam tratamento sistémico de retinite por CMV.’*
% Em um estudo, 200 pg/0,1 ml de ganciclovir causou redugio de 20% na amplitude
da onda b no ERG mesmo 4 meses depois da inje¢dao, com destruicdo e degeneracao
de diferentes organelas em células de todas as camadas retinianas. Outro estudo
mostrou caso de toxicidade acidental por ganciclovir por uso de dosagem exagerada
da medicacdo intravitrea.*® No pacientes relatado, 40 mg/0,1 ml foi injetado por erro
de dilui¢do e mesmo sendo submetido a cirurgia de vitrectomia logo apods a injecao,
houve necrose retiniana, hemorragias intrarretinianas, espessamento da retina no feixe
papilo-macular, esclerose vascular. A toxicidade por ganciclovir aconteceu pela
saponificagdo dos acidos graxos das membranas celulares devido a natureza alcalina
da soluc¢do, por dano osmotico causado pela alta concentragao da solucdo injetada que

causa dano celular direto e pela precipitagio da medicacdo na retina, também
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causando dano direto nas membranas celulares. Quando o foscarnet intravitreo foi
usado concomitante ao tratamento sist€émico com aciclovir, pacientes apresentaram

67% menor chance de desenvolver descolamento de retina regmatogénico.”

Em comparacdo com Foscarnet, Ganciclovir mantém niveis inibitorios
minimos até 72 horas de sua administragdo intravitrea na retina de coelhos saudaveis,
podendo ser usada no tratamento adjuvante na frequéncia de 2 vezes na semana.”* O
uso concomitante de Ganciclovir e Foscarnet também ja se mostrou seguro em
estudos eletrofisiologicos e histologicos em olhos de coelhos albinos e pigmentados,

mesmo quando hé inje¢des repetidas.”

Aciclovir ¢ uma droga classe III de acordo com o Sistema de Classificagao
Biofarmacéutica do Food and Drug Administration (FDA) americano. Nesse estudo
escolhemos essa medicagdo por ser uma droga mais acessivel e menos dispendiosa do
que outros antivirais. A concentracdo minima inibitoria de aciclovir ¢ de 0,02 a 13,50
ng/dl, de acordo com a bula da medicacao, dependendo do tipo de virus do herpes. O
teste de sensibilidade nao ¢ padronizado, e os testes laboratoriais ndo tém relacao
quantitativa com a resposta clinica de humanos. Os valores de concentragdo inibitoria
de 50% variam por causa das de vérias amostras de diversos virus e devido uso de
diferentes laboratérios.”™®” Mesmo com essa grande variagdo, as doses de aciclovir de
1 mg a 100 mg/ml como foram testadas no estudo alcancam a concentragdo inibitoria
minima. O uso de medicacao local aumenta a biodisponibilidade da medicagao para a
retina, com menor efeito colateral sistémico, mas ha maior chance de efeitos
colaterais para a propria retina.”®'?" Dessa maneira, ¢ importante que saibamos se as
doses testadas sdo seguras para a retina saudédvel, para que a droga nao cause maior
dano que a doenca ja estaria causando. A droga age contra os virus herpes simplex

tipos 1 e 2, e o virus da Varicella-zoster, através de sua alta afinidade pela enzima
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timidina quinase, importante na sua replicagdo. Essa enzima ¢ mais eficiente nos

HSV, justificando a melhor atividade anti-viral da droga contra esses virus.

3.2. Modelos experimentais para o estudo de toxicidade de drogas
3.2.1. Técnicas utilizadas nos modelos animais

Todas as drogas novas para uso oftalmologico devem ser testadas em modelo
animal para avaliacdo de toxicidade funcional e morfologica. Se houver modelos
animais das doencas a serem tratadas, esses estudos pré-clinicos de eficacia também
deveriam ser realizados. Os modelos animais também podem ser empregados para
observagao de efeitos colaterais de medicamentos sist€émicos (como a cloroquina), ou
para a pesquisa de drogas aprovadas para uso nao oftdlmico, mas que apresentam

efeito local (como triancinolona ou bevacizumabe).'®!

Ha diversos animais que podem ser empregados, € sua escolha depende de
similaridade com olho humano, preco de compra e de manutengdo, além de
experiéncias anteriores. O melhor modelo animal € o macaco, com estruturas mais
parecidas com a do humano, mas sdo animais caros e de dificil manipulagdo. Outros
animais usados, como coelhos, ratos e camundongos tém a retina muito semelhante a
dos humanos em termos de tipos celulares, propor¢do entre os tipos celulares e sua
distribuicdo em camadas. Esses animais sao bem mais baratos que os macacos, sao
criados em laboratorio e tém modelos experimentais conhecidos.'””. No entanto, a
retina desses animais ndo apresenta uma estrutura especializada como a macula,
Dentre essas espécies, os olhos de coelho sdo mais faceis de serem manipulados pelo

tamanho, considerando também que sdo animais doceis e faceis de manipular, com
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resultados de estudos retinianos conhecidos para testes anatomicos e funcionais de

toxicidade de outras medicagdes.' 0% 1% 103

3.2.2. Farmacocinética

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) determina a quantidade de
uma substancia em um meio em dado momento. Esse ¢ um método usado largamente
para determina¢ao de farmacocinética de uma substdncia mesmo quando uma
quantidade pequena do espécime ¢ coletada.'™ ' Esse método ¢ mais facilmente
empregado porque outras formas de deteccdo precisam de mais etapas de
procedimento, ou precisam de maior quantidade de volume do liquido em estudo. O
aciclovir ja foi estudado anteriormente para verificacdo de meia-vida sérica apds
tratamento endovenoso, com meia vida de 2,2 a 5 horas, e detectado no plasma até 18
h depois.'” "7 Nio existem trabalhos publicadas sobre a meia-vida de aciclovir no
vitreo, tanto apds injecdo intravitrea da droga quanto depois de tratamento
endovenoso. Ha apenas um estudo mostrando que ap6s 8 hs da infusdo, a droga nao

pode ser detectada nas camadas retinianas do coelho.'®®

3.2.3. Avalia¢ao funcional

Na avaliacao funcional, espera-se identificar a toxicidade da droga na retina, a
dosagem que causa a toxicidade, em quanto tempo ela causa algum dano, e
possivelmente como ela causa esse dano. Para testes de fungdo, o ERG ¢ o mais
comumente usado. Usa-se a resposta retiniana ao flash em estados adaptados ao

escuro ¢ ao claro, para checar a integridade do sistema de bastonetes e de cones.
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Durante o ERG de campo total, a retina do coelho ¢ estimulada com luz em
diferentes intensidades e diversas frequéncias e as respostas elétricas do tecido sdo
registradas para acompanhar o funcionamento de fotorreceptores e camada nuclear
interna da retina (células horizontais, bipolares e amacrinas), além de células da glia.
A onda a, primeira onda deflexdo negativa, reflete o grau de comprometimento dos
fotorreceptores, enquanto a onda b, positiva, representa como esta o funcionamento
das camadas mais internas da retina. Esses dados foram coletados de acordo com o

Porotocolo Internacional de Eletrofisiologia.

No ERG sao medidas as amplitudes das ondas a e b, além do tempo implicito.
A amplitude da onda a ¢ a medida entre a linha base e o vale depois do estimulo. O
tempo implicito da onda a ¢ o tempo entre a emissao do flash e o ponto minimo do
vale. A amplitude da onda b ¢ o valor menor do vale ao pico da onda b. O tempo
implicito da onda b ¢ a relacdo do tempo minimo entre o disparo do flash e o pico

maximo da onda b.

No estudo dinamico do ERG, também foi analisada a relacdo entre a
amplitude da onda b e a intensidade do estimulo luminoso. Para tanto, a amplitude da
onda b nos registros escotopicos em fungdo da intensidade do estimulo luminoso foi

modelada por uma sigmoide de acordo com a equagao de Naka-Rushton

ITl

V= Vmax.Kn—w

O V ¢ a amplitude do ERG, em pV, de acordo com uma intensidade I, esta em

J4

cdm?’/s; o Vmax ¢ a amplitude do ERG ap6s a luz que causa saturacdo maxima
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também em pV, e o K ¢ a intensidade do flash que causa essa metade da amplitude
maxima. Essa curva determina a localizacao da amplitude da resposta de acordo com

a energia do estimulo, permitindo verificar a sensibilidade da retina.

Os dados obtidos com essa andlise permitiram avaliar o dano funcional
causado aos bastonetes nos olhos injetados com aciclovir em fung¢dao do tempo,
através da razdo de V.. (olhos experimentais/controles, ou Ocxp/Ocont) Na condicdo
escotopica. A integridade funcional dos cones foi estudada através das razdes da
amplitude da onda b (Ocxp/Ocont) nas duas intensidades luminosas testadas na condicdo

fotopica.

3.2.4. Avaliagao morfoldgica

Depois do sacrificio, os estudos morfoldégicos mostram lesdes retinianas ou
auséncia delas de acordo com a quantidade de droga presente no vitreo. A
microscopia Optica de luz com hematoxilina e eosina demonstra a integridade
morfologica da retina, para avaliar a organizacdo das camadas e aspecto celular.
Enquanto isso, o exame de imuno-histoquimica permite a localizacdo de areas com
sofrimento celular ou com lesdo. A vimentina ¢ uma proteina presente em filamentos
intermediarios, que na retina marca as células de Muller. Essas mesmas células gliais
de Miiller da retina expressam GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) em resposta a
diversas condigdes patologicas, inclusive glaucoma, descolamento de retina e
degeneracdo. Elas aparecem em momentos de estresse oxidativo, degeneracdo de
fotorreceptores, isquemia e toxicidade. Por essa razao, ¢ um marcador muito utilizado
para avaliar a resposta da retina frente a alguma alteracdo ou lesdo,'” mesmo quando

o exame histologico parece estar preservado. Por fim, DAPI (4,6 diamidino 2-
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fenilindole) faz a marcagdo dos ntcleos, para melhor diferenciagdo das camadas

retinianas.

O TUNEL (in situ terminal deoxynucleotidtyl tranferase-mediated (TdT d-
UTP-biotin nick-end labeling) ¢ um ensaio consolidado para determinar a presenca de
fragmentos de DNA presentes nas cascatas de apoptose, € baseia-se na determinacao
dos fragmentos de DNA pela enzima deoxinucleotidil transferase terminal, que
cataliza a incorporagao de d-UTPs marcados com fluoréforos. A sua presenga

confirma dados de apoptose.



4. Métodos
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4.1. Desenho do estudo

Esse estudo experimental prospectivo foi conduzido em coelhos. Assim, neste
trabalho, foi escolhida a concentracao habitualmente utilizada por via endovenosa (50
mg/ml) como parametro e, a partir dai, foram usadas duas concentragdes menores
(1 mg/ml, 10 mg/ml), e uma concentragao maior (100 mg/ml), todos diluidos em soro
fisiologico estéril. O volume usado nos olhos dos coelhos foi de 0,1 ml. Portanto, as
doses utilizadas foram de 0,1 mg, 1 mg e 10 mg de aciclovir. O olho direito de cada
animal (OD) recebeu a injecdo do medicamento, enquanto o olho esquerdo (OE)
recebeu injecdo de soro fisiologico (SF) para que cada animal fosse o seu proprio
controle. Foi determinada meia-vida da droga no vitreo do coelho e comparada com
meia-vida sérica. Além disso, também foi realizado estudo de toxicidade com analise
morfologica, através de microscopia eletronica e imuno-histoquimica, e funcional da

retina, através de eletrorretinografia de campo total.

4.2. Aprovagio pelos Comités de Etica em Pesquisa

Os animais foram tratados de acordo com as Normas para o Uso de Animais
em Pesquisa Oftalmolégica e da Visdo, da Associacdo para Pesquisa em Visdo e

Oftalmologia (Association for Research in Vision and Ophthalmology, ARVO).

Este projeto foi aprovado e registrado pela Comissdo de Etica em Pesquisa
com Animal (CEPA) do Instituto de Psicologia da USP sob o processo nimero
171/10 e pelo Comité de FEtica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo sob o processo namero 007.210.

O projeto recebeu verba de financiamento para compra de animais e de

materiais pela FAPESP 2011/06924-4.
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4.3. Preparo dos animais

Trinta e dois coelhos albinos da raca New Zealand (Oryctolagus cuniculum) e
86 coelhos pigmentados da raca Dutch Belted de ambos sexos foram utilizados.
Destes, os 32 animais New Zealand foram utilizados no estudo farmacoldgico, 30
Dutch Belted no estudo eletrofisiologico, 36 Dutch Belted no estudo morfoldgico com
microscopia de Iluz e 20 Dutch Belted para estudo morfoloégico com

imunohistoquimica. Todos os animais do estudo pesavam entre 2 a 2,5 kg.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais no biotério do
Departamento de Psicologia Experimental do Instituto de Psicologia da USP, com
ciclo claro/escuro de 12 h/12 h, com temperatura controlada por volta de 25°C. Todos
os coelhos passaram por um periodo de adaptacdo ambiental de 3 dias antes que os

experimentos fossem iniciados.

Abaixo, descrigao dos procedimentos que se repetem ao longo do estudo:

a) Sedacdo: realizada com inje¢do intramuscular de 6,7 mg/kg de
cloridrato de xilasina 2% (Calmium®; Agener, Sdo Paulo, Brasil) e 50 mg/kg de
cloridrato de cetamina 10% (Ketamina®; Agener, Sao Paulo, Brasil).

b) Anestesia topica: através do colirio de cloridrato de proximetacaina
0,5% (Anestalcon®; Alcon, Sao Paulo, Brasil).

c) Antissepsia: imediatamente antes da injecao intravitrea de acyclovir foi
feita aplicagcdo de uma gota de iodopovidona 5% (Ophthalmos; Sao Paulo, Brasil) em
cada olho para antissepsia.

d) Injecdo intravitrea da medicacdo: imediatamente antes da injecao
intravitrea, foi realizada paracentese de camara anterior com agulha de 27 G acoplada

a uma seringa de insulina para diminuir a pressao intraocular e reduzir refluxo do
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medicamento. A injecao intravitrea foi feita com seringa de insulina e agulha 30 G, a
2 mm do limbo. Utilizou-se blefarostato para manter os olhos dos animais abertos
durante o procedimento, e a distdncia do limbo foi medida com compasso. Nao foi
realizada antibioticoterapia topica apoOs as injecdes, como nos estudos de prevencao
de endoftalmite em humanos.''® O aciclovir foi diluido em soro fisiologico estéril até
a concentracao desejada e 0,1 ml foi injetado diretamente no vitreo.

e) Os animais foram mantidos aquecidos em observagao até que
estivessem bem acordados para serem novamente alocados nas gaiolas.

f) Sacrificio: injecdo intracardiaca de 70 mg/kg de pentobarbital sodico

(Euthanyle®; Brouwer, Buenos Aires, Argentina), em animais previamente sedados.

4.4. Avaliagao clinica

Todos os animais do experimento foram submetidos a avaliagdo clinica
anterior e posterior ao procedimento. Os animais New Zealand utilizados no estudo de
farmacocinética foram examinados antes da injecdo intravitrea e 2, 9, 14 e 28 dias
depois do tratamento. A avaliacdo nos animais Dutch Belted utilizados nos estudos
funcional e morfoldgico, foi feita antes da inje¢do intravitrea e nos dias 2, 7 e 15 apos
a injecdo. Em todos os coelhos foram realizadas biomicroscopia com lampada de
fenda (Topcon modelo SL-3G; Topcon Medical Systems, Inc., Oakland, NJ, EUA) e
oftalmoscopia binocular indireta (Oftalmoscépio OSF 1.0; Eyetec, Sao Carlos, SP,

Brasil) com lente de +20 dioptrias.

Durante a biomicroscopia, foram analisados os seguintes sinais inflamatorios:
injecdo ciliar, hipopio, presenca de células inflamatoérias na camara anterior € no

vitreo anterior, formagao de catarata, opacidades vitreas, aspecto da retina e do nervo
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optico. A avaliacdo da reagdo inflamatoria foi realizada com uma fenda de 1x1 mm e
os achados foram quantificados de acordo com os critérios estabelecidos por Jabs e

colaboradores.'!!

4.5. Determinacao da meia vida com cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O estudo de meia-vida foi realizado no Laboratério do Departamento de
Produtos Farmacéuticos da Faculdade de Farmacia da UFMG, sob orientacao do Prof.

Dr. Armando da Silva Cunha Junior.

Para a determinag¢dao da meia-vida do aciclovir no vitreo, os animais foram
divididos em 4 grupos de 8 animais, para serem sacrificados em 2, 9, 14 ou 28 dias
apoés a injegao intravitrea. Todos os coelhos receberam 1 mg de aciclovir em 0,1 ml
no olho direito e 0,1 ml de soro fisioldgico no olho esquerdo. Apds o sacrificio de
acordo com o intervalo estabelecido, os olhos foram enucleados. O segmento anterior
e cristalino foram desprezados. O vitreo foi removido e congelado a -18°C para o
estudo de CLAE. Sangue periférico também foi colhido e congelado no momento do
sacrificio para determinacdo de doses sistémicas do aciclovir depois do tratamento
intravitreo. O sangue também foi congelado a -18°C para CLAE.

O método CLAE foi usado para terminar a concentragdo de aciclovir como

anteriormente descrito.' > O

sistema cromatografico era um aparelho Merck-
Hitachi LaChrom Elite com um auto-sampler e um tubo de 100 pL (modelo L-2200,
Merck-Hitachi, Alemanha), uma bomba com taxa de fluxo constante de 1,4 ml/min
(modelo L-2130, Merck-Hitachi, Alemanha), e um detector diodo com comprimento

de onda de 215 nm (modelo L-2450; Merck-Hitachi, Alemanha). A separacdo da

cromatografia foi feita com coluna Ace 5 C18 (250x4,6 mm 1id, Advanced
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Chromatography Technologies, Escocia) mantido a 50°C (coluna forno modelo L-
2300, Merck-Hitachi, Alemanha). Uma mistura de acetonitrilo (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e tampao de acido fosforico a 40 mM (Omega, Belo Horizonte, Brasil) em
pH de 3.0 (32:68 v/v) foi usado como fase mével. Nessas condigdes experimentais, o

tempo de retengao foi de 14,0 min.

Descricdo do experimento: as amostras de vitreo congelado foram
descongeladas em temperatura ambiente. Apos breve mistura, 500 pL da fase movel
foi misturada a 500 pL do vitreo e do sangue descongelados. Apds mistura por Imin,
as amostras foram filtradas (Durapore. 0,2 um, Milipore) e 100 pL foi injetado na
coluna. Para diminuir a variabilidade experimental, todas as amostras foram medidas

juntas no mesmo teste.

Uma solugdo padrao de metanol com Img/ml do aciclovir foi preparado. Essa
solucao foi colocada em vitreo e sangue de coelho livre de aciclovir, para preparo de
concentragOes diferentes da droga, com variagdes entre 0,25 a 15 pg/ml (0,25, 0,5,

2,0, 5,0, 10,0 e 15,0 pg/ml).

O modelo de farmacocinética ocular foi desenvolvido usando estudos prévios
de Kim.""> "% Todos os dados foram calculados de acordo com a equacdo 1, e a meia-

vida estimada foi calculada com a equagao 2.

1) C(t) = CoCXp(_kt)

2) T 12 = 0.693/k
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Na formula, C (ng/ml) e Cy (ng/ml) representam a concentragao de aciclovir
em qualquer momento e em ty, tgia) € 0 momento apds a injegdo e k (dia') ¢ a

constante.

4.6. Eletrorretinografia

Para a realizagao do ERG, as pupilas de ambos os olhos foram dilatadas com
colirio de tropicamida 1% (Mydriacyl®; Alcon, Sdo Paulo, SP, Brasil) e os olhos
foram anestesiados com colirio de cloridrato de proximetacaina 0,5% (Anestalcon”;
Alcon, Sao Paulo, SP, Brasil). Os animais foram adaptados ao escuro por 2 horas,
posicionados sobre um suporte adaptado ao Ganzfeld (LKC 2504B) e mantidos
aquecidos por uma coberta. Os estudos de eletrofisiologia foram realizados no
Laboratorio de Visao do Departamento de Psicologia Experimental do Instituto de

Psicologia da USP.

Para os animais do estudo de farmacocinética, a eletrorretinografia foi
estudada nos 8 animais que foram sacrificados apds 28 dias da injecao. A medigao foi
feita com 2, 9, 14 e 28 dias da inje¢do. O protocolo usado foi baseado no padrao
internacional para eletrorretinografia, da [International Society for Clinical
Eletrophysiology of Vision (ISCEV).'" Figura 1 mostra animal pigmentado
posicionado para realizagdo do exame. Toda manipulagdo dos animais foi realizada

com a utilizac¢ao de luz vermelha ap6s a adaptagdo ao escuro.
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Figura 1. Coelho pigmentado posicionado, mantido aquecido, com as lentes

corneanas, para realizagdo de eletrorretinografia.

As respostas do ERG foram registradas binocularmente por eletrodos
bipolares do tipo lentes de contato (Goldlens; Doran Instruments Inc., Littleton, MA)
sobre a cornea e um eletrodo terra (modelo E5; Technologies Grass, West Warwick,
RI) 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 os programas Excel e MATLAB para andlises estatisticas e

descritivas. A banda de passagem foi fixada entre 1 Hz e 300 Hz.
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O protocolo do ERG utilizou os seguintes estimulos:'"’

1) Escotopicos: a) foram emitidos 10 flashes de 0,00095 cd.s/m” com
intervalos entre flashes (IEF) de 5 s; b) apos 10 s de adaptagdo ao escuro, foram
emitidos 6 flashes de 0,0095 cd.s/m* com IEF de 5 s; ¢) ap6s 20 s de adaptacdo ao
escuro, foram emitidos 6 flashes de 0,095 cds/m?* com IEF de 10 s; d) apds 1 min de
adaptacdo ao escuro, foram emitidos 6 flashes de 095 cd.s/m* com um IEF de 10 s.

2) Escotopico méximo: apdés 1 min de adaptacdo ao escuro, foram
emitidos 3 flashes de 9,5 cd.s/m? com um IEF de 15 s.

3) Fotdpico: apds 2 min de adaptacio a luz de fundo de 25 cd/m* (luz

branca); foram emitidos 6 flashes de 9,5 cd.s/m* com um IEF de 5 s.

No estudo dindmico do ERG, também foi analisada a relagdo entre a
amplitude da onda b e a intensidade do estimulo luminoso. Para tanto, a amplitude da
onda b nos registros escotopicos em fungdo da intensidade do estimulo luminoso foi

modelada por uma sigmoide de acordo com a equagao de Naka-Rushton:

In
KM+

V =Vmax

O V ¢ a amplitude do ERG de acordo com uma intensidade I, o Vmax ¢ a
amplitude do ERG ap6s a luz que causa saturagdo maxima e o K ¢ a intensidade do
flash que causa essa metade da amplitude maxima. Essa curva determina a localizagao
da amplitude da resposta de acordo com a energia do estimulo, permitindo verificar a

sensibilidade da retina.
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Os dados obtidos com essa andlise permitiram avaliar o dano funcional
causado aos bastonetes nos olhos injetados com aciclovir em fung¢dao do tempo,
através da razdo de Vmax (olhos experimentais/controles, ou Oexp/Ocont) na
condi¢do escotopica. A integridade funcional dos cones foi estudada através das
razoes da amplitude da onda b (Oexp/Ocont) nas duas intensidades luminosas testadas

na condigao fotopica.

4.7. Microscopia de luz

Os estudos de histologia foram realizados no Laboratorio de Visao do

Departamento de Psicologia Experimental do Instituto de Psicologia da USP.

Para o estudo morfologico, foram utilizados 36 coelhos Dutch Belted
divididos em 3 grupos de 12 animais cada. Dos 12 coelhos que receberam injecao
intravitrea de 0,1 mg, 4 foram sacrificados 2 dias apoOs a inje¢do intravitrea, 4 apos 7
dias e 4 apo6s 15 dias. O mesmo foi feito com cada grupo de 4 animais das demais

concentragoes de drogas.

ApoOs o sacrificio, ambos os olhos de cada animal foram enucleados, o
segmento anterior € ao cristalino foram removidos e o segmento posterior foi fixado
em solu¢do Karnovsky 50% (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA,
EUA) por 24h. Em seguida, foi ressecado um fragmento de 5x5mm da
medioperiferia ventral inferior de cada olho no sentido dorsoventral contendo a
espessura total da parede do bulbo ocular (retina, coroide e esclera). Todos os 72
fragmentos foram corados com hematoxilina e eosina e analisados em microscopia de

luz (BHS System; Olympus Optical, Toquio, Japao).
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4.8. Immuno-histoquimica

Os estudos de imuno-histoquimicas foram realizados no laboratério 440 do
Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP. Os 20 coelhos Dutch Belted receberam inje¢do intravitrea de
aciclovir no olho OD (1 ou 10 mg) e SF no OE. Para realizagdo dos cortes
histoldgicos congelados, os animais foram sacrificados apds 5 dias da injeg¢ao, ambos
os globos oculares foram enucleados e emblocados em Tissue Tek OCT Compound
(Sakura Finetek, Torrence, CA) e mantidos a -70°C até serem cortados em criostato.
Os globos foram cortados obtendo-se cortes longitudinais de 12 pm de espessura e as

laminas foram mantidas a -20° C até serem utilizadas.

Os cortes obtidos tanto do olho direito como do olho contralateral foram
analisados por imunoflorescéncia para identificacdo da proteina glial 4cida fibrilar
(GFAP) e vimentina. Os cortes foram lavados 3 vezes em tampao fosfato 0,1 M por
10 min e incubados aproximadamente 16 h em temperatura ambiente com o anticorpo
primario contra GFAP (1: 1000, Sigma Anti-Protein Kinase Ca antibody produced in
rabbit - P4334) e vimentina (1:200, Chemicon Goat anti vimentin Polyclonal
Antibody — AB1620). Apos 3 novas lavagens em tampao fosfato 0,1 M por 10 min
para retirar o excesso de anticorpo primario, o material foi incubado com anticorpo
secundario Alexa 488 (1:500, Molecular Probes) e Rhodamine TRITC (1:200,
Jackson Immunoresearch). Tanto o anticorpo primario quanto o secundario foram
diluidos em solu¢ao tampao fosfato 0,1 M contendo 0,3% de Triton X-100. O
bloqueio foi realizado com NDS (normal serum donkey). Posteriormente, as laminas
foram montadas com VectaShield conjugado com o marcador nuclear DAPI (Vector

Lab) e laminula, e posteriormente analisadas em microscopio de fluorescéncia.
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A apoptose foi verificada utilizando o ensaio TUNEL (in situ terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated (TdT) dUTP-biotin nick-end labeling), de
acordo com as instrucdes do fabricante (Roche Molecular Biochemicals, Mannhelm,
Alemanha). As laminas foram lavadas em tampao fosfato 0,05 M, pH 7,4 e os cortes
foram incubados em uma solugdo permeabilizante contendo Triton X-100 0,1 %,
citrato de sodio 0,1% em PB 0,05 M por 2 min em gelo. Os cortes foram entdo
incubados durante 1 h com a enzima transferase (TdT) e os nucleotideos marcados
com fluoresceina foram incorporados aos terminais da molécula de DNA
fragmentada. A reagdo foi interrompida com uma solugdo contendo Tris-HCI 4 mM,
EDTA 5 mM por 5 min. Apos lavagens com PB 0,05 M, as laminas foram montadas
com VectaShield (Vector Laboratories, Burlingame, CA) e observados sob
microscopio de fluorescéncia. Para o controle negativo, foi omitida a incubacao com a

enzima TdT.

4.9. Analise estatistica

A amplitude (medida em pV) e o tempo implicito (medido em ms) das ondas a
e b foram descritos em média e desvio padrdo. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o programa Statistica versao 6.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA)
e foi adotado um nivel de significancia de 0,05 (a=5%). Os grupos foram
comparados em relacao as medidas antes da injecao intravitrea, 2, 7 e 15 dias apos a
injecao.

Para avaliar as diferencas de amplitude e tempo implicito das ondas a e b antes
e apos as injegoes de aciclovir e SF, foi utilizado o teste de analise de variancia

(ANOVA) com medidas repetidas. O teste de Fisher foi usado como teste post hoc
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para determinar as diferencas significantes entre as médias identificadas pela
ANOVA. A mesma forma de analise estatistica foi utilizada para comparar as razdes

entre as amplitudes das ondas a e b dos olhos injetados com aciclovir e SF.

Os valores de V., K € nantes € 2, 7 ¢ 15 dias ap6s a injegdo intravitrea em
todos os grupos foram inicialmente comparados através de um teste de analise de
variancia (ANOVA de um fator, o = 0,05). Para as doses nas quais houve diferengas
significativas, foi realizado o teste t de Student bicaudal pareado grupo a grupo para
determinar quais combinag¢des de dose de aciclovir e intervalos de tempo apos a
injecdo apresentaram diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao grupo

controle.



5. Resultados
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5.1. Achados clinicos

Nao foram observados casos de catarata, células em camara anterior, células
vitreas, lesOes retinianas ou casos de endoftalmite em olhos injetados com a
medicacdo ou com soro fisiolégico em nenhum dos tempos do estudo. Nao houve

perda de nenhum dos 118 animais, albinos e pigmentados, utilizados no estudo.

5.2. Farmacocinética do aciclovir

Trinta e dois coelhos New Zealand albinos foram utilizados para esse estudo.
Cada grupo de 8 animais foi sacrificado em 2, 9, 14 e 28 dias. O método CLAE teve
sensibilidade de 0,1 pg/ml. As concentragdes médias de aciclovir injetadas intravitreo
em concentracdo de 1 pg/ml foram, no momento do sacrificio, de 0,25, 0,09, 0,06 ¢
0,08ug/ml, respectivamente 2, 9, 14 e 28 dias depois da injecdo. A meia-vida nao
pode ser calculada porque a medicagdo ¢ rapidamente eliminada e apenas pequena
quantidade ¢ detectavel depois do segundo dia de inje¢do. A droga ndo foi detectada
em sangue periférico de nenhum dos animais. A concentracdo do aciclovir pode ser

vista na figura 2.
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Figura 2. Concentragdo média de aciclovir no vitreo em fungdo do tempo apds a

injecdo intravitrea da droga.

5.3 Eletrofisiologia

Os coelhos receberam injecao intravitrea de aciclovir no olho direito e injecao
de soro fisiologico no olho esquerdo. Para essa andlise, foram considerados os 30
animais pigmentados, divididos em 3 grupos com 10 animais em cada. Cada grupo

recebeu uma dose diferente de aciclovir (0,1 mg, 1 mg e 10 mg).

Os eletrorretinogramas dos olhos que receberam 0,1 mg de droga nao
apresentaram altera¢ao nos dias 2, 7, 15 em comparagdo com os olhos controle. No
entanto, os olhos que receberam 1 ¢ 10 mg de aciclovir apresentaram redugdo de
amplitude das ondas a e b tempo-dependentes. Nos olhos injetados com 1 mg de
aciclovir a reducao de amplitude das ondas a e b ocorreu no 2° dia, com recuperacao
da atividade a partir do 7° dia, enquanto nos olhos injetados com 10 mg de aciclovir

essas mesmas alteracdes se estenderam até o 7° dia e depois voltaram ao normal no
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15° dia. As figuras 3, 4 e 5 mostram coelhos representativos de animais que

receberam aciclovir no olho direito e SF no olho esquerdo.

Dia 0 Dia2 Dia7 Dia 15

Aciclovir
0,1 mg

50 v

50 ms
Soro
fisiolégico

Figura 3. Eletrorretinogramas (condi¢do escotopica e estimulo luminoso de

intensidade 9,5 cd.s/m”) de registro de coelho representativo do grupo que recebeu
injecdo intravitrea de 0,1 mg de aciclovir no olho direito e soro fisioldégico no olho

esquerdo, antes da injecdo e 2, 7 ¢ 15 dias apos.

Dia 0 Dia 2 Dia7 Dia 15

Aciclovir
1mg

50 uv

50 ms

Soro
fisiologico 4\/J‘\\ \J/\

Figura 4. Eletrorretinogramas (condi¢do escotopica e estimulo luminoso de
intensidade 9,5 cd.s/m”) de registro de coelho representativo do grupo que recebeu
injecdo intravitrea de 1 mg de aciclovir no olho direito e soro fisioldogico no olho

esquerdo, antes da injecdo e 2, 7 ¢ 15 dias ap0s.
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Dia 0 Dia 2 Dia7 Dia 15

Aciclovir
10 mg W/\ T R \\/\

50 uv

50 ms
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fisiolégico

Figura 5. Eletrorretinogramas (condi¢do escotopica e estimulo luminoso de
intensidade 9,5 cd.s/m”) de registro de coelho representativo do grupo que recebeu
injecdo intravitrea de 10 mg de aciclovir no olho direito e soro fisiologico no olho

esquerdo, antes da injecdo e 2, 7 ¢ 15 dias apos.

Estudamos os efeitos das 3 doses de aciclovir nas ondas a e b comparando as
amplitudes médias do ERG antes e depois da inje¢dao intravitrea, nas condig¢des
fotopica e escotdpica. Em todas as condigdes, as respostas eletrorretinograficas foram
obtidas com apresentacio de estimulo luminosos 9,5cd/m® e os valores foram
normalizados. Para essa analise, foram utilizados 10 coelhos pigmentados Dutch-

Belted para cada concentragdo de aciclovir, totalizando 30 animais.

Os valores foram normalizados em condi¢cdo escotopica das amplitudes
médias das ondas a e b nos olhos que receberam aciclovir e SF, e as variagdes entre os

olhos com os niveis de significincia encontram-se nas Tabelas 1 e 2.



44

Amplitude onda a (uV)

0,1 mg 1 mg 10 mg

Aciclovir SF Diferenca P Aciclovir SF  Diferenca P Aciclovir SF  Diferenca P

Dia 0 33,1 42,5 -22% 0,68 34,8 35,0 0 1 22,8 24,7 -8% 0,78
Dia 2 31,7 29.8 +6% 0,99 26,6 354 -25% 0,49 16,9 31,5 -46% 0,02
Dia 7 38,7 34,7 +12% 0,74 25,1 33,7 -25% 0,68 26,7 354 -25% 0,26
Dia 15 34,4 30,9 +11% 0,83 35,2 34,7 +2% 0,96 30,8 31,7 -3% 0,89

Tabela 1. Amplitudes médias das ondas a medidas no eletrorretinograma, na condi¢ao escotopica maxima, com estimulos luminosos de
9,5cd.s/m”. Observa-se valores antes e depois das injecdes em cada periodo estudado, com cada uma das dosagens medidas. Olho direito de cada
animal foi injetado com aciclovir, e olho esquerdo de cada animal recebeu soro fisiolégico. Os valores foram normalizados. (SF = soro

fisiologico, P=nivel de significancia).
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Amplitude onda b (uV)
0,1 mg 1 mg 10 mg
Aciclovir SF Diferenca P Aciclovir SF  Diferenca P Aciclovir SF  Diferenca P
Dia 0 45,6 56,9 -20% 0,48 37,8 36,8 +3% 0,90 304 35,5 -14% 0,58
Dia 2 33,3 27,4 +22% 0,27 43,7 57,3 -24% 0,0435 24.9 54,3 -54% <0,001
Dia 7 46,0 46,1 0 1 35,7 61,2 -42% <0,0001 53,6 61,9 -13% 0,62
Dia 15 54,0 46,1 +17% 0,63 49,0 48,4 +1% 0,99 39,1 38,6 +1% 0,86

Tabela 2. Amplitudes médias das ondas b medidas no eletrorretinograma, na condicio escotopica, com estimulos luminosos de 9,5¢d.s/m”.
Observa-se valores antes e depois das inje¢des em cada periodo estudado, com cada uma das dosagens medidas. Olho direito de cada animal foi
injetado com aciclovir, e olho esquerdo de cada animal recebeu soro fisiologico. Os valores foram normalizados. (SF = soro fisiologico, P=nivel

de significancia).
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Nos olhos que receberam injecao intravitrea de 0,1 mg de aciclovir, ndo houve
alteracdo significativa em nenhum dos tempos estudados. No entanto, foram
detectadas alteragdes nos olhos que receberam inje¢des intravitreas de 1 e 10 mg de

aciclovir. (Tabelas 1 e 2)

Os olhos injetados com Img de aciclovir (tabela 2) apresentaram redugao
média de 24% com 2 dias e 42% com 7 dias na diferenca interocular da amplitude da

onda b (p=0,0435 e p<0,0001, respectivamente).

Os olhos injetados com 10 mg de aciclovir apresentaram redugdo média de
46% na amplitude da onda a (tabela 1) com 2 dias da injecdo (p= 0,0171) e reducdo
média de 54% na amplitude da onda b (tabela 2) com 2 dias da injecdo (p<0,0001).
Houve recuperacdo das amplitudes de todas as doses injetadas com 7 dias do

procedimento.
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Amplitude onda a (uV)
0,1 mg 1 mg 10 mg
Aciclovir SF Diferenca P Aciclovir SF  Diferenca P Aciclovir SF  Diferenca P
Dia 0 31,5 32,1 -2% 0,88 47,2 48,6 -3% 0,88 22,5 22,9 -2% 0,76
Dia 2 47,8 41,3 +16% 0,73 42,0 60,8 -31% 0,16 10,9 50,0 -78% 0,0001
Dia 7 24,7 20,4 +21% 0,84 26,5 45,8 -42% 0,0381 18,5 42,8 -57% 0,0017
Dia 15 28,7 28,6 0 1 49,9 54,6 -9% 0,58 13,5 35,3 -62% 0,0405

Tabela 3. Amplitudes médias das ondas a medidas no eletrorretinograma, na condicio fotopica, com estimulos luminosos de 9,5cd.s/m’.
Observa-se valores antes e depois das inje¢des em cada periodo estudado, com cada uma das dosagens medidas. Olho direito de cada animal foi

injetado com aciclovir, e olho esquerdo de cada animal recebeu soro fisioldgico. Os valores foram normalizados. (SF = soro fisioldgico, P=nivel

de significancia).
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Amplitude onda b (uV)

0,1 mg 1 mg 10 mg
Aciclovir SF Diferenca P Aciclovir SF  Diferenca P Aciclovir SF  Diferenca P
Dia 0 31,2 44,1 -30% 0,38 42,6 40,1 +6% 0,64 26,3 26,2 0
Dia 2 31,9 26,5 +20% 0,47 40,0 56,3 -29% 0,26 21,7 59,0 -63% 0,0001
Dia 7 36,1 19,8 +82% 0,11 26,8 52,7 -49% 0,0084 25,9 62,8 -59% 0,0012
Dia 15 38,7 38,1 +2% 0,85 57,4 71,2 -19% 0,64 7,8 31,1 -75% 0,0433

Tabela 4. Amplitudes médias das ondas b medidas no eletrorretinograma, na condicdo fotopica, com estimulos luminosos de 9,5cd.s/m’.
Observa-se valores antes e depois das inje¢des em cada periodo estudado, com cada uma das dosagens medidas. Olho direito de cada animal foi
injetado com aciclovir, e olho esquerdo de cada animal recebeu soro fisioldgico. Os valores foram normalizados. (SF = soro fisioldgico, P=nivel

de significancia).
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Os olhos que foram injetados com 0,1 mg de aciclovir ndo apresentaram
alteracdo significativa durante o estudo na condigdo fotopica (Tabelas 3 e 4), mas
foram detectadas alteragdes nos olhos que foram injetados com 1 ¢ 10 mg de

aciclovir. Os resultados foram normalizados.

Os olhos injetados com 1 mg de aciclovir apresentaram redu¢ao média de 42%
na amplitude da onda a (tabela 3) 7 dias apos a injecao intravitrea (P=0,0381) e
reducdo média de 49% na amplitude da onda b (tabela 4) 7 dias apds a injecdo

intravitrea (P=0,0084).

Os olhos injetados com 10 mg de aciclovir apresentaram redugdo média de
78% na amplitude da onda a 2 dias apos a inje¢do intravitrea (P=0,0001), de 57%
apos 7 dias (P=0,0017) e de 62% apds 15 dias (P=0,0405) na fase fotdpica (tabela 3).
Em relacdo a amplitude da onda b, houve redu¢cdo média de 63% 2 dias apds a injecao
intravitrea (P=0,0001), de 59% apos 7 dias (P=0,0012) e de 75% apds 15 dias
(P=0,0433) na fase fotopica (tabela 4). Nao houve diferencgas significativas no tempo
implicito das ondas a e b em nenhuma dose, tempo e condicdo de adaptacdo

(escotopica e fotdpica).

A avaliacao dos danos funcionais dos bastonetes nos olhos injetados com 3
diferentes doses de aciclovir também foi feita através da analise da relacdo entre a

amplitude da onda b e a intensidade do estimulo luminoso na condi¢ao escotopica.

Os olhos injetados com 0,1 mg de aciclovir ndo apresentaram alteragdo na
amplitude da onda b (Figura 6A). Da mesma forma, nenhum dos olhos injetados com
SF apresentou alteracao significativa nos parametros das curvas de Naka-Rushton

(Vimax, K € n; P>0,05) durante os 15 dias de acompanhamento (Figuras 6D, 6E e 6F).
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Apenas os olhos que receberam injegdes intravitreas de 1 e 10 mg de aciclovir

apresentaram alteragdes nessa forma de analise.
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Figura 6. Relacdo entre amplitude da onda b e a intensidade do estimulo luminoso na
condig¢do escotopica. O olho direito de cada animal recebeu aciclovir, enquanto o olho
esquerdo recebeu soro fisiologico. As linhas representam as médias da amplitude da
onda b nos respectivos dias apds a injecao de acordo com a escala. As barras verticais

representam o desvio padrao.

Os olhos injetados com 1 mg de aciclovir apresentaram reducao significativa
e temporaria de 50% na amplitude maxima da onda b (V) no 2° dia apds a injecao
intravitrea (P=0,0425). A reducao foi acompanhada de recuperacao nos dias 7 ¢ 15

apos a injecao (Figura 6B).

Nos olhos injetados com 10 mg de aciclovir, também houve reducgdo

significativa e temporaria de V.. A reducdo de foi de 25% no 2° dia (P=0,0183) e
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de 27% no 7° dia apds a injecdo intravitrea (P=0,0071). No 15° dia, a amplitude

maxima da onda b (V,,4x) voltou aos valores de antes da inje¢ao (Figura 6C).

Os parametros de K (constante de semissaturagdao) e n (coeficiente de Hill)

nao sofreram altera¢dao durante o estudo em nenhum dos tempos estudados.

Os efeitos das 3 doses de aciclovir nas ondas a e b também foram analisados
através de graficos da amplitude das ondas b em fungao das amplitudes das ondas a, e
estao representados nas Figuras 7, 8 ¢ 9 (condicao escotopica) e Figuras 10, 11 e 12
(condicao  fotdpica). [Esses graficos apresentam apenas as  respostas
eletrorretinograficas obtidas com a apresentagao de estimulos luminosos capazes de
induzir a formagdo de ondas a e b mensurdveis (na condicao escotdpica, 0,095
cd.s/mz, 0,95 cd.s/m* e 9,5 cd.s/mz; na condig¢do fotdpica, 0,95 cd.s/m’ e 9,5 cd.s/mz).

Os valores também foram normalizados.
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Figura 7. Relagdes entre as amplitudes das ondas a e b (condi¢do escotopica) nos
olhos de 10 animais injetados com 0,1 mg de aciclovir (olho direito) e soro fisioldgico
(olho esquerdo). Estdo representados os valores obtidos com a apresentacao de
estimulos luminosos capazes de induzir a formacao de ondas a € b mensuraveis (com
média de estimulo de 0,095 cd.s/m2, 0,95 cd.s/m2 e 9,5 cd.s/m2). Os valores foram

normalizados. As linhas continuas representam a regressao linear para cada olho.
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Figura 8. Relagdes entre as amplitudes das ondas a e b (condi¢do escotopica) nos
olhos de 10 animais injetados com 1 mg de aciclovir (olho direito) e soro fisioldgico
(olho esquerdo). Estdo representados os valores obtidos com a apresentacdo de
estimulos luminosos capazes de induzir a formacao de ondas a € b mensuraveis (com
média de estimulo de 0,095 cd.s/m2, 0,95 cd.s/m2 e 9,5 cd.s/m2). Os valores foram

normalizados. As linhas continuas representam a regressao linear para cada olho.



54

Dia0 Dia2
100 : . A 100 : . A
—_ A Aciclovirl0 mg 4 SF A —_ 4 Aciclovir10 mg 4 SF
g g :
: 80 E’ 80 A —
© ] A
T 60 2 60 T
g ) A A A A A
< a0 < 40 N
2 2 — 1
= 2 T 2 A A
£ 3
< < o A
0
40 60 80 100
Amplitude onda a (pV) Amplitude onda a (pV)
Dia7 Dia 15
_. 100 | aAdglovirtomg ssF] = ) _ 100 4 Aciclovir10 mg 4 SF Lo
o = a A aA
g w0 : T w0 L _—
B o A WA —
] @ — A A
e A A B 3w ", a A,
= A =
e 20 ‘A 4 = 2 A a A,
E A £
< < 0
0
0 20 40 60 80 100 40 60 80 100
Amplitude onda a (pV) Amplitude onda a (pV)

Figura 9. Relagdes entre as amplitudes das ondas a e b (condi¢do escotopica) nos
olhos de 10 animais injetados com 10 mg de aciclovir (olho direito) e soro fisioldgico
(olho esquerdo). Estdo representados os valores obtidos com a apresentacdo de
estimulos luminosos capazes de induzir a formacao de ondas a € b mensuraveis (com
média de estimulo de 0,095 cd.s/m2, 0,95 cd.s/m2 e 9,5 cd.s/m2). Os valores foram

normalizados. As linhas continuas representam a regressao linear para cada olho.
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Figura 10. Relagdes entre as amplitudes das ondas a e b (condi¢ao fotdpica) nos
olhos de 10 animais injetados com 0,1 mg de aciclovir (olho direito) e soro fisioldgico
(olho esquerdo). Estdo representados os valores obtidos com a apresentacdo de
estimulos luminosos capazes de induzir a formacao de ondas a € b mensuraveis (com
média de estimulo de 0,095 cd.s/m2, 0,95 cd.s/m2 e 9,5 cd.s/m2). Os valores foram

normalizados. As linhas continuas representam a regressao linear para cada olho.



56

Dia0 Dia2
_ 100 A Adiclovirlmg 4 SF1 A _ 100 A Aciclovirl mg 4 SF .
= =
) A oa = 2 30
r A ry
= s 2w
60 A — A

£ - r‘ L A a £
3 A aay, < 40
3 Ay A 3
= o A =
e 20 4 e 20
e 1 S £
< < 4

) * 0

0 20 40 60 80 100 0
Amplitude onda a (pV) Amplitude onda a (pV)
Dia7 Dia 15
_ 100 A Aciclovirl mg & SF A _ 100 | A Aciglovirimg 4 SF | 4 L
= = -
3 A 3 4 /
= = ~ " Y
-] 2 X A, A
S s A
c e 60
S °
< < 40
3 3
2 2
- 2 20
E 3
< g
0 A
80 100 0 20 40 60 80 100

Amplitude onda a (pV) Amplitude onda a (V)

Figura 11. Relagdes entre as amplitudes das ondas a e b (condi¢ao fotdpica) nos
olhos de 10 animais injetados com 1 mg de aciclovir (olho direito) e soro fisioldgico
(olho esquerdo). Estdo representados os valores obtidos com a apresentacao de
estimulos luminosos capazes de induzir a formacao de ondas a € b mensuraveis (com
média de estimulo de 0,095 cd.s/m2, 0,95 cd.s/m2 e 9,5 cd.s/m2). Os valores foram

normalizados. As linhas continuas representam a regressao linear para cada olho.
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Figura 12. Relagdes entre as amplitudes das ondas a e b (condi¢ao fotdpica) nos
olhos de 10 animais injetados com 10 mg de aciclovir (olho direito) e soro fisioldgico
(olho esquerdo). Estdo representados os valores obtidos com a apresentacao de
estimulos luminosos capazes de induzir a formacao de ondas a € b mensuraveis (com
média de estimulo de 0,095 cd.s/m2, 0,95 cd.s/m2 e 9,5 cd.s/m2). Os valores foram

normalizados. As linhas continuas representam a regressao linear para cada olho.

A dose de 0,1 mg de aciclovir ndo causou alteragao na amplitude das ondas a e
b nas condi¢des escotopica e fotdpica (Figuras 7 e 10). Na condicdo escotOpica, os
graficos mostram que que a injecdo de 1 mg de aciclovir provocou diminui¢ao da
amplitude da onda b no 7° dia, enquanto a inje¢ao de 10 mg de aciclovir provocou
diminui¢do da amplitude da onda b no 2° dia. No 15° dia, houve recuperacdo na

amplitude da onda b em ambas as doses (Figuras 8 € 9).

Na condicao fotopica, os graficos mostram que as injecoes de 1 mg de

aciclovir provocaram diminuicao da amplitude da onda a ap6s 7 dias e da onda b apds
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2 e 7 dias, mas a amplitude de ambas as ondas apresentou recuperagao no 15° dia
(Figura 11). A inje¢do intravitrea de 10 mg de aciclovir ndo provocou alteracdo na
amplitude da onda a mas causou redugdo da amplitude da onda b no 2° e 7° dias apds

a injecao (Figura 12).

Para minimizar a variabilidade comumente encontrada nas diferentes sessoes
de ERG, foram calculadas as razdes de V,,, dos olhos experimentais (injetados com
aciclovir) / V. dos olhos controle (injetados com SF) obtidas com o estimulo de

9,5 cd.s/m” na condicio escotopica. Os resultados estdo representados na Figura 13.

1.1

mDia0
M Dia 2
m Dia7
m Dia 15

0.9

Razdo V,,,, (experimental / controle)
Condigao escotdpica

0.7

0,1 mg 1mg 10 mg

Figura 13. Razdes da amplitude maxima da onda b (Vmax) entre os olhos injetados
com aciclovir (olho experimental) e soro fisiolégico (olho controle), na condicao
escotopica. Cada dose foi testada em 10 animais. As barras verticais representam o
desvio padrao da média. Niveis de significancia em relagao ao dia 0: * P=0,003;

** P=0,04; *** P=0,021
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Os olhos submetidos a injecao de 0,1 mg de aciclovir e os olhos injetados com
SF nao apresentaram diferencas nas razdoes de V., durante os 15 dias de
acompanhamento, mas os olhos injetados com 1 mg de aciclovir apresentaram
reducdo temporaria de 8% na razdo de V. no 2° dia apds a injecao (P=0,003), com
recuperagao nos dias 7 e 15. Os olhos injetados com 10 mg de aciclovir apresentaram
reducdo de 6% na razdo de V. no 2° dia (P=0,04) e de 8% no 7° dia (P=0,021). No
15° dia, a razdo de V.. entre os olhos injetados com aciclovir e os olhos injetados

com SF voltou ao nivel encontrado antes da injegao.

A mesma forma de analise foi utilizada para avaliar os possiveis danos
funcionais aos cones, utilizando para isso a condi¢ao de estimulagao fotopica. Nesse
caso, foram calculadas as razdes da amplitude da onda b entre os olhos injetados com
aciclovir e os injetados com SF. Foram utilizadas as respostas eletrorretinograficas
obtidas com o estimulo de 9,5 cd.s/m”> na condi¢io fotopica. Os resultados estio

representados na Figura 14.
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Figura 14. Razdes da amplitude da onda b entre os olhos injetados com aciclovir
(olho experimental) e soro fisioldgico (olho controle), na condicao fotopica. Cada
dose foi testada em 10 animais. As barras verticais representam o desvio padrdo da
média. Niveis de significancia em relacido ao dia 0: * P=0,008; ** P=0,04;

sk P=() ()] **** P=() ()3 *H*E* P=() 0]

Nos olhos injetados com 0,1 mg de aciclovir, houve aumento de 24% na
amplitude da onda b no 7° dia apds a injecao (P=0,008) em relagdo a amplitude antes
da injecdo intravitrea de aciclovir. Nos olhos injetados com 1 mg de aciclovir houve
reducdo de 30% e 27% na razdo da amplitude da onda b (P=0,04 e P=0,01) no 2° e 7°
dias apds a injecdo em relagdao aos valores antes da injecdo, respectivamente, com
recuperagao no 15° dia. Nos olhos injetados com 10 mg de aciclovir, a reducao
temporaria foi de 30% e 44% (P=0,03 e P=0,01) no 2° e 7° dias apds a inje¢do em
relacdo aos valores antes da injegdo. No 15° dia, as razdes voltaram aos niveis de

antes da injecao.
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5.4. Histologia

A analise sob microscopia de luz foi realizada comparando os olhos injetados
com aciclovir e os olhos injetados com SF. Essa anélise foi feita apenas nos olhos de
animais pigmentados. Para essa pesquisa, usamos 36 animais, sendo 12 para cada
dosagem. Cada grupo de 4 coelhos de cada dosagem foi sacrificado com 2, 7 ou 15

dias de injecao intravitrea (Figura 15).

As retinas dos olhos que receberam inje¢ao intravitrea de 0,1 mg de aciclovir
ndo apresentaram alteracdo histologica em nenhum dos tempos de sacrificio: nao
foram observados desalinhamento, diminui¢do de espessura e do nimero de células

das camadas retinianas.

A dose de 1 mg de aciclovir provocou discreto desalinhamento da camada de
segmentos externos dos fotorreceptores nos dias 2 e 7 ap6s a injegao (Figura 16 A e
B), com realinhamento no 15° dia (Figura 16 C). Nao houve alteragcdo detectavel no
epitélio pigmentado da retina (EPR), na camada nuclear externa (onde se encontram

os nucleos dos fotorreceptores) e na retina interna.
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Figura 15. Cortes histologicos da medioperiferia ventral inferior, no sentido
dorsoventral do bulbo ocular, de um animal representativo do grupo que recebeu
injecdo intravitrea de 0,1 mg de aciclovir. Hematoxilina e eosina. A, 2 dias apos a
injecdo intravitrea; B, 7 dias apds a injecdo intravitrea; C, 15 dias apos a injecao
intravitrea. Nao foram observados desalinhamento, diminui¢do de espessura e do

numero de células das camadas retinianas.
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Figura 16. Cortes histologicos da medioperiferia ventral inferior, no sentido
dorsoventral do bulbo ocular, de um animal representativo do grupo que recebeu
injecdo intravitrea de 1 mg de aciclovir. Hematoxilina e eosina. A, 2 dias apds a
injecdo intravitrea. H4 desalinhamento da camada de segmentos externos dos
fotorreceptores; B, 7 dias ap0s a injecao intravitrea. Ha desalinhamento da camada de
segmentos externos dos fotorreceptores; C, 15 dias ap6s a injecao intravitrea, observa-

se realinhamento da camada de segmentos externos dos fotorreceptores.
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Figura 17. Cortes histologicos da medioperiferia ventral inferior, no sentido
dorsoventral do bulbo ocular, de um animal representativo do grupo que recebeu
injecdo intravitrea de 10 mg de aciclovir. Hematoxilina e eosina. A, 2 dias apos a
injecdo intravitrea. Ha irregularidade do EPR com perda de sua continuidade,
desalinhamento dos segmentos externos dos fotorreceptores e diminuicao da
espessura da camada de fotorreceptores, a camada nuclear externa fica desalinhada,
além de haver espessamento difuso e desorganiza¢ao da camada retiniana interna; B,
7 dias apo6s a injecdo intravitrea; C, 15 dias apds a injecdo intravitrea, nos dias 7 e 15,
a retina inteira esta desorganizada, com limites entre as camadas retinianas ausente ¢

perda de continuidade das células do EPR .
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Os olhos injetados com 10 mg apresentaram alteragdes mais extensas (Figura
17). No 2° dia ap0s a injecdo intravitrea ja foram observados perda da linearidade do
EPR com areas de perda da continuidade e outras com maior concentracdo de
pigmento, principalmente nas areas onde havia nucleos de fotorreceptores deslocados.
Nao foi observada a presenga de macrofagos proximos ao EPR. Os segmentos
externos dos fotorreceptores encontravam-se completamente desalinhados e a
espessura da camada de fotorreceptores estava significativamente diminuida.
Entremeados na por¢ao mais distal dos fotorreceptores, proximos ao EPR, se
encontravam grumos de nucleos dos fotorreceptores. A camada nuclear externa
também se encontrava desalinhada mas sem diminui¢cdo da espessura ¢ na forma dos
nucleos. A retina interna apresentava desalinhamento e aumento difuso da espessura,
inclusive de cada uma das camadas individualmente. No entanto, os nucleos das
células dessas camadas nao apresentavam alteragao na forma das células. No 7° e 15°
dias apos a injecdo intravitrea de 10 mg de aciclovir, houve desorganizacdo completa
das retinas externa e interna com desaparecimento do limite entre as camadas e varios

pontos de perda da continuidade do EPR (Figura 17 B e C).

5.5. Imuno-histoquimica

Na anélise de imuno-histoquimica, usamos 20 animais: 10 coelhos foram
injetados com 1 mg e 10 com 10 mg de aciclovir. Todos os animais foram
sacrificados com 5 dias. Na Figura 18 observam-se os cortes congelados de 12 pm de
espessura, que foram processados para imunofluorescéncia utilizando DAPI
(marcagdo nuclear, em azul), vimentina (marcador de filamentos intermediarios que

na retina marca c¢lulas de Miiller, em vermelho) e GFAP (em verde).
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Figura 18. Representacao de um dos animais examinados com as técnicas de
imunohistoquimica utilizando DAPI (marcagdo nuclear, em azul), vimentina
(marcador de filamentos intermediarios que na retina marca células de Miiller, em
vermelho) e GFAP (em verde). Os ensaios foram realizados em olhos injetados com 1
e 10 mg de aciclovir. Nao houve marcagdo em nenhum dos olhos controle (injetados

com soro fisiologico).

Apenas nos olhos tratados com aciclovir 10 mg houve ativacdo da proteina
GFAP, sugerindo lesdo frente a alta concentracdo da droga. Também houve co-

localizagao de vimentina ¢ GFAP nas retinas de olhos que receberam injecdo de

10 mg de aciclovir, demonstrando lesao das células de Muller com 10mg.
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Nao foram constatadas alteracdes nas retinas de olhos controle (nos quais foi

injetado apenas SF) e de olhos injetados com aciclovir 1 mg.

Nas retinas avaliadas através da técnica TUNEL, a detec¢ao de células em
apoptose aconteceu pela marcacao nas células da camada nuclear externa, indicando a
morte dos fotorreceptores no olho tratado com aciclovir 10 mg. Olhos controles e

olhos tratados com aciclovir 1 mg ndo apresentaram essa marcagao de apoptose.
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Figura 19. Imuno-histoquimica (TUNEL) para deteccao de células em apoptose.



6. Discussao
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Nesse estudo, foram usados coelhos por serem animais doceis e faceis de
manipular, com resultados de estudos retinianos conhecidos para testes anatomicos e

100,102, 103 g animais foram

funcionais de toxicidade de outras medicagoes.
examinados clinicamente para detec¢do de alteragdes anatdmicas macroscopicas,
resultantes do procedimento ou da medicagdo. Posteriormente, apos o sacrificio dos
animais, foi feita uma analise de meia-vida da droga nos animais albinos. A analise
funcional foi feita com eletrorretinograma de campo total nos coelhos pigmentados e,
apods eutanasia e enucleacdo, se avaliou a morfologia da retina através de microscopia
de luz e imuno-histoquimica. Estudos combinados de histologia e de eletrofisiologia
sdo importantes porque drogas podem ser toxicas apenas localmente, no local da

injecdo, por exemplo, alteragdao essa que nao aparece no ERG campo total, mas que se

torna evidente no estudo histopatoldgico no local de injegao.

Foram avaliadas as alteragdes funcionais e histoldgicas da retina de coelhos
pigmentados até 15 dias apoOs a injegdo intravitrea de 0,1, 1 ¢ 10 mg de aciclovir.
Foram também avaliadas alteragdes imuno-histoquimicas na retina de olhos tratados
com 1 e 10mg de aciclovir. Nossos resultados mostram que o aciclovir induz

alteragdes retinianas dose e tempo dependentes.

Estudo anterior, publicado em 1984 48, de toxicidade de aciclovir intravitreo
em retina de coelhos sugeriu que a dose de 80 pug/0,1 ml seria segura para uso nesses
animais. No entanto, as limitagdes do trabalho, como o uso de grande variedade de
concentragoes, de 15 a 240 ug de aciclovir, em poucos animais, além de avaliacao
eletrofisiologica em condigdes ndo descritas e apenas 4 dias da administracdo da
droga, e auséncia de grupo controle nao permitiram a reprodutibilidade e confirmagao

dos dados reportados daquela maneira. Mesmo assim, os nossos resultados sugerem
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que a inje¢ado intravitrea de 0,1 mg de aciclovir ndo provoca alteragdes funcionais e

histoldgicas na retina de coelhos.

Neste estudo, enquanto aciclovir na dose de 10 mg mostrou diminui¢cdo da
atividade elétrica da retina entre os dias 2 e 7, sem recuperacao funcional no dia 15, a
dose de 1 mg permitiu normalizagdo dessa atividade apos 15 dias. Esses danos
funcionais foram comprovados por estudos morfoldgicos de cones, bastonetes e

células da retina interna e da glia.

A dose de 1 mg de aciclovir provocou diminui¢ao reversivel da razao de
Vmax (olhos experimentais/controles) na condi¢ao escotdpica, ou seja, diminuigdo da
amplitude maxima que a curva de Naka-Rushton atinge, o que demonstra diminui¢ao
da funcao de bastonetes. A mesma dose de 1 mg de aciclovir também provocou lesao
funcional reversivel dos cones, conforme demonstrado pela diminui¢ao das razdes da
amplitude da onda b (Oexp/Ocont) na condigdo fotdpica. Esses mesmos achados
foram encontrados apds a injecao intravitrea de 10 mg de aciclovir, mas nao foram

reversiveis apos o 15° dia.

Nao houve queda da sensibilidade retiniana, expressa pela constante de
semissaturacao K (intensidade do estimulo luminoso que induz resposta equivalente a
50% de Vmax), que pode acontecer em experimentos em decorréncia de menor
densidade oOptica de fotopigmentos, presenga de neurotransmissores inefetivos ou
maior quantidade de luz sendo filtrada nos meios Opticos antes da chegada do
estimulo a retina.'”’ Em retina com perda de funcdo, a curva sigmoide de Naka-

Rushton ¢ mais baixa, como no nosso experimento.

Houve correlacdo entre os resultados funcionais e histoldégicos nos olhos

injetados com 1 mg de aciclovir. A diminuicdo da atividade elétrica dos cones e
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bastonetes e dos neurdnios pods-receptorais ou da sinapse entre fotorreceptores e
células horizontais e bipolares coincidiu com o desalinhamento dos segmentos
externos dos fotorreceptores detectados pela microscopia de luz. Nos olhos injetados
com 10 mg de aciclovir, as alteracdes histologicas e imuno-histoquimicas da retina
foram muito extensas e, certamente, permanentes, pois nao ha relatos de regeneracao
neuronal retiniana em coelhos. Portanto, provavelmente a recuperacdo da atividade
elétrica da retina nos olhos injetados com 1 mg de aciclovir ocorreu devido a
recuperagdo funcional de areas nas quais a lesdo celular deve ter sido bem menos
intensa e nao foram evidenciadas pela avaliacdao histoldgica por ndo se encontrarem
na medioperiferia ventral inferior dos olhos, a unica regido a ser analisada por
microscopia de luz neste estudo. Como o ERG de campo total mede a resposta
elétrica da retina como um todo, as alteracdes focais podem ser insuficientes para
induzir altera¢des funcionais detectaveis. Neste estudo, a microscopia de luz foi mais
util do que o ERG e a imuno-histoquimica na deteccdo de alteragdes retinianas focais

causadas pelo aciclovir.

Existem dois relatos na literatura da administra¢ao do aciclovir diretamente no
vitreo em olhos humanos. Em um deles o aciclovir foi adicionado ao fluido de infusao
da vitrectomia,” e no outro foi realizada injecdo intravitrea de aciclovir em associag¢io
com outras drogas.'"® Os autores ndo relatam sinais clinicos de toxicidade retiniana,
mas os olhos eram muito comprometidos ¢ ndo foram realizados exames

complementares.

Pesquisa de toxicidade intravitrea sdo largamente realizadas em coelhos por
meio de estudos eletrofisiologicos e anatdmicos.''”"?” Estudos de toxicidade com
diversas medicagdes em andlise anatomica mostram que ha, num primeiro momento,

destruicao dos segmentos externos dos fotorreceptores, com acimulo de granulos nas
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células do EPR, edema das células de Muller.”® '** Assim como no nosso estudo, que
mostrou principalmente alteracdes de retina externa. Estudos de toxicidade usando
imunohistoquimica demonstram que a expressao de GFAP pelas células de Muller

ndo sdo evidentes no primeiro dia apds a sua administragio.'>’

Trabalhos que comparam resultados funcionais e morfologicos sao
complementares. Na morfologia da retina, ndo ¢ possivel acompanhar, no mesmo
animal, a progressao da toxicidade a longo prazo e a sua posterior melhora e
recuperagdo. Efeitos a curto prazo também podem nao ser documentados, ja que
danos estruturais podem acontecer fora do tempo em que os animais foram
sacrificados. Entretanto, apenas as técnicas de estudo morfoléogico podem avaliar
danos estruturais localizados. Por outro lado, os estudos funcionais, com
eletrofisiologia sdo nao invasivos, podem ser usados para seguimento a longo prazo e
podem ser feitos com intervalos pré-estabelecidos. Mas fazem apenas a analise global
da retina, ndo detectando lesdes localizadas. Ja existem alguns estudos de ERG
multifocal em animais, mas como os coelhos ndo possuem maécula, os resultados sao

pouco representativos.

Pesquisas comparativas de doses de outras drogas injetadas intravitreo
também mostram que os exames sdo complementares e devem ser usados em
conjunto. A investigagdo de toxicidade intravitrea de candesartan nao mostrou

% mas apresentou alteracdes funcionais em dosagens mais

alteracdes histologicas,'
altas. Em alguns casos, a histologia pode mostrar resultados uma droga como nao
toxica, enquanto a imunohistoquimica com uso de GFAP e a permanente reducdo do

ERG registram lesdo retiniana, como em estudo com cefuroxime nas doses de 1 ¢ 10

mg/0,1 ml'” E em outros estudos, histologia e eletrofisiologia podem trazer
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resultados de nao toxicidade, enquanto a imunohistoquimica registrando expressao de

GFAP espelha dano retiniano nio visivel nos demais exames. "’

Qualquer estudo com animais pode sofrer variagdes entre individuos e entre
aferi¢cdes. O nivel de anestesia, periodo de adaptagdo ao escuro, temperatura corporea
do animal podem causar variabilidade nas ondas. Ao usarmos o mesmo animal como

caso e como controle, tentamos minimizar algumas dessas diferencas.

Os estudos usam cloridrato de xilasina e cloridrato de cetamina apesar de
haver alteragio da onda b apenas pelo uso dessas drogas.'*” Entretanto, como as
mesmas drogas sdo usadas para todas as anestesias, uma diminui¢cdo da amplitude ja
apareceria também na onda baseline, e o comparativo com as aquisi¢des seguintes ja
sdo proporcionais, diminuindo ou até excluindo esse possivel fator de variabilidade
nos resultados. No nosso estudo, um dos olhos de um individuo foi o olho estudo e o
outro contralateral foi o olho controle, o que também diminui a chance de haver
diferencas entre individuos. Ha estudos que sugerem que caso a diferenca de
amplitude no mesmo olho em diferentes situacdes seja entre 20 a 24% houve provavel
dano, enquanto uma diferenca maior que 24% ¢ altamente provavel.'” Também
considera-se uma diminui¢do de mais de 31% na amplitude de exames seriados em
flash Gmico como significante.'** Outro estudo considerou diminui¢io de 30% nas
respostas como sendo significantivo.'”> A diminui¢do da amplitude da onda b é ainda
mais sensivel quanto menores forem as luminescéncias.'”’ O uso do mesmo animal

para caso e controle diminui a variagao entre individuos.

Para esse experimento ndo se considerou outras formas de administracao da
medicacdo porque drogas aplicadas na superficie ocular dificilmente atingem doses

adequadas dentro do vitreo. Contribui para essa menor biodisponibilidade a drenagem
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da lagrima, o piscar, a resisténcia de difusdo corneana, e a diluicdo pelo humor

aquoso.'

Quando um droga ¢ injetada no vitreo, ela pode ser eliminada da cavidade por
3 maneiras: pela camara posterior, pelo cristalino, e pela retina, coroide e esclera, de
acordo com a concentra¢do da medicacao no vitreo, com o metabolismo do gel e com
o local de injecdo. Moléculas grandes sdao eliminadas mais facilmente pela camara
posterior, enquanto moléculas menores e moléculas lipofilicas saem pela
retina/coroide/esclera. Para que uma medicagdo seja mantida por mais tempo, deve-se
injetar mais direcionado a parte posterior do olho. Quando a agulha ¢ direcionada para
frente, mais medicamento pode sair pela camara posterior. Moléculas grandes e

hidrofilicas tem meia-vida mais longa no vitreo."*

Usamos coelhos pigmentados nos estudos eletrofisioldégicos e anatomicos de
toxicidade. Granulos de melanina tém afinidade com algumas drogas lipofilicas.
Assim, a dose segura em olhos albinos podem ser inseguras para olhos pigmentados e
vice-versa. A melanina também reduz a exposicdo da retina a luz por absorverem
fotons que passam pelos fotorreceptores, além de ajudar na eliminagdo de radicais
livres."*” ** A auséncia de melanina nos animais albinos tratados com gentamicina
intravitrea causam redu¢ao mais importante da amplitude da onda b, sendo ainda mais
evidentes nos olhos adaptados ao escuro com estimulo mais forte. Esses animais
tiveram dano restrito a retina externa, com perda completa dos segmentos interno e
externo dos fotorreceptores.”’ Além de pigmentacdo dos olhos, outros fatores que
influenciam a toxicidade de uma droga na retina sdo fatores clinicos como o estado
cirtrgico de um olho, presenca e severidade da infec¢do, posicdo do bisel da agulha,
além de fatores fisioldgicos como grau de pigmentagdo ocular, nivel de iluminacao do

ambiente, temperatura da sala e nivel de stress. A exposi¢ao a luz, temperaturas altas
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e stress induzem dano retiniano por si, € por aumento dos efeitos de agentes
retinopaticos."** '*° Numa comparagio entre coelhos pigmentados e ndo pigmentados,
as ondas b dos animais pigmentados se mantiveram constantemente maiores do que
os dos albinos, mesmo quando havia toxicidade. Também foi constatado que quando
a reducdo da onda b for menor do que 80%, a retina tem grande poder de recuperacao
a longo prazo. No estudo com gentamicina, a droga se ligou a melanina, mas nao
houve problema retiniano nos animais pigmentados a longo prazo, e foi a gentamicina

livre circulante que causou maior dano."’

A concentracdo inibitoria minima de aciclovir para inibir 50% dos virus da
familia herpes varia de acordo com os tipos de ensaios usados, € com o virus, apesar
da droga agir contra todos os espécies da familia, como virus herpes simplex tipos 1 e
2, virus varicela zoster e virus Epstein-Baar.* ®> ' Herpes simplex precisam de menor
concentracdo, enquanto o virus varicela zoster precisar de mais, justificado pela
posologia usada sistemicamente no inicio do tratamento. Mesmo assim, a

concentracdo de 0,1mg/0,1ml ¢ suficiente para esse tratamento local.

A meia-vida sistémica de aciclovir em animais varia de 1,2 a 1,8 horas em
espécies diferentes de macacos, a 2,3 horas em caes depois de inje¢ao intravenosa em
bolo.""*? Os metabolitos sdo excretados pela urina em cdes, ratos, camundongos e
coelhos, enquanto pequena parte dos metabolitos saem nas fezes em porquinhos da
india. Em animais de experimentos, toda a dose de medicamento foi excretada em 72
horas. Ndo existem relatos anteriores de meia vida em vitreo de animais, mas 0s
nossos resultados sugerem que ela ¢ muito rapida, devido a sua alta solubilidade em
agua, baixa permeabilidade e baixo peso molecular. Novos estudos com verificagao

de meia vida em menos de 48 h sdo necessarios.'* '**
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Este estudo apresenta algumas limitagdes. Os olhos de coelhos ¢ humanos
apresentam diferengas inerentes entre essas espécies. A cavidade vitrea de coelhos
tem volume de 1,4 ml, enquanto de humanos tem 4,5 ml. J& foram relatadas
diferencas de absorcao de aciclovir em diferentes animais quando administrados via
oral.'” O aciclovir em cachorros e camundongos, tem melhor absor¢io e maiores
niveis plasmaticos do que em ratos e macacos Rhesus apds administracdo oral. No
cachorros, a medicacao alcanga até fluido cerebroespinhal, humor aquoso e saliva. E
como nao ha estudos comparativos com dosagem de vitreo em diferentes espécies,
nao se sabe o comportamento da droga no vitreo de diferentes animais, apos injecao
intravitrea. Por se tratar de um estudo experimental, ndo ¢ possivel garantir que os
resultados refletem o que aconteceria no olho humano. E as lentes utilizadas para a
aquisicdo dos tragados de ERG podem se mover ao decorrer do exame mesmo com
todos os cuidados que o examinador possa tomar, o que pode também trazer
resultados diferentes. Além disso, os olhos estudados nao apresentam inflamagao e,
portanto, ndo apresentam quebra da barreira hematorretiniana. Assim, a penetracao da
droga pode ser diferente caso houvesse uveite. Neste estudo, apenas uma area da
retina foi analisada sob microscopia de luz. Portanto, as alteragdes morfoldgicas
encontradas podem nao representar a condigdo de toda a retina, mas serem apenas
alteragdes focais. Ha um estudo com lidocaina que mostra respostas de ERG normais
em retinas albinos e pigmentadas, mas que mostrou alteragdes histoldgicas na retina
proximal ao sitio de injecao da droga, desorganizacao histoldgica que nao apareceu na
retina distal.'"”’ No entanto, a correlacio positiva dos resultados funcionais e
morfologicos (por microscopia de luz e imuno-histoquimica) valorizam os resultados

obtidos. Por fim, esse estudo ndo foi duplo-cego, o examinador sabia se o olho
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analisado (tanto na eletrofisiologia quanto nos estudos anatomicos) era um olho

tratado ou olho controle.

O tratamento imediato do olho acometido por NAR ¢ um dos principais

o . o s 12,43, 146
fatores de melhor prognostico visual ao primeiro diagnoéstico. O uso de
medicamento local adjuvante ao tratamento sist€émico pode ser a melhor maneira de
garantir niveis de aciclovir terap€utico até que sejam atingidos esses niveis apos o
inicio do tratamento sist€émico. Os resultados dessse estudo sugerem que a dose de
0,Img ¢ segura para a retina e pode ser testada em modelos experimentais de uveite

ou retinite viral.
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A répida eliminagdo do aciclovir nos olhos de coelhos ndo permitiu a
determinagdo da meia vida nos tempos estudados. O estudo da meia-vida ja
mostrou niveis tao baixos da medicagdo em 48 horas que ¢ necessario estudo
para determinar a adequada quantidade de droga nas primeiras 24 horas apos a

injecdo intravitrea. A medicag¢ao ndo foi detectada em niveis séricos.

O aciclovir intravitreo causa danos funcionais e morfoldgicos tempo e dose
dependentes. A dose de Img de aciclovir apresentou danos funcionais e
morfologicos que regrediram com o decorrer da experiéncia. Ja a dose de
10mg, houve reversao dos danos funcionais, mas os danos anatdomicos
observados tanto na microscopia Optica quato na imunohistoquimica
demonstraram danos irreversiveis. A dose de 0,1 mg de aciclovir ndo traz
danos anatomicos ou funcionais em retinas de coelhos apds injecao intravitrea,

e pode ser testada em modelos experimentais de uveite ou retinite viral.
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OBIJECTIVES: Acute retinal necrosis is a rapidly progressive and devastating viral retinitis caused by the herpesvirus
family. Systemic acyclovir is the treatment of choice; however, the progression of retinal lesions ceases
approximately 2 days after treatment initiation. An intravitreal injection of acyclovir may be used an adjuvant
therapy during the first 2 days of treatment when systemically administered acyclovir has not reached therapeutic
levels in the retina. The aims of this study were to determine the pharmacokinetic profile of acyclovir in the rabbit
vitreous after intravitreal injection and the functional effects of acyclovir in the rabbit retina.

METHODS: Acyclovir (Acyclovir; Bedford Laboratories, Bedford, OH, USA) 1 mg in 0.1 mL was injected into the right
eye vitreous of 32 New Zealand white rabbits, and 0.1 mL sterile saline solution was injected into the left eye as a
control. The animals were sacrificed after 2, 9, 14, or 28 days. The eyes were enucleated, and the vitreous was
removed. The half-life of acyclovir was determined using high-performance liquid chromatography.
Electroretinograms were recorded on days 2, 9, 14, and 28 in the eight animals that were sacrificed 28 days after
injection according to a modified protocol of the International Society for Clinical Electrophysiology of Vision.

RESULTS: Acyclovir rapidly decayed in the vitreous within the first two days after treatment and remained at low
levels from day 9 onward. The eyes that were injected with acyclovir did not present any electroretinographic
changes compared with the control eyes.

CONCLUSIONS: The vitreous half-life of acyclovir is short, and the electrophysiological findings suggest that the
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intravitreal delivery of 1 mg acyclovir is safe and well tolerated by the rabbit retina.
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INTRODUCTION

Acute retinal necrosis (ARN) is a rapidly progressive viral
retinitis that is caused by members of the herpesvirus family
and has an unfavorable visual prognosis (1,2). Prompt
recognition of ARN is important, and patients who are
treated early with high doses of intravenous acyclovir have
a better visual outcome and a lower incidence of retinal
detachment (3).

Acyclovir is a potent systemic antiviral that has been the
drug of choice for the treatment of ARN because of its
selectivity against the herpes simplex virus and the
varicella-zoster virus (4,5). The goal of treatment is to stop
the progression of retinal lesions. Clinically, the progression

Copyright © 2012 CLINICS - This is an Open Access article distributed under
the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/) which permits unrestricted non-
commercial use, distribution, and reproduction in any medium, provided the
original work is properly cited.
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of existing retinal lesions usually ceases approximately 2
days after the initiation of treatment with intravenous
acyclovir, and visible regression may be observed after
approximately 4 days (1). Complete regression occurs after
an average of 32.5 days when the retina may have already
been irreversibly damaged (1).

To penetrate the eye, drugs must overcome the blood-
ocular barrier, which greatly decreases their bioavailability
to the retina (6). Intravitreal injections bypass the blood-
retinal barrier and thus provide immediate drug delivery at
therapeutic levels directly to the target site.

There is evidence that the time between diagnosis and the
initiation of treatment may be a prognostic factor and that
the reduction of this interval may improve the outcome of
ARN (7). We postulate that the intravitreal injection of
acyclovir as soon as the diagnosis of ARN has been estab-
lished may be a potential adjuvant therapy because it may
help to control this type of aggressive retinitis within the
crucial first 48 hours, when systemic acyclovir has not
reached therapeutic levels in the retina.
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In this study, we investigated the pharmacokinetic profile
and functional effects of acyclovir in the rabbit vitreous and
the retina, respectively, at different time points after an
intravitreal injection.

METHODS

Animals

In total, 32 New Zealand white rabbits (weight, 2.0-2.5 kg)
were included in this study. The animals were treated
according to the Association for Research in Vision and
Ophthalmology Statement for the Use of Animals in Ophthal-
mic and Vision Research. The experiments were approved by
the Research Ethics Committee of the Universidade de Sao
Paulo, Faculdade de Medicina and by the Committee for
Ethics in Animal Research of the Instituto de Psicologia at the
Universidade de Sao Paulo (Sao Paulo, Brazil).

The animals were housed in individual cages under a 12/
12-hour light-dark cycle with free access to water and food.
Before every procedure (intravitreal injection, ERG, and
sacrifice), the animals were anesthetized with an intramus-
cular injection of 50 mg/kg ketamine hydrochloride (Keta-
mina; Agener, Sao Paulo, Brazil) and 6.7 mg/kg xylazine
hydrochloride (Calmiun; Agener, Sao Paulo, Brazil). The
pupils were dilated with topical 0.5% tropicamide
(Mydriacyl; Alcon, Sao Paulo, Brazil), and the eyes were
anesthetized with 0.5% proxymetacaine hydrochloride
(Anestalcon; Alcon, Sao Paulo, Brazil). A slit-lamp examina-
tion and indirect fundus ophthalmoscopy were performed in
all of the eyes prior to the intravitreal injections and after 2,9,
14, and 28 days to detect signs of inflammation or infection.
All of the animals were sacrificed with an intravenous
injection of 70 mg/kg sodium pentobarbital (Euthanyle;
Brouwer, Buenos Ayres, Argentina) under deep anesthesia.

Acyclovir preparation

The original solution of acyclovir (Acyclovir; Bedford
Laboratories, Bedford, OH) was diluted with sterile saline
solution (saline) to reach a concentration of 10 mg/mL for
injection, and 0.1 mL (1 mg) was injected directly into the
vitreous.

Intravitreal injection

Before the injections, anterior chamber paracentesis
(0.1 mL of the aqueous humor) was performed with a 27-
gauge needle to prevent an increase in intraocular pressure
and minimize drug reflux. The intravitreal injections were
performed using a 30-gauge needle that was attached to a 1-
mL tuberculin syringe, which was inserted approximately
3 mm posterior to the limbus, and 0.1 mL acyclovir was
slowly injected directly into the vitreous. The right eye of
each rabbit was injected with the acyclovir solution and the
left eye was injected with saline as a control.

High-performance liquid chromatography for
vitreous half-life determination

To determine the half-life of acyclovir in the vitreous, the
animals were divided into four groups of eight animals each.
All the animals received an intravitreal injection of 1 mg/
0.1 mL acyclovir in the right eye and 0.1 mL saline in the left
eye. The animals were sacrificed on days 2, 9, 14, and 28 after
intravitreal injection. The eyes were enucleated, the anterior
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segment and lens were discarded, and the vitreous body was
removed and frozen at -18°C for a high-performance liquid
chromatography (HPLC) assay. Peripheral blood was drawn
at the time of sacrifice to determine the systemic concentra-
tion of acyclovir after intravitreal injection. The samples were
frozen at -18°C for HPLC.

HPLC for the determination of vitreous and systemic
acyclovir levels has been previously described (8-11).
Briefly, the chromatographic system consisted of a Merck-
Hitachi LaChrom Elite apparatus that was equipped with
an autosampler with a sample loop of 100 pL (model L-
2200, Merck-Hitachi, Germany), a pump with a constant
flow rate of 1.4 mL/min (model L-2130, Merck-Hitachi,
Germany), and a diode array detector with a wavelength
of 215 nm (model L-2450; Merck-Hitachi, Germany). Sepa-
ration chromatography was performed using an Ace 5
C18 column (250x4.6 mm id, Advanced Chromatography
Technologies, Scotland) that was maintained at 50°C
(column oven model L-2300, Merck-Hitachi, Germany). A
mixture of acetonitrile (Merck, Darmstadt, Germany) and
40 mM phosphoric acid buffer (Omega, Belo Horizonte,
Brazil) at pH 3.0 (32:68 v/v) was used as the mobile phase.
Under these experimental conditions, the retention time
was 14.0 min.

Sample treatment: Frozen vitreous samples were thawed
at ambient temperature. After brief mixing, 500 pL of the
mobile phase was added to 500-pL aliquots of the thawed
vitreous and blood samples. After mixing for 1.0 min, the
samples were filtered (Durapore, 0.2 pm, Millipore) and 100
uL was injected into the column. To reduce experimental
variability, all the samples were measured together in the
same assay.

A standard stock solution was prepared in methanol that
contained 1 mg/mL acyclovir. This solution was added to
drug-free rabbit vitreous and blood to prepare six non-zero
concentrations in the range of 0.25-15.0 pg/mL acyclovir
(0.25, 0.5, 2.0, 5.0, 10.0, and 15.0 pg/mL).

The ocular pharmacokinetic model was developed using
previously described studies as a reference (12,13). All the
data were fit with a single exponent according to Equation
1, and the estimated half-time (t; /,) of acyclovir elimination
was calculated with Equation 2.

Cpoy— Coexp ™k

t1/>=0.693/k

where C (ug/mL) and Cy (ug/mL) represent respectively the
acyclovir concentration at any time and at t,, t (day) is the
time after injection, and k (day'l) represents a rate constant.

Electroretinography

To evaluate the effect of acyclovir on retinal function,
electroretinograms (ERGs) were recorded in the 8 animals
that were sacrificed 28 days after injection. ERG recordings
were obtained on days 2, 9, 14, and 28 after intravitreal
injection.

The ERG protocol was based on the international standard
for electroretinography from the International Society for
Clinical Electrophysiology of Vision (ISCEV) (14). The
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animals were dark-adapted for 1 h and anesthetized with a
mixture of ketamine hydrochloride (50 mg/kg) and xylazine
hydrochloride (6.7 mg/kg), and the pupils were dilated
15 min before ERG using a topical application of 0.5%
tropicamide (Mydriacyl; Alcon, Sao Paulo, Brazil). Imme-
diately before the ERG recordings, the eyes were topically
anesthetized with 0.5% proxymetacaine hydrochloride
(Anestalcon; Alcon, Sao Paulo, Brazil).

The ERG responses from both eyes were recorded using a
corneal bipolar contact lens electrode (GoldLens; Doran
Instruments Inc., Littleton, MA). Reference electrodes were
placed in the skin near the lateral canthus of the eyes, and a
ground electrode (model E5; Grass Technologies, West
Warwick, RI) was placed on the ear.

Light stimulation was provided by a Ganzfeld LED
stimulator (Q450 SC Roland-Consult, Germany) and was
controlled by a computerized system (RetiPort, Roland
Consult, Germany).

ERGs were recorded according to a modified ISCEV
protocol (14,15):

1) Dark-adapted ERG: Five stimulus intensities were tested
after dark adaptation: a) 10 flashes were presented at 0.0003
cd.s/m? with 5-s interflash intervals; b) 6 flashes were
presented at 0.003 cd.s/ m? with 5-s interflash intervals; 9]
after 20 s of dark adaptation, 6 flashes were presented at
0.03 cd.s/m? with an interflash interval of 10s; d) after
1 min of dark adaptation, 6 flashes were presented at
0.3 cd.s/m? with an interflash interval of 10 s; and e) after
1 min of dark adaptation, 3 flashes were presented at
3.0 cd.s/m? with an interflash interval of 15 s.

2) Light-adapted ERG: A 2-min light adaptation was
conducted with a background of 25 cd.s/ m? (white light)
using an average of 6 flashes at 3.0 cd.s/ m? with an
interflash interval of 5 s.

ERG data analysis: The a- and b-wave amplitudes and the
implicit times were measured. The a-wave amplitude was
measured from the baseline to the minimum amplitude
after light stimulus onset. The a-wave time to peak or
implicit time was measured from flash onset to the a-wave
peak. The b-wave amplitude was measured from the a-
wave through the b-wave peak amplitude. Similarly, the b-
wave implicit time corresponded to the time of occurrence
of its peak amplitude (14).

The correlation between the dark-adapted b-wave ampli-
tude and the stimulus luminance was modeled using the
Naka-Rushton function. The following three parameters
were obtained: the b-wave saturating amplitude (Vmax); the
dark-adapted sensitivity, which was defined as the intensity
necessary for a response amplitude of 50% of the Vmax (k);
and the exponential of the Naka-Rushton equation (n),
which is related to the slope in the linear phase of the
sigmoid function and represents the homogeneity of the
retinal sensitivity.

Analysis

The statistical analysis was performed using Statistica
software (StatSoft v6.0, Inc., Tulsa, OK, USA,). The assess-
ment of the significant differences among the groups was
performed using the repeated-measures ANOVA test,
which takes into account the strength of the correlations
and provides information regarding the variables. The
Fisher’s Least Significant Differences Test was used to
determine the differences between the group means in the
repeated-measures ANOVA tests.
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RESULTS
Clinical findings

No cataracts, anterior chamber cells, vitreous cells, retinal
lesions, or cases of endophthalmitis were detected in the
eyes that were injected with acyclovir or saline at any time
point during the study period.

Acyclovir pharmacokinetics

The HPLC method was validated, and a calibration curve
was obtained. The HPLC sensitivity was 0.1 pug/mL. The
vitreous concentrations of acyclovir over 28 days are
presented in Figure 1. The mean intravitreal concentrations
of acyclovir (ng/mL) were 0.28, 0.09, 0.06, and 0.08 on days
2,9, 14, and 28 after injection, respectively. The half-life of
acyclovir in the rabbit vitreous could not be estimated
because the drug was quickly eliminated and only a small
amount was detected on the second day after injection.

Acyclovir was not detected in the peripheral blood of any
animal that was tested.

ERG

The representative dark- and light-adapted ERG record-
ings of one animal at different time points are shown in
Figure 2. The eyes that were injected with acyclovir were
compared with the eyes that were injected with saline. In
the dark- and light-adapted states, no significant differences
were found between the means of the a- and b-wave
amplitudes and the implicit times for any time point or light
intensity. The data from the dark-adapted ERG recordings
are shown in Table 1.

The dark- and light-adapted a-wave and b-wave mean
amplitudes were plotted against the log light intensity (VlogI)
using the Naka-Rushton equation. The curves at each time
point were compared to the mean baseline curve. No
significant differences were found for the a-wave or b-wave
amplitudes on days 9, 14, and 28 compared with the baseline.
The data for the b-wave amplitudes are presented in Figure 3.

The Vmax, k, and n values were calculated for the b-wave
amplitudes, and no significant differences were found
between the eyes that were injected with acyclovir and
saline. The b-wave Vmax, k, and n values are presented in
Table 2.

The b-wave to a-wave correlations for the dark-adapted
state (30 cd.s/m?) are shown in Figure 4. No significant
differences were found among the different time points.

0.5 4

0.4 -

Acyclovir vitreous concentration

2 days 9 days 14 days

Days after intravitreal injection

28 days

Figure 1 - Acyclovir concentrations in the vitreous at different
time points after intravitreal injection.
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Figure 2 - Representative ERG recordings of the eyes of one animal at different time points [dark-adapted (30 cd.s/m?) and light-

adapted (3 cd.s/m?) states].

Oscillatory potentials could not be detected in any of the
eyes that were studied.

DISCUSSION

Our ERG results suggest that intravitreal injection of
acyclovir 1 mg in 0.1 mL does not cause functional changes
in the retina of New Zealand white rabbits according to
binocular indirect ophthalmoscopy and ERG during a 28-day
follow-up period.

This is the first report of experimental data on the retinal
effects of 1 mg acyclovir injected directly into the vitreous.

934

The injected dose was estimated based on the dose that was
used for the intravenous injections and on a dose-escalating
study (Damico FM et al., unpublished), which demonstrated
that 1 mg acyclovir injected into the vitreous does not cause
morphological changes in the rabbit retina, according to
light microscopy.

ERG is a useful tool that is commonly employed to
monitor retinal toxicity (16). In addition to the determina-
tion of a- and b-wave amplitudes and implicit times in light-
and dark-adapted states, many correlations and other
parameters can be analyzed. The analysis of the correlation
between b-wave amplitude and light intensity at different
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Table 1 - a- and b-wave amplitudes and implicit time means at different light intensities and time points (dark-adapted
state). Eight animals were included at each time point. SD =standard deviation; N.R.=not registered.

Light
energy a-wave b-wave
Amplitude (pV) Implicit time (ms) Amplitude (nV) Implicit time (ms)

(cd.s/m?) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD)

Acyclovir Saline Acyclovir Saline Acyclovir Saline Acyclovir Saline
Baseline
0.003 N.R N.R N.R N.R. 23 (8) 21 (7) 82 (3) 82 (19)
0.03 N.R N.R N.R N.R. 108 (58) 89 (14) 83 (6) 85 (4)
0.3 N.R. N.R. N.R N.R. 130 (32) 110 (21) 68 (2) 74 (4)
3 -72 (43) -75 (28) 45 (1) 45 (4) 210 (56) 189 (34) 67 (1) 70 (12)
30 -143 (24) -132 (42) 42 (0) 36 (2) 259 (47) 232 (55) 66 (1) 72 (13)
9 days
0.003 N.R N.R. N.R N.R. 16 (9) 11 (4) 73 (9) 74 (9)
0.03 N.R N.R. N.R N.R. 119 (42) 119 (18) 80 (4) 83 (6)
0.3 N.R. N.R. N.R. N.R. 134 (37) 147 (25) 68 (1) 78 (4)
3 -58 (34) -72 (13) 45 (1) 47 (6) 196 (42) 209 (37) 67 (3) 59 (4)
30 -127 (24) -137 (39) 42 (0) 45 (2) 260 (53) 281 (59) 72 (8) 54 (15)
14 days
0.003 N.R N.R N.R N.R. 11 (8) 11 (3) 89 (0) 84 (10)
0.03 N.R N.R N.R N.R. 117 (59) 157 (39) 84 (4) 72 (5)
0.3 N.R. N.R. N.R N.R. 195 (94) 254 (53) 81 (11) 72 (5)
3 -74 (34) -65 (42) 47 (1) 46 (5) 231 (105) 261 (47) 66 (1) 67 (4)
30 -118 (51) -127 (44) 43 (1) 42 (2) 264 (109) 303 (63) 66 (2) 63 (6)
28 days
0.003 N.R N.R N.R N.R. 23 (19) 17 (4) 77 (21) 87 (16)
0.03 N.R N.R N.R N.R. 173 (65) 190 (73) 80 (5) 90 (6)
0.3 N.R. N.R. N.R. N.R. 220 (94) 178 (49) 75 (11) 78 (5)
3 -80 (28) -77 (38) 46 (2) 44 (5) 305 (102) 243 (64) 79 (13) 73 (5)
30 -116 (30) -131 (42) 42 (1) 40 (2) 347 (85) 275 (101) 77 (11) 75 (9)

time points offers an estimate of the functional integrity of
the retina. Different ERG components are related to
different retinal structures. The cornea negative a-wave
reflects the function of the photoreceptors; the b-wave
reflects the function of bipolar and Mueller cells; and the
oscillatory potentials reflect the activity of the inner retina
(17). Moreover, the b-wave to a-wave amplitude ratio is an
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Log light intensity (cd.slmz)

Figure 3 - Response versus log light intensity (Vlogl) curve of the
eyes that were injected with acyclovir and saline solution. The
gray area represents the mean + 1 standard deviation of the b-
wave amplitude of the eyes that were injected with saline
solution.
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index of post-receptoral function that represents the effect of
a given stimulus in the inner and outer retina (18).

In this study, ERG recordings were obtained at baseline
and at 3 different time points after intravitreal injection of
acyclovir into the study eye and saline into the contralateral
eye. ERG parameters are influenced by many factors, such
as pupil size, dark adaptation time, electrode, stimulus
intensity, age, breed, anesthetic drugs, and body tempera-
ture (19,20); however, it is difficult to control for these
factors. Our results presented low variability (Table 1),
which reflects the high quality of the ERG technique.

There were no significant differences between the a- and
b-wave amplitude values and the implicit time values,
which suggests that the inner and outer retina were not
functionally impaired by the dose of acyclovir that was used
in this study. In addition, the b-wave to a-wave ratios were
not different between the eyes that were injected with
acyclovir and saline, which suggests that the 1-mg dose of
acyclovir does not cause the deterioration of retinal
function. However, full-field ERG is a mass electrical
response of the retina to light stimulation, and acyclovir
may cause focal damage to the retina that may not be
detected by testing. Intravitreal injections of bevacizumab
do not induce signs of toxicity in the rabbit retina according
to ERG (21,22). However, inflammatory cells and signs of
apoptosis in the photoreceptors were observed using
transmission electron microscopy in these studies. Similar
findings were obtained for a high-dose intravitreal injection
of moxifloxacin (23).

Experimental studies in the 1980s evaluated the retinal
toxicity of acyclovir after intravitreal injection (24-26) and
demonstrated that doses of up to 450 pg/0.1 mL do not
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Table 2 - b-wave amplitude parameters obtained from the response versus log light intensity (Vlogl) curve using the

Naka-Rushton equation (dark-adapted state).

Time point b-wave amplitude
Vmax k n
Acyclovir Saline p-value Acyclovir Saline p-value Acyclovir Saline p-value
Baseline 2.492 2.340 0.299 0.0082 0.0019 0.200 0.7367 0.4743 0.121
7 days 2.335 2.333 0.971 0.0030 0.0040 0.081 0.9052 0.9639 0.750
14 days 2.341 2.443 0.342 0.0052 0.0041 0.532 0.9984 1.1895 0.325
28 days 2.455 2.352 0.138 0.0045 0.0030 0.338 1.0167 2.1552 0.258

cause retinal toxicity; however, the same animals were not
used as controls. In contrast, in the present study the
contralateral eye of the same animal was used as control.
The use of different animals as controls may not be adequate
because of the high inter-animal variability in ERG para-
meters. In addition, the ERG methods and data were not
well described in the previous studies, which makes compa-
risons with our results difficult.

The pharmacokinetic study revealed that systemic acy-
clovir absorption after intravitreal injection may not be
significant because the drug was not detected in the
peripheral blood of any animal.

This is the first report on the vitreous half-life of acyclovir.
HPLC indicated a rapid decay in the concentration of
acyclovir in the vitreous during the first two days after
intravitreal injection, after which the acyclovir was main-
tained at low levels from day 9 on. Acyclovir is a Bio-
pharmaceutics Classification System Class III compound and
is highly water-soluble with low permeability and a low
molecular mass. In addition, the systemic half-life of acyclovir
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after oral intake has been observed to vary from 2.5 to 3 h
(27,28). In rabbits, the systemic half-life is even lower, varying
from 1 to 2 h (29). These results suggest that acyclovir may
present a short half-life in the vitreous, which may explain the
rapid clearance from the vitreous that was observed in this
study. However, acyclovir would not be detected if it were
bound to serum proteins (30). This hypothesis was not tested
in the present study. In this study, the determination of the
vitreous half-life of acyclovir was not possible because of the
intervals that were chosen for sample collection. However,
our results suggest that the vitreous half-life of acyclovir may
be very short, such as less than 48 h.

This study has several limitations. The relatively low
number of animals that underwent ERG assessment (eight
animals) may mask differences between the eyes that were
injected with acyclovir and saline. However, our results had
low variability, which suggests that they are reliable. In
addition, acyclovir is highly soluble in water and vitreous
clearance is likely to be very short. ERG was recorded at
baseline and on day 9, when a small amount of acyclovir
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Figure 4 - b-wave to a-wave (dark-adapted state, 30 cd.s/m?) correlations between the eyes that were injected with acyclovir and saline
at different time points. Each point represents the a- and b-wave amplitudes from one eye.
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was present in the vitreous. Thus, acyclovir may have
caused functional retinal damage within the first hours or
days after intravitreal injection that was not detectable 9
days after injection. Therefore, extensive functional retinal
recovery may have occurred. Finally, this is an experimental
study and the limitations of the rabbit model include
differences in retinal vascularization and eye volume when
compared with the human eye. For these reasons, the results
may not fully represent the effects in human eyes.

In conclusion, this pharmacokinetic study suggests that
the vitreous half-life of acyclovir is very short, and the
clinical and electrophysiological findings suggest that
intravitreal delivery of acyclovir 1 mg in 0.1 mL is safe
and well tolerated by rabbit retina. Before intravitreal
acyclovir can be used as an adjuvant therapy during early
ARN to compensate for the delay in systemic acyclovir
reaching therapeutic levels in the retina, additional studies
are necessary to determine the precise vitreous half-life of
acyclovir, and dose-escalating studies are necessary to
determine safe doses for intravitreal injection.
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An HPLC-UV method was developed and validated for the determination of acyclovir in vitreous humor.
The method was carried out in isocratic mode using 0.02 mol/L acetic acid/methanol (95:5) as mobile
phase, a C18 column at 25 °C and UV detection at 254 nm. The method was linear (r*>>0.99) over the
range of 35-700 pg/mL, precise (RSD <5%), accurate (recovery ranged from 98.18 to 99.64%), robust,
selective regarding of the vitreous humor, and robust remaining unaffected by deliberate variations in
relevant parameters. The validated HPLC-UV method can be successfully applied to determine acyclovir
directly injected into the vitreous cavity of rabbits’ eye.

1. Introduction 0
Acyclovir [9-(2-hydroxyethoxylmethyl) guanine] (Fig. 1) is a
guanine derivative nucleoside analog with strong antiviral activ- HN | A\

ity against herpes simplex and varicella zoster viruses (Ormrod
and Goa 2000). Currently, acyclovir has been used to treat acute
retinal necrosis, a disease caused by herpetic viruses with dev-
astating consequences for the eye (Tam et al. 2010).

The use of intravitreal injections for the treatment of acute retinal
necrosis has become increasingly common and the effectiveness
of this local treatment has been described as it allows immediate
drug delivery at therapeutic levels directly into the target site
(Meghpara et al. 2010). Intravitreal injection of acyclovir may
be a potential alternative in acute retinal necrosis therapy as
it may contribute to a better control of this aggressive retinitis
mainly during the first 48 hours, while systemic acyclovir has
still not reached therapeutic level in the retina (Schulman et al.
1986).

Analysis of acyclovir in biological matrices has been made pos-
sible by a number of high performance liquid chromatographic
(HPLC) methods employing different modes of detection such
as fluorescence (Peh and Yuen 1997; Svensson et al. 1997; Maes
etal. 2009), HPLC with mass detection (Manish et al. 2009) and
high-performance capillary electrophoresis (HPCE) (Vo et al.
2002). Sample preparation for these HPLC methods includes
mainly a deproteinization step (using perchloric acid or organic
solvents such as acetonitrile and methanol) and/or a solid-phase
extraction step (using a hydrophobic column) as well as other
techniques such as ultrafiltration (Nebinger and Koel 1993).
There have been reported assays for acyclovir analysis in bio-
logical fluids using high-performance capillary electrophoresis
(Zhang et al. 1996; Cabarcos et al. 2010) that employed UV and
amperometric modes of detection, with limits of detection in the
high hundreds of the pwg/ml range (Vo et al. 2002). Therefore,
the mentioned HPLC methods require detection devices, not
generally available in pharmaceutical laboratories, and complex
processes of sample preparation, which involve a long analysis
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Fig. I: Chemical structure of the acyclovir
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time for estimating the drug, limiting its application in routine
quality control.

In this study, a HPLC method with ultraviolet detection (HPLC-
UV) was optimized and validated for determination of acyclovir
in the vitreous humor of rabbits’ eye. The proposed HPLC-UV
offers many advantages in comparison to the mentioned ana-
lytical methods: (1) it requires an ordinary detection device for
quantitation of acyclovir incorporated into the vitreous humor;
(2) it is extremely simple and rapid, since it involves a single
step for preparation of the biological samples and direct injec-
tion of them; (3) small sample volume requirements for detection
and quantitation of the acyclovir. Therefore, it is hypothesized
that this validated HPLC-UV method could be applied to deter-
mine acyclovir levels in pharmacokinetic studies in pre-clinical
investigations involving rabbits as experimental animal models
of acute retinal necrosis; and/or in toxicological analysis.

2. Investigations, results and discussion

In this study, an HPLC-UV method was optimized and vali-
dated for determination of acyclovir in the vitreous humor after
direct injection of the drug into the vitreous cavity of rab-
bits’ eye. Different analyses of drugs in the vitreous humor
were reported previously, for amphetamines, benzodiazepines
(Clauwaert et al. 2000; De Letter et al. 2000), cocaine and its
metabolites (Mackey-Bojack et al. 2000; Fernandez et al. 2006)
and opiates (Antonides et al. 2007), following a complex process
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Table 1: System suitability of the proposed HPLC-UV method

Resolution (R)*

Theoretical plates (N)

Tailing factor (T) Retention time and RSD

Proposed method 2.47 3026

Required limits' R<2

1.50 7.427 min
RSD=0.31
T<2 RSD <2.0%

“Resolution between the chromatographic peak of the acyclovir and the nearest peak of the vitreous humor.
I Required limits for system suitability previously described (The United States Pharmacopeia 2008).

of drug extraction. However, the proposed HPLC-UV method
offers the advantage of being simple, since it involves a single
step for preparation of the biological samples, without any pro-
cess of extraction, and direct injection in the chromatograph.
Additionally, to date there are no descriptions of a HPLC-UV
method for assaying acyclovir in the vitreous humor under the
selected chromatographic conditions.

The official compendia recommend an HPLC-UV method for
assaying acyclovir raw material using a mobile phase consti-
tuted of glacial acetic acid and water (1:1000) (The United
States Pharmacopeia 2008). However, it was verified that this
chromatographic condition was not suitable for the determi-
nation of the acyclovir added in the vitreous humor matrix
due to the high retention time of the drug of approximately
20 min and the formation of an asymmetric peak of the acy-
clovir. For the purpose of decreasing the retention time of drug,
in this study, a mobile phase composed on 0.02 mol/L acetic
acid and methanol (95:5) was applied. The pH of the elu-
ent was 3.23, providing ionization of the drug molecule, and
consequently, reducing its affinity to the stationary phase and
decreasing the retention time of the acyclovir. This is con-
sistent with the pK, value for guanine (pK,=3.18) of which
acyclovir is an analogue (Smith and Walker 1985). An increase
in the percentage of methanol in the mobile phase further
decreases the retention of acyclovir, but it promotes the overlap-
ping between chromatographic peaks of the drug and vitreous
humor. Then, a minimal proportion of this organic solvent (5%)
was selected to compose the mobile phase in order to pro-
vide resolution between peaks. Finally, the adjustment of the
proportion of the components of the mobile phase contributed
to the attainment of a favorable retention time of acyclovir
(7.4 min) and a symmetric chromatographic peak of the drug.
Additionally, the wavelength of 254 nm was selected for analy-
sis, since it provided maximum chromatographic response of the
acyclovir, and consequently, high sensitivity of the HPLC-UV
method.

System suitability was carried out to confirm that the equipment
was adequate for determination of acyclovir in vitreous humor.
For this test, six replicate injections of the standard solution
of acyclovir at 700 pg/mL were analyzed considering resolu-
tion, theoretical plates, tailing factor and retention time of the
drug. Table 1 shows the obtained results of system suitability
in comparison with the required limits (The United States Phar-
macopeia 2008). Accordingly, the proposed method fulfills the
requirements within the accepted limits.

The specificity of the method was investigated by evaluating
the lack of interference of the simulated and collected vitreous
humor on the chromatographic peak of the acyclovir. The com-
ponents of the vitreous humor eluted at approximately 8.2 min
and at retention times lower than 4 min, and the acyclovir eluted
in 7.4 min (Fig. 2A, 2B and 2C). The chromatographic peaks
were completely resolved and any substance presented the same
retention time of the active principle, allowing the unequivo-
cal determination of the drug. Additionally, peak purity higher
than 99.0% was obtained for the drug in the chromatograms of
acyclovir spiked in the vitreous humor from rabbits’ eye, indi-

236

cating that other components did not coelute with the drug peak.
According to the obtained results, the method demonstrated
specificity for acyclovir in direct contact with the components
of the collected vitreous humor.

The linearity of the method was tested by plotting a cal-
ibration curve over the range of 35 to 700 pug/mL of
acyclovir, which was subjected to regression analysis by the
least square method. The representative linear equation was
y=213557169.88x + 896259.92, where y and x were area and
concentration (wg/mL), respectively. The significance of the
intercept obtained in the calibration curve was tested and this
parameter was not statistically significant (p>0.05), conse-
quently, it can be considered that the curve passes through
the origin (Saliba et al. 2011). The correlation coefficient (r)
was higher than 0.99, showing highly significant correlation
between concentration and peak area (Brazil 2003). The coeffi-
cient of determination (r2) of the calibration curve was 0.9999,
implying that 99.99% of total variance of the peak areas was
explained by the varying acyclovir concentration. Finally, the
linear model proved to be adequate since the residues fol-
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Fig. 2: (A). Chromatogram of the acyclovir at 700 pg/mL in simulated vitreous
humor solution. (B) Chromatogram of the vitreous humor collected from
rabbits’ eye. (C) Overlay of the chromatograms 2A and 2B. Chromatographic
conditions: Cg column 250 mm x 4.6 mm at 25 °C; 0.02 mol/L acetic acid
and methanol (95:5, v/v); 3 mL/min of flow rate; wavelength of 254 nm
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Table 2: Mean content of acyclovir in the intra-day and inter-
day precision

Acyclovir concentration (pg/mL) Intra-day precision Inter-day precision

Mean content RSD Mean content RSD
35 98.26 4.67 99.64 431
70 98.33 3.05 98.18 2.30
700 99.55 3.15 99.57 3.34

Table 3: Percent recovery of acyclovir spiked in the vitreous
humor of rabbits’ eye

Acyclovir concentration (p.g/mL) Percent recovery RSD
35 99.64 431
70 98.18 2.26
700 99.57 332

lowed a normal distribution pattern and were independent, the
homoscedasticity could be observed and the lack of fit was not
significant. The LOQ and LOD were calculated as 0.16 pg/mL
and 0.048 pwg/mL, respectively.

The repeatability (intra-day) and intermediated precision (inter-
day) were expressed as the relative standard deviation (RSD)
of a series of measures of different concentrations of acyclovir
incorporated into simulated vitreous humor solutions. The data
obtained for precision were summarized in Table 2. The RSD
values were lower than 5% for all levels of concentrations
tested, thus indicating appropriate intra and inter-assay precision
(Brazil 2003).

The accuracy of the HPLC-UV method was expressed as the
percent of recovery of acyclovir spiked in the vitreous humor
of rabbits’ eye. Recovery ranged over 98.18% and 99.64%, as
demonstrating in Table 3. All the values were between 98.0
and 102.0% of the theoretical concentration, confirming the
accuracy of the proposed method.

The results obtained on the robustness test are shown in Table 4.
The HPLC-UV method appears to be robust regarding all the
variables analyzed, as the difference between results obtained
under nominal and modified conditions were lower than the criti-
cal value for all analytical parameters studied. During the assays,
the retention time of acyclovir was not significantly changed
and peak symmetry was maintained. However, it could be noted

that the wavelength and filter unit were the factors that had
more influence on method performance. Thus, these analytical
parameters should be carefully controlled.

Acyclovir directly injected into the vitreous cavity of rabbits’
eye was quantified by applying the validated HPLC-UV method.
The concentration of acyclovir in the collected vitreous humor,
after 2 days of injection, was equal to 0.28 wg/mL (n=3). The
relative standard deviation for replicates was 2.36%.

In conclusion, an HPLC method for determination of acyclovir
in vitreous humor of rabbits’ eye was developed using ultravio-
let detection, a common detection device. This chromatographic
method was considered simple and rapid, since the preparation
of the samples did not involve complex and prolonged processes
of extraction. Furthermore, the HPLC-UV method was vali-
dated in terms of selectivity, linearity, limits of quantitation and
detection, precision, accuracy and robustness. Finally, it pro-
vided unequivocal determination of acyclovir in direct contact
with the components of the vitreous humor extracted from the
posterior segment of rabbits’ eye, and may be applied to deter-
mine acyclovir levels in pharmacokinetic studies in pre-clinical
investigations involving rabbits as experimental animal models
of acute retinal necrosis; and/or in toxicological analysis.

3. Experimental
3.1. Materials and reagents

Acyclovir reference standard was purchased from Sigma Aldrich (99%
of purity). Ultrapure water was produced by a Milli-Q® purification sys-
tem (Millipore, USA). Methanol HPLC grade was purchased from Merck®
(Brazil). The other solvents and reagents used were of analytical grade.

3.2. Instrumentation and chromatographic conditions

The HPLC analyses were carried out on a Merck Hitachi LaChrom Elite
(Germany) which included a quaternary pump, autosampler and diode array
detector (DAD). The Ace C18 column (250 x 4.6 mm i.d.; 5 pum particle
size) from Advanced Chromatography Technologies (Scotland) was used
and maintained at 25 °C. The mobile phase comprised 0.02 mol/L acetic
acid and methanol (95:5), at a flow rate of 3 mL/min. The injection volume
was 20 uL and detection was performed at 254 nm.

3.3. Preparation of solutions
3.3.1. Simulated vitreous humor solution

Approximately 6.4 g of sodium chloride, 750 mg of potassium chloride,
480mg of calcium chloride, 300mg of magnesium chloride, 3.9g of
sodium acetate and 1.7g of sodium citrate were accurately weighed,
transferred to a 1000 mL volumetric flask and dissolved in ultrapure water.
The simulated humor vitreous solution was filtered through a 0.45 pm filter
(Sartorius, Germany).

Table 4: Effects of the analytical parameters in percent recovery of acyclovir of the HPLC-UV method

Analytical parameter

Recovery of acyclovir (%) Effect X - x (absolute value)*

Washing volume of the syringe of injection (L)
Wavelength (nm)

Mobile phase flow rate (mL/min)

Proportion of the mobile phase (0.02 mol/L acetic acid and methanol)

Injection volume (L)
Temperature of sample compartment (°C)

Filter unit

A 98.88 0.06
a 98.82
B 98.44 -0.83
b 99.27
C 98.83 -0.05
c 98.87
D 98.73 -025
d 98.98
E 99.03 0.37
e 98.67
F 98.90 0.10
f 98.80
G 100.87 4.04
g 96.83

* Difference between average of the values obtained at nominal conditions and average of the values obtained at altered conditions.
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3.3.2. Stock solution of acyclovir

Stock solution of acyclovir of 1.75mg/mL was prepared by accurately
weighing 43.75 mg of acyclovir reference standard into a 25 mL volumetric
flask and dissolving it in 0.1 mol/L sodium hydroxide.

3.3.3. Standard solution of acyclovir

Aliquots of the stock solution of acyclovir were diluted with simulated
humor vitreous solution to obtain solutions with different concentrations
of acyclovir. The concentration of acyclovir in each standard solution was
defined in the description of the validation parameters. Each standard solu-
tion of acyclovir was filtered through a 0.45 pm filter (Sartorius, Germany).

3.3.4. Vitreous humor from rabbits’ eye

Rabbits were sacrificed using a lethal dose of intraperitoneal injection of pen-
tobarbital 70 mg/kg (Euthanyle; Brouwer, Buenos Ayres, Argentina) (n=>5).
Vitreous humor samples of rabbits’ eye were collected by inserting a nee-
dle into the lateral canthus of each eye. All the vitreous humor in each eye
was aspirated, and care was taken to avoid damage to any loose tissue frag-
ments around the vitreous chamber. The obtained samples were placed into
polystyrene conical tubes and kept at —18 °C without any preservatives until
analysis (Cabarcos et al. 2010). The collected vitreous humor was filtered
through a 0.45 pm filter (Sartorius, Germany).

The collection of the humor vitreous from rabbits’ eye was performed
in accordance with stipulations set forth by Ethics Committee in Animal
Experimentation of the Fundagido Ezequiel Dias, which gave approval to
the protocol.

3.3.5. Vitreous humor from rabbits’ eye spiked with stock solution of
acyclovir

An aliquot of 10 mL of the stock solution of acyclovir was transferred to a
25 mL volumetric flask and dissolved in humor vitreous solution collected
fromrabbits’ eye. The spiked solution of 700 wg/mL of acyclovir was filtered
through a 0.45 pm filter (Sartorius, Germany).

3.4. Method validation

The method was validated for specificity, linearity, precision (repeatability
and intermediated precision), limits of quantitation and detection, accuracy
and robustness in accordance with standard procedure (ICH 2005).

3.4.1. System suitability

System suitability was carried out by making six replicate injections of a
standard solution containing 700 wg/mL of acyclovir prior to sample anal-
yses. The acceptance criterion was a resolution greater than 2 between the
chromatographic peaks of acyclovir and humor vitreous (The United States
Pharmacopeia 2008). Additionally, the limits for system suitability were set
for the theoretical plates, tailing factor and retention time of acyclovir.

3.4.2. Specificity

The chromatographic peaks of following solutions were recorded: (1) stan-
dard solution of acyclovir at 700 wg/mL; (2) simulated vitreous humor
solution; (3) collected vitreous humor from rabbits’ eye; (4) vitreous humor
from rabbits’ eye spiked with stock solution of acyclovir at 700 wg/mL. To
achieve the specificity of the method, no peak, with the same retention time
of acyclovir, was allowed. Additionally, spectral purity of the chromato-
graphic peak of acyclovir was evaluated using the UV spectra recorded by
a diode array detector (DAD).

3.4.3. Linearity

The calibration curve was obtained using five standard solutions in different
concentrations of acyclovir (35, 105, 175, 350 and 700 wg/mL) in 3 inde-
pendent replicates run in random order. These assays were performed on
2 different days. The calibration curves constructed were assessed using
residue analysis (homoscedascity, normality, and independence of residues)
and linear regression analysis was done by the ordinal least squares method
(Souza and Junqueira 2005).

3.4.4. Sensitivity

The sensitivity of the method was evaluated by determining the lower limit
of quantification (LOQ) and the detection limit (LOD). The LOQ was set as
the lowest acyclovir concentration that could be determined with adequate
precision and accuracy, whereas the LOD was the lowest acyclovir concen-
tration that could be detected but not quantified under the stated experimental
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conditions (Causon 1997; Santana 2004). The LOQ and LOD were calcu-
lated by using the standard deviation and the slope of the calibration curve
and the Egs. (1) and (2), respectively:

LOQ = 10 o/b )
LOD = 3 o/b @

where o is the standard deviation of the response and b is the slope of the
calibration curve.

3.4.5. Precision

The precision of the method was determined based on repeatability (intra-
day) and intermediate precision (inter-day). Repeatability was assessed
through the assay of standard solutions of acyclovir at concentrations of
35, 70, and 700 pg/mL on the same day (n=6 for each concentration).
Intermediate precision was verified by evaluating the results on 2 different
days (n= 6 for each concentration). The precision was expressed as relative
standard deviation (RSD) amongst responses.

3.4.6. Accuracy

Standard solutions of acyclovir at 35, 70 and 700 p.g/mL were prepared and
analyzed. Moreover, humor vitreous from rabbits’ eye spiked with known
amount of acyclovir performing 35, 70 and 700 pg/mL of the drug were
also prepared and analyzed. Solutions were prepared in triplicate with 5
injections of each solution (n = 15). The percent recovery of added acyclovir
was calculated comparing peak areas of the resultant solutions with standard
solutions of acyclovir at the same concentration.

3.4.7. Robustness

The method proposed by Youden and Steiner (1975) was carried out to
evaluate the robustness. Seven analytical parameters were selected and
investigated at two levels as indicated by capital letters (nominal values)
and lowercase letters (conditions with small variation in nominal values) in
Table 5. Eight runs were performed following the experimental design of
Youden and Steiner in order to determine the influence of each parameter
in the final result.

The standard solution of acyclovir at 700 pg/mL and the vitreous humor
from rabbits’ eye spiked with stock solution of acyclovir at 700 pg/mL
were injected three times for each combination. In each combination, the
recovery of the spiked acyclovir was analyzed.

The results of each experiment were represented by letters ranging from s
to z (Table 5). To estimate the effect of each variable in the final result, the
difference between the mean of the four values corresponding to the capital
letters (nominal conditions) and the mean of the four values corresponding
to the lowercase letters (altered conditions) was calculated (Youden and
Steiner 1975). Thus, to evaluate the influence, for example, of wavelength
in the final result of the analyses, Eq. (3) was used as given below:

(s+v+x+y) (H+utw+2)
4 4

Effect G/g = 3)
The effect of the analytical parameter was considered to be significant if the
value of the difference was greater than (Sﬁ) where, S is the standard
deviation of the eight results (Bedregal et al. 2008).

3.5. Appli of the validated HPLC-UV method

Acyclovir directly injected into the vitreous cavity of rabbits’ eye was quan-
tified by applying the validated HPLC-UV method. The percent of acyclovir
in the collected vitreous humor was calculated comparing peak areas of the
resultant solutions with standard solutions of acyclovir at 700 pg/mL.
Briefly, rabbits were anesthetized with an intramuscular injection of
50 mg/kg ketamine hydrochloride (Ketamina; Agener, Sdo Paulo, Brazil)
and 6.7 mg/kg xylazine hydrochloride (Calmiun; Agener, Sao Paulo, Brazil).
Pupils were dilated with topical 0.5% tropicamide (Mydriacyl; Alcon,
Sdo Paulo, Brazil) and the eye anesthetized with 0.5% proxymetacaine
hydrochloride (Anestalcon; Alcon, Sdo Paulo, Brazil) (n=3). Before the
injection of acyclovir, anterior chamber paracentesis (0.1 mL of aque-
ous humor) was performed with a 27-gauge needle to avoid increase in
intraocular pressure and to minimize drug reflux. Intravitreal injection was
performed using a 30-gauge needle attached to a 1- mL tuberculin syringe
inserted approximately 3 mm posterior to the limbus, and 0.1 mL of acy-
clovir (10 mg/mL) was slowly injected directly into the vitreous. The right
eye of each rabbit was injected with the acyclovir solution and the left eye
with saline as control.

After 2 days of injection, rabbits were sacrificed using a lethal dose of
intraperitoneal injection of pentobarbital 70 mg/kg (Euthanyle; Brouwer,
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Table 5: Parameters, variation and factorial combination for robustness test studies

Analytical parameter Value (X/x) Factorial combination

I 2 3 4 5 6 71 8

A a

Washing volume of the syringe of injection (L) 300 500 A A A A a a a a
Wavelength (nm) 2];6 215)2 B B b b B B b b
Mobile phase flow rate (mL/min) ISO l.CIO C ¢ €C ¢ C ¢ C ¢
Proportion of the mobile phase (0.02 mol/L acetic acid and methanol) 95.?4.5 94.;1:5.5 D D d d d d D D
Injection volume (L) 2EZ 188 E e E e e E e E
Temperature of sample compartment (°C) 2F6 221 F £ £f F F f f F
Filter unit celll(x]lose P\%DF G g g G g G G ¢

Results

“PVDF - Polyvinylidene fluoride

Buenos Ayres, Argentina). Vitreous humor samples of rabbits’ eye were
collected by inserting a needle into the lateral canthus of each eye. All
the vitreous humor in each eye was aspirated, and care was taken to avoid
damage to any loose tissue fragments around the vitreous chamber. The
obtained samples were placed into polystyrene conical tubes and kept at
—18 °C without any preservatives until analysis (Cabarcos et al. 2010). The
collected vitreous humor was filtered through a 0.45 wm filter (Sartorius,
Germany).

The collection of the humor vitreous from rabbits’ eye containing acyclovir
was performed in accordance with stipulations set forth by Ethics Committee
in Animal Experimentation of the Fundagdo Ezequiel Dias, which gave
approval to the protocol.
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