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RESUMO

Avaliaram-se a biocompatibilidade e a biodegradabilidade do sistema de liberagdo controlada de poli-
lactato-co-glicolato (PLGA) no tratamento com ciprofloxacina das ceratites por Staphylococcus aureus
em coelhos. Foram utilizados 20 coelhos, distribuidos em quatro grupos (G). Os animais dos G1, G3 e G4
foram inoculados com 2,5uL da bactéria — 10°UFC, no estroma corneano. Os do G2 ndo receberam a
aplicagdo do indculo. O tratamento foi realizado com solucdo salina bésica para os animais do G1,
microparticulas de PLGA contendo ciprofloxacina nos animais dos G2 e G4 e colirio de ciprofloxacina
naqueles do G3. Suabe e bidpsia da superficie ocular foram coletados para cultura. Apenas um animal do
G1 apresentou cultura positiva para S. aureus. Exame histoldgico revelou a presenga bacteriana em todos
0s animais do G1 e em dois animais do G3. Também foi constatada reacdo inflamatoria no local da
aplicacdo do sistema de liberacdo controlada. O tratamento com microparticulas de PLGA foi eficiente no
tratamento de ceratites bacterianas, ao eliminar por completo a presenca do S. aureus, mas entretanto ndo
foi completamente biocompativel e biodegradavel ap6s cinco dias.

Palavras-chave: coelho, sistema de liberacdo controlada, ceratite, poli-lactato-co-glicolato,
Staphylococcus aureus

ABSTRACT

The biocompatibility and biodegradability of the controlled delivery system of Poly-Latic-Co-Glucolatic
(PLGA) in the treatment of Staphylococcus aureus keratitis with ciprofloxacin in rabbits were evaluated.
Twenty rabbits divided into four groups (G) were used. G1, G3 and G4 animals were inoculated with
bacterial 2.5uL (108CFU) in the corneal stroma, and G2 animals did not receive the application of
inoculum. The treatment was performed with basic saline solution in G1 rabbits, micro particles of PLGA
containing ciprofloxacin in G2 and G4 animals, and ciprofloxacin eye drops in G3 rabbits. Swab and
biopsy of the ocular surface were collected for culture. Only one animal in G1 had positive culture for S.
aureus in the processed material. Histological examination showed a bacterial presence in all animals in
G1 and two animals in G3. Inflammatory reaction was noted at the application site of the controlled
release. Data analysis showed that treatment with micro particles of PLGA was effective in treating
bacterial keratitis, completely eliminating the presence of S. aureus, but it was not being completely
biocompatible and biodegradable after five days.
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INTRODUCAO

O olho é um o6rgdo virtualmente impermeéavel
a maioria dos agentes ambientais. Varios
mecanismos anatomofisioldgicos contribuem
para a formacédo de um escudo contra agressdes a
esfera e circulagdo ocular. As ceratites
bacterianas sdo consideradas uma das afeccdes
oculares mais graves, pois podem resultar em
perda parcial ou total da acuidade visual. Como a
maioria dos patégenos ndo consegue penetrar na
cérnea intacta, infeccbes corneanas derivam
essencialmente da falha nos mecanismos de
defesa que mantém a sua superficie integra
(Dowling e Grahn, 1998; Gelatt, 2000; Ghelardi,
2004; McGhee e Niederer, 2006; Pontes et al.,
2008).

O  principal objetivo  da  terapéutica
ocular é atingir concentracbes farmacologicas
suficientemente altas no tecido-alvo sem causar
danos toxicos (Gelatt, 2000). A capacidade de
uma droga em ndo causar danos téxicos ou
lesbes a um sistema bioldgico é conhecida
como biocampatibilidade. A avaliagdo da
biocompatibilidade de implantes requer o
conhecimento das caracteristicas inflamatédrias e
cicatriciais provocadas por estes materiais.
Inflamagdo, cicatrizacdo e reacdo a corpos
estranhos sdo consideradas respostas tecidual ou
celular as lesdes (Anderson e Shive, 1997).

Sistemas de liberagdo poliméricos consistem de
polimeros que dispersam o seu conteldo por
difusdio ou degradagdo, prolongando o
efeito da droga de uma maneira constante através
do tempo (Lima e Janior, 1999). Os implantes
sdo preparados a partir de diferentes
polimeros, podendo ser biodegraddveis ou nédo
biodegradaveis, e divididos em dois tipos (Fialho
et al., 2003).

O principal objetivo do microencapsulamento
polimérico é o de recobrir o material com um
polimero artificial ou natural, biocompativel e
biodegradavel, que ird proteger e prevenir a
rapida degradacdo e liberar o farmaco (Lima e
Junior, 1999; Bourges et al., 2003; Kompella
et al., 2003). Estes polimeros incluem os naturais
a base de proteina — albuminas bovina e
humana, coldgeno e gelatina - e o0s
sintéticos, como as poliamidas, poliaminoacidos,
polialquilcianacrilatos, poliésteres, poliortoésteres,
poliuretanos, poliacrilamidas e copolimeros. Entre

1170

o0s polimeros disponiveis, o poliéstere poli (D,L-
latico) (PLA) e o copolimero derivado dos &cidos
latico e glicolico (poli-lactato-co-glicolato)
(PLGA), séo os mais utilizados, pois podem ser
sintetizados em varios tamanhos moleculares e
conformacbes, 0 que permite o encapsulamento
de férmulas especificas (Bourges et al., 2003;
Fialho et al., 2003; Kompella et al., 2003).

A degradacdo do polimero de PLGA ocorre por
hidrolise das cadeias terminais. Os produtos
resultantes sdo o lactato e o glicolato, que sdo
indcuos ao organismo e eliminados do corpo
pelo ciclo de Krebs. Durante a biodegradacdo, o
material encapsulado é liberado, o que pode levar
de horas até meses, dependendo da combinagdo
de polimeros (Lima e Junior, 1999; Fialho et al.,
2003; Kompella et al., 2003).

O presente trabalho teve por objetivos testar os
polimeros de PLGA contendo ciprofloxacina e
determinar se estes sdo capazes de manter sua
capacidade terapéutica no tratamento de ceratites
experimentais causadas por Staphylococcus
aureus, com boa biocompatibilidade e
biodegradabilidade.

MATERIAL E METODOS

A ceratite experimentalmente induzida foi
produzida por meio da inoculacdo de uma
linhagem com padrdo internacional, S. aureus
ATCC 25923, previamente descrita como
causadora de ceratite em coelhos e analisada em
estudos de tratamento experimental de ceratite
bacteriana. O cultivo bacteriano foi realizado em
Laboratério Escola. Para verificagdo da pureza
da amostra, Staphylococcus aureus ATCC 25923
foi semeado em placa de agar sangue por 24
horas a 37°C. Para o preparo do indculo, colbnias
de S. aureus foram semeadas em caldo infusdo
de cérebro e coragdo (BHI), e ap6s incubagdo
por 24 horas a 37°C, a turvacdo foi
ajustada de acordo com a escala 0,5 de
McFarland, utilizando-se solucéo salina (0,85%)
como diluente. Essa turbidez corresponde
aproximadamente a uma contagem de
10°UFC/mL.

O preparo das microparticulas foi realizado
em Laboratério Escola. Hidroclorido de
ciprofloxacina foi dissolvido em etanol e &gua,
na proporcdo de 1:1, e adicionado a solugdes de
polimero em acetona para obter misturas entre
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droga/polimero. As microparticulas  foram
obtidas pelo processo de spray drying, que
consiste basicamente em dispersar o polimero e o
farmaco em um solvente ou sistema solvente, e
atomiza-los via aspersor para originar microgotas
que, ao entrarem em contato com o ar em
temperatura proxima ou superior aoc ponto de
ebulicdo do solvente, proporcionam a evaporagédo
do mesmo de forma rapida e dindmica, formando
as microparticulas (Fu et al., 2002, Silva-Junior,
2005).

O estudo foi realizado de acordo com o0s
principios éticos na experimentacdo animal e
foi aprovado pela Camara de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP de
Botucatu (Protocolo 113/2008 CEEA).

Foram utilizados 20 coelhos, de 2 a 3kg da raga
branca Neozelandesa, sadios e sem problemas
oculares. Os animais foram distribuidos em
quatro grupos (G), utilizando-se apenas o olho
esquerdo de cada animal: no G1, cinco animais
induzidos a ceratite bacteriana experimental
foram tratados por cinco dias com uma gota de
solucéo salina bésica (SSB), a cada seis horas; no
G2, cinco animais com cdrnea sadia foram
tratados com aplicagdo subconjuntival Unica de
0,2mL contendo 2mg de ciprofloxacina e
observados por cinco dias; no G3, cinco animais
foram induzidos & ceratite  bacteriana
experimental e tratados por cinco dias com uma
gota de ciprofloxacina 0,3%, a cada seis horas;
no G4, cinco animais foram induzidos a ceratite
bacteriana experimental e tratados com aplicagéo
subconjuntival Gnica de 0,2mL contendo 2mg de
ciprofloxacina e observados por cinco dias.

Os animais foram anestesiados por meio da
associacdo de acepromazina, 0,5mg/kg, xilazina,
5mg/kg, e ketamina, 35mg/kg, administradas por
via intramuscular, e morfina, 3mg/kg, por via
subcutanea, para os procedimentos de inoculagéo
bacteriana intracorneana e aplicacdo da
ciprofloxacina de liberacdo controlada. Colirio
topico de cloridrato de proximetacaina 0,5% foi
utilizado como complemento anestésico.

Apos antissepsia da superficie ocular com
solucdo de iodo povidine diluida em solugdo
fisiologica, procedeu-se a imobilizagdo palpebral
por meio de um blefaroestato Barraquere e a
centralizagdo do globo ocular com o auxilio de
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uma pinga de conjuntiva Bonn. A inoculacdo do
S. aureus foi feita conforme a técnica descrita
por Barequet et al. (2004), utilizando-se uma
seringa Hamilton graduada em microlitros, com
a introducdo do bizel da agulha na periferia
corneana até a profundidade estromal; esta foi,
entdo, avangada até o centro da coOrnea, onde
foram injetados 2,5uL do inéculo.

Todos os tratamentos tiveram inicio cinco horas
apos a inoculacdo intraestromal do S. aureus. A
aplicacdo subconjuntival foi realizada no
espaco subconjuntival utilizando-se uma agulha
13x0,45mm e seringa de 1mL, como descrito por
Amrite et al. (2006).

As bidpsias corneanas e o0s suabes da superficie
ocular e do humor aquoso para andlise da
concentragdo de ciprofloxacina foram realizados
logo apos a eutanasia com pentobarbital sédico.

A colheita do material foi realizada com suabe
estéril e por punch descartavel estéril de 4mm. O
suabe foi mantido em contato com a cornea e
conjuntivas palpebrais por 20 segundos e,
posteriormente, preservado em recipiente estéril
até o seu processamento. O fragmento corneano
foi mantido em um frasco estéril com solugdo
salina para andlise. A secrecdo ocular coletada
por suabe e bidpsia corneana foi processada em
Laboratorio Escola. As amostras foram semeadas
em condicBes de aerobiose a 37°C, em base de
MacConkey e agar sangue contendo 10% de
sangue desfibrinado de ovelha, e observadas por
24, 48, 72 e 96 horas. O material que se
apresentou com isolamento positivo teve seus
agentes caracterizados macroscépica, microscépica
(morfotinturial) e bioguimicamente, segundo
Quinn et al. (1994).

Foram obtidos fragmentos por punch de 4mm da
espessura total da coérnea, na regido do indculo
bacteriano, e da conjuntiva, no local do depdsito
de PLGA de ciprofloxacina. Os coelhos do G2,
ndo inoculados por S. aureus, foram biopsiados
na regido central da cornea, supostamente a
mesma localizacdo das bidpsias nos animais dos
outros grupos. Ndo foi realizada a coleta de
material conjuntival em G1 e G3, em razdo da
auséncia da medicacdo de liberacdo controlada.
O material coletado foi mantido em formol 10%
até o seu processamento. Os cortes histoldgicos
foram fixados e depois corados por
hematoxilina-eosina (HE).
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RESULTADOS

Todos os animais do G1 apresentaram extenso
piogranuloma com infiltrado inflamatério
polimorfonuclear intenso (Fig. 1). O epitélio
corneano demonstrou perda de sua integridade,
enquanto o estroma possuia separagdo entre as
fibras de colageno. Foi observada também
necrose focal com presenga de colbnias
bacterianas.

Os cortes histolégicos da cérnea dos coelhos do
G2 ndo demonstraram sinais de alteracdo. As
camadas corneanas encontravam-se integras, sem
infiltrado inflamatdrio e perda de celularidade. A
bidpsia da regido conjuntival bulbar, onde foi
administrada a ciprofloxacina de liberagédo
controlada, evidenciou um leve grau de
inflamacdo com infiltrado polimorfonuclear,
congestdo dos vasos sanguineos e afastamento
entre as células estromais (edema) (Fig. 2). Ndo
houve qualquer sinal de agressdo as células
caliciformes do epitélio conjuntival.

Todas as clrneas dos animais do
G3  apresentaram infiltrado  inflamatério
polimorfonuclear. Os cortes histologicos de dois
dos animais demonstraram a presenga de um
extenso piogranuloma, com debris celulares,

neutréfilos, mondécitos, macréfagos, linfécitos e
raras colonias bacterianas. Os demais trés
animais exibiram apenas um discreto infiltrado
inflamatério polimorfonuclear estromal e raras
colbnias bacterianas.

A maioria dos animais do grupo G4 ndo
apresentou alteracdo corneana; apenas um animal
ainda possuia sinais de inflamagdo e infecgéo.
Havia discreto infiltrado polimorfonuclear com
colbnias bacterianas focais, semelhante as
alteracGes encontradas nos animais do grupo G3.
As alteracdes encontradas no tecido conjuntival
foram iguais as obtidas no grupo G2.

Os resultados dos suabes mostraram-se negativos
para o cultivo de S. aureus em G2, G3 e G4, e
apenas dois animais do G3 apresentaram
resultados positivos. Os suabes estéreis coletados
de todos o0s grupos mostraram bastante
contaminagdo secundéria (Tab. 1). Os resultados
microbiol6gicos das bidpsias corneanas estdo
representados na Tab. 1 e, assim como 0s suabes,
demonstraram quase completa auséncia da
bactéria inoculada. Apenas um animal foi
positivo para a presenca de Staphylococcus
aureus dos fragmentos corneanos no G1.

Tabela 1. Avaliagdo qualitativa do microbioldgico de suabe e bidpsia corneana no quinto dia de

tratamento

Presenca bacteriana

Grupo Animal

Suabe Bidpsia

1 Staphylococcus aureus Staphylococcus spp.

2 Aspergillus spp. Negativo
Gl 3 Aspergillus spp. Negativo

4 Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus

5 Bacillus spp. Bacillus spp.

la Negativo Negativo

2a Aspergillus spp. Negativo
G2 3a Bacillus spp. e Staphylococcus spp. Bacillus spp.

4a Negativo Negativo

5a Negativo Negativo

1b Negativo Negativo

2b Bacillus spp. Negativo
G3 3b Aspergillus spp. Aspergillus spp.

4b Negativo Negativo

5b Negativo Negativo

1c Negativo Negativo

2c Negativo Negativo
G4 3c Aspergillus spp. Aspergillus spp.

4c Negativo Negativo

5¢ Negativo Negativo
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Figura 1. Corte histolégico da cornea de coelhos induzidos a ceratite por Staphylococcus aureus e
tratados com solucdo salina basica no quinto dia de experimento, visualizado com aumento de 10x.
Presenca de piogranuloma com grande quantidade de infiltrado polimorfonuclear e perda de células
epiteliais.

Figura 2. Corte histolégico da conjuntiva de coelhos sadios tratados com aplica¢do subconjuntival Unica
de 0,2mL contendo 2mg de ciprofloxacina Nota-se uma moderada quantidade de infiltrado
polimorfonuclear e separacdo entre as células estromais (edema). O epitélio conjuntival apresenta-se
normal, com presenga de células caliciformes.
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DISCUSSAO

Os polimeros biodegradaveis podem apresentar
vantagens sobre os nao biodegradaveis, pois sdo
totalmente absorvidos pelo organismo, ndo
necessitando remocao subsequente e
proporcionando melhor adesdo e aceitagcdo do
paciente ao tratamento (Anderson e Shive, 1997;
Fialho et al., 2003). No caso particular do PLGA,
a degradacdo resulta nos acidos latico e glicélico,
que sdo compostos facilmente absorvidos pelo
organismo (Husmann et al., 2002). Nos grupos
G2 e G4, o polimero de PLGA diminuiu de
volume do primeiro para o Ultimo dia de
tratamento, evidenciando a sua capacidade
biodegradavel.

A resposta tecidual & injecdo de microparticulas
pode ser dividida em trés fases. A primeira
ocorre dentro das primeiras duas semanas,
procedendo & inje¢do com iniciacéo, resolugdo e
organizacdo da resposta inflamatoria aguda e
cronica. Nas microparticulas biodegradaveis, esta
resposta é similar, independentemente da taxa de
degradacdo do polimero. Esta primeira fase
também pode conter componentes da lesdo
mecénica causada pela agulha (Anderson e
Shive, 1997); a segunda fase ja é afetada pela
taxa de degradacdo do polimero com a presenca
predominante de neutréfilos e macréfagos, que
podem se fundir e formar células gigantes em
resposta a corpos estranhos. Observa-se ainda
formacdo da cépsula fibrosa e neoangiogénese,
com a formacdo de vasos capilares ao redor do
implante. Microparticulas contendo doses baixas
de drogas podem passar por esta fase sem
provocar a formacdo de capsula fibrovascular;
por fim, a terceira fase ocorre com a quebra da
microparticulas em particulas menores, que sdo
fagocitadas por macréfagos, completando a sua
degradacdo (Anderson e Shive, 1997; Lima e
Junior, 1999).

No presente trabalho, a presenga das
microparticulas de PLGA carregadas com
ciprofloxacina acabou originando um pequeno
processo inflamatério localizado. Clinicamente
observaram-se quemose e hiperemia conjuntival
no local do implante. A presenca de infiltrado
polimorfonuclear na conjuntiva é um sinal claro
de que o polimero ndo foi completamente inerte.
O primeiro sinal de lesdo ao epitélio conjuntival
pode ocasionar um aumento do tamanho
das células epiteliais e perda das células
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caliciformes, porém estas se mostraram
preservadas no final do tratamento, deduzindo-se
que a reacdo inflamatéria ndo foi intensa o
suficiente a ponto de lhe causar lesdes maiores
(Kunert et al.,, 2002). Com cinco dias de
experimento, a reacdo inflamatdria permaneceu
apenas na primeira fase; sendo assim, ndo houve
a degradacdo completa das microparticulas que
podiam ser observadas a olho nu. Amrite et al.
(2006) relataram que micro e nanoparticulas com
200nm sdo quase completamente retidas na
regido periocular por pelo menos 60 dias.

Os resultados obtidos assemelham-se aos
encontrados por Kimura et al. (1992), que,
avaliando os  efeitos  perioculares  de
microparticulas de PLA em  modelos
experimentais com coelhos, observaram um
pequeno processo inflamatorio e tecido fibroso
no local da administragdo uma semana apds a
injecdo do sistema de velocidade controlada.
Células  gigantes  multinucleadas  foram
responsaveis pela degradacdo e fagocitose das
microesferas, sendo que a reacdo inflamatéria ao
corpo estranho diminuiu gradativamente até a 122
semana pés-administracdo, quando apenas
resquicios das microesferas foram encontrados.

Saishin et al. (2003), entretanto, concluiram
clinicamente que, ap6s 10 e 20 dias da injecdo
periocular de microparticulas de PLGA-glicose
em porcos, ndo houve sinais de infeccdo e
inflamacdo. Amrite et al. (2006) chegaram a
resultados semelhantes utilizando também o
PLGA como polimero, nos quais observaram
hiperemia ou edema no local da aplicagdo,
enquanto histopatologicamente ndo houve a
presenca de células inflamatdrias e formacéo de
tecido fibroso, concluindo que isto se devia a
natureza biodegradavel do polimero. J& Lima e
Junior (1999), estudando polimeros de PLA e
PLGA injetados no tecido subcutaneo de ratos,
notaram que seis horas apds a administragdo
houve o comeco do recrutamento celular e que
microparticulas carreando drogas apresentaram
uma reacao inflamatéria mais intensa do que a do
polimero puro.

Pode-se considerar, entdo, que a presenca da
ciprofloxacina e a dose administrada dela podem
ter contribuido para a reacdo inflamatoria.
Benjaafhar et al. (1995) testaram quatro doses de
pefloxacina subconjuntival em coelhos (0,8, 1,6,
8 e 16mg), e os resultados apresentados
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mostraram que as trés dosagens mais altas
causaram hemorragia conjuntival e quemose;
apenas 0,8mg de pefloxacina foi bem tolerada
pelo organismo clinica e histologicamente.
Donnenfeld et al. (1997) descreveram que doses
intravitreas de ciprofloxacina de 100ug sdo bem
toleradas e que, acima disso, observa-se
toxicidade corneana aguda em coelhos.

Embora Saishin et al. (2003) e Amrite et al.
(2006) tenham relatado que o PLGA néo causou
qualquer sinal de inflamacdo, a sua degradacgéo
em acido latico e glicolico aumenta a acidez
local, podendo levar a reacGes inflamatérias por
parte do organismo (Oliveira e Lima, 2006).
A mudanca do pH pode igualmente alterar
as caracteristicas do antibidtico aplicado,
provocando reagdes indesejaveis. A solubilidade
da ciprofloxacina permite que esta seja
formulada com um pH de 4,5 (Donnenfeld et al.,
1997). Satia et al. (2005) relataram que, ao entrar
em contato com o filme lacrimal e consequente
alteracho do pH, a ciprofloxacina pode
precipitar-se, levando a uma reacéo local.

A auséncia do S. aureus nas culturas realizadas
comprovou a eficiéncia do tratamento tanto no
grupo com o sistema de liberagdo controlada
quanto no de terapia convencional & base de
colirio. A contaminagdo secundaria por
Staphylococcus spp., Bacillus spp. e Aspergillus
spp. pode ser considerada um achado normal, ja
que sdo microrganismos residentes da flora
normal de coelhos. Cooper et al. (2001), ao
observarem a flora normal de 70 coelhos sadios,
encontraram Staphylococcus spp. em 57% e
Bacillus spp. em 19% dos animais estudados. O
grupo controle bacteriano (G1) apresentou
apenas um animal positivo para S. aureus no
exame microbioldgico, porém a histopatologia
evidenciou a presenga de um piogranuloma com
poucas colbnias bacterianas. Esta diferenca entre
os dois exames pode ter ocorrido pelo fato de as
coletas microbioldgicas ndo terem alcancado o
local da infeccdo, tendo em vista que o
organismo encapsulou a infecgdo, isolando-a a
uma area restrita.

CONCLUSOES

Verificou-se que o sistema de liberagcdo
controlada de PLGA foi eficiente no tratamento
de ceratites bacterianas, eliminando por completo
a presenca do S. aurues do tecido corneano.
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Entretanto, ndo se mostrou completamente
biocompativel com a regido subconjuntival. A
manipulagdo mecénica e a presenca de um
farmaco podem ter sido os fatores principais
causadores da resposta inflamatdria. Nota-se
também que as microparticulas testadas levam
acima de cinco dias para serem completamente
absorvidas pelo organismo.
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