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INTRODUCAO

Dentre as inUmeras citocinas responsaveis pelo processo inflamatério, o fator de
necrose tumoral alfa (FNTA) é uma citocina multifuncional liberada pelos mondcitos,
macrofagos, linfocitos T em resposta a infeccdo ou injuria imunoldgica. Este fator promove
inflamag&o por citotoxicidade direta, bem como por varios mecanismos indiretos, incluindo a
regulacdo da producdo de outras citocinas pré-inflamatérias, mediadores do é&cido
araquidonico, liberacdo de espécies de oxigénio e nitrogénio reativos, adesao molecular e
fatores angiogénicos (LOCKSLEY, 2001).

O FTNA estd envolvido em um amplo espectro de doencas inflamatérias e sua
inibicdo farmacoldgica tem provado ser de grande valor terapéutico na artrite reumatoide
(MAIM, 2000), doenca de Crohn (LEWIS, 2007) e doenca de Behget.

Infliximab (Remicade: Roche®, Mannheim, Germany) é uma imunoglobulina quimérica

(IgG1 anticorpo humano-rato) que quando administrada sistemicamente inibe o ativo soluvel
do FNTA.

Como infliximab contem 30% de proteina de camundongo, ela € imunogénica,
podendo, portanto, induzir a formacéo de anticorpos humanos antiquiméricos (STEIN, 2000).

Dependendo do método utilizado para analise, estes anticorpos tém sido detectados em 15-
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40% dos pacientes tratados com esta droga. Altos titulos destes anticorpos tém sido
associados com perda de eficacia e reacGes de hipersensibilidade semelhantes a doenca do
soro. (DIAMANTI, 2002).

Além destes paraefeitos associados a terapia sistémica, outros tem sido descritos tais
como doencas auto-imunes (MOHAN, 2001), doencas desmielinizantes, propensdo para
infeccOes, como tuberculose (ELLERIN, 2003), e aumento de risco de malignidade (SMITH,
2001).

Dessa forma, considerando os graves efeitos colaterais do uso sistétmico de infliximab,
que limitam a ampliacdo de sua utilizacdo, a injecdo intravitrea pode ser benéfica no
tratamento, em pacientes selecionados, por diminuir a possibilidade destes efeitos devido a

baixa dosagem utilizada.

A finalidade deste estudo foi avaliar a seguranca da injecdo intravitrea de infliximab,
através da analise dos achados histopatoldgicos da retina de coelhos pés-aplicacdo da droga.

1. OBJETIVOS
Este trabalho teve por objetivo principal a avaliagdo dos efeitos da injecéo intravitrea
de infliximab, através dos achados histopatologicos no epitélio pigmentar e na camada

sensorial da retina dos coelhos em estudo apos a injecéo da droga.

2. METODOLOGIA

Neste estudo foram utilizados 12 coelhos albinos, da raca New Zealand, com
protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas Humanas e Animais da Universidade
Federal de Goids. Os animais foram tratados de acordo com normas da Association for
Research in Vision and Ophthalmology (ARVO).

Os coelhos foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente climatizado, e

supervisionados por veterinario (Dra. Ekaterina Akmovna Botovchenco Rivera CRMV 0406).

. Os animais foram divididos em quatro grupos para o estudo. Grupo I: dois olhos
foram submetidos a duas aplica¢des de solucéo salina balanceada (BSS); Grupo Il: dois olhos
foram submetidos a trés aplicacGes de BSS, Grupo Ill: dez olhos foram submetidos a duas
aplicacdes de infliximab e Grupo 1V: dez olhos a trés aplicacdes de infliximab. O Infliximab
(Remicade 100 mg™) foi reconstituido com 3 ml de solucdo salina, tendo sido injetado em
cada olho 0,06 ml da solugdo (2 mg de infliximab).



Os animais foram anestesiados com uma associacdo de cloridrato de xilazina
(Rompum®) e ketamina (Ketalar®) por via intramuscular e submetidos a exame

oftalmoldgico e eletrorretinogréfico.

As injecOes intravitreas foram feitas a dois milimetros do limbo supero temporal, por
médicos oftalmologistas. Os olhos foram dilatados com fenilefrina e cicloplégico, sendo

utilizado Moxifloxacino colirio no pré e pds-operatorio.

Os coelhos foram submetidos mensalmente a injecdes intravitreas sob anestesia e

noventa dias ap0s, a novo exame oftalmoldgico e eletrorretinogréfico.

A eutanasia foi feita administrando cloreto de potéassio a 10%. Os olhos foram
enucleados e fixados em solucdo de formol a 10%, etanol a 70% por mais de 24 horas e,
submetidos a cortes com navalha, retirando-se fatia de aproximadamente 3 mm de espessura,
desde a coOrnea até o nervo Optico. Estas fatias foram incluidas em parafina e realizados cortes
em micrétomos na espessura de 5 micrémetros. Os cortes foram corados pela técnica
hematoxilina-eosina. A analise foi realizada em microscopio 6ptico Olympus® e as laminas

foram fotografadas com camera digital.

3. RESULTADOS

Os olhos ndo apresentaram opacificagcdes corneanas e aumento da pressao intra-
ocular. Notou-se presenca de pequena opacificacdo de cristalino periférico em dois olhos,
provocadas pelas injecOes intravitreas. Os exames com oftalmoscépio binocular indireto ndo
constataram descolamento de retina, alteracfes retinianas e no nervo Optico ou presenca de
opacificacdes e sinais inflamatdrios no vitreo.

Ao exame histopatlogico ndo foram encontrados descolamento e edema de retina
e nem percebidas alteracdes histologicas na retina sensorial, epitélio pigmentar e cordide em
todos os olhos estudados. N&o se constataram sinais de atrofia e edema tanto nas células como
na espessura das camadas retinianas e da cordide (figura 1). Uma pequena alteracéo
encontrada em alguns olhos submetidos a duas e trés aplicacGes de infliximabe (grupos Il e
IV, respectivamente) foi a presenca no vitreo, de raros linfécitos e eosindfilos, sem
comprometimento retiniano e sem significado clinico (figura 2). A Unica alteracdo
clinicamente significativa foi uma reacdo inflamatoria com presenca de fibrina no vitreo
posterior, porém sem alteracdes na camada de células ganglionares (figura 3) nos dois olhos

de um coelho que foi submetido a duas e trés aplicagdes de infliximab.



Estatisticamente, como sé houve alteracdes nos olhos de um unico coelho, o teste
exato de Fisher mostrou um valor de p de 1.0, ou seja, ndo ha diferenca estatistica entre 0s
olhos submetidos & injecdo de BSS e duas e trés aplicacdes de infliximab. Dessa maneira, a
alteracdo encontrada nos dois olhos de um Unico coelho ndo é estatisticamente significativa.

Figura 1 — Olho de coelho albino apds trés aplicacdes de infliximabe

mostrando cito arquitetura retiniana normal



Figura 2. Presenga de um linfdcito no vitreo e retina de aspecto normal
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Figura 3. Presenca de reacdo inflamatdria com fibrina na interface vitreo-retiniana. Retina de

aspecto normal

4. DISCUSSAO

A administragéo intravitrea de drogas tem sido utilizada com constante frequéncia
para o tratamento de diversas doengas que acometem a retina, a cordide e o vitreo. Em geral,
essa via € segura e com menor incidéncia de efeitos colaterais sistémicos quando comparada a
oral ou endovenosa, pois a administracdo direta da droga na cavidade vitrea proporciona
maior concentracédo terapéutica e menor biodisponibilidade sistémica.

Os primeiros trabalhos com infliximabe intravitreo foram feitos em coelhos
albinos (GIANSANT]I, 2008). Diferentes doses foram injetadas no vitreo, e estudos clinicos,
eletrorretinogréaficos e histolégicos indicaram que dosagem de 1,7 mg provou ser segura para
a retina. Doses acima de 3,3 mg causaram significante edema do nervo éptico. Em outro
estudo (THEODOSSIADIS, 2009), de doses crescentes de injecBes intravitreas de
infliximabe, mostrou, apos 45 dias, alteracdes nas células de retina com doses superiores a 5
mg. Concluiu-se gque 2 mg € uma dose segura para a retina de coelhos. Estudos realizados em

coelhos, com a indugdo de uveite com uso de endotoxina da salmonela (HOSSEINI, 2009)



demonstraram que o uso de infliximab intravitreo, além de ndo provocar toxicidade, suprimia
a inflamacdao provocada pela endotoxina.

A primeira experiéncia com o uso de infliximabe por via intravitrea em humanos
ocorreu em pacientes com degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI), relatada em um
artigo (LIARAKOS, 2009), em que os autores apresentaram um estudo realizado em trés
pacientes que ndo obtiveram bons resultados com ranibizumabe e, quando submetidos a duas
aplicacdes intravitreas de infliximab, apresentaram melhora na acuidade visual e diminuicédo
da espessura foveolar, com utilizacdo de uma dosagem de 2 mg, sem efeitos colaterais.

Os estudos do uso de infliximab intravitreo em coelhos, até o presente momento,
utilizaram sempre uma unica aplicacdo com resultados convincentes da seguranca dessa droga
(SFIKAKIS, 2005; GIANSANTI, 2008). O presente estudo avaliou os efeitos histoldgicos na
retina de coelhos apos duas e trés aplicagdes de infliximab em intervalos mensais. O volume e
a dosagem utilizados (0,06 ml/2 mg) foram bem tolerados pelos olhos dos coelhos, nédo
causando aumento da pressdo intra ocular. A Unica alteracdo histologica notada foi a presenca
no vitreo de raros linfocitos e eosinofilos, sem significado clinico. Esta alteracdo foi
encontrada tanto em olhos submetidos a duas como a trés aplicagdes de infliximabe.

Esses achados ndo apresentaram alteracBes histolégicas na retina sensorial,
epitélio pigmentar e cordide, seja na morfologia das células ou na espessura das camadas.
Provavelmente tratam-se somente de uma discreta reacdo inflamatoria vitrea ou micro-
hemorragias causadas pela injecdo intravitrea, ndo tendo significado clinico e n&o
representando reacao toxica ao medicamento.

Em dois olhos de um mesmo coelho, submetido a duas e trés aplicacdes de
infliximab, notou-se reacdo inflamatdria bem mais acentuada, com aparecimento de material
fibrinGide no vitreo posterior, sem comprometimento da retina sensorial, que pode ou nao
estar relacionado ao uso da droga, mas sem valor estatistico. Possiveis razfes para a resposta
inflamatdria a injecdo intravitrea de infliximab incluem: reacdes ao anticorpo monoclonal, a
proteinas desconhecidas ou a contaminagfes presentes com o uso da droga.

Deve-se ter em mente também que infliximab, por ser um anticorpo com
proteinas humanas e murinas, pode levar a reacdes inflamatorias com menor freqiiéncia em
humanos do que em coelhos, ja que os dois anticorpos séo estranhos a esta espécie animal.

Os estudos de todas as laminas obtidas dos olhos dos coelhos ndo revelaram a
presenca de alteracGes nas diversas camadas da retina, 0 que corrobora a ndo toxidade do uso

intra-ocular de duas e trés aplicacdes de infliximab.



5. CONCLUSOES/ CONSIDERACOES FINAIS
Apo6s a avaliagdo anatomopatoldgica, conclui-se que duas e trés injecoes
intravitreas de infliximab, na dosagem de 2 mg, em intervalos mensais, mostraram-se seguras
em coelhos, por ndo produzirem alteracfes toxicas em seu tecido retiniano e coroide. Estudos
clinicos devem ser realizados para melhor avaliacdo da seguranca do uso dessa substancia,

por via intravitrea, em seres humanos.
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