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1. INTRODUCAO

A insuficiéncia na regulacdo da producao de determinadas citocinas dentro do cenério
inflamatorio, pode levar a ativacdo de células responséveis pela reacdo de imunidade e,
também, & resposta inflamatdria crénica com o consequente dano tecidual.

O fator de necrose tumoral alfa (FNTA) € uma destas citocinas liberadas em resposta a
infeccdo ou injdria imunoldgica. Este fator promove inflamacéo ndo so por toxicidade celular
direta, mas também por varios mecanismos indiretos, dentre os quais se incluem a regulacéo
da producdo de outras citocinas pro-inflamatérias, adesdo molecular, mediadores do acido
araquidonico, liberacdo de espécies de oxigénio e nitrogénio reativos e fatores angiogénicos
(LOCKSLEY,2001).

Hé& a associacdo entre o FTNA e as doencas inflamatérias e sua inibicdo farmacoldgica
vém apresentando resultados promissores na terapia de condi¢cdes como a artrite reumatdide
(MAIM,2000) e a espondilite anquilosante (LEWIS,2007). Além disto, estudos em animais e
humanos sugerem que tal citocina tem importante papel na iniciagdo e prolongamento da
uveite experimental (FORREST,2004).

O FNTA est4, ainda, sob investigagdo na angiogénese retiniana. Experimentos em
coelhos (UEDA,2003) demonstraram que este fator é capaz de induzir a formacdo de

neovasos in vivo através de suas propriedades inflamatorias.
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Infliximab (Remicade: Roche, Mannheim, Germany) é uma imunoglobulina quimérica
(IgG1 anticorpo humano-rato) utilizada para promover a inibicdo da porcéo ativa soltvel do
FNTA. Sua eficacia no tratamento de uveites tem sido avaliada em estudos clinicos. Em
modelos animais, a regressdo de neovascularizagao apés tratamento com anti-FNTA tem sido
demonstrados (SHI,2006). Dessa forma, o inibidor de FNTA pode ser benéfico em pacientes
portadores de degeneracdo macular relacionado a idade e em pacientes com inflamacéo
ocular, sabidamente caracterizada pela neoangiogénese.

Sabe-se que esta imunoglobulina, uma vez quimérica (apresenta porcao de proteina de
camundongo) tem grande potencial imunogénico, podendo induzir a producdo de anticorpos
contra a droga. Titulacdes elevadas destes anticorpos associam-se a eficacia baixa e reacdes
de hipersensibilidade (rash cutaneo). Ha ainda a possibilidade de ocorrer uma reacdo aguda a
infusdo endovenosa de Infliximab em 5% dos casos (CHIEFETZ,2004), caracterizada por
febre, tremores, prurido, eritema, urticaria, sintomas toracicos, nauseas e vémitos, mialgia,
desconforto abdominal, odinofagia e astenia.

Existe ainda a possibilidade de outras manifestacdes indesejaveis tais como doencas
auto-imunes (STRUNK,2006), propensdo para infeccbes como toxoplasmose, neuropatia
Optica anterior bilateral e aumento de risco de malignidade.

Baseado na maior quantidade de efeitos colaterais associados a terapia sistémica com
o infliximab, a injecdo intravitrea com uma quantidade infinitamente menor da droga, em
pacientes previamente selecionados, pode levar a uma reducédo significativa dos paraefeitos.

Esse estudo visa estabelecer a viabilidade desse procedimento em humanos.

2. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo analisar os resultados das eletrorretinografias da retina

e do nervo dptico dos coelhos ap6s a injecdo intravitrea de infliximab

3. METODOLOGIA

Foram estudados doze coelhos albinos, da raca New Zealand, com protocolo aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisas Humanas e Animais da Universidade Federal de Goiés.
Eles 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. Foram divididos em quatro grupos. Dois olhos foram
submetidos a duas aplicacbes de solucdo salina balanceada (BSS), dois olhos foram
submetidos a trés aplicacdes de BSS, dez olhos foram submetidos a duas aplicacdes de
infliximabe e dez olhos a trés aplicacdes de infliximabe. Infliximabe (Remicade 100 mg™)
foi reconstituida com 3 ml de solucdo salina, tendo sido injetado em cada olho 0,06 ml da
solucdo (2 mg de infliximabe). Os animais foram anestesiados com uma associacdo de
cloridrato de xilazina e cetamina por via intramuscular e submetidos a exame oftalmologico
oftalmoscopia eletrorretinogréafico. As injecOes intravitreas foram feitas a dois milimetros do
limbo supero temporal. Os olhos foram dilatados com fenilefrina e cicloplégico. Foi utilizado
Moxifloxacino colirio no pré e pds-operatorio. Os coelhos foram submetidos mensalmente a
injecOes intravitreas sob anestesia e noventa dias ap6s, a novo exame oftalmologico e
eletrorretinografico. A eutanasia foi feita administrando cloreto de potéssio a 10%. Os olhos
foram enucleados e fixados em solugdo 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 cornea até o nervo Optico. Essas fatias foram incluidas em parafina e
realizados cortes em microtomos na espessura de 5 micrémetros. Os cortes foram corados
pela técnica hematoxilina-eosina. Exames foram realizados em microscopio optico Olympus e
as laminas foram fotografadas com camera digital.

A Eletrorretinografia foi realizada ap6s dilatacdo e adaptacdo ao escuro por dez
minutos com luz de fundo da cupula contraste. O exame foi gravado no aparelho aleméo
Roland Consult, em mesa adaptada para exames de animais. Foi utilizado eletrodo corneano
unipolar para animais, diametro de 11 mm. O eletrodo negativo foi localizado na lingua, e 0
terra no pavilh&o auricular. Foi realizada fase fotopica para avaliacdo do sistema de cones, em
sala escura, ap6s adaptacdo ao claro, com luz do fundo da ctpula durante dez minutos. Todos
os estimulos foram repetidos trés vezes com flashes fotopicos. O sinal biologico foi
amplificado e foram analisadas as amplitudes pico a pico das ondas e tempo de laténcia. A

diminuicdo da amplitude maior que 30% foi considerada anormal.
4. RESULTADOS
O exame oftalmologico dos olhos dos coelhos ndo apresentaram opacificacdes

corneanas e aumento da pressdo intra-ocultar. Notou-se presenca de pequena opacificacdo de

cristalino periférico em dois olhos provocadas pelas injecdes intravitreas. Exame com



oftalmoscopio binocular indireto ndo constatou descolamento de retina, alteracdes na retina e
no nervo optico ou presenca de opacificacdes e sinais inflamatdrios no vitreo.

Nos exames das ondas a e b, ndo foram encontradas diferencas significativas tanto na
morfologia quanto nas amplitudes dessas ondas. O eletrorretinograma revelou presenca de
ondas detectaveis durante todo o exame em todos 0s grupos, com resposta normal, tanto em
relacdo a amplitude quanto ao tempo implicito das ondas a e b. Essas respostas ocorreram no
exame inicial e noventa dias ap6s a injecdo de infliximabe e BSS em todos os grupos. Em
nenhum momento, houve reducéo significativa ou auséncia de resposta ao eletrorretinograma
pelo estimulo utilizado. A medida das ondas a e b ndo revelaram alteragdes morfoldgicas e
funcionais em nenhum dos grupos.

Para a analise estatistica das avaliacBes eletrorretinograficas entre as duas visitas,
primeiro, realizou-se o teste F de homogeneidade de variancia. Quando ndo foi encontrada
diferenca de variancias, utilizou-se o teste T pareado para efetuar as comparagdes entre as
visitas. Apds analise pelos testes estatisticos, observou-se um unico caso em que houve
diferenca de variancias ocorrido na comparacdo entre a primeira e a segunda visita para P1
(20 ms) de olho direito e, nesse caso, foi utilizado alternativamente o teste ndo paramétrico de
postos com sinais de Wilcoxon. Em todas as comparagdes efetuadas ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes entre a primeira e a segunda visita. Avaliacao

eletrorretinografica

5. DISCUSSAO

A administracdo intravitrea de drogas tem sido utilizada com constante frequéncia
para o tratamento de diversas doencas que acometem a retina, a coréide e o vitreo. Em geral,
essa via é 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 concentracao terapéutica e menor biodisponibilidade sistémica.

Os primeiros trabalhos com infliximabe intravitreo foram feitos em coelhos albinos
(GIANSANTI,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 Optico. Em outro
estudo (THEODOSSIADIS,2009), doses crescentes de injecdes intra vitreas de infliximabe
mostrou, apos 45 dias, alteracfes nas células de retina com doses superiores a 5 mg.

Concluiu-se que 2 mg é uma dose segura para a retina de coelhos. Estudos realizados em



coelhos, com a inducdo de uveite com uso de endotoxina da salmonela (HOSSEINI)
demonstraram que o uso de infliximabe intravitreo, além de ndo provocar toxicidade,
suprimia a inflamacédo provocada pela endotoxina.

Um protocolo clinico, financiado por National Eye Institute, estd recrutando
participantes para determinar se infliximabe ou outras drogas imunossupressoras podem ser
usadas no tratamento de membrana neovascular em Degeneracao macular relacionada a idade.

Os estudos do uso de infliximabe intravitreo em coelhos, até o presente momento,
utilizaram sempre uma Unica aplicacdo com resultados convincentes da seguranca dessa
droga(GIANSANTI,2008; SFIKAKIS,2005). O presente estudo avaliou os efeitos
eletrorretinograficos da retina de coelhos apd duas e trés aplicacBes de infliximabe em
intervalos mensais. O volume e dosagem utilizados (0,06 ml/2 mg) foram bem tolerado pelos
olhos dos coelhos, ndo causando aumento da pressdo intra ocular. Em dois olhos de um
mesmo coelho, submetido a duas e trés aplicagfes de infliximabe notou-se reacéo
inflamatdéria bem mais acentuada, com aparecimento de material fibrindide no vitreo
posterior, sem comprometimento da retina sensorial, que pode ou n&o estar relacionado ao uso
do medicamento, mas sem valor estatistico. Possiveis razGes para a resposta inflamatoria a
injecdo intravitrea de infliximabe incluem reagdes ao anticorpo monoclonal, a proteinas
desconhecidas ou a contaminagdes presentes com o uso da droga.

O infliximabe é um anticorpo monoclonal 35% murino e 65% humano. Por causa de
sua composicao, ele pode incitar uma rea¢do imunogénica e levar a producdo de anticorpos,
sobretudo se a dosagem inicial for baixa ou ndo sustentada. E também possivel que impurezas
protéicas ou contaminagcfes desconhecidas tenham sido responsaveis por esta reacdo
inflamatdria. Deve-se ter em mente também que infliximabe, por ser um anticorpo com
proteinas humanas e murinas, pode levar a rea¢Ges inflamat6rias com menor frequéncia em
humanos do que em coelhos, ja que os dois anticorpos séo estranhos a esta espécie animal.

Como néo houve alteragdes na morfologia das ondas a e b antes e apds as inje¢des, a
funcdo eletrorretinogréafica da retina ndo foi alterada com o uso da droga, o que corrobora a

ndo toxidade do uso intra-ocular de duas e trés aplicagdes de infliximabe.
6. CONCLUSOES/CONSIDERACOES FINAIS
Ap0s a avaliagdo dos exames eletrorretinograficos, podemos concluir que duas ou trés

injecBes de infliximabe intravitreo na dosagem de 2 mg mostram-se seguras em coelhos, por

ndo produzirem alteracbes toxicas no seu tecido retiniano e cordide, com repercussao



eletrorretinogréafica e clinica . Estudos clinicos devem ser realizados para melhor avaliacéo da

seguranca do uso dessa substancia, por via intravitrea, em seres humanos.
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