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RESUMO

As fluorquinolonas de quarta geragéo, representadas pelo gatifloxacino (GA), moxifloxacino
(MO) e besifloxacino (BE), sdo uma das classes de medicamentos oftalmicos mais utilizados.
Desta forma, o presente estudo teve por objetivo validar uma nova técnica analitica para
quantificagdo simultdnea de GA, MO e BE com o uso da cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS) na cornea e humor aquoso (HA), e identificar e
quantificar estes farmacos nos tempos de 10 minutos e uma hora apds a instilacdo de uma gota
nos olhos de cées. Foram utilizados 22 cées machos, com idade aproximada entre um e sete
anos, destinados a eutanasia por serem portadores de Leishmaniose Visceral Canina (LVC), sem
lesbes observadas ao exame oftalmoldgico. Inicialmente, foi feita avaliagdo por meio da
histologia para verificar se os bulbos oculares (BO) dos cées utilizados apresentavam les6es
microscopicas. Dentre os 22 cdes selecionados, constatou-se que em apenas 15,9% dos BO
apresentavam les@es inflamatorias e dois animais apresentavam degeneracao retiniana, alteragdo
relacionada com a idade avangada do animal, sendo retirados do estudo. A validacéo da técnica
analitica foi determinada por meio de etapas que determinaram a seletividade, sensibilidade e
reprodutibilidade do método, sendo ele eficaz para a quantificacdo simultanea destes farmacos.
Em relagdo a concentracdo, na cornea no tempo de 10 minutos, foram obtidos, na média, 0s
seguintes resultados: MO (18,6 ug/g) seguida do BE (6,01 pg/g) e do GA (4,35 pg/g). No
tempo de uma hora a ordem dos farmacos se manteve, sendo: MO (11,7 pg/g), BE (5,51 pg/g) e
GA (2,36 ug/g). No HA no tempo de 10 minutos foram obtidos os seguintes resultados: BE
(1,70 pg/mL), seguida do MO (1,62 pg/mL) e GA (0,06 pg/mL). No tempo de uma hora a
ordem dos farmacos se manteve, sendo o BE (1,71 pg/mL), o MO (1,68 pg/mL) e o GA (0,10
pg/mL). Assim, foi verificado que, nos dois tempos de mensuragdo analisados, 0 MO foi o
farmaco que obteve maior concentragdo na cornea, enquanto que no HA foi o BE.

Palavras-chave: cdo, terapéutica ocular, fluorquinolonas, cromatografia liquida associada a
espectrometria de massas, oftalmologia veterinaria.
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ABSTRACT

The fourth-generation of fluoroquinolones, represented by gatifloxacin (GA), moxifloxacin
(MO) and besifloxacin (BE) are one of the most widely used ophthalmic drug classes. Thus, this
study aimed to validate a new analytical technique for simultaneous quantification of GA, MO
and BE with the use of liquid chromatography tandem/mass spectrometry (LC-MS/MS) in the
cornea and agqueous humor (AH) and identify and quantitate these drugs in 10 minutes time and
one hour after instillation of ophthalmic suspension. Twenty two male dogs are used, with an
approximate age between one to seven years-old, these dogs were destined to euthanasia to be
carriers of canine visceral leishmaniasis without lesions observed at the ophthalmic
examination. Initially, it was made avaluation by histology to certify if the eyeball of used dogs
had microscopic lesions. Among the 22 selected dogs, it was found that only 15,9% of the
eyeball had inflammatory lesions and two animals had retinal degeneration, changes related to
the advanced age of, because of that, these animals was withdrawn from the study. The
validation of the analytical technique was determined by means of steps that determine the
selectivity, sensitivity and reprocibility of the method, it’s effective for simultaneous
quantification of these drugs. Regarding the concentration of the cornea within 10 minutes of
time was obtained, on average, the followings results: MO (18,6 pg/g) followed BE (6,01 ug/g)
and GA (4,35 pg/g). At the time of one hour the order of drugs remained, as follow: MO (11,7
Mg/g), BE (5,51 pg/g) and GA (2,36 pg/g). In the AH time of 10 minutes, the following results
were obtained: BE (1,70 pg/mL), followed MO (1,62 pg/mL) and GA (0,06 pg/mL). At the time
of one hour the order of drugs remained, and BE (1,71 pg/mL), MO (1,68 pug/mL) and GA (0,10
pg/mL). Thus, it was found that in both measurement time analyzed, the MO was the drug which
obtained the highest concentration in the cornea, while the AH is the BE.

Keywords: dog, ocular therapy, fluoroquinolone, liquid chromatography tandem/mass
spectrometry, veterinary ophthalmology.
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1. INTRODUCAO

As fluorquinolonas de quarta geracdo sdo popularmente comercializadas em
apresentacao tdpica com acao terapéutica para as afec¢des oculares, devendo estar presentes em
concentracdes adequadas no tecido alvo (Gorniak, 2011; Chung et al., 2013). A penetracdo
intraocular do farmaco ¢ dificultada por meio dos diversos mecanismos de defesa que protegem
o olho, sendo os mais importantes, a cornea com permeabilidades diferentes e os mecanismos de
drenagem da lagrima (Gum e MacKay, 2013; Samuelson, 2013; Nautscher et al., 2015).

Os antimicrobianos possuem sua acdo terapéutica dependente da concentracdo do
farmaco no local de acdo. Os farmacos que apresentarem maior capacidade de penetracdo
intraocular e permanéncia em niveis adequados no local em que estdo os microrganismos, sdo
considerados mais efetivos (Maggs, 2008a; Chung et al., 2013).

As solucbes oftalmicas de gatifloxacino (GA) e moxifloxacino (MO) apresentam
estruturas quimicas semelhante (McGee et al., 2005), sendo que o besifloxacino (BE),
fluorguinolona mais recente e com uso exclusivo na oftalmologia, se difere dos demais
farmacos principalmente pela adigdo a sua composicdo de um polimero mucoadesivo
(Deschénes e Blondeau, 2015; Xiao-Fei et al., 2016).

A técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS)
tem sido utilizada em diversas areas de estudo. Sua alta sensibilidade permite a deteccéo e
quantificagdo de substéncias presentes em baixas concentra¢fes (Demoliner, 2008; Amparo,
2013).

Na medicina veterinaria, a técnica LC-MS/MS pode ser utilizada com o intuito de
realizar estudos farmacocinéticos, determinar o limite da presenca de residuos inapropriados em
produtos de origem animal (ANVISA, 2003; INMETRO, 2010; Goulart, 2012) e determinar
substancias que possuem principios téxicos (Goulart, 2012).

2. OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivos:

e desenvolver e validar um método analitico de detec¢do e quantificagdo simultanea do
gatifloxacino, moxifloxacino e besifloxacino por meio da técnica de LC-MS/MS na
cdrnea e humor aquoso de cées;

e quantificar as concentracdes do GA, MO e BE na cérnea e humor aquoso de cées, aos
10 minutos e uma hora ap6s a instilacdo de uma gota na superficie ocular, utilizando a
técnica desenvolvida de LC-MS/MS.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. ANATOMO-FISIOLOGIA OCULAR

O olho é um o6rgdo sensorial da visdo e seu funcionamento engloba um fenémeno
complexo em que a luz emitida pelos objetos o penetra e tem a capacidade de originar sinais
elétricos gque vao até o sistema nervoso central (Miller, 2008a; Samuelson, 2013).

O bulbo ocular (BO) é composto por trés camadas basicas. A camada mais externa € a
thnica fibrosa, que se divide em esclera e cérnea, responsaveis por darem forma e protecdo ao
olho. A camada intermedidria é a tlnica vascular, constituida pela coroide, corpo ciliar e iris,
que fornecem nutrientes aos demais tecidos oculares e determinam o tamanho da pupila. A
camada mais interna é a tdnica nervosa, que inclui a retina e o nervo dptico, que transformam o
estimulo visual em impulsos nervosos (Dyce et al., 2008; Samuelson, 2013) (Figura 1).

"~ esclerdtica

cordide

ligamentos

Figura 1. Estrutura anatdmica do bulbo ocular de céo.
Adaptado de http://www.gruporetina.org.br/olho.htm

3.1.1. Tunica fibrosa
3.1.1.1. Esclera

A esclera representa a maior parte da tanica fibrosa, ela envolve todo o BO desde o
limbo, que é a regido de transicdo da coOrnea para a esclera. Divide-se em trés camadas:
episclera, prépria esclera e supracoréide da esclera (Slatter e Dietrich, 2007; Samuelson, 2013).

A episclera é constituida por uma camada fina de colageno e é altamente vascular,
sendo mais desenvolvida na regido do limbo e nos locais de insercdo dos musculos extra-
oculares, onde se liga superficialmente com a capsula de Tenon (Slatter e Dietrich, 2007;
Samuelson, 2013). A propria esclera perde a estrutura celular organizada da cornea, suas fibras
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de colageno possuem diferentes didmetros e direcdo, apresentando-se irregular e com denso
tecido conectivo (Slatter e Dietrich, 2007; Samuelson, 2013). A supracor6ide possui conexao
com o sistema venoso coroidal apresentando tamanho e profundidade variaveis (Samuelson,
2013).

A esclera contém fibras elasticas que estdo entrelacadas com as fibras de colageno,
como os melandcitos e fibrécitos (Dyce et al., 2008; Samuelson, 2013). Em diferentes partes do
BO, estas fibras se diferem no didmetro, no formato e na orientacéo, o que confere a esclera a
caracteristica de ndo ser transparente (Maggs, 2008c). A cor da esclera depende da espessura do
estroma e da quantidade de gordura presente na parte externa. A espessura da esclera é muito
variavel entre as espécies e nas diferentes regides do BO. A area mais delgada é proxima ao
equador e nos locais de insercdo muscular, com aproximadamente 0,3 mm, e a area mais
espessa é na regido do plexo intraescleral, préximo ao disco dptico que é muito desenvolvido,
tendo aproximadamente 0,55 mm (Slatter e Dietrich, 2007; Samuelson, 2013). Quando se
compara com a cornea, a esclera ¢ mais hidratada e possui vasos sanguineos. Esta estrutura
fibrosa propicia protecdo, resisténcia ao BO e suporta a pressdo intraocular (Maggs, 2008c;
Samuelson, 2013).

3.1.1.2. Cérnea

A cornea possui uma organizacao estrutural que confere a ela a caracteristica de ser
transparente e fornecer protecio mecénica (Nautscher et al., 2015). E composta por quatro
camadas: epitélio, estroma, membrana de Descemet e endotélio (Maggs, 2008c; Dyce et al.,
2010; Samuelson, 2013; Nautscher et al., 2015), e esta presente em um quinto da tanica fibrosa
(Samuelson, 2013).

O epitélio esta presente em toda a superficie corneana. E composto por uma camada
simples de células basais colunares, duas ou trés camadas de células poliedrais, e duas ou trés
camadas de células escamosas ndo queratinizadas (Samuelson, 2013).

O estroma compreende 90% da espessura da cornea. E composto por fibras de colageno,
posicionadas em lamelas transversais presentes em todo o diametro da cérnea, queratdcitos,
fibrdcitos e substancia fundamental. Suas camadas sdo extremamente organizadas em feixes
paralelos o que confere a cornea sua transparéncia (Slatter e Dietrich, 2007; Samuelson, 2013).

A membrana de Descemet é homogénea e acelular, composta por finas fibras de
colageno (Maggs, 2008c; Samuelson, 2013). Ela forma uma membrana interna protetora da
cOrnea situada entre o estroma e o endotélio. Durante a vida, a membrana de Descemet é
secretada pelas células do endotélio (Slatter e Dietrich, 2007; Nautscher et al., 2015), o que faz
com que ela fique mais espessa com o0 passar da idade do animal. Sua caracteristica eléstica
protege o contetdo intraocular, porém em situagdes de buftalmia ou perfuracdo ocular, por
exemplo, ela pode se romper (Nautscher et al., 2015).

O endotélio é composto por uma camada de células achatadas que reveste a cornea
interiormente (Samuelson, 2013). Com o avangar da idade, hd uma diminui¢do do ndmero de
células endoteliais (Slatter e Dietrich, 2007).

A coOrnea é intensamente inervada e transparente. A transparéncia da cornea esta
relacionada diretamente pelo fato dela ser avascular, 0s seus nervos ndo possuirem mielina e
realizar constantemente o bombeamento de liquidos. A nutri¢cdo corneana ocorre pela passagem
de nutrientes provenientes do humor aquoso (HA) e da lagrima (Slatter e Dietrich, 2007; Maggs,
2008c¢; Dyce at al., 2010; Samuelson, 2013). A cdrnea é considerada um tecido desidratado,
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tendo em torno de 75 a 85% de &gua. Essa desidratacdo advém da constante acdo do endotélio
que através da bomba Na/K ATPase, retira ions do estroma para o HA. A circulacdo da &gua,
neste transporte de energia dependente, garante uma relativa desidratacdo do estroma (Maggs,
2008c; Samuelson, 2013).

A cérnea protege o olho de traumas externos e devido a sua curvatura e transparéncia,
possui uma adequada superficie de refracdo Optica (Maggs, 2008c; Nautscher et al., 2015). Seu
formato eliptico, apresenta o didmetro horizontal maior do que o vertical (Maggs, 2008c;
Samuelson, 2013). Nos cées a cdrnea possui a espessura de 0,45 a 0,55 mm na regido central e
de 0,50 a 0,65 mm na periferia (Samuelson, 2013). Em cdes mais velhos a espessura corneana
pode ser 0,9 mm devido a afuncionalidade das células endoteliais (Slatter e Dietrich, 2007).

3.1.2. Aparelho Lacrimal

O aparelho lacrimal é constituido pelas glandulas lacrimal, nictitante e outras acessorias,
associadas a um sistema de ductos que drenam a lagrima até a cavidade nasal (Dyce et al.,
2010). A lagrima tem importante funcéo de manter a higidez ocular (Samuelson, 2013; Park et
al., 2015), por meio da lubrificagdo, nutricdo corneana e acdo antibacteriana (Hartley et al.,
2006).

A lagrima é composta por trés camadas: lipidica, aquosa e mucosa (Davidson e Kuonen,
2004; Hartley et al., 2006; Miller, 2008b; Broadwater et al., 2010; Gum e MacKay, 2013;
Samuelson, 2013).

A camada lipidica é a mais externa, compreende em torno de 0,1 pum de espessura. E
secretado um material oleoso e fosfolipide, polares e ndo polares, pelas células sebaceas da
glandula de Zeis e de Meibdmio (Davidson e Kuonen, 2004; Miller, 2008b; Gum e MacKay,
2013; Samuelson, 2013). Sua func¢do € reduzir a evaporacao da lagrima e formar uma barreira
na margem palpebral evitando o escoamento da lagrima pela face (Hartley et al., 2006; Miller,
2008b; Gum e MacKay, 2013; Samuelson, 2013).

A camada aquosa é secretada pelas células da glandula lacrimal (61%), da terceira
palpebra (35%) (Broadwater et al., 2010; Gum e MacKay, 2013; Samuelson, 2013; Park et al.,
2015) e acessorias de Kraus e Wolfring (3%) (Slatter e Dietrich, 2007; Gum e MacKay, 2013;
Samuelson, 2013). E composta basicamente por agua (98%) e sélidos (2%), predominantemente
proteinas, sendo esta a camada mais espessa, em torno de 7 um (Miller, 2008b; Gum e MacKay,
2013). Suas fungdes sdo captar oxigénio para manter o metabolismo corneano, encaminhar
material estranho e bactérias para 0 saco conjuntival, suprir a camada corneana com nutrientes
(glicose, oxigénio, aminodcidos, vitamina A, fatores de crescimento e anticorpos), e agir como
substancia antibacteriana (imunoglobulinas, lactoferrina e lisozimas) (Davidson e Kuonen,
2004; Slatter e Dietrich, 2007; Miller, 2008b).

A camada mucosa € a mais interna, possui espessura de 0,02 a 0,05 yum e consiste de
glicoproteinas hidratadas secretadas pelas células caliciformes da conjuntiva (Miller, 2008b;
Gum e MacKay, 2013; Samuelson, 2013). Sua funcédo é aderir a superficie corneana lipofilica,
preenchendo as irregularidades, e proporcionar uma superficie hidrofilica para aderir & camada
aquosa, e assim, distribui-la uniformemente (Davidson e Kuonen, 2004; Gionfriddo, 2007;
Slatter e Dietrich, 2007; Miller, 2008b; Broadwater et al., 2010; Gum e MacKay, 2013;
Samuelson, 2013).

O sistema nasolacrimal tem origem nos pontos lacrimais superior e inferior, presentes
na conjuntiva palpebral aproximadamente 3 a 5 mm do canto medial do olho. Nos cées, estes
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pontos que se assemelham a uma fenda (Gionfriddo, 2007), constituem a abertura dos
canaliculos lacrimais, que irdo se unir em uma dilatacdo variavel, que é o saco lacrimal
(Gionfriddo, 2007; Miller, 2008b; Samuelson, 2013). Este saco se esvazia no ducto nasolacrimal
que possui abertura no assoalho da cavidade nasal e continua como um ducto até abrir
aproximadamente 1 cm da abertura da narina dos cées (Gionfriddo, 2007; Samuelson, 2013).

Aproximadamente 25% da lagrima é perdida pela evaporacdo, e 0s demais 75% séo
perdidos pelo sistema nasolacrimal (Gionfriddo, 2007; Miller, 2008b; Samuelson, 2013). O
excesso é conduzido ao saco lacrimal pela gravidade e movimentos das pélpebras. Os pontos
lacrimais estdo localizados na superficie conjuntival interior e sdo cercados pelo musculo
orbicular ocular que agem em sincronia com 0 movimento de piscar, criando um ambiente de
pressdo negativa, capaz de agir como uma bomba nas aberturas dos pontos lacrimais superior e
inferior, removendo o excesso de filme lacrimal (Miller, 2008b; Samuelson, 2013). Nos
intervalos entre 0s movimentos de piscar, 0 saco lacrimal é esvaziado, com o escoamento da
lagrima pelo ducto nasolacrimal (Maggs, 2008b).

3.1.3. Fisiologia do humor aquoso

O HA é um fluido transparente, semelhante ao ultrafiltrado do plasma, oferece
suprimento nutricional para estruturas avasculares, como a cornea e o cristalino, remove 0s
produtos excretérios do metabolismo, transportam neurotransmissores e tem importante papel
fisioldgico para estabilizar o funcionamento normal do olho. Sua dindmica continua de
producdo e drenagem mantém a pressao intraocular constante (Miller, 2008c; Goel et al., 2010;
Gum e MacKay, 2013; Davis et al., 2015).

A formacdo do HA ocorre no corpo ciliar, mais especificamente na pars plicata, local
onde ha os processos ciliares. Apés a producdo, ele primeiramente preenche a camara posterior,
em seguida, passa pelo orificio pupilar e preenche a cdmara anterior, para entdo ser drenado pela
via convencional, angulo trabecular, e pela via ndo convencional, via uveoescleral (Miller,
2008c; Davis et al., 2015). Nos cées a drenagem pela via ndo convencional representa um taxa
de 25% do total (Miller, 2008c).

Ha trés mecanismos de producdo do HA: difusdo, ultrafiltracdo e transporte ativo (Goel
et al., 2010; Gum e MacKay, 2013; Davis et al., 2015). A difusdo dos solutos ocorre quando
eles estdo abaixo da concentracdo do gradiente ou entdo de uma area de maior concentracao
para uma area de menor concentracdo. A ultrafiltracdo ocorre pela passagem do fluxo de agua e
substancias dissolvidas pelo endotélio dos capilares fenestrados para o estroma ciliar devido ao
gradiente osmotico e pressdo hidrostdtica. O transporte ativo ocorre pelo epitélio ciliar ndo
pigmentado e requer energia para secretar material contra a concentracdo do gradiente. Este
altimo mecanismo é o mais importante na formacgdo do HA, responsavel por aproximadamente
80 a 90% da producéo total (Goel et al., 2010; Gum e MacKay, 2013).

3.2. MECANISMOS DE PROTECAO DO OLHO
3.2.1. Pélpebras

As pélpebras possuem a importante funcdo de proteger superficie do olho,
principalmente a cérnea e conjuntiva (Davidson e Kuonen, 2004; Maggs, 2008b; Gum e
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MacKay, 2013). O movimento de piscar mantém a espessura fisiologica da lagrima, reduz a
evaporacdo da mesma, auxilia na sua distribuicdo e ao mesmo tempo a encaminha para 0
sistema nasolacrimal, auxiliando a eliminar pequenas particulas da superficie corneana e
conjuntival (Basher, 2007; Maggs, 2008b; Gum e MacKay, 2013).

A terceira pé&lpebra ou membrana nictitante possui movimento passivo ou ativo, auxilia
na protecdo da cornea e conjuntiva e distribui o filme lacrimal (Gum e MacKay, 2013). Os cdes
possuem cilios apenas na palpebra superior e possuem uma frequéncia de 3 a 5 piscadas por
minuto. Em cées que estdo contidos, € normal ter 10 a 20 piscadas por minuto (Gum e MacKay,
2013).

3.2.2. Cérnea

A clOrnea é altamente inervada por nervos sensoriais, por meio de ramificagcdes do nervo
trigémeo. A sensibilidade é maior na regido periférica em comparacdo com a regido central,
estando diretamente ligada com a protecdo ocular (Slatter e Dietrich, 2007; Gum e MacKay,
2013). Quando a cornea sofre alguma injuria ou trauma, hd um aumento do nimero de piscadas,
retracdo do BO e prolapso da membrana nictitante como reflexos de sensibilidade que protegem
a cornea (Gum e MacKay, 2013).

3.2.3. Filme lacrimal

A lagrima é constantemente produzida, drenada e evaporada. Ele remove corpo estranho
da cérnea e conjuntiva, lubrificando as palpebras e estas estruturas. Provém nutrientes para a
cérnea avascular, tem acdo antibacteriana, defendendo a superficie ocular de patdgenos e
propicia uma superficie éptica uniforme (Davidson e Kuonen, 2004; Hartley et al., 2006; Gum e
MacKay, 2013). A lagrima é acumulada ao longo da margem palpebral e, pelo ato de piscar,
quando o olho abre, este excesso é forcado a mover medialmente em direcdo aos pontos
lacrimais (Gionfriddo, 2007; Gum e MacKay, 2013). A taxa de renovacdo da lagrima é de
aproximadamente 16% por minuto, portanto é esperado que todo o medicamento desaparega
depois de 10 minutos da aplicagdo (McGee et al., 2005).

A lagrima contém substancias antimicrobianas especificas e inespecificas, sendo as
lisozimas, secretadas pela glandula lacrimal, a primeira op¢do na linha de defesa contra
patdgenos oculares. Dentre as imunoglobulinas, a imunoglobulina A é a mais abundante, e é
responsavel por proteger o olho de infeccéo viral, colonizagdo bacteriana e infestagdo parasitaria
(Davidson e Kuonen, 2004).

3.2.4. Barreiras oculares

A barreira sanguinea ocular contém juncdes no epitélio e endotélio que previnem quase
todo o movimento de proteinas e sdo efetivos contra moléculas de baixo peso molecular. Dentre
as barreiras oculares, ha duas mais importantes, a barreira hematoaquosa (BHA) e a barreira
hematorretiniana (BHR) (Singh et al., 2011; Gum e MacKay, 2013). Entre o HA e o humor
vitreo ndo existe nenhuma barreira, desta forma, ha difusdo de solutos entre estas duas estruturas
e entre a Uvea anterior e a esclera (Gum e MacKay, 2013).
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3.2.4.1. Barreira hematoaquosa

A BHA, localizada na parte anterior do olho, é formada por células endoteliais dos
vasos sanguineos da iris, o qual possui junges ciliares e células ndo pigmentadas do epitélio
ciliar (Singh et al., 2011). Sua funcdo € controlar o fluxo de substancias dentro da camara
posterior (Gum e MacKay, 2013), sendo importante para manter a transparéncia corneana e 0
equilibrio dos fluidos oculares (Singh et al., 2011).

A BHA permite a passagem de substancias do HA para os tecidos adjacentes e também
para a corrente sanguinea. Os vasos sanguineos do corpo ciliar sdo fenestrados, permitindo a
passagem de grande parte do plasma e proteinas, para o corpo ciliar (Singh et al., 2011; Gum e
MacKay, 2013).

Esta barreira ndo € tao efetiva quanto a BHR, devido ao fato de permitir a passagem de
proteinas para o HA através do processo de pinocitose e também por orificios presentes no resto
da Gvea anterior (Gum e MacKay, 2013).

3.2.4.2. Barreira hematorretiniana

Situada na parte posterior do olho, a BHR é formada por células endoteliais néo
fenestradas do capilar, que impede o contato da retina com moléculas da circulagdo sanguinea
(Singh et al., 2011; Gum e MacKay, 2013).

Esta barreira permite a passagem de todas as substancias de baixo peso molecular e
proteinas (Gum e MacKay, 2013). Ja as células do epitélio pigmentar da retina, possuem
juncdes justapostas impedindo o contato de moléculas da cordide com a retina (Singh et al.,
2011; Gum e MacKay, 2013). O fluxo de substancias permitido pela BHR é importante para
manter o equilibrio retiniano (Gum e MacKay, 2013).

A regido mais permedvel desta barreira esta proxima a cabeca do nervo Optico, que
permite a passagem de substancias da coréide (Gum e MacKay, 2013).

3.3. FARMACOCINETICA DA ADMINISTRACAO TOPICA POR MEIO DA VIA
OCULAR

Na terapia ocular a escolha do medicamento é baseada na farmacodindmica,
propriedades farmacocinéticas e na frequéncia de aplicacdes (Regnier, 2013). Dentre as
possiveis formas de administracdo de medicamento ocular, a via topica, por meio de colirios, é a
mais utilizada, devido ao fato de ter aplicacdo facil ndo invasiva, a dose poder ser facilmente
ajustada e interferir menos com a reparagdo corneana (Maggs, 2008a; Cholkar et al., 2013). Por
este motivo, as solugbes oftalmicas topicas sdo altamente utilizadas no tratamento de doengas
oculares (Maggs, 2008a).

O olho é um 6rgédo que possui varias barreiras naturais e mecanismos que o protegem,
restringindo a penetragdo intraocular do farmaco. O colirio instilado pode adentrar a cornea,
esclera e conjuntiva, ir para a circulagdo sistémica ou ser drenado pelo sistema nasolacrimal
(Maggs, 2008a; Regnier, 2013; Chen, 2015).
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As solugdes oftadlmicas apresentam baixa viscosidade, tonicidade de 300 mOsm/Kg,
mesma tonicidade da lagrima e pH entre 4,5 e 9,0, com o intuito da instilacdo ser confortavel e
ndo estimular o lacrimejamento e piscadas (Regnier, 2013).

A lagrima é o primeiro obstaculo quando se administra a gota do colirio. Imediatamente
ha diluicdo do mesmo sob a superficie ocular e consequente aumento do volume e capacidade
de armazenamento (Singh et al., 2011; Cholkar et al., 2013; Chen, 2015). O volume normal da
lagrima presente no olho é aproximadamente 7,0 a 10uL, o volume da gota do farmaco instilado
¢ em média 40uL, e a capacidade de armazenamento da fissura palpebral é de 25 a 30uL
(Regnier, 2013). Portanto, apenas a gota do farmaco ja excede o volume, de maneira que grande
parte seja drenada rapidamente pelo sistema nasolacrimal ou fique em contato com a palpebra
inferior (Regnier, 2013; Chen, 2015). Estima-se que parte da gota administrada na superficie
ocular é drenada nos primeiros 15 a 30 segundos apds instilacdo (McGee et al., 2005; Chen,
2015). Isto faz com que o farmaco tenha um baixo contato com a superficie ocular, por um
pequeno intervalo de tempo (Chen, 2015).

Apos a passagem pelo filme lacrimal pré-corneano, o farmaco pode penetrar a cOrnea, a
conjuntiva ou a esclera. A cérnea proporciona moderada resisténcia, devido ao fato do contato
préximo das células basais com os complexos juncionais. Desta forma, o farmaco penetra pela
esclera apenas quando esta tem perda da integridade ou quando h& uma concentracdo alta e
continua do farmaco na superficie ocular (Gum e MacKay, 2013).

A cérnea € a principal porta de entrada do farmaco (Singh et al., 2011; Regnier, 2013), a
penetragdo ocorre por meio da via transcelular, através das células, ou via paracelular, entre as
células. O epitélio corneano é lipofilico, sendo uma grande barreira para as substancias
hidrofilicas. Por outro lado, o estroma, cuja composi¢cdo € aproximadamente 78% de agua,
forma uma barreira para as substancias hidrofébicas, enquanto o endotélio, constituido por uma
camada celular, ndo oferece muita resisténcia, apesar de ser lipofilico. Portanto, para uma boa
penetracéo, é ideal que o farmaco tenha uma solubilidade bifésica (Gaudana et al., 2010; Gum e
MacKay, 2013; Regnier, 2013). A penetracdo pela via conjuntival e esclerdtica ocorre em
menor porcentagem (Regnier, 2013), sendo a conjuntiva, a principal via de absor¢do de
macromoléculas hidrofobicas, seguida da esclera que possui metade da sua permeabilidade
(Singh et al., 2011).

Assim que o farmaco penetra na cornea, ele chega ao HA e é distribuido para a iris,
corpo ciliar, cristalino e vitreo, sendo o pico de concentracdo no HA entre 0,5 e 3 horas ap6s a
instilacdo da gota (Regnier, 2013). O tamanho da molécula, a concentracdo, o pH e a
formulacdo do medicamento sdo caracteristicas capazes de reduzir a superficie de tenséo e
afetar diretamente na penetracdo corneana (Gum e MacKay, 2013).

A absorcdo de farmacos pela conjuntiva é considerada ndo produtiva quando se
compara com a absorcdo corneana, devido ao fato da conjuntiva possuir capilares sanguineos
conjuntivais e linfaticos, o que direciona o farmaco para a circulacéo sistémica, reduzindo assim
a biodisponibilidade ocular (Gaudana et al., 2010).

A absorcdo sisttmica do farmaco também ocorre quando parte da gota aplicada na
superficie ocular é drenada pelo sistema nasolacrimal, sendo entdo absorvida pela mucosa da
nasofaringe ou entdo pela passagem do farmaco pelos vasos sanguineos fenestrados da
conjuntiva e da esclera (Regnier, 2013).

De uma maneira geral, menos de 5% da dose aplicada penetra os tecidos oculares
(Gaudana et al., 2010). De acordo com Regnier (2013), entre 1 e 10% do farmaco instilado é
capaz de penetrar.
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A drenagem do farmaco é diretamente influenciada pelo volume da gota instilada e
frequéncia de piscadas. Uma vez que o farmaco penetrou o olho, a principal rota de drenagem é
o fluxo do HA, podendo ser também drenado por vias paralelas como a via hematorretiniana,
ser metabolizada ou se ligar a outros tecidos (Regnier, 2013).

3.4. FARMACOLOGIA E TERAPEUTICA OCULARES
3.4.1. Quinolonas

As quinolonas sdo quimioterapicos antibacterianos com ampla utilizacdo na medicina
veterinaria (Gorniak, 2011). Existem poucas especialidades farmacéuticas para uso
oftalmoldgico em medicina veterinaria, sendo que a maioria das prescri¢@es utiliza aquelas para
uso humano (Weiner e Gilgert, 2010).

O 4cido nalidixico foi a primeira quinolona produzida, o que ocorreu em 1962 (Yagci et
al., 2007). Juntamente com outras, receberam o nome de quinolonas de primeira geracdo. Com o
avancar dos estudos, os pesquisadores adicionaram & estrutura da quinolona um anel de flGor e a
partir de entdo, as demais quinolonas produzidas foram nomeadas fluorquinolonas. Assim,
foram formados os grupos conhecidos como segunda geracao, representada pelo ciprofloxacino
e ofloxacino. Os da terceira geracdo estdo representados pelo levofloxacino. E a quarta geracéo,
representada pelo gatifloxacino, moxifloxacino (Yagci et al., 2007; Gorniak, 2011; Viana et al.,
2011; Clode, 2013) e besifloxacino (Plumb, 2011; Clode, 2013).

As fluorquinolonas sdo capazes de penetrar na cérnea e atingir o HA ap06s a instilacéo.
Elas inibem a DNA-girase (topoisomerase Il) e topoisomerase 1V, enzimas responsaveis por
manter a superhélice da molécula de DNA durante a replicacdo bacteriana (Maggs, 2008a;
Plumb, 2011; Wong et al., 2012).

As fluorquinolonas apresentam grande potencial na pratica da oftalmologia, sendo
utilizadas em diversas afecgdes oculares, como uveite e ulcera de cornea (Maggs, 2008a; Sosa et
al.,, 2008; Wong et al., 2012; Clode, 2013). O espectro de atividade varia dentre as
fluorquinolonas, sendo que as de quarta geracdo possuem maior eficacia contra Gram-positivos,
devido ao fato de inibirem mais a topoisomerase Il. A ocorréncia da resisténcia a esta geragdo
de antibioticos é mais dificil devido ao fato de ser necessario que ocorra uma mutacao nas duas
topoisomerases (Clode, 2013). Elas possuem excelentes propriedades que favorecem a
penetracdo, incluindo o baixo peso molecular, propriedades lipofilicas, permitindo penetracéo
epitelial e endotelial e baixa ligagdo com proteinas (Yu-Speight et al., 2005).

3.4.1.1.GAe MO

Em 2003, a Food and Drug Administration aprovou o uso das solucdes oftalmicas
topicas GA a 0,3% e MO a 0,5%. Desde entdo, estes farmacos sdo usados com frequéncia contra
patdgenos oculares (McGee et al., 2005; Stern et al., 2006). Estes dois farmacos possuem
estruturas quimicas semelhante as demais fluorquinolonas (Stern et al., 2006) (Figura 2).

A solucdo oftalmica de GA a 0,3% é iso-osmotica, como preservativo contém cloreto de
benzalconio 0,005%, &cido etilenodiamino-acético e cloreto de sédio, possui aproximadamente
pH 6,0. A solugdo oftdlmica de MO a 0,5% ¢ iso-osmética, contém &cido borico, cloreto de
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sodio e aproximadamente pH 6,8. Por ser auto-preservada, esta solugdo ndo possui conservante
(McGee et al., 2005).

OH

HN

Figura 2. Estrutura quimica, A — Moxifloxacino; B — Gatifloxacino (Dechénes e Blondeau, 2015).
3.4.1.2. BE

Em maio de 2009, a Food and Drug Administration aprovou o uso da solugdo oftalmica
topica BE a 0,6%, sendo o primeiro e Unico farmaco desenvolvido exclusivamente para uso
oftalmico (Sanders et al., 2011; Brito e Cordeiro, 2013; Deschénes e Blondeau, 2015). Sendo
assim, € a unica fluorquinolona que ndo é utilizada sistemicamente, portanto, teoricamente,
reduz o risco de desenvolver resisténcia ao antibidtico (Xiao-Fei et al., 2016). No Brasil, em
2010, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou o uso do BE (Brito e
Cordeiro, 2013).

Diferentemente das demais fluorquinolonas, o BE possui estrutura quimica e bioldgica
diferente (Comstock et al., 2010; Deschénes e Blondeau, 2015) pelo fato de possuir um anel de
3-aminohexahidro 1H-azepina na posi¢do C7 e um cloro na posi¢do C8 (Deschénes e Blondeau,
2015) (Figura 3).

A solucédo oftalmica de BE a 0,6% contém como preservativo cloreto de benzalconio
0,01% (Comstock et al., 2010). Sua formulagéo possui um polimero mucoadesivo (DuraSite®)
com propriedades viscoelasticas, capaz de interferir diretamente no sistema de distribuicdo de
farmacos, fazendo com que ele permaneca mais tempo aderido a superficie ocular (Comstock et
al., 2010; Chung et al., 2013; Deschénes e Blondeau, 2015).

0 o
F
| OH
N N
X
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Figura 3. Estrutura quimica do besifloxacino (Dechénes e Blondeau, 2015).
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3.4.2. Concentracdo inibitoria minima

A superficie ocular possui uma microbiota prépria que age em conjunto com os fatores
humorais com o intuito de manter a satde ocular e inibir o desenvolvimento e estabelecimento
de microrganismos patogénicos. A lagrima possui a¢do antibacteriana importante na primeira
linha de defesa, devido ao fato de remover as impurezas presentes na superficie ocular e impedir
a ades&o desses microrganismos (Subtil, 2010; Gum e MacKay, 2013).

Um trabalho realizado por Santos et al. (2009) foi determinada a microbiota conjuntival
presente em cdes higidos e com afec¢do ocular. Nos cées higidos, a bactéria predominante foi
Bacillus spp., enquanto nos animais com afeccBes, foi Staphylococcus intermedius. Subtil
(2010) desenvolveu um estudo retrospectivo de bacteriologia ocular em cées em que determinou
maior prevaléncia de Staphylococcus aureus, Streptococcus canis e Pseudomonas aeruginosa.
Junior et al. (2012) realizaram um trabalho que determinou a etiologia bacteriana presente nos
acometimentos oculares e concluiram gue a maioria do crescimento bacteriano correspondia a
Gram positivos, sendo a bactéria mais predominante o S. aureus, seguida do S. intermedius. Ja
Oria et al. (2013), em um estudo avaliando a microbiota presente em cées clinicamente normais
e com ceratoconjuntivite seca, determinaram as mesmas bactérias, porém em ordem de
prevaléncia alternada.

Diante do exposto, faz-se necessario um diagndstico e tratamento adequado da afec¢do
ocular. As bactérias patogénicas possuem uma susceptibilidade variavel aos antimicrobianos,
sendo importante para o clinico, fazer a escolha mais apropriada do medicamento (Subtil, 2010;
Silva, 2012). Para que o medicamento seja eficaz, é essencial que 0 mesmo chegue ao local de
acdo com concentracdes favoraveis, ou seja, concentracdes acima do valor da concentracdo
inibitéria minima (CIM), para que o farmaco seja capaz de inibir adequadamente o crescimento
bacteriano. Cada microrganismo possui uma CIM pré-estabelecida (Quadro 1).
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Quadro 1. Concentracdo inibitdria minima, expressa em pg/mL, para o gatifloxacino, moxifloxacino e
besifloxacino aos microrganismos oculares mais frequentes.

Microrganismos Gatifloxacino ~ Moxifloxacino  Besifloxacino
Staphylococcus aureus 0,03-0,12 0,015-0,12 0,015 - 0,06
Staphylococcus coagulase negativo 0,09 0,05 0,5
Streptococcus pneumoniae 0,12-0,5 0,06 - 0,25 0,03-0,12
Enterococci species 0,38 0,19 -
Bacillus species 0,09 0,09 -
Pseudomonas aeruginosa 0,5-2,0 1,0-8,0 1,0-4,0
Haemophilus influenzae 0,004 - 0,03 0,008 - 0,03 0,015 - 0,06

Adaptado de Mather et al. (2002), CLSI (2012) e Deschénes e Bloudeau (2015).

3.5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

A técnica de cromatografia € uma ferramenta analitica de separagdo para identificacdo
dos compostos quimicos. A LC-MS/MS consiste em uma separacdo de alta eficiéncia dos
constituintes da amostra, permitindo determinar multianalitos em matriz complexa com
excelente seletividade e sensibilidade, e fornece informagdo estrutural e da massa molar dos
analitos (Chlaradla et al., 2008; Demoliner, 2008; Rodrigues, 2011; Amparo, 2013).

A espectrometria de massas € composta por um sistema de injecdo da amostra, uma
fonte de ionizacdo, analisador de massa, detector de massa e por Gltimo um sistema de software
para aquisicao das amostras (Demoliner, 2008).

Os aparelhos de cromatografia podem utilizar um ou mais analisadores de massa com a
intengdo de detectar compostos presentes em baixas concentracdes em matrizes muito
complexas (Demoliner, 2008), ou quando ha a necessidade de separar um grande nimero de
analitos (Amparo, 2013). Apos esta deteccdo, um sistema de software mostra o resultado por
meio de um cromatograma contendo a relagéo dos ions em razdo da massa e carga (Chlaradla et
al., 2008).
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3.6. VALIDACAO DO METODO ANALITICO

A validacdo do método analitico, garante por meio de estudos experimentais e
fornecimento de evidéncias objetivas, que o método atenda as exigéncias das aplicacBes
analiticas. Assegurando assim a confiabilidade e reprodutibilidade da metodologia utilizada em
um novo método analitico. Na validacdo da técnica os pardmetros analiticos normalmente
determinados sdo: seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo
(LQ), exatiddo e precisdo (ANVISA, 2003; Ribani et al., 2004; Demoliner, 2008; INMETRO,
2010; Amparo, 2013).

Seletividade é a capacidade do método de identificar o analito de interesse mesmo na
presenca de possiveis interferentes, como impurezas, produtos de degradagdo e componentes da
matriz (ANVISA, 2003).

A linearidade é a habilidade do método analitico em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito em uma dada faixa de aplicacdo. Ela é dada como uma
expressdo matematica utilizada para o calculo da concentragdo do analito a ser determinado na
amostra real (INMETRO, 2010).

A equacdo da reta é:

y=ax+b

Onde: y = resposta medida (area do pico); X = concentracdo; a = interse¢cdo como eixo y, quando
x = 0; b = inclina¢éo da curva analitica (sensibilidade).

O LD corresponde a menor concentragdo detectada do analito, ndo sendo
necessariamente, quantificada. E definido como a concentragdo minima de uma substancia
medida e declarada com 95% ou 99% de confianga de que a concentra¢do do analito seja maior
que zero. O LQ corresponde a menor concentragdo quantificada do analito (INMETRO, 2010).

A exatidao expressa a concordancia entre o resultado de um método em estudo em
relagio ao valor verdadeiro. E determinada apGs o estabelecimento da linearidade, do intervalo
linear e da especificidade do mesmo, a partir de trés concentragdes (alta, média e baixa) com, no
minimo, duplicata de cada concentragdo (INMETRO, 2010).

A precisdo avalia a dispersdo de resultados independentes, repetidos de uma mesma
amostra. E determinada por meio da repetitividade e da reprodutibilidade, que normalmente séo
dependentes da concentragdo do analito e devem ser determinadas para um diferente nimero de
concentragdes. A repetitividade determina a caracteristica da dispersdo dos resultados de
medicBes sucessivas de um mesmo método, sob as mesmas condi¢des, em varias concentracdes
na faixa de trabalho. A reprodutibilidade determina o grau de concordéancia entre os resultados
das medi¢Bes de uma mesma amostra analisada em dias, analista ou equipamentos diferentes
(ANVISA, 2003).
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4. MATERIAL E METODOS

O projeto foi realizado ap6s a aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o protocolo de submissdo n° 266/2014
(Anexo 1), do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria e Colegiado de P6s-Graduagdo
em Ciéncia Animal da Escola de Veterinaria da UFMG (EV-UFMG) e pelo Comité de Etica do
Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de Belo Horizonte (Anexo 2).

4.1. LOCAL

Este experimento foi realizado no CCZ da unidade S&o Bernardo, em Belo Horizonte,
Minas Gerais. As amostras de cornea e HA foram processadas no Laboratério de Toxicologia
do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinarias da EV-UFMG e analisadas no Centro de
Exceléncia em Monitoramento de Multiresiduos da EV-UFMG, os BO foram processados e
analisados no Laboratério de Patologia na EV-UFMG.

4.2. SELECAO E AVALIACAO DOS ANIMAIS

Foram utilizados 22 cdes machos, escolhidos sem distin¢do de raca e peso e com idade
aproximada entre um e sete anos. Todos 0s cdes eram portadores de leishmaniose visceral
canina (LVC), diagnosticada por meio do teste de triagem imunocromatografico DPP® e o teste
ELISA como confirmatdrio, sendo este 0 motivo pelo qual foi realizada a eutanasia dos animais.
Os cdes, previamente selecionados, foram submetidos ao exame oftalmol6gico para avaliar a
salde ocular. Com o auxilio da lanterna Mini Maglite® foi realizada a ectoscopia, 0
oftalmoscépio direto Heine® Beta 200S auxiliou na avaliacdo das estruturas oculares por meio
de ajustes de diferentes dioptrias e o biomicroscopio de lampada de fenda portéatil Alltion®
(Wuzhou), permitiu uma avaliacdo ocular mais minuciosa. Estes aparelhos permitiram avaliar a
integridade da cérnea e dos tecidos oculares externos. Os animais portadores de alteracGes
oculares clinicamente diagnosticaveis mao foram incluidos no estudo.

4.3. ESPECIFICACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Apb6s a avaliacdo e selecdo dos animais eles foram distribuidos em seis grupos
aleatoriamente. Nos trés primeiros grupos (G1, G2 e G3) foram avaliadas, durante dez minutos,
as penetragcbes dos colirios quimioterapicos GA a 0,3% (Zymar® - Allergan Produtos
Farmacéuticos, Sao Paulo, Brasil), MO a 0,5% (Vigamox® - Alcon Laboratérios do Brasil, Sdo
Paulo, Brasil) e BE a 0,6% (Besivance® - Bausch & Lomb Incorporated, Florida, EUA),
respectivamente. Nos demais grupos (G4, G5 e G6) foram avaliadas as penetra¢des dos colirios
quimioterapicos durante uma hora, seguindo a mesma sequéncia anterior dos farmacos (Quadro
2).
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Quadro 2. Grupos experimentais formados no presente estudo.

10 MINUTOS
Grupos NUmero de olhos Colirio antibidtico
G1 8 GA
G2 8 MO
G3 8 BE
1 HORA
Grupos Numero de olhos Colirio antibiotico
G4 7 GA
G5 7 MO
G6 6 BE

4.4. ADMINISTRACAO DO FARMACO E EUTANASIA DOS ANIMAIS

Os animais receberam uma gota do colirio quimioterapico no olho direito e esquerdo,
referente ao grupo em que estavam. O volume da gota correspondente ao GA é 45 L, ao MO é
38 uL e ao BE é 32 pL. A gota do colirio foi administrada na parte superior lateral do BO, e
neste momento de manipula¢éo do animal, foi tentado minimizar a0 méximo seu estresse, com 0
intuito de ndo aumentar o nimero de piscadas.

Apos o tempo de espera para a penetracdo do colirio antibiético referente a cada grupo,
os animais foram submetidos ao procedimento da eutanésia realizada por meio da administragdo
intramuscular de xilazina (6,0 mg/kg), seguida da obtengdo do acesso venoso e administracdo de
tiopental (25 mg/kg) e sulfato de magnésio (em quantidade crescente até a parada cardiaca). A
eutanasia foi realizada pelos médicos veterinarios do CCZ de acordo com as exigéncias do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria.

4.5. COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Apos a eutanasia, foi extraido o BO, por meio da cantotomia lateral, e posterior
dissecacdo dos tecidos perioculares em direcdo ao nervo Optico e seccdo do mesmo. O BO foi
removido e retirado o excesso da conjuntiva presente.

45.1. HA

A amostra de HA foi coletada das camaras anterior e posterior na quantidade minima de
500 uL, utilizando agulha de insulina 12,7 mm x 0,33 mm, que penetrou na cérnea, na regido da
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camara anterior, préxima ao limbo e paralela a iris. As amostras foram acondicionadas em
tubos para microcentrifuga de 1,5 mL, devidamente identificados em relacdo ao material
armazenado, farmaco utilizado e o tempo de penetracdo. ApoOs cada coleta as amostras foram
armazenadas em freezer Revco® na temperatura de -80°C até o momento de serem processadas
(item 4.7.2).

45.2. Cbrnea

A cornea foi retirada do BO com o auxilio do bisturi de cabo nimero 3, com lamina
nimero 15 e pinca de coOrnea, retirando todo fragmento circular, em sentido horério. As
amostras foram acondicionadas em tubos para microcentrifuga de 2,0 mL, devidamente
identificados em relacdo ao material armazenado, farmaco utilizado e o tempo de penetracao.
Apos cada coleta as amostras foram armazenadas em freezer Revco® na temperatura de -80°C
até o momento de serem processadas (item 4.7.2).

4.5.3. Bulbo ocular

Apbs a retirada do HA e da cdrnea, o BO de cada animal foi imerso imediatamente no
fixador solucdo de Davidson, constituido por &cido acético glacial (100 mL), formalina
tamponada 10% (200 mL), alcool 95% (300 mL) e &gua destilada (300 mL) (Latendresse et al.,
2002). Os BO foram armazenados em frascos, do tipo coletor de urina e fezes, devidamente
identificados, em relacéo a cada olho (direito ou esquerdo), ao farmaco utilizado e ao tempo de
penetracao.

Ap0s 24 horas de permanéncia no fixador, o BO foi seccionado com o auxilio da lamina
de micrétomo com um corte Unico transversal, preservando ao maximo a integridade do
cristalino e do nervo Optico. Posteriormente, permaneceu por mais 12 horas imerso na mesma
solucdo para, em seguida, ser transferido para o alcool 70%, ficando neste meio até 0 momento
do processamento histoldgico (item 4.6).

4.6. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

O BO foi identificado e envolvido por uma gaze, para iniciar o processo de
desidratagdo, permanecendo uma hora em cada solucdo crescente de alcool. Na sequéncia
ocorreu a diafanizacdo em xilol no tempo médio de 50 minutos, para entdo, ser embebido na
parafina, seguida do emblocamento. Os cortes histoldgicos foram realizados com espessura de 4
pum, fixados em l&mina de vidro, corados com a coloracdo hematoxilina e eosina e montados
com laminula utilizando o balsamo do Canada. As ldminas foram analisadas com o auxilio de
microscopio 6éptico de luz do Laboratério de Patologia na EV-UFMG.

4.7. ANALISE CROMATOGRAFICA DAS AMOSTRAS
4.7.1. Estudos dos métodos de extracao

Foram realizados testes de extracéo, na cornea e HA, dos trés analitos em estudo, com o
intuito de desenvolver um método simultaneo de deteccdo do GA, MO e BE por LC-MS/MS.
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Para isto, foi utilizado o aparelho de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) do
Laboratério de Toxicologia ha EV-UFMG.

Foi utilizado o CLAE Severn Analytical, modelo SA6410B® acoplado ao detector
ultravioleta visivel (UV/Vis SA6510), configurado com comprimento de onda igual 278 nm e
taxa de fluxo de 1,0 mL/minuto. Foi empregada a coluna cromatografica Shim-pack CLC-
ODS(M)® C18, com dimensbes de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de diametro, constituido
por particulas de 5 um de tamanho. A fase mével foi constituida de 300 mL de agua destilada,
0,1 g de &cido tricloroacético e 150 mL de acetonitrila, segundo técnica proposta por Cavazos-
Rocha et al. (2014).

Primeiramente, para a extracdo do analito e reconhecimento no CLAE, uma gota de
cada colirio foi diluida em 250 pL de solucdo de cloreto de sodio 0,9%. Foram testados,
separadamente, quatro solventes, com o volume de 250 L, constituido de metanal,
metanol/agua (4:1, v/v), acetonitrila, e por ultimo, acetonitrila/dgua (4:1, v/v), como demonstra
na figura abaixo, representando apenas 0 GA (Figura 4).

A B C D
250 pL Soro Fisiologico 250 pL Soro Fisiologico 250 pl Soro Fisiolagico 250 pL Soro Fisioldgico
+ + + +
250 L Metanol 250 pL Metanol + Agua (4:1) 250 pL Acetonitrila 250 pL Acetonitrila + Agua (4:1)
+ + + +
1 gota do colirio de GA 1 gota do colirio de GA 1 gota do colirio de GA 1 gota do colirio de GA

Figura 4. Esquema representativo da diluicdo da gota do farmaco, na solucéo de cloreto de sddio a 0,9% e
nos quatro meios de solugdo. A — metanol; B — metanol/agua; C — acetonitrila; D — acetonitrila/agua.

Estas amostras foram analisadas separadamente no CLAE, obtendo adequada curva de
resposta. Em seguida, foi feita uma mistura das amostras dos trés analitos, que foram diluidos
em metanol, com a finalidade de realizar a leitura simultanea.

Posteriormente, foram utilizadas amostras em branco de cornea e HA com o objetivo de
testar os métodos de extracdo e observar qual solvente apresentaria maior recuperacdo do
analito e boa precipitacéo de particulas.

Para a extracdo do analito no HA, foram utilizadas amostras em branco, que foram
processadas de acordo com o item 4.7.2. Em seguida, 100 pL do sobrenadante foi transferido
para um tubo de 10 mL, acrescido de 1 mL de cada um dos quatro meios de solugdo com 1 mL
do reagente colorimétrico pela técnica do biureto. Desta forma, a amostra que apresentou menor
intensidade de cor no sobrenadante foi a que obteve melhor precipitacdo de proteinas. Apenas o
solvente que apresentou melhor resultado foi utilizado no CLAE. Em cada tubo para
microcentrifuga foi colocado 5 pL do colirio, acrescido com 1.000 pL do solvente e 500 pL de
HA, as amostras foram processadas (item 4.7.2) e realizada a leitura no CLAE.

Sob a superficie de cada cornea isolada, foram adicionados 5 pL do colirio dos trés
farmacos e por ultimo, 5 pL de solugéo de cloreto de sodio a 0,9%. Apds uma hora, as corneas
foram parcialmente seccionadas e colocadas nos tubos para microcentrifuga de 2,0 mL
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separadamente. Foram adicionados o0s quatro solventes utilizados anteriormente, como
demostrado no esquema abaixo, representando apenas o GA (Figura 5). Em seguida foi feito o
processamento destas amostras (item 4.7.2).

Cornea 5 pL soro fisioldgico

Cans O NG IR

A B c b
1500 pL Metanol 1500 pL Metanol 1500 pL Acetonitrila 1500 plL Acetonitrila
+Agua (4:1) +Agua (4:1)

Figura 5. Esquema representativo, apenas para gatifloxacino, dos testes de extracdo na cérnea realizado
com os quatro meios de solucdo. A — metanol; B — metanol/agua; C — acetonitrila; D — acetonitrila/agua.

4.7.2. Preparo das amostras

O HA foi descongelado em temperatura ambiente e 500 pL foram transferidos para
outro tubo para microcentrifuga de 2,0 mL, devidamente identificado. Em seguida, foi
adicionado 1 mL da mistura de acetonitrila com agua (4:1, v/v), e posteriormente, a amostra foi
para o vortex Fisatom modelo 772, durante 10 segundos, e depois, na micro centrifuga
refrigerada NT 805, durante 10 minutos. O sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa
CHROMAFIL® 0-20/15 MS (PTFE) 15 mm/0,20 um e transferido para tubo vial Waters
12x32 mm com tampa pré-fendida para, entéo, ser analisado por meio da técnica LC-MS/MS.

A cornea foi descongelada em temperatura ambiente e pesada em balanca analitica
Shimadzu AUY 220. Em seguida, foi parcialmente seccionada em fragmentos e transferida para
outro tubo para microcentrifuga de 2,0 mL, devidamente identificado. Posteriormente, foi
acrescentado 1.500 pL da mistura metanol com &gua (4:1, v/v). A amostra foi mantida no
sonicador Saunders Medical SoniClean 2, durante 25 minutos, em seguida, no vortex Fisatom
modelo 772, por 10 segundos, e por ultimo, na micro centrifuga refrigerada NT 805, durante 10
minutos. A amostra foi filtrada em filtro de seringg CHROMAFIL® 0-20/15 MS (PTFE) 15
mm x 0,20 um e transferida para tubo vial Waters 12x32 mm com tampa preé-fendida para,
entdo, ser analisado por meio da técnica LC-MS/MS.
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4.8. PREPARO DOS PADROES ANALITICOS

Foram utilizados os padrdes de referéncia para os trés farmacos, todos apresentando
grau de pureza superior a 98%: Sesquihidratado de Gatifloxacino (FLUKA®, cédigo 32345-
50MG); Hidroclorido de Moxifloxacino (FLUKA®, co6digo Y0000703); e Cloridrato de
Besifloxacino (SANTA CRUZ®, cddigo SANT-396189).

Os padrdes analiticos foram ressuspendidos e solugdes estoque foram preparadas na
concentracdo de 1.000 pg/mL constituida de metanol/agua (4:1, v/v) e armazenadas a -20°C.
As solugdes de trabalho foram estabelecidas por meio da combinacdo dos padrBes dos trés
analitos, acrescido do diluente constituido de metanol/agua (4:1, v/v), nas diferentes
concentragdes de 16,66; 8,33; 3,33; 1,67; 0,83 e 0,42 pg/mL armazenada a -20°C.

4.9. PARAMETROS ANALITICOS PARA VALIDACAO DA TECNICA
4.9.1. Estudo da seletividade

Para a avaliacdo da seletividade, os cromatogramas gerados a partir das andlises de
amostras brancas foram comparados com 0s cromatogramas obtidos nas analises da solugdo
padrdo dos farmacos, com o intuito de verificar a ocorréncia de compostos interferentes eluindo
nos tempos de retengdo dos analitos de interesse.

4.9.2. Determinacg&o da linearidade das curvas analiticas

Para a determinagdo da linearidade foram construidas curvas de calibragdo do analito
em solucéo, nas concentragdes de 16,66; 8,33; 3,33; 1,67; 0,83 e 0,42 pg/mL em triplicata. Em
seguida, foi construido um gréfico relacionando a area do pico versus concentracdo e, por
regressdo linear, foram determinados a equacdo da curva analitica, o coeficiente de
determinagdo (R?) e coeficiente de correlacéo (r).

4.9.3. Determinacéo do limite de deteccéo (LD) e quantificagéo (LQ)

O LD foi determinado por meio do método visual em que realizou a adi¢do de varias
concentragdes conhecidas do analito de modo a distinguir o sinal do ruido pela visualizagdo da
menor concentracdo visivel de forma confidvel, sendo a relacdao sinal/ruido de 3/1, enquanto
para o LQ, foi utilizado como parametro a relacdo sinal/ruido de 10/1 (INMETRO, 2011).

4.9.4. Exatiddo

A exatiddo foi avaliada por meio da realizacdo de ensaios de recuperacdo nas amostras.
Amostras brancas foram fortificadas nas concentragbes baixa (3,33 pg/mL), média (8,33
pg/mL) e alta (16,66 pg/mL) e a recuperacéo foi calculada utilizando a seguinte equacéo:

concentracido média experimental

Exatiddo = x 100

concentragao teérica
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Os valores obtidos foram comparados com os estabelecidos pelo CODEX (2009) para a
aceitabilidade dos resultados.

4.9.5. Precisao

A precisdo do método foi avaliada por meio de estudos de repetitividade e
reprodutibilidade intralaboratorial. Para a avaliacdo de repetitividade foram realizadas analises
sucessivas da mesma amostra, em curtos intervalos de tempo e efetuadas sob as mesmas
condicBes (equipamentos e analista). Amostras de cornea e HA foram adicionadas de solugdo
padrdo dos farmacos para realizacdo de nove determinagdes, contemplando o intervalo linear do
método, ou seja, trés concentragOes, baixa (3,33 pg/mL), média (8,33 pg/mL) e alta (16,66
pg/mL) com trés réplicas cada (ANVISA, 2003; ICH, 2005). No estudo da reprodutibilidade
intralaboratorial, foram realizadas as mesmas andlises, variando, porém, os dias de analise,
totalizando 18 determinagoes.

Os coeficientes de variacdo (CV) foram avaliados de acordo com pardmetros
estabelecidos pela EC (2002) e CODEX (2009).

4.9.6. CondicBes cromatograficas e eletronicas

As amostras foram analisadas no sistema de cromatografia liquida de ultra performance
Acquity ® UPLC acoplado a um espectrémetro de massas hibrido Xevo® G2-S QTof (Waters,
Milford, MA, USA). A separacdo cromatogréafica foi realizada por meio de uma coluna Acquity
® UPLC BEH C18 2,1 x 100 mm x 1,7 um a 45°C e amostra em 15°C. O volume injetado foi
de 10 pL e a fase movel constituida do eluente A (agua com 0,1% de acido férmico) e eluente B
(metanol com 0,1% de &cido férmico) em um fluxo de 0,5 mL/min. A eluigdo foi realizada em
modo gradiente de acordo com os seguintes intervalos: 0 — 3,0 min, 75 - 50% A; 3,0 — 3,2 min,
50 - 5% A; 3,2 — 3,4 min, 5% A; 3,4 —3,5min, 5-75% A; 3,5 - 4,0 min, 75% A, resultando
em uma corrida analitica total de 4 minutos.

As analises de massas foram obtidas por meio de ionizac¢éo por electrospray em modo
positivo (ESI+), voltagem do capilar de 3,0 kV, temperatura do gas de dessolvatagdo de 150°C e
temperatura da fonte de 80°C. O fluxo do gas de dessolvatacdo é 600 L/hora de nitrogénio. A
aquisicdo dos dados foi pelo método MSE em modo positivo, alternando alta e baixa energia na
camara de colisdo. Foi monitorado o tempo de retencéo para cada analito, sendo + 1,42 minutos
para 0 GA, £ 1,80 minutos para 0 MO e + 2,92 minutos para o BE. Foi monitorada a relagéo
massa e carga para o ion precursor, sendo 376 para 0 GA, 402 para 0 MO e 394 para 0 BE, e
transigdes, sendo 358 e 261 para 0 GA, 384 e 364 para 0 MO e 356 e 279 para o BE. Na funcdo
de alta energia foi feito uma rampa de energia de colisdo de 25 a 45 V. O software MassLynx
4.1 foi utilizado como instrumento de controle para detectar e integrar os picos.

4.10. AVALIACAO ESTATISTICA

As médias e os desvios-padrdo foram calculados utilizando todas as amostras
analisadas, mesmo aquelas com concentracdes indetectaveis. Para 0s compostos que ndo foram
detectados (abaixo do LD), a concentracdo utilizada para analise estatistica foi metade do LD.
Para os compostos que foram detectados (acima da LD), mas ndo foram quantificados (abaixo

34



do LQ), a concentracdo utilizada para analise estatistica foi a média entre o LD e o LQ (Pacifico
da Silva et al., 2015). A analise estatistica das variaveis quantitativas, com o intuito de comparar
0 mesmo farmaco nos diferentes tempos (10 minutos e uma hora), foi realizada por meio do
teste Mann-Whitney, e com o intuito de comparar 0 mesmo tempo entre os farmacos (GA, MO
e BE), a andlise estatistica foi realizada por meio do teste Kruskal-Wallis e Student-Newman-
Keuls (Sampaio, 2015).

5. RESULTADOS
5.1. HISTOLOGIA

Como ferramenta para analisar os olhos, a histologia foi realizada em um total de 44
olhos. Apenas trés (6,81%) apresentavam infiltrado inflamatdrio histiocitario multifocal a
coalescente moderado, na conjuntiva bulbar (Figura 6). Em outros trés olhos (6,81%) houveram
a presenca de infiltrado inflamatério linfo-histioplasmocitario difuso moderado em todo o corpo
ciliar (Figura 7). Em um olho (2,27%) observou-se infiltrado inflamatério linfo-
histioplasmocitario multifocal a coalescente moderado na regido da esclera (Figura 8). Em
quatro olhos (9,09%), correspondente a dois animais, observou-se degeneragdo cistica periférica
da camada nuclear interna (Figura 9).

Desta forma, 25% dos olhos analisados apresentaram alguma alteracéo histopatoldgica,
sendo que apenas 15,1% apresentaram lesdes inflamatérias, nas demais laminas ndo foram
observadas alteracGes nos tecidos oculares.

Figura 6. Fotomicrografia da conjuntiva bulbar de cdo portador de leishmaniose. Observar infiltrado
inflamatdrio histiocitario multifocal a coalescente moderado (seta preta). A — HE (50x); B — HE (200x).
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Figura 7. Fotomicrografia do corpo ciliar de cdo portador de leishmaniose.
inflamatorio linfo-histioplasmocitario multifocal a coalescente moderado (seta preta). A — HE (50x); B —
HE (200x).

Figura 8. Fotomicrografia da esclera de cdo portador de leishmaniose. Observar infiltrado inflamatério
linfo-histioplasmocitario multifocal a coalescente moderado (seta preta). A — HE (50x); B — HE (200x).
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Figura 9. Fotomicrografia da retina de cdo portador de leishmaniose. Observar degeneragdo cistica
periférica da camada nuclear interna (seta preta). A — HE (50x); B — HE (200x).

5.2. ANALISE DAS AMOSTRAS

Com o intuito de realizar uma leitura simultanea dos trés analitos de interesse no CLAE-
UV, foi feita uma mistura das amostras com uma gota de cada colirio diluida no metanol,
obtendo o seguinte cromatograma (Figura 10).
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Figura 10. Cromatograma da mistura das amostras dos trés analitos, representadas nos picos 5
(Gatifloxacino), 6 (Moxifloxacino) e 8 (Besifloxacino).

Nos testes de extracdo do analito realizado com o HA, o solvente de acetonitrila/agua
(4:1, viv) foi que o apresentou melhor precipitacdo de proteinas e bom nivel de recuperacdo do
analito, observado por meio dos valores comparados da area e altura da gota do colirio e desta
amostra (Figurall).
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Figura 11. A — Cromatograma da amostra da gota de moxifloxacino diluido em metanol/agua (pico 5); B
— Cromatograma da extracdo do moxifloxacino no humor aquoso, diluido em acetonitrila/agua (pico 5).

Nos testes de extracdo do analito realizados com a cérnea, o solvente de metanol/agua
(4:1, viv) foi o que apresentou melhor nivel de recuperagdo do analito, observado por meio dos
valores comparados da area e altura da curva da gota do colirio e desta amostra (Figura 12).
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Figura 12. A — Cromatograma da amostra da gota de moxifloxacino diluido em metanol/agua (pico 5); B
— Cromatograma da extracdo do moxifloxacino na cérnea diluido em metanol/agua (pico 5).

5.3. VALIDACAO DA TECNICA

O método analitico por LC-MS/MS foi validado e apresentou critérios de desempenho
adequados para detec¢do e quantificagdo simultanea de GA, MO e BE (Figura 13).
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Figura 13. Cromatograma padrédo dos analitos. A — Gatifloxacino; B — Moxifloxacino; C — Besifloxacino.

5.3.1. Seletividade

Os cromatogramas obtidos nas andlises da mistura da solucdo padréo e das matrizes em
branco estdo representados abaixo (Figura 14 e 15).
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Figura 14. A — Cromatograma da mistura da solugdo padrdo dos trés analitos; B — Cromatograma da
extragdo na cornea sem nenhum analito.
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Figura 15. A — Cromatograma da mistura da solucdo padrdo dos trés analitos; B — Cromatograma da

extragdo no humor aquoso sem nenhum analito.

5.3.2. Linearidade

As curvas analiticas de extratos das matrizes, cérnea e HA, fortificadas para cada
analito nas concentracbes de 0,42 a 16,66 pg/mL estdo representadas abaixo (Figura 16 a 18 e
Tabela 1). O célculo dos coeficientes de regressdao da curva analitica foi analisado com
precaucdo para que todos estivessem dentro da faixa linear.

Gatifloxacino - Cornea

¥ = 2030,2x- 216,47
R? =0,987

o 5 10

Concentracio (pug mL™")

15

20

Gatifloxacino - Humor aquoso

R*=0,9905

y=1918,4x- 88,489

Concentracio (pg mL™")

20

Figura 16. Linearidade da curva nas matrizes, cornea e humor aquoso, fortificadas nas concentracfes de

0,42 a 16,66 pg/mL de gatifloxacino.
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Figura 17. Linearidade da curva nas matrizes, cornea e humor aquoso, fortificadas nas concentracbes de

0,42 a 16,66 pg/mL de moxifloxacino.
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Figura 18. Linearidade da curva nas matrizes, cornea e humor aquoso, fortificadas nas concentracGes de

0,42 a 16,66 pg/mL de besifloxacino.
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Tabela 1. Equacdes de regressao linear e coeficiente de determinacdo das curvas analiticas para cada
analito adicionado as matrizes, cérnea e humor aquoso.

Analito Equagéo R? r

Gatifloxacino

Cérnea y =2030,2x - 216,47 0,987 0,993
Humor aquoso y =1918,4x - 88,489 0,9905 0,995
Moxifloxacino

Cornea y = 3876x - 2300,7 0,9921 0,996
Humor aquoso y =10234x - 7818,7 0,9864 0,993
Besifloxacino

Cornea y = 3891,6x - 2347,8 0,9923 0,996
Humor aquoso y =6745,7x - 5347,9 0,9857 0,993

R? = coeficiente de determinagdo; r = coeficiente de correlagéo.

5.3.3. Limite de deteccdo e quantificacdo

Os trés analitos apresentaram 0 mesmo LD e LQ independente da matriz avaliada
(Tabela 2).

Tabela 2. Limites de detec¢do e de quantificacdo do método.

Analito Limite de Deteccéo _L_imitNe de
(ug/mL) Quantificacdo (ug/mL)
Gatifloxacino 0,11 0,42
Moxifloxacino 0,11 0,42
Besifloxacino 0,11 0,42

5.3.4. Exatidao

Os valores obtidos nos ensaios de recuperacao, para cada analito, nas matrizes cornea e
HA, estdo descritos na Tabela 3 e a média da recuperacdo obtida de cada analito, na Tabela 4.
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Tabela 3. Recuperacfes médias de cada analito em cada matriz, nas diferentes concentragdes.

RECUPERACAO %

Analito
Cérnea Humor aquoso

Alta = 16,66 pg/mL
Gatifloxacino 97,42 98,34
Moxifloxacino 98,83 98,54
Besifloxacino 98,13 99,52

Meédia = 8,33 pg/mL
Gatifloxacino 110,99 105,47
Moxifloxacino 106,35 112,21
Besifloxacino 108,32 103,52

Baixa = 3,33 pg/mL
Gatifloxacino 101,82 103,2
Moxifloxacino 99,76 95,53
Besifloxacino 109,53 98,9

Tabela 4. Recuperagdes médias obtidas por cada analito em cada matriz.

RECUPERACAO MEDIA %

Analito
Cdrnea Humor aquoso
Gatifloxacino 103,42 102,34
Moxifloxacino 101,65 102,1

Besifloxacino 105,33 100,65




5.3.5. Precisao

A repetitividade foi observada por meio da anélise da dispersdo dos resultados conforme
0s mesmos niveis de concentracOes, baixa (3,33 pg/mL), média (8,33 pg/mL) e alta (16,66
pg/mL). O valor é expresso por meio do CV (Tabela 5).

Tabela 5. Repetitividade expressa pelo coeficiente de variagdo de cada analito nas diferentes
concentragdes.

Analito REPETITIVIDADE (CV %)

Alta = 16,66 pg/mL

Gatifloxacino 4,35
Moxifloxacino 0,77
Besifloxacino 2,37

Média = 8,33 pg/mL

Gatifloxacino 7,67
Moxifloxacino 4,81
Besifloxacino 3,47

Baixa = 3,33 pg/mL

Gatifloxacino 7,92
Moxifloxacino 1,96
Besifloxacino 54

A reprodutibilidade foi observada por meio da andlise da dispersdo dos resultados
conforme os mesmos niveis de concentracdes, baixa (3,33 pg/mL), média (8,33 pg/mL) e alta
(16,66 pg/mL), porém analisando resultados em dias diferentes. O valor é expresso por meio do
CV (Tabela 6).
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Tabela 6. Reprodutibilidade expressa pelo coeficiente de variacdo de cada analito nas diferentes

concentragdes.

Analito

REPRODUTIBILIDADE
(CV %)

Alta = 16,66 pg/mL

Gatifloxacino

Moxifloxacino

Besifloxacino

5,87
3,91

543

Média = 8,33 pg/mL

Gatifloxacino

Moxifloxacino

Besifloxacino

7,63
4,18

7,64

Baixa = 3,33 pg/mL

Gatifloxacino

Moxifloxacino

Besifloxacino

11,77
8,75

10,11

5.4. DETECCAO E QUANTIFICACAO DOS FARMACOS

De acordo com os pardmetros pré-estabelecidos na validacdo do método analitico, os
analitos foram detectados ou néo, e quantificados, na cérnea e no HA nos diferentes tempos de

10 minutos e uma hora ap06s a instilacdo da gota.

A partir da area dos cromatogramas obtidos (Figura 19 a 24) fez-se o calculo dos
valores encontrados em cada amostra, que estdo dispostos nas tabelas abaixo (Tabela 7 a 18), de
acordo com cada farmaco e em relacdo a cada tempo em estudo. As amostras foram analisadas
em duplicata, sendo que em algumas delas ndo foi possivel analisar. Alguns farmacos foram
detectados, porém, ndo foram quantificados, apresentando valores entre LD e LQ (< LQ) e

outros ndo foram detectados na amostra (ND).
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Figura 19. Cromatograma do gatifloxacino na cérnea.

Tabela 7. Valores em pug/g de gatifloxacino na cornea no tempo de 10 minutos.

GA - Cérnea ug/g

Amostra
10 minutos

13 3,71
14 3,27
27 4,51
28 5,01
41 4,45
42 2,37
47 2,3

48 11,06
61 8,28
62 2,93
68 <LQ
85 4,93
86 4,25

47



Tabela 8. Valores em pg/g de gatifloxacino na cérnea no tempo de uma hora.

GA - Cérnea ug/g
Amostra
1 hora
1 3,92
2 4,34
7 <LQ
8 <LQ
21 <LQ
22 3,36
35 31
36 3,11
49 <LQ
50 <LQ
55 <LQ
56 <LQ
69 7,12
70 6,27
- ‘ia 25200003

|

|

/|

Figura 20. Cromatograma do gatifloxacino no humor aquoso.
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Tabela 9. Valores em pg/mL de gatifloxacino no humor aquoso no tempo de 10 minutos.

GA - Humor aquoso pg/mL

Amostra
10 minutos
13 ND
14 ND
27 ND
28 ND
41 ND
42 ND
47 ND
48 ND
61 ND
62 ND
67 ND
68 ND
85 ND

86 ND




Tabela 10. Valores em pg/mL de gatifloxacino no humor aquoso no tempo de uma hora.

GA - Humor aquoso pg/mL

Amostra
1 hora

1 <LQ
2 <LQ
7 ND
8 <LQ
21 ND
22 ND
35 ND
36 ND
49 ND
50 ND
55 ND
56 -

69 ND

70 -
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Figura 21. Cromatograma do moxifloxacino na cérnea.

Tabela 11. Valores em pg/g de moxifloxacino na cérnea no tempo de 10 minutos.

MO - Coérnea ug/g

Amostra
10 minutos

11 12,87
12 12,65
25 13,34
26 13,61
31 36,5

32 36,4

45 14,69
46 15,38
59 10,85
60 11,31
65 22,58
66 23,19
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Tabela 12. Valores em pg/g de moxifloxacino na cérnea no tempo de uma hora.

MO - Cérnea pg/g

Amostra
1 hora

3 24,01
4 24,36
17 8,86
18 8,96
23 17,28
24 17,23
37 8,36
38 9,08
51 7,98
52 8,02
71 9,13
72 7,28
79 7,13

80 6,48
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Figura 22. Cromatograma do moxifloxacino no humor aquoso.

Tabela 13. Valores em pug/mL de moxifloxacino no humor aquoso no tempo de 10 minutos.

MO - Humor aquoso pug/mL

Amostra
10 minutos

11 1,63
12 1,62
25 1,67
26 1,67
31 1,56
32 1,58
45 1,56
46 1,64
59 -

60 1,59
65 -

66 1,64
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Tabela 14. Valores em pg/mL de moxifloxacino no humor aquoso no tempo de uma hora.

MO - Humor aquoso pg/mL

Amostra
1 hora

3 1,82
4 1,57
17 1,77
18 1,78
23 1,94
24 1,57
37 1,66
38 1,66
51 -

52 1,56
71 1,67
72 1,66
79 1,64

80 -
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Figura 23. Cromatograma do besifloxacino na cérnea.

Tabela 15. Valores em pg/g de besifloxacino na cérnea no tempo de 10 minutos.

BE - Cérnea ug/g

Amostra
10 minutos

9 5,52
10 55

15 4,67
16 4,64
29 7,71
30 7,56
43 4,76
44 481
57 4,75
58 4,72
63 6,8

64 6,74
87 7,96
88 7,96
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Tabela 16. Valores em pg/g de besifloxacino na cérnea no tempo de uma hora.

a§7

BE - Cérnea ug/g
Amostra
1 hora

5 5,12

6 5,15

19 5,93

20 6,04

33 5,44

34 5,39

39 4,05

40 4,1

53 5,32

54 5,3

77 7,03

78 7,21
|
i
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Figura 24. Cromatograma do besifloxacino no humor aquoso.
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Tabela 17. Valores em pg/mL de besifloxacino no humor aquoso no tempo de 10 minutos.

BE - Humor aquoso pg/mL

Amostra
10 minutos
9 1,77
10 1,77
15 1,73
16 1,73
29 1,68
30 1,68
43 1,68
44 1,67
57 1,67
58 1,68
63 1,65
64 1,67
87 1,67

88 1,67




Tabela 18. Valores em pg/mL de besifloxacino no humor aquoso no tempo de uma hora.

BE - Humor aquoso pg/mL

Amostra
1 hora

5 1,9
6 1,86
19 1,7
20 1,7
33 1,69
34 1,66
39 1,65
40 1,66
53 1,66
54 1,67
77 1,65
78 1,69

5.4.1. COrnea

Nos tempos de 10 minutos e uma hora, as corneas dos animais que receberam MO
apresentaram concentracdes significantemente (p<0,05) maiores (médias de 18,6 e 11,7 ug/g de
cornea, respectivamente) do que naqueles que receberam BE (média 6,01 e 5,51 ug/g de cornea)
e GA (média 4,35 e 2,36 ug/g de coérnea). Apesar das concentracdes encontradas de todos 0s
farmacos terem reduzido ap6s uma hora em relacdo aos 10 minutos, esta reducdo ndo
apresentou diferenca significante (p>0,05) para todos os farmacos (Tabela 19).
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Tabela 19. Concentragdes (em ug/g de cornea) de gatifloxacino, moxifloxacino e besifloxacino na cornea
de cdes ap6s 10 minutos e uma hora ap6s a administracdo. Estdo apresentadas as médias seguidas pelo
respectivo desvio-padréo.

CORNEA
FARMACO
10 minutos 1 hora
Gatifloxacino 435+261a 2,36 +245a
Moxifloxacino 18,6 £9,66 b 11,7+6,50b
Besifloxacino 6,01+1,43a 561+1,01a

" Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05, teste Kruskal-Wallis e
Student-Newman-Keuls)
N&o houve diferenca significante (p>0,05, teste Mann-Whitney) entre os valores ha mesma linha.

Ao analisar o MO, nos tempos de 10 minutos e 1 hora, as clrneas apresentaram
concentracdes relativas significantemente (p<0,05) maiores (médias de 14,0 e 10,1 ug/mg de
MO, respectivamente) do que naqueles que receberam BE (média 4,20 e 4,38 ug/mg de BE) e
GA (média 4,72 e 2,68 pg/g de GA). Apesar das concentracOes relativas encontradas de todos
os farmacos serem menores apds uma hora do que em 10 minutos, esta reducdo ndo apresentou
diferenca significante (p>0,05) para todos os farmacos (Tabela 20).

Tabela 20. Concentragdes totais dos farmacos na cornea em relacdo a quantidade de farmaco
administrado (em ug/mg de farmaco administrado) de gatifloxacino, moxifloxacino e besifloxacino em
caes apos 10 minutos e uma hora ap6s a administragdo. Estdo apresentadas as médias seguidas pelo
respectivo desvio-padrao.

CORNEA
FARMACO
10 minutos 1 hora
Gatifloxacino 472+191a 2,68+289a
Moxifloxacino 140+595hb 10,1 +5,40b
Besifloxacino 420+0,44 a 438+0,71a

D" |_etras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05, teste Kruskal-
Wallis e Student-Newman-Keuls).
N&o houve diferenca significante (p>0,05, teste Mann-Whitney) entre os valores na mesma linha.
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5.4.2. Humor aquoso

No HA (Tabela 21), o farmaco que apresentou as maiores concentracdes, tanto aos 10
minutos quanto em uma hora apos a aplicacdo, foi 0 BE (médias de 1,70 e 1,71 pug/mL de HA,
respectivamente), seguida pelo MO (meédia 1,62 e 1,68 ug/mL de HA) e por ultimo o GA
(média 0,06 e 0,10 ng/mL de HA). Aos 10 minutos, todos os farmacos apresentaram diferengas
significativas (p<0,05) entre eles, enquanto apés uma hora, as concentracfes de GA
apresentaram diferencas significantes (p< 0,05) nas concentracfes entre os dois tempos de
mensuragao.

Tabela 21. Concentragdes (em ug/mL de humor aquoso) de gatifloxacino, moxifloxacino e besifloxacino
no humor aquoso de cées ap6s 10 minutos e uma hora apds a administracdo. Estdo apresentadas as médias
seguidas pelo respectivo desvio-padrao.

HUMOR AQUOSO
FARMACO
10 minutos 1 hora
Gatifloxacino 0,06 £ 0,00 a 0,10+0,08 a
Moxifloxacino 1,62+0,04b 1,68+0,07b
Besifloxacino 1,70+ 0,04 b 1,71+£0,08b

aP¢ | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05, teste Kruskal-Wallis e
Student-Newman-Keuls).
N&o houve diferenca significante (p>0,05, teste Mann-Whitney) entre os valores ha mesma linha.

5.4.3. Relagdo humor aquoso/cornea

No tempo de 10 minutos, a relacdo entre as concentracfes no HA e na cornea (Tabela
22) apresentou diferenca significante (p<0,05) entre todos os farmacos, sendo maior para BE
(296,2 ng/mg), intermediaria para MO (102,7 ug/mg) e menor para GA (16,7 pug/mg). Por outro
lado, ndo houve diferenca significante (p>0,05) para esta relacdo entre os farmacos apés uma
hora. Comparando as relagdes entre os dois tempos de andlise, foram encontrados aumentos
significantes (p<0,05) em GA e MO, enquanto o aumento do BE néo foi significante (p>0,05).
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Tabela 22. Relacdo entre as concentra¢des no humor aquoso e na cdrnea (em ug/mg) de gatifloxacino,
moxifloxacino e besifloxacino em cdes apds 10 minutos e uma hora apds a administracdo. Estdo
apresentadas as médias seguidas pelo respectivo desvio-padrao.

Relagdo HA/Cornea

FARMACO
10 minutos 1 hora
Gatifloxacino 16,7 + 9,50 a,A 162,8+212,4a,B
Moxifloxacino 102,7 + 38,2 b,A 171,5+61,4 a,A
Besifloxacino 296,2 + 69,0 c,A 319,3+60,3b,A

aP¢ | etras minGsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05, teste Kruskal-
Wallis e Student-Newman-Keuls).

AB Letras maitsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05, teste teste
Mann-Whitney).

6. DISCUSSAO
6.1. HISTOLOGIA

Com o intuito de avaliar alguma possivel lesdo nos tecidos oculares, foi realizada a
histologia dos BO de todos os cées selecionados. De fato, em situacdo de presenca de
inflamacdo, as células da BHA ficam mais permeaveis permitindo passagem de maior
guantidade de células inflamat6rias bem como a entrada de farmacos (Gum e MacKay, 2013), o
que poderia superestimar os valores obtidos nas concentracGes dos farmacos nestes animais. A
LVC provoca uma doenga sisttmica com sintomatologia variada, envolvendo, dentre outros
orgdos, os olhos e seus anexos. As lesdes oculares clinicamente identificaveis em cées
portadores de LVC sdo frequentes, apresentando alta prevaléncia de uveite, ceratoconjuntivite
seca, conjuntivite e blefarite (Pefia et al., 2000; Brito et al., 2006; Fulgéncio, 2006; Caminha e
Soto-Blanco, 2008).

A degeneracdo retiniana, alteragdo microscopica observada em dois animais, indica uma
alteracdo que esta diretamente relacionada a idade do animal (Ehrenhofer et al., 2002; Dubielzig
et al., 2010). Embora esta alteracdo ndo tenha a etiopatogenia esclarecida, sabe-se que vactolos
na camada nuclear interna da retina sdo encontrados em animais mais velhos, na regido da ora
serrata, parte anterior da retina, proximo ao limbo escleral (Ehrenhofer et al., 2002). Estes
animais foram retirados do estudo pelo fato da idade ser um fator que poderia influenciar
diretamente a vitalidade corneana e a integridade do sistema lacrimal (Samuelson, 2013),
interferindo na absorcéo e permeabilidade ocular, o que poderia assim alterar significativamente
os valores da concentracdo dos farmacos na cornea e HA.

No presente estudo, o achado histopatolégico mais frequente em cées portadores de
LVC foi a presenca de infiltrado inflamatorio nas diferentes estruturas oculares. Este achado é
similar ao encontrado em cdes com lesdes oculares (Pefia et al., 2008), sendo sugestivo de inicio
de uma inflamacdo tecidual.
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Devido ao fato da avaliagdo histopatolégica ter sido realizada nos cdes que ndo
possuiam lesGes macroscépicas, as alteracBes encontradas neste trabalho estdo em menor
frequéncia em relacdo a outros estudos, nos quais foram avaliados apenas olhos de animais
portadores de LVC que possuiam lesGes oculares (Molleda et al.,1993; Fulgéncio, 2006; Pefa et
al., 2008). Os resultados encontrados estdo de acordo com a avaliagdo oftalmoldgica prévia
realizada com os cdes, que verificou que nenhuma alteracdo clinica foi notificada. Os demais
olhos apresentaram a anatomia preservada de cada estrutura. Assim, o estudo histopatolégico
das lesdes oculares demonstrou que as alteracdes oculares podem estar presentes mesmo em
cdes portadores de LVC que ndo possuem sinal clinico oftalmoldgico.

6.2. ANALISE DAS AMOSTRAS

O preparo das amostras € uma etapa essencial para ter sucesso na determinacdo dos
analitos de interesse. Portanto, foram realizados testes utilizando diferentes meios de solvente,
com o intuito de analisar qual deles seria 0 mais adequado para as diferentes matrizes, cornea e
HA.

Em um trabalho que objetivava a detecgdo do MO em HA de coelhos foi utilizada
apenas a acetonitrila como solvente para a extragdo (Warsi et al., 2012). Xiao-Fei et al. (2016)
quantificaram o BE no HA e outros tecidos oculares de coelhos, sendo as amostras diluidas no
solvente metanol/agua (6:1, v/v). Vishwanathan e Stewart (2001) determinaram as
concentragdes do GA no plasma de humanos, e Dorival-Garcia et al. (2013) realizaram um
estudo de determinagéo de 13 quinolonas, dentre elas 0 MO, em &gua de descarte. Para este fim,
estes dois trabalhos realizaram o preparo das amostras utilizando apenas o metanol como
solvente.

Nos testes de extracdo realizados neste estudo com diferentes meios de solugdo (item
4.7.1), foi detectado visualmente e pelo teste do biureto, que o solvente acetonitrila/agua (4:1,
v/v) apresentava a melhor precipitacdo de proteinas e, por meio de CLAE, a recuperacdo dos
analitos quando utilizado no HA. Ja a mistura metanol/agua (4:1, v/v) utilizada na coérnea, foi a
que apresentou a melhor recuperacéo dos analitos.

6.3. VALIDACAO DA TECNICA ANALITICA

A técnica analitica para deteccdo e quantificacdo simultanea de GA, MO e BE em HA e
cérnea de caes foi validada e, de acordo com os parametros analisados, foi considerada
adequada para a pesquisa dos analitos de interesse.

Na avaliacdo da seletividade, ndo foram observados compostos interferentes eluindo no
mesmo tempo de retencdo dos farmacos estudados, garantindo que o pico de resposta seja
exclusivamente do analito de interesse.

No estudo da linearidade, o valor de R* deve ser > 0,90 para que a linearidade da curva
seja adequada, garantindo assim, uma menor dispersdo do conjunto de pontos experimentais
(INMETRO, 2010). Este parametro permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois
quanto mais préximo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a
incerteza dos coeficientes de regressdo estimados (Ribani et al., 2007). De fato, no presente
trabalho o R? obtido por meio da equacio da reta foi maior do que o valor recomendado pelo
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INMETRO (2010) para todas as andlises. Assim, a técnica aqui desenvolvida apresenta
linearidade de resposta adequada.

Devido sua alta sensibilidade de detectar compostos em niveis tracos mesmo em
matrizes complexas, o método de LC/MS-MS apresentou valores de LD de 0,11 ug/mL e de LQ
de 0,42 ug/mL. A exatiddo, avaliada por meio de ensaios de recuperacdo, foi adequada para 0s
analitos estudados. Os valores encontrados estdo de acordo com os critérios estabelecidos pelo
CODEX (2009) para a aceitabilidade dos resultados. Da mesma forma, a precisdo do método foi
adequada, pois os CV, obtidos nos estudos de repetitividade e reprodutibilidade, apresentaram
valores inferiores em relacdo aos recomendados pela EC (2002) e pelo CODEX (2009). Deste
modo, a metodologia desenvolvida estd adequada para a utilizacdo para a mensuracgao
simultanea de GA, MO e BE em cornea e HA de cées.

6.4. DETECCAO E QUANTIFICACAO DOS FARMACOS

Para o tratamento das afeccdes oculares utiliza-se com frequéncia os quimioterapicos
antimicrobianos em estudo. Na classe das fluorquinolonas da quarta geracdo, considerada a
Gltima geracdo, os farmacos foram desenvolvidos com propriedades fisico-quimicas que
contribuem para a penetragdo intraocular bem como a permanéncia dos mesmos em agdo nos
tecidos oculares (Chung et al., 2013). Para que o fa&rmaco atravesse a cérnea e chegue no HA,
ele deve ter propriedades intermediérias de solubilidade (Gaudana et al., 2010; Gum e MacKay,
2013).

Apos a administragdo topica, os farmacos imediatamente se misturam com a lagrima
(Cholkar et al., 2013; Chen, 2015), desta forma a solubilidade dos mesmos na lagrima também
interfere diretamente na penetragdo intraocular. Portanto, o pH dos farmacos deve ser 0 mais
préximo possivel do pH fisiologico, que é em torno de 7,2 (Silva, 2012). Em relagdo aos
farmacos em estudo, eles possuem semelhantes valores de pH, a saber, GA (pH 6,0), MO (pH
6,8) (Mc Gee et al., 2005) e BE (pH 6,4) (Deschénes e Blondeau, 2015).

A dose administrada dos farmacos, correspondente a uma gota, foi 45 pL para o GA, 38
pL para o MO e 32 uL para o BE. Gaudana et al. (2010) disseram que menos de 5% da dose
aplicada é capaz de penetrar os tecidos oculares. Em consideracdo apenas as concentracdes
obtidas nos diferentes tempos de mensuracdo para 0 MO e o BE, esta afirmacdo esta de acordo
com 0s nossos resultados obtidos. Para 0 GA, o farmaco nao foi detectado no HA em nenhuma
das 14 amostras apds 10 minutos da instilacdo e em 9 das 12 amostras obtidas ap6s uma hora.
Por outro lado, Regnier (2013) considerou que até 10% da dose administrada seria capaz de
penetrar, de forma que os resultados obtidos neste trabalho estejam de acordo com esta
afirmacéo apenas quando se analisa os resultados de concentracdo corneana, estando os valores
de MO e BE expressamente superiores.

Os resultados encontrados neste estudo mostram que o GA foi detectado em todas as
amostras da cornea, sendo quantificados em todas do tempo de mensura¢do de 10 minutos.
Porém, na maioria das amostras do HA, nos diferentes tempos, ndo foi detectado o farmaco em
questdo. Este resultado sugere que houve um aumento em nivel mais expressivo da capacidade
de armazenamento da fissura palpebral, sendo que o volume da gota administrada do GA foi
maior em relacdo aos demais farmacos, propiciando uma maior e mais rapida drenagem do
mesmo. Dessa forma, este fa&rmaco permaneceu menos tempo em contato com a superficie
ocular e, com isto, apresentou menores valores de concentracdo, ou até mesmo, ndo foi
detectado nas estruturas analisadas.
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Silva (2012) afirmou que o MO possui caracteristicas de hidrossolubilidade e
lipossolubilidade que favorecem a permeabilidade corneana, estando esta afirmacéo, de acordo
com os resultados obtidos na concentracdo corneana, pois, houve uma diferenca estatistica
significativa entre 0s seus resultados com os demais farmacos, nos dois tempos de mensuragao.
Este farmaco também apresentou maior concentracdo relativa. Em relacdo a concentragdo no
HA, o MO apresentou resultados adequados, sendo sua concentracdo discretamente maior,
porém, sem diferenca estatistica, no tempo de uma hora. No entanto, as concentragdes no HA de
BE apresentaram valores ligeiramente maiores do que o MO, principalmente no tempo de 10
minutos, sugerindo que o BE também possua caracteristicas favoraveis para uma réapida e
adequada penetragdo corneana.

Como parte da gota do colirio instilado é rapidamente drenada, o fA&rmaco possui um
tempo limitado de ag&o na superficie corneana. Dessa forma, a presenca na composic¢éo do BE
de um polimero mucoadesivo pode ser um fator que contribua para aumentar este tempo de
adesdo a superficie ocular (Deschénes e Blondeau, 2015). O presente trabalho obteve como
resultado uma adequada concentracdo na coOrnea nos dois tempos de mensuragdo, sem
apresentar diferenca significativa. Portanto, podemos sugerir que, sua formulagdo contribuiu
para a permanéncia da concentracao elevada do farmaco no tempo prolongado de uma hora. Ao
analisar os resultados obtidos no HA podemos sugerir que 0 BE também apresentou altos niveis
de concentracdo em relagdo aos demais farmacos em estudo, sugerindo que, além de aderir &
superficie corneana, também possui boa penetrabilidade, provavelmente por ser mais eliminado
por meio da lagrima. Xiao-Fei et al. (2016) afirmaram que o BE pode ser absorvido rapidamente
e distribuido de maneira extensiva para os tecidos oculares com baixa exposi¢do a circulagdo
sistémica, sugerindo ser um farmaco promissor, seguro e efetivo no tratamento de infecgdes
oculares.

Chung et al. (2013) compararam a penetracdo intraocular de quatro fluorquinolonas, GA
0,3%, MO 0,5%, BE 0,6% e levofloxacino 1,5%, apos a instilagdo topica nos olhos de coelhos.
Dentre os grupos em que os animais foram divididos um deles recebia apenas uma gota do
farmaco e as amostras oculares (cérnea, HA, conjuntiva e vitreo) foram coletadas ap6s 30
minutos e uma hora, e analisadas em CLAE com detector de fluorescéncia. Na cornea e no HA,
nos diferentes tempos, o levofloxacino foi o fa&rmaco que apresentou maiores concentracdes
(10,67 pg/g na cornea e 2,24 ug/mL no HA), sendo que os autores justificaram isso devido ao
fato dele possuir a maior concentragdo na formulacéo terapéutica. Em seguida, foi o MO com
concentragdo maxima na cornea de 10,15 pg/g, o GA com 3,33 ug/g e o BE com 1,13 pg/g. No
HA manteve a ordem de concentragdo dos farmacos, sendo a concentragdo maxima do MO 1,86
pug/mL, do GA 0,64 pg/mL e do BE 0,11 pg/mL.

O MO foi considerado uma fluorquinolona com adequadas propriedades para a
penetracdo intraocular (Chung et al., 2013), o que esta de acordo com este estudo. No entanto, o
fato do BE apresentar menores concentracfes do que o GA ndo esta de acordo com 0S n0Ss0s
resultados obtidos. A detec¢édo e quantificacdo foram realizadas em aparelhos diferentes e isto
pode ser um dos motivos que sugerem esta diferenca, além do que, foi utilizada outra espécie
animal. O LC-MS/MS utilizado no presente estudo é considerado mais sensivel do que o CLAE
com detector de fluorescéncia, de forma que as concentraces obtidas foram superiores, com
excecdo do GA que foi detectado em poucas amostras no HA. Chung et al. (2013) afirmam
ainda que o polimero mucoadesivo Durasite® na formulacdo do BE pode contribuir em uma
elevada concentracdo na conjuntiva.

64



Xiao-Fei et al. (2016) validaram a técnica e quantificaram o BE 0,6% por meio do LC-
MS/MS apés a aplicacdo de uma gota nos olhos de coelhos e coleta da cérnea, conjuntiva, HA e
lagrima, em diferentes tempos. A concentracdo obtida do BE no HA foi menor em comparagédo
com este estudo, apresentando valores menores que 0,5 pg/mL. Os autores afirmam que a
penetragdo do BE na coOrnea é dificultada, o que justifica os maiores resultados serem na
concentracdo do farmaco na conjuntiva.

Em um trabalho, o objetivo era avaliar a penetracdo na cornea e no HA, de humanos,
por meio da aplicacdo topica de GA 0,3% e MO 0,5% no momento de uma ceratoplastia e
posteriormente analisar por meio do CLAE a concentracdo obtida (Holland et al., 2008).
Observando seus resultados, o0 MO apresentou concentragdes maiores do que dobro daquelas
apresentadas pelo GA na cérnea e no HA, o que esta de acordo com o presente estudo.

Yagci et al. (2007) realizaram um trabalho para avaliar, por meio do CLAE, a
penetracdo de fluorquinolonas de segunda, terceira e quarta geracdo no HA e vitreo de coelhos
que foram submetidos a uma injecdo intravitrea de Staphylococcus aureus. A concentracdo do
MO no HA, Unico representante da quarta geracao, foi significativamente maior em comparacéao
as demais geracOes, concluindo que este farmaco apresentou os melhores resultados na
penetracdo em tecidos oculares inflamados de coelhos. No presente trabalho, que compara a
permeabilidade dos farmacos da quarta geracdo, o0 MO ndo foi o que apresentou melhores
concentragdes no HA, sugerindo que os farmacos da Ultima geracéo tiveram suas formulagdes
desenvolvidas com o intuito de propiciar uma maior penetracdo intraocular.

Em um estudo realizado por Solomon et al. (2005), foi avaliada a penetracdo da
aplicagdo topica de GA 0,3%, MO 0,5% e ciprofloxacino 0,3% no HA de humanos que foram
submetidos a cirurgia de catarata. O MO apresentou maior concentragdo em comparagao aos
outros dois farmacos, sendo que em relacdo ao GA, o MO teve resultados significativamente
superiores. Os autores sugeriram que a concentracdo da formulacdo terapéutica mais elevada do
MO contribuiu para este resultado. Katz et al. (2005) também realizaram um estudo com
pacientes cirargicos de catarata, avaliando a penetragdo do MO 0,5% no HA de humanos por
meio da LC-MS/MS. Mesmo o farmaco sendo aplicado no minimo quatro vezes com intervalo
de 15 minutos, os resultados obtidos foram semelhantes com o nosso estudo. Pode-se, entdo,
sugerir que o farmaco possui uma circulagdo intraocular de maneira que ndo permita o acimulo
do mesmo.

Em um estudo clinico realizado por Williams et al. (2008), foram avaliados os efeitos
do tratamento para cicatrizacdo de uma ceratectomia em coelhos por meio do uso do GA 0,3% e
do MO 0,5%. Foi concluido que os dois farmacos em estudo apresentaram, entre outros
pardmetros, valores de concentracdo no HA semelhantes, indicando similaridade da acéo
terapéutica.

Em outro estudo clinico realizado por Sanders et al. (2011), foi comparada a atividade
do GA, MO e BE contra cepas de Pseudomonas aeruginosa presentes em uma ceratite em
coelhos. Foi verificado que os animais que apresentaram melhora clinica mais significativa
foram aqueles tratados com o BE.

Ao analisar individualmente os valores das Tabelas 7 a 18, percebemos algumas
discrepancias dos resultados obtidos. Observando estas diferencas podemos sugerir algumas
explicagdes. A variagdo do tamanho da fissura palpebral de cada animal, o que corresponde
diretamente em diferenca do diametro corneano, interfere na quantidade de farmaco capaz de
penetrar a cornea. Durante a realizagdo do experimento, foi utilizado o mesmo frasco para cada
um dos farmacos, porém sabe-se que ha uma diferenca do volume da gota instilada pelo mesmo
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frasco, o que poderia também justificar, a diferenca encontrada das concentra¢fes dos farmacos.
Pode-se ainda sugerir que os olhos em que obtiveram maiores concentracdes podem ser aqueles
em que foram observadas lesGes inflamato6rias o que provocou um aumento da permeabilidade
aos farmacos.

Com o intuito de avaliar se a concentracdo obtida dos farmacos, na cornea e humor
aquoso, nos diferentes tempos de mensuracdo apresentam valores acima da CIM para o0s
principais microrganismos, foi realizada uma comparagéo dos resultados obtidos com o Quadro
1. As concentracGes dos farmacos, tanto na cérnea como no HA, se mostraram elevadas
suficientes, para alcancar a maioria das CIM dos microrganismos oculares mais frequentes.

Em relagdo aos valores de concentragdes encontrados na cornea nos dois tempos de
mensuracdo, todos os farmacos apresentaram valores acima da CIM para todos os
microrganismos. Portanto, podem ser considerados farmacos efetivos para inibir o crescimento.

O GA ndo obteve concentragdes no HA, nos dois tempos avaliados, acima da CIM pra
0S seguintes microrganismos: S. pneumoniae, Enterococci species, Bacillus species e P.
aeruginosa. Para o S. coagulase negativo a concentracdo do GA no HA em uma hora néo foi
adequada, enquanto que para o S. aureus este valor ficou abaixo da CIM considerando o limite
superior do intervalo. Em relagdo ao microrganismo P. aeruginosa, tanto o MO quanto o BE,
ndo apresentaram valores de concentra¢@es dentro do limite superior estabelecido pela CIM, ao
analisar os resultados obtidos no HA. Sendo assim, o MO e BE sugerem ser farmacos mais
eficientes no combate destes microrganismos citados no HA.

7. CONCLUSOES

O método analitico para detec¢do e quantificacdo simultdnea dos trés analitos de
interesse (GA, MO e BE) foi desenvolvido e validado, com sucesso, de acordo com 0s
parametros estabelecidos, sendo esta técnica reprodutivel, rapida e de elevada seletividade e
sensibilidade.

Na cornea, nos dois tempos de mensuracdo, 0 MO apresentou maiores valores de
concentracdes e concentracBes relativa. No HA, o BE foi o farmaco que obteve melhores
resultados. Em comparacdo com os demais farmacos, o GA apresentou as menores
concentragdes, tanto na cérnea como no HA. No tempo de 10 minutos, a relagdo HA/cOrnea
estabelecida foi maior para o BE.

Tanto o MO quanto o BE apresentaram valores de concentragcdes na cornea e no HA
que sugerem adequadas propriedades fisico-quimicas na adesdo a superficie ocular e penetracado
corneana.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Autorizagio da Comisséo de Etica no Uso de Animais.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Senhor(a) Professor(a) Benito Soto Blanco,

Apds andlise de sua solicitacio de avaliagdo do projeto Avaliagio da penetracido de gatifloxacino, moxifioxacino e besifloxacine na
cornea e humor aguoso de cles, submetido a esta comissdo pelo protocolo 266 /7 2014, a CEUA decidiu aprovar a sua solicitagao.

Para acessar ao seu projeto clique no link:
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Belo Horizonte, 22/05/2015.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bicetica/cetea/ceua’
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2® Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil

Telefone: (31) 3499-4516 - Fax: (31) 3499-4582
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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Anexo 2. Autorizagio do Comité de Etica do Centro de Controle de Zoonose de Belo Horizonte.

A7 PREFEITURA MUNICIPAL
v DE BELO HORIZONTE

Bk Horizonie, 08 de Maio do 2015

Ao Cominté de Ctica da Universidade Federal d¢ Minas Gerais

Informo que o Centea de Controle de Zoaneses do munscipie de Belo Florizome,
lacalizndo na Rua Edna Quintel, 173 « hairro 530 Hernardo, atendsmdo a Portaria 02002008
auoriza/permite a wiilizagio de carcagns de aninssis apds culandsia

Desta Borma a aluna de Mestrado do Progmma de Pos-Graduagho em Cidneia
animal da Usiversidade Federal de Minas GemisUFMG. Luisa Cangussi Dmminpas,

médica velerinarin wm osorizacdo parm utiliver deeoito | 18) caagas de animais Lo @

abjctive de realizar sew projete imiulade “Asaliopie da agdo deocel a hasg de
gatifloxacing, moxifloxacing o besilhnscans na comsa ¢ humos aquosn de cles™.

S TN AN A OB,

Alencitsamenio.
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lasia de Carme de Aruje Ramos
Cieremte &0 Centro de Conbrole de Foomises
Mane da Canng = Ramos
de Jocroges
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Centro de Controbe de £osnoses - Rua Edna Quincel, 173 < Bairre 8o Bernarila -
CEM: 30075030 Tebelane: 3240-H067 om 3277 -T414
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