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RESUMDO

Objetivo: determinar os efeitos funcionais e morfolégicos na retina de coelhos da concentracdo de PS80 utilizada na preparacdo de
drogas intravitreas. Métodos: onze coelhos New Zealand receberam injecao intravitrea de 0,1ml de PS80. Como controle, o olho con-
tralateral de cada coelho recebeu 0 mesmo volume de soro fisiolégico. Foram realizados eletrorretinogramas de acordo com o protocolo
modificado, biomicroscopia e mapeamento de retina antes da injecdo, sete e dez dias depois. Os animais foram sacrificados no 300 dia
e as retinas analisadas por microscopia de luz. Resultados: os olhos injetados com PS80 nao apresentaram sinais clinicos de inflamacao
intraocular. O eletrorretinograma ndo apresentou alteracao de amplitude e tempo implicito das ondas a e b nas condicdes escotodpica e
fotopica. Nao houve alteracdo morfoldgica da retina na microscopia de luz. Conclusao: a injecao intravitrea de PS80 na concentracao
utilizada na preparacdo de drogas intravitreas ndo causa alteracdes funcionais e morfoldgicas na retina de coelhos. Esses resultados
sugerem que o PS80 n&o é toxico para a retina de coelhos e pode ser usado com seguranca na preparacao de novas drogas lipofilicas

para injecao intravitrea.

Descritores: Polissorbatos. Retina. Eletrorretinografia. Injecoes Intravitreas. Achados Morfolégicos e Microscépicos.

INTRODUCAO

acesso de drogas a retina e a coroide sempre foi um
desafio aos oftalmologistas devido a existéncia de
duas barreiras anatémicas (barreiras hematorretinianas in-
terna e externa) que dificultam a penetracdo das drogas
no segmento posterior do bulbo ocular. O tratamento das
causas de cegueira secundarias a doencas retinianas e da
coroide mais prevalentes (degeneracao macular relaciona-
da a idade e retinopatia diabética) mudou radicalmente
com a popularizacao da injecao intravitrea de agentes te-
rapéuticos no segmento posterior do bulbo ocular'. A inje-
cao intravitrea de drogas ultrapassa a barreira hematorre-
tiniana externa e garante que a retina e a coroide recebam
niveis terapéuticos, diminuindo significativamente a absor-
¢ao sistémica das drogas e sua toxicidade. De acordo com
a legislacao brasileira e mundial, a injecdo intravitrea de
drogas é um procedimento cirurgico e deve ser realizado
sob rigorosa técnica asséptica.
As drogas mais comumente injetadas no vitreo
sdo 0s anticorpos monoclonais (principalmente os inibido-

res do fator de crescimento do endotélio vascular), cor-
ticosteroides e antibidticos, mas teoricamente, qualquer
droga pode ser injetada no vitreo. No entanto, alguns as-
pectos farmacoldgicos tém que ser considerados, como a
solubilidade aquosa do composto, a farmacocinética e as
propriedades biogquimicas dos compostos, assim como sua
interacdo com o vitreo?.

Os polissorbatos, uma classe de surfactantes
ndo idnicos, sao excipientes muito Uteis utilizados em va-
rias formulacdes farmacéuticas para uso endovenoso com
diferentes objetivos. Os polissorbatos aumentam a solubi-
lidade de drogas em suspensdes pouco ou nada sollveis,
para a obtencdo de dispersdes aquosas. Nesses casos, a
concentracdo dos surfactantes varia de 0,05% a 0,5%,
dependendo do conteutido sélido da formulacdo. Os polis-
sorbatos também séo utilizados na formulacao de solucoes
injetaveis para aumentar a absorcao de drogas solUveis de-
vido a formacdo de micelas. Adicionalmente, os polissor-
batos também sdo utilizados para estabilizar as proteinas
em formulacoes de anticorpos monoclonais. Praticamente
todas essas formulacdes contém polissorbato 20 ou 80.
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O polissorbato 80, também conhecido como
polyoxietileno-sorbitan-20 mono-oleato ou Tween 80®
(PM: 428.60, FM: C24H4406, solubilidade em 4agua:
5-10g/100 ml a 23°C), é um tipo de polissorbato utiliza-
do para estabilizar formulacoes aguosas de medicamentos
para uso topico, parenteral e intravitreo. E também um
agente solubilizante em colirios e um importante compo-
nente na preparacao de suspensao de drogas lipofilicas.

A seguranca do uso sistémico do PS80 é con-
troversa. O PS80 nado apresenta neurotoxicidade em ratos
recém-nascidos, apds a administracdo de doses altas por
via oral durante a gestacdo, ndo induzindo a alteracdes de
desenvolvimento, funcionais do sistema nervoso central, lo-
comotoras ou dos reflexos®. Em animais adultos, a ingestao
oral de doses altas de PS80 é segura em camundongos, ra-
tos, caes e macacos*. No entanto, a injecao intraperitoneal
de PS80 em ratas recém-nascidas causa alteracoes morfo-
l6gicas e funcionais no Utero e ovarios®. Além disso, o PS80
pode estar associado a reacao anafilatica, ndo imunoldgica,
apos administracdo endovenosa durante a gestacao®.

Os efeitos do PS80 na superficie ocular foram es-
tudados em varios modelos experimentais. A injecao sub-
tenoniana de PS80 em coelhos provocou menos sinais de
toxicidade na superficie ocular que outros agentes comu-
mente utilizados nas formulacdes tdpicas para uso ocular,
como carboximetilcelulose, polietileno glicol, alcool benzi-
lico, cloreto de benzalconio e metilcelulose’. O PS80 tam-
bém parece ter um papel protetor no epitélio corneano de
células mantidas em cultura, uma vez que reduz a toxicida-
de induzida pelo cloreto de benzalconio, um preservativo
comumente usado na formulacao de colirios®®.

A formulacdo mais utilizada comercialmente
da triancinolona acetonida (TA) contém PS80. A TA é um
glicocorticoide sintético com efeito prolongado que vem
sendo largamente utilizada no tratamento de doencas da
retina por injecao intravitrea, mas os estudos da sua segu-
ranca apresentam resultados muito controversos. Alguns
estudos experimentais in vivo sugerem que injecao intra-
vitrea de TA, cuja formulagcdo contém PS80, é segura'®'2.
No entanto, outros estudos experimentais sugerem que a
formulacdo de TA sem preservativo é menos toxica a retina
apos injecao intravitrea que a formulacdo mais comum?'>,
Como o veiculo utilizado na formulacao da TA contém mui-
tos compostos, como alcool benzilico, carboximetilcelulose,
PS80, hidroxido de sodio e acido cloridrico, o papel que

cada um desses compostos exerce na toxicidade retiniana
ainda permanece incerto'®'8,

Embora o PS80 seja frequentemente utilizado na
preparacdo de formulacdes destinadas ao uso ocular, in-
cluindo medicacdes para uso intravitreo, seus efeitos sobre
a retina apos injecao intravitrea nunca foram estudados. O
objetivo deste estudo é determinar as alteracdes funcionais
e morfoldgicas na retina de coelhos causadas pelo PS80,
na mesma concentracdo utilizada na preparacdo de novas
drogas para uso intravitreo.

METODOS

Foram utilizados 11 coelhos albinos New Zealand
(peso entre 2,0 e 3,0 kg). Os animais foram tratados de
acordo com as normas da Association for Research in Vi-
sion and Ophthalmology Statement for the Use of Animals
in Ophthalmic and Vision Research. Os experimentos foram
aprovados pela Comissao de Etica em Experimentacdo Ani-
mal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo (numero 029, folha 43, livro 2) e da Comissao de
Etica em Pesquisa com Animais do Instituto de Psicologia
da Universidade de Sao Paulo (nimero 07.2010).

Os animais foram mantidos em gaiolas individu-
ais sob ciclo claro-escuro de 12 horas e tinham acesso livre
a agua e racao. As pupilas foram dilatadas com colirio de
tropicamida 0,5% e os olhos foram anestesiados com coli-
rio de proximetacaina. Antes da injecdo intravitrea, eletror-
retinograma e eutanasia, os animais foram anestesiados
com injecao intramuscular de hidrocloridrato de quetamina
(35mg/kg) e hidrocloridrato de xilasina (5mg/kg). Os ani-
mais foram mortos por injecdo endovenosa de pentobarbi-
tal sédico (40mg/kg).

Injecao intravitrea

Imediatamente antes da injecdo intravitrea, foi
realizada paracentese da camara anterior (agulha 30G)
para a retirada de 0,1ml de humor aquoso para evitar au-
mento significativo da pressdo ocular. Sob visualizacao dire-
ta, o olho direito de cada animal recebeu injecao intravitrea
de 0,1ml de PS80 (0,4% w/v, pH 6,6-6,8, osmolaridade
288-318mOsm/kg H,0) através de agulha 30G acoplada
a seringa de tuberculina. A injecdo intravitrea foi realizada
aproximadamente 3mm posterior ao limbo. O olho esquer-
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do recebeu injecdo intravitrea de solucao salina estéril e foi
usado como controle.

Exame oftalmolégico

Os animais foram submetidos a biomicroscopia
e oftalmoscopia binocular indireta antes e imediatamente
apos as injecOes intravitreas, assim como no sétimo e 14°
dias apds as injecoes.

Eletrorretinograma

Ambos os olhos foram submetidos a eletror-
retinograma de campo total (ERG) antes, sete e 14 dias
apos a injecao intravitrea. Para a realizacdo do ERG, fo-
ram colocadas lentes de contato acopladas a eletrodos
corneanos bipolares em ambos os olhos e um eletrodo-
terra foi colocado na orelha do animal. Os animais foram
posicionados numa gaiola de Faraday (60x60cm) e 0s
estimulos luminosos foram gerados por um estimulador
Ganzfeld controlado por um sistema computadorizado.
Os sinais do ERG foram amplificados e digitalizados. Os
dados foram analisados pelo programa de computador
LabVIEW®. A banda dos estimulos luminosos foi calibra-
da para variar de 0,3 a 1.000 Hz.

O protocolo utilizado na aquisicdo do ERG foi
o sugerido pela International Society for Clinical Electro-
physiology of Vision (ISCEV)' e modificado para a aqui-
sicdo de algumas informacodes adicionais que podem ser
feitas em estudos experimentais. Para a obtencao de res-
postas escotdpicas, os animais foram adaptados ao escu-
ro por 30 minutos e foram apresentados estimulos com
cinco intensidades luminosas diferentes (0,001, 0,01,
0,1, 1 e 10 cd.s/m?). Ap6s dez minutos de adaptacao
ao claro, foram apresentados estimulos luminosos com
1cd.s/m2 com iluminacéo de fundo de 25cd/m?.

As ondas a e b foram gravadas e suas ampli-
tudes e tempos implicitos foram analisados. A amplitude
da onda a foi medida da linha de base até a amplitude
minima registrada apds a apresentacao do estimulo. O
tempo implicito foi medido no inicio do estimulo lumino-
so e até o pico da onda a. A amplitude da onda b foi me-
dida do pico da onda a até o pico da onda b, e o tempo
implicito da onda b correspondeu ao tempo necessario
para esse pico.

O intervalo dinamico do ERG na condicdo escoto-
pica foi avaliado através do gréfico das amplitudes médias
versus a intensidade do estimulo luminoso. As curvas foram
obtidas através da equagdo de Naka-Rushton: V=V __. 1V
K"+ 1", onde V__ representa a amplitude de saturacao da
onda b, | representa a intensidade do estimulo luminoso, K
representa a intensidade luminosa necessaria para a obten-
cao de 50% de V__, e n representa a inclinacao da curva,

representando o intervalo dinamico da onda medida.

Analise morfologica

Os animais foram mortos 30 dias apds as inje-
¢Oes intravitreas e os olhos foram processados para micros-
copia de luz. Apds a eutandsia, o segmento posterior dos
olhos foi fixado em solucdo ALFAC. Apds a inclusdo em
parafina, foram realizados cortes de 7um de espessura que
foram corados com hematoxilina e eosina e analisados sob
microscopia de luz. A espessura e a organizacao retinianas
foram analisadas na medioperiferia inferior da retina de to-
dos os olhos.

Analise estatistica

As amplitudes e os tempos implicitos foram
descritos em média = desvio padrao. Os resultados foram
analisados usando o teste de analise de variancia (ANOVA)
com medidas repetidas. O teste de Fisher foi usado como
teste post hoc para determinar as diferencas significantes
entre as médias identificadas pela ANOVA. Os parametros
da equacdo de Naka-Rushton (amplitude da onda b ver-
sus intensidade do estimulo luminoso) foram inicialmente
avaliados através do teste de andlise de variancia (ANOVA)
de um e de dois fatores com a correcao de Bonferroni ade-
guada ao nuimero de comparagdes entre 0s grupos e 0s
intervalos. As diferencas foram consideradas significativas
guando o p foi menor que 0,05.

RESULTADOS

Achados clinicos

Ndo foram encontradas alteracbes a biomi-
croscopia e a oftalmoscopia binocular indireta durante
o periodo de acompanhamento (catarata, células nas
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camaras anterior e posterior, lesdo retiniana e endof-
talmite).

Eletrorretinograma

A figura 1 mostra tragcados de ERG escotépico
e fotopico de um animal antes e depois (7 e 30 dias)
da injecao intravitrea de PS80 no olho direito e solugao
salina estéril no olho esquerdo. A inspecao visual das
ondas dos ERG ndo sugerem alteracdes secundarias ao
PS80 na comparacdo entre o dia da injecdo intravitrea e
0 sétimo e 30° dias apos a injecao.

Dark-adapted ERG Day0 Day 7
(10 cd.s/m?)

Day 30

50V

Polysorbate 80

Saline
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Light-adapted ERG Day0 Day 7
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o1
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Figura 1. Tracados eletrorretinograficos representativos.

Para avaliar o intervalo dinamico do ERG na
condicdo escotopica, foram feitos gréficos das amplitu-
des médias versus a intensidade do estimulo luminoso.
A figura 2 mostra que a injecdo intravitrea de PS80 nao
alterou o intervalo dinamico dos ERG na comparacdo com
a injecao de solucao salina estéril. Os parametros obtidos
das curvas (V,__, k e n) nao variaram em funcao do tempo
guando comparados os dias sete e 30 (p>0,05).

Os efeitos funcionais na retina da injecdo in-
travitrea de PS80 também foi analisado através da razao
Vmax (olho experimental/olho controle) da onda b no
estado escotépico e da razdo da amplitude da onda b
(olho experimental/olho controle) na condicao fotdpica.
A analise dos tracados ndo evidencia alteracdo na funcao
do sistema de cones ou de bastonetes (p>0,05). A figura
3 representa os achados.
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Os tracados escotopicos e fotdpicos dos ERG
nao foram afetados pela injecao intravitrea de PS80 nos
dias zero, sete e 30, conforme sugerido pela figura 4,
gue mostra a relacao entre a funcao retiniana escoto-
pica [razdo V __ (olho experimental/olho controle) da
onda b no estado escotépico] e fotdpica [razdo da am-
plitude da onda b (olho experimental/olho controle) na
condicao fotdpical.

B park-adapted V,,, ratio

\:‘ Light-adapted b-wave amplitude ratio

|

Average ratio

0.8

1
'

0.4

Day0 Day7 Day 30

Figura 4. Funcao retiniana escotdpica e fotdpica.

Os efeitos da injecdo intravitrea de PS80 na
relacdo entre as ondas a e b também foram analisa-
dos através dos graficos da amplitude da onda b em
funcdo da amplitude da onda a para todas as inten-
sidades luminosas que geraram ondas a detectaveis e
mensuraveis (0,1, 1 e 10 cd.s/m? na condicao escotdpi-
ca e 1cd.s/m? na condicdo fotdpica). A figura 5 mostra
gue a injecdo intravitrea de PS80 nao causou alteracoes
funcionais significativas quando comparada a injecao
de solucao salina estéril no sétimo e 30° dias apos as
injecoes intravitreas em ambas as condicoes testadas
(escotopica e fotopica).

Histologia

A figura 6 mostra cortes histolégicos repre-
sentativos dos olhos direito (PS80) e esquerdo (solucdo
salina estéril) do mesmo animal. Trinta dias apds a in-
jecdo intravitrea de PS80, os olhos ndo apresentaram
alteracao histolégica sob a microscopia de luz em com-
paracdo aos olhos que receberam injecao intravitrea de
solucdo salina estéril.
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Figura 6. Histologia retiniana antes e 30 dias apds PS80.

DISCUSSAO

Neste estudo experimental, foram avaliados os
efeitos funcional e morfoldgico retinianos da injecdo intra-
vitrea de PS80 em coelhos. Os resultados obtidos sugerem
gue a concentracdo de PS80 utilizada neste estudo, que
¢ a mesma utilizada na preparacao das drogas para uso
intravitreo para o tratamento de doencas da retina (0,4%
W/V), ndo é toxica para a retina dos coelhos.

O PS80 é um componente largamente utilizado
na preparacao de alimentos, vitaminas, medicamentos e
vacinas. O PS80 estabiliza formulacées aquosas de me-
dicamentos utilizados por via endovenosa, é um agente
emulsificante presente em vérias drogas (amiodarona, ci-
clospirina e decetaxel)?® e é utilizado como excipiente em
vacinas?'. Embora o PS80 geralmente seja considerado um
componente seguro para uso sistémico e varias drogas que
o tém em suas formulacoes venham sendo administradas
na forma de injecdo intravitrea, estudos clinicos e experi-
mentais sdo controversos a respeito da sua seguranca nas
formulacoes para uso intravitreo®'>'>22, Como as formu-
lacdes de drogas injetadas no vitreo contém varios outros
agentes (preservativos, surfactantes, solventes e agentes
gue ajustam o pH e a tonicidade), o papel de cada um
desses agentes na toxicidade retiniana ainda permanece
incerto'®'823, Um dos agentes presentes nas preparacoes
de TA injetadas no vitreo é o alcool benzilico, um agente
com funcées preservativa e antibacteriana. Ja foi demons-
trado que o alcool benzilico causa reacoes de contato ime-
diatas e ndo imunolégicas em humanos. Adicionalmente,
os dados experimentais de teratogénese e toxicidade no
processo reprodutivo ainda permanecem controversos?*.
Maia et al." avaliaram as alteracées clinicas e morfolégicas
na retina de coelhos secundarias a injecao sub-retiniana
dos sobrenadantes das solucdes de TA contendo ou nao

alcool benzilico. Ambas as solucoes testadas continham
PS80 nas suas formulacdes. Os autores demonstraram
que os olhos injetados com o sobrenadante da TA que
nao continha o alcool benzilico apresentou menor grau
de lesdo retiniana, sugerindo que a presenca do alcool
benzilico pode, ao menos em parte, estar relacionada aos
achados de toxicidade retiniana.

Os parametros bioquimicos também desempe-
nham um papel muito importante na toxicidade retiniana
das drogas. A osmolaridade e o pH das solucdes sao fato-
res de alteracdo detectadas no ERG, oftalmoscopia bino-
cular indireta, angiografia fluoresceinica e histologia?>-2®.
Olhos que recebem injecdes intravitreas de compostos
com pH e osmolaridade nao fisiolégicos podem apresen-
tar descolamento de retina?’, alteracoes nas ondas a e b
do ERG (diminuicdo da amplitude e aumento no tempo
implicito)?>?” e edema extra e intracelular®. O PS80 utiliza-
do neste estudo é a formulacdo disponivel comercialmen-
te e utilizado universalmente na preparacdo de drogas
para uso intravitreo (Tween®80). O Tween®80 tem pH
muito préximo da neutralidade (6,6 a 6,8) e é isosmolar
(288 a 318 mOsm/kg H,0). Portanto, é muito improva-
vel que fatores bioquimicos associados ao PS80 utilizado
neste estudo (como pH e osmolaridade) possam causar
toxicidade retiniana.

Como esta é a primeira comunicacdo dos efei-
tos retinianos da injecao intravitrea de PS80, nao é pos-
sivel realizar uma comparacao direta com outros resulta-
dos. No entanto, o PS80 estad presente em varias drogas
gue sado injetadas no vitreo de animais e os estudos nao
apresentam toxicidade retiniana, como Triesence® (uma
nova formulacdo de TA sem preservativo que foi produzi-
da especificamente para uso intravitreo), Remicade® (in-
fliximabe)?*3' e Humira® (adalimumabe)®*34. Estes Ultimos
sdo dois anticorpos monoclonais bloqueadores do fator de
necrose tumoral que sdo aprovados para tratamento de
doencas gastrointestinais, reumaticas e dermatoldgicas,
mas que também vém sendo utilizados para o tratamento
de uveites autoimunes.

Este estudo apresenta algumas limitacoes. Ape-
nas uma concentracao de PS80 foi testada. Embora isso
ndo nos tenha permitido determinar a dose maxima de
seguranga para injecdes intravitreas, a concentracao tes-
tada é a utilizada em todas as formulacdes de drogas para
uso intravitreo. Além disso, ndo foram realizadas analises
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de imuno-histoquimica ou analise ultramicroscopica para
detectar alteracdes sutis e subclinicas de toxicidade reti-
niana. Por fim, este é um estudo experimental e os re-
sultados obtidos podem nao representar integralmente os
eventuais achados em olhos humanos e inflamados. As
limitacdes do uso de olhos de coelhos em estudos de toxi-
cidade retiniana de drogas incluem diferencas de vascula-
rizacao da retina em relacéo ao olho humano, assim como
diferencas no volume dos olhos entre os olhos de coelhos
e humanos. Apesar das limitagdes citadas, os resultados
deste estudo apresentam pouca variabilidade, particular-
mente nos resultados do ERG, mesmo considerando que

ABSTRACT

existem varios fatores de variabilidade dificeis de controlar
em estudos incluindo ERG em animais e que poderiam in-
fluenciar nos resultados®.

Este estudo sugere que o PS80, na concentra-
cao utilizada na preparacgao de drogas para uso intravitreo,
ndo é toxico para a retina de coelhos e pode ser utilizado
com seguranca como componente na preparagao de sus-
pensao de drogas lipofilicas. No entanto, sdo necessarios
estudos farmacoldgicos e de toxicidade retiniana adicio-
nais para determinar a seguranca do PS80 em multiplas
injecdes intravitreas no mesmo olho, uma vez que essa é
uma condicdo muito comum na pratica clinica.

Objective: to determine the functional and morphological effects at rabbits retina of PS80 concentration used in the preparation of intravit-

real drugs. Methods: eleven New Zealand rabbits received a intravitreal injection of 0.1ml of PS80. As control, the contralateral eye of each

rabbit received the same volume of saline. Electroretinography was performed according to a modified protocol, as well as biomicroscopy

and retina mapping before injection and seven and ten days after. Animals were euthanized in the 30th day and the retinas were analyzed

by light microscopy. Results: eyes injected with PS80 did not present clinical signs of intraocular inflammation. Electroretinography did not

show any alteration of extent and implicit time of a and b waves at scotopic and photopic conditions. There were no morphological alter-

ations of retinas at light microscopy. Conclusion: intravitreal injection of PS80 in the used concentration for intravitreal drug preparations

do not cause any functional or morphological alterations of rabbit retinas. These results suggest that PS80 is not toxic to rabbit retinas and

may be safely used in the preparation of new lipophilic drugs for intravitreal injection.

Keywords: Polysorbates. Retina. Electroretinography. Intravitreal Injections. Morphological and Microscopic Findings.
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