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Introduccién. A la hora de realizar el tratamiento
de pacientes con glaucoma es de fundamental im-
portancia contar con una correcta medicién de la
IOP. Es por esto que un dispositivo que cuente con

caracteristicas tales como ser de pequenas dimen-
siones, tener buena sensibilidad, ser portable (o in-
cluso implantable), biocompatible y que ademads
pueda integrarse a un sistema mds complejo (sen-
sado y actuacién), resulta interesante para dicho
fin. Los BloMEMS, por sus siglas en inglés, son
sistemas micro-electro-mecdnicos desarrollados
con el fin de tener una aplicacién biomédica. En-
tre sus principales caracteristicas se pueden men-
cionar sus muy pequefas dimensiones y el hecho
de ser biocompatibles. Los MOEMS son aquellos
sistemas donde se incluyen ademds componentes
opticos. En este trabajo se presenta el diseno, si-
mulacién y fabricacién de un prototipo de micro-
sensor 6éptico pasivo (MOEMY) para la medicién
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de la IOP. Dicho microsensor estd basado en los
cambios en las propiedades épticas de una red de
difraccién que se producen cuando un aumento
en la IOP deforma mecdnicamente dicha red. La
simulacién de un microsensor con estas caracte-
risticas permite comprender de manera precisa los
principios fisicos subyacentes, a la vez que dan una
correcta idea de aquellos pardmetros clave en el di-
sefo de dicho dispositivo. El prototipo disenado
y fabricado consiste en una red de difraccién de
1 [mm2] y de 100 [pm] de espesor. El material
utilizado es un eldstomero (PDMS) con excelentes
propiedades para este tipo de aplicaciones.
Objetivos. Disefar un microsensor éptico pasi-
vo para la medicién de la IOP. Definir y establecer
los pardmetros determinantes del dispositivo. Si-
mular el principio fisico por el cual se mide la IOP,
Fabricar un prototipo del microsensor y evaluar
el principio de su funcionamiento. Comparar los
resultados obtenidos con aquellos logrados de la
simulacién y validar el modelo.
Metodologia.
* Simulacion computacional: 1) A partir de tra-
bajos previos y pruebas experimentales se defi-
nié un modelo mecdnico que permitiese des-
cribir fidedignamente la respuesta mecdnica del
material ante un aumento de la IOP. 2) Con los
resultados mecanicos se calcul la variacién en
el pitch (periodo) de la red de difraccién, pa-
rimetro clave para poder realizar el monitoreo.
3) Se realizé la simulacién de la parte mecdnica
utilizando el método de elementos finitos con un
modelo de material hipereldstico (Mooney-Ri-
vlin). 4) La parte 6ptica fue simulada con un
software para diseno y andlisis de sistemas 6pti-
cos, utilizando la técnica de ray tracing. 5) Di-
chos modelos mecdnico y 6ptico fueron acopla-
dos con objeto de evaluar el comportamiento
del microsensor.
e Fabricacion y pruebas experimentales: 1) A par-
tir de la técnica de microfabricacién llamada
Soft Lithography se implement6 el prototipo con
las dimensiones anteriormente mencionadas. El
material utilizado fue el PDMS. 2) Las redes

de difraccién obtenidas fueron caracterizadas

tanto Gptica como mecdnicamente con el fin de

comparar los resultados con aquellos obtenidos

de la simulacién y evaluar posibles redisefos.

Resultados y discusion. Los resultados obtenidos
del modelo mecdnico muestran que en el rango
de interés el modelo describe correctamente la de-
formacién de la red de difraccién del microsen-
sor. Lo anterior es de fundamental importancia ya
que permite que el sensor pueda medir la IOP en
los valores deseados (hasta 2500 [Pa]). Del mo-
delo éptico se pudo comprobar que la variacién
en el pitch de la red de difraccién, producto de
las deformaciones mecdnicas, permite medir de
manera sensible cambios en la presién intraocular.
Ademis, al acoplar el modelo 6ptico con el meci-
nico, se demostré el principio de funcionamiento
del dispositivo y se validé la simulacién con los
resultados experimentales. Se fabric6 un prototipo
del microsensor con las dimensiones y las carac-
teristicas deseadas. Los resultados obtenidos de
la caracterizacién concordaron con aquellos de la
simulacién. Lo anterior, permite utilizar la simu-
lacién como una herramienta rdpida de rediseno
por las ventajas que supone la simulacién frente a
la fabricacién. En el futuro se contempla realizar
pruebas iz vivo en conejos y trabajar en el diseno
del dispositivo.

Preliminary study of an optic microsensor
for intraocular pressure (IOP)
measurement

Introduction. When it comes to deciding on
treatment for glaucoma patients it is vital to have
accurate IOP measurements. For this purpose,
availability of a device with features such as small
size, good sensitivity, portability (or even implan-
tability), biocompatibility and, in addition, the
possibility of integration into a more complex
system (sensing and actuating), is interesting. Bio-
MEMS are microelectromechanical systems de-
veloped for biomedical application. Among their

main features, of note are their very small size and
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biocompatibility. MOEMS are systems also in-
cluding optical components. This paper presents
the design, simulation and fabrication of a passi-
ve optical microsensor (MOEMS) prototype for
IOP measurement. This microsensor is based on
changes in the optical properties of a diffraction
grating that occur when an IOP rise mechanically
deforms this grating. Simulation by a microsensor
with these features allows to clearly understand
the underlying physical principles and also unveil
the key parameters in the design of this device.
The prototype designed and fabricated consists
of a diffraction grating of 1 [mm?] and 100 [pm]
of thickness. The material used is an elastomer
(PDMS) with excellent properties for this type of
applications.

Objectives. To design a passive optical microsen-
sor for IOP measurement; define and establish the
determining parameters of this device; simulate
the physical principle by which IOP is measured;
fabricate a prototype of the microsensor and eva-
luate its operating principle; compare the results
obtained with those yielded by simulation and va-
lidate the model.

Methodology.
o Computational simulation: 1) A mechanical
model allowing for accurate description of the
mechanical response of the material when there
is an IOP rise was defined on the basis of pre-
vious investigation and experimental trials. 2)
The pitch variation of the diffraction grating,
a key parameter for monitoring, was calculated
with the mechanical results. 3) Simulation of
the mechanical part was performed using the
[finite element method with a hyperelastic ma-
terial model (Mooney-Rivlin). 4) The optical
part was simulated with a software for the de-
sign and analysis of optical systems, using the
ray tracing technique. 5) These mechanical and
optical models were coupled in order to evalua-
te the behavior of the microsensor.

e Fabrication and experimental trials: 1) 'The

prototype with the sizes described above was

implemented on the basis of the microfabrica-

tion technique known as Soft Lithography. The
material used was PDMS. 2) The diffraction
gratings thus obtained were characterized both
optically and mechanically with the purpose of
comparing the results of those obtained from
simulation and evaluate possible redesigns.
Results and discussion. The results obtained from
the mechanical model evidence that, in the range
of interest, the model correctly describes the mi-
crosensor’s diffraction grating deformation. This
is of vital importance since it enables the sensor
to measure IOP in the desired values (up to 2500
[Pa]). The optical model demonstrated that the
diffraction grating pitch variation, occurring as
a result of mechanical deformations, allows for
a more sensitive measurement of IOP changes.
Furthermore, the operating principle of the de-
vice was demonstrated and simulation of expe-
rimental results was validated by coupling of the
optical and mechanical models. A prototype of
the microsensor having the desired dimensions
and features was fabricated. The results obtained
from characterization are consistent with those of
simulation. Therefore, simulation can be used as a
rapid redesign tool due to the advantages of simu-
lation vs. fabrication. /z vive trials in rabbits and
further work in the design of the device will be
performed in the future.

Estudo preliminar de um microssensor
optico para a medigio da pressio
intraocular (PIO)

Introdugdo. Na hora de realizar o tratamento
de pacientes com glaucoma ¢ fundamental contar
com uma correta medicio da PIO. E por isso que
um dispositivo interessante para tal fim serd aquele
que tenha caracteristicas tais como ser de pequenas
dimensdes, ter boa sensibilidade, ser portdvel (ou
até implantdvel), biocompativel e que, além disso,
possa integrar-se em um sistema de maior com-
plexidade (com sensor e atuador). Os BioMEMS,
assim chamados por suas siglas em inglés, sao sis-
temas micro-eletro-mecénicos desenvolvidos para
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uma finalidade de aplicacao biomédica. Entre suas
principais caracteristicas é possivel mencionar suas
muito pequenas dimensoes e o fato de serem bio-
compativeis. Os MOEMS sio aqueles sistemas
que incluem também componentes épticos. Neste
trabalho apresenta-se o desenho, a simula¢io e a
fabricagdao de um protétipo de microssensor ép-
tico passivo (MOEMS) para a medigao da PIO.
Este microssensor estd baseado nas alteracoes das
propriedades 6pticas de uma rede de difracao pro-
duzidas quando um aumento na PIO deforma
mecanicamente a dita rede.

A simulagao de um microssensor com estas ca-
racteristicas permite compreender precisamente
os principios fisicos subjacentes, dando uma ideia
correta daqueles parimetros-chave no design do
dispositivo. O protétipo projetado e fabricado
consiste em uma rede de difracio de 1 [mm?] e
100 [pm] de espessura. O material utilizado ¢ um
elastomero (PDMS) com excelentes propriedades
para tais aplicagoes.

Objetivos. Projetar um microssensor Optico
passivo para medir a pressdo intraocular. Defi-
nir e estabelecer os pardmetros determinantes do
dispositivo. Simular o principio fisico mediante
o qual a PIO ¢é medida. Fazer um protétipo mi-
crossensor e avaliar o principio do seu funcio-
namento. Comparar os resultados obtidos com
aqueles atingidos a partir da simulagao e vali-
dacio do modelo.

Metodologia.

* Simulagio computacional: 1) A partir de tra-

balhos prévios e testes experimentais foi defini-

do um modelo mecanico que permitisse des-
crever fidedignamente a resposta mecinica do
material frente a um aumento da PIO. 2) Com
os resultados mecanicos foi calculada a variagio
no pitch (periodo) da rede de difragao, parime-
tro chave para poder realizar o monitoramento.
3) Foi realizada a simulagao da parte mecénica

utilizando o mérodo de elementos finitos com um
modelo de material hipereldstico (Mooney-Ri-
vlin). 4) A parte dptica foi simulada com um
soffware para design e andlise de sistemas 6pti-
cos, utilizando a técnica de ray tracing. 5) Esses
modelos (mecanico e éptico) foram acoplados
com o objetivo de avaliar o comportamento do
MiCrossensor.
o Fabricagio e testes experimentais: 1) A partir da
técnica da microfabrica¢ao chamada de Soff Li-
thography foi implementado o protétipo com as
dimensoes anteriormente mencionadas. O ma-
terial utilizado foi o PDMS. 2) As redes de di-
fragao obtidas foram caracterizadas tanto Gptica
quanto mecanicamente com o fim de comparar
os resultados com aqueles obtidos da simulagao
e, assim, avaliar possiveis redesenhos.
Resultados e discussdo. Os resultados obtidos do
modelo mecinico mostram que na faixa de in-
teresse 0 modelo descreve corretamente a defor-
macio da rede de difragio do microssensor. O
anterior ¢ de fundamental importincia j4 que per-
mite que o sensor possa medir a PIO nos valores
desejados (até 2500 [Pa]). Do modelo 6ptico foi
possivel comprovar que a variagao no pizch da rede
de difracdo, produto das deformagoes mecinicas,
permite medir de maneira sensivel alteragdes na
pressao intraocular. Além disso, ao acoplar o mo-
delo 6ptico com o mecinico, foi demostrado o
principio de funcionamento do dispositivo e foi
validada a simulagao com os resultados experimen-
tais. Fabricou-se um protétipo do microssensor
com as dimensoes e as carateristicas desejadas. Os
resultados obtidos da caracterizagao concordaram
com aqueles da simulagio. O anterior permite uti-
lizar a simulagio como uma ferramenta rédpida de
redesenho pelas vantagens que supde a simulacao
frente a fabricagao. No futuro se considera realizar
testes in vivo em coelhos e trabalhar no design do
dispositivo.
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de argon en cobayos deficientes
en ascorbato: modificaciones
ultraestructurales de cornea
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Antecedentes. La queratopatia climdtica esferoi-
de (QPC) es una enfermedad degenerativa, ad-
quirida, bilateral, asimétrica de la cérnea huma-
na, caracterizada por una progresiva pérdida de la
transparencia corneal y consecuente disminucién
de la visién con una incidencia alta en el Depar-
tamento El Cuy de la provincia de Rio Negro,
Argentina. Aunque se desconocen las causas de
esta enfermedad y los mecanismo moleculares in-
volucrados en su progresién, condiciones climdti-
cas desfavorables tales como la aridez, la sequedad
ambiental y los vientos intensos que vehiculizan
particulas en suspensién afectando la cérnea en
forma crénica han sido propuestas como factores
desencadenantes. Ademds, deficiencias parciales
en vitamina C e inadecuada proteccién de la c6r-
nea a radiaciéon ultravioleta han sido postulados
como otros mecanismos etiopatogénicos de QPC.

Objetivo. Investigar los efectos producidos por
diferentes tipos de ldseres (empleados frecuente-
mente en medicina) en la cérnea de cobayos ali-
mentados con una dieta éptima de vitamina C o
con una dieta deficiente de este importante nu-
triente.

Materiales y métodos. Se probaron cuatro tipos
distintos de laseres con distintas potencias (de ar-

gbn, didxido de carbono, diodo y Nd-Yag). De-
bido a que solamente el ldser de argén no dand el
endotelio corneal (crucial estructura para el man-
tenimiento de la integridad de este 6rgano), de-
cidimos continuar con la investigacién utilizando
el de uso oftalmoldgico (Novus 2000, Coherent)
ubicado sobre una l[dmpara de hendidura.
Se utilizaron cobayos pigmentados siguiendo
las normas para cuidado de animales de ARVO.
Los animales (n=10) fueron divididos en dos
grupos: uno con dosis alta de vitamina C (2
mg/100 g peso/dia) y el otro con dieta deficiente
en vitamina C (0,08 mg/100 g peso/dia). El ojo
izquierdo de cada animal (n=10) recibié 15 dis-
paros focalizados sobre el epitelio corneal central
con una potencia de 350 mW, con un tiempo de
exposicién y tamano de disparo constantes; mien-
tras que el ojo derecho no fue tratado (controles,
n=10). Las alteraciones corneales inducidas se es-
tudiaron a los siguientes tiempos: 1 hora, 18 horas,
6 dias, 8 dias, 15 dfas y 21 dias mediante métodos
in vivo: biomicroscopia (BM, Haag Streit 900) y
tomograffa de coherencia éptica (OCT, Visante y
Cirrus, Carl Zeiss). Luego de realizar dichos estu-
dios los animales fueron sacrificados, las corneas
extraidas y estudiadas mediante microscopia elec-
trénica (ME) a cada uno de los tiempos indicados.
Resultados. En los estudios realizados mediante
BM se observé la presencia de leucomas, los cuales
persistieron hasta el dia 15. Mediante OCT se ob-
servé un adelgazamiento del espesor corneal en los
ojos tratados con ldser con respecto de los contro-
les solamente durante la primera semana. Median-
te ME se observaron diferencias estructurales en
epitelio y estroma corneal entre animales con dieta
rica en vitamina C y aquellos con dieta deficiente.
Conclusiones. Fue posible desarrollar lesiones
corneales en epitelio y estroma anterior de mane-
ra reproducible mediante el uso de ldser de argén.
Los estudios 77 vivo demostraron que las corneas
lesionadas con el ldser no dejaron secuelas visibles.
Estos cambios ultraestructurales fueron diferentes
en animales sometidos a dieta deficiente en 4cido
ascorbico.
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Argon-laser-induced photokeratitis in
ascorbate-deficient guinea pigs: corneal
ultrastructural changes

Background. Spheroidal climatic droplet kerato-
pathy (CDK) is an acquired, bilateral, asymmetric
degenerative disease of the human cornea charac-
terized by progressive loss of corneal transparency
and a consequent decrease in vision with a high
incidence rate in the Department of El Cuy, pro-
vince of Rio Negro, Argentina. Though the cau-
ses of the disease and the molecular mechanisms
involved in its progression remain unknown, un-
favorable climatic conditions, such as aridity, dry
environments and intense winds carrying airborne
particles that chronically affect the cornea, have
been proposed as triggering factors. Furthermore,
partial vitamin C deficiencies and inadequate pro-
tection of the cornea against ultraviolet radiation
have been postulated as other etiopathogenic me-
chanisms of CDK.

Objective. To investigate the effects produced by
different types of lasers (usually used in Medicine)
on the corneas of guinea pigs fed on a diet with
optimal vitamin C levels or a diet deficient in this
important nutrient.

Materials and methods. Four different types of
lasers (argon, carbon dioxide, diode and Nd-Yag)
using different powers were tested. Since the only
laser not damaging the corneal endothelium (a
crucial structure for maintenance of the integrity
of this organ) was the argon laser, we decided to
continue our investigation with the use of the one
for ophthalmic practice (Novus 2000, Coherent)
mounted on a slit lamp.

Pigmented guinea pigs were used according to
ARVO guidelines for animal research. The ani-
mals (n = 10) were divided into two groups: one
receiving a high dose of vitamin C (2 mg/100 g of
weight/day) and the other one, a vitamin C-defi-
cient diet (0.08 mg/100 g of weight/day).

The left eye of each animal (n = 10) received 15
shots directed at the central corneal epithelium at
350 mW of power, with constant exposure time

and shot size, while the right eye was left untrea-
ted (controls, n = 10). The corneal changes in-
duced were studied at the following time-points:
1 and 18 hours and 6, 8, 15 and 21 days, by in
vivo methods: biomicroscopy (BM, Haag Streit
900) and optical coherence tomography (OCT,
Visante & Cirrus, Carl Zeiss). After these studies
animals were sacrificed and corneas were removed
and studied by electron microscopy (EM) at each
time-point mentioned above.

Results. Biomicroscopic studies revealed the pre-
sence of leukomas that persisted in time until day
15. OCT revealed corneal thickness thinning in
laser-treated eyes vs. controls only during the first
week. EM evidenced structural differences in the
corneal epithelium and stroma between animals
fed on a vitamin C-rich diet and those fed on a
deficient diet.

Conclusions. We were able to develop reprodu-
cible corneal lesions of the anterior epithelium
and stroma with the use of the Argon laser. /z vivo
trials demonstrated that corneas damaged by the
laser had no visible sequelae. These ultrastructural
changes were different in animals receiving an as-
corbic acid-deficient diet.

Fotoceratite induzida com laser argonio
em cobaias deficientes em ascorbato:
alteracées ultraestruturais na cérnea

Antecedentes. A ceratopatia climdtica esferoide
(QPC) ¢é uma doenca degenerativa, adquirida,
bilateral, assimétrica da cérnea humana, carateri-
zada por uma progressiva perda da transparéncia
corneana e consequente diminui¢io da visio com
uma alta incidéncia no Departamento El Cuy, da
provincia de Rio Negro, Argentina. Embora sejam
desconhecidas as causas desta doenga e os meca-
nismos moleculares envolvidos na sua progressao,
condicoes climdticas desfavordveis tais como a
aridez, a seca ambiental e os ventos intensos que
levam particulas em suspensio afetando a cérnea
em forma cronica tém sido propostas como fato-
res desencadeantes. Além disso, deficiéncias par-

- 144 -



Oftalmologia Clinica y Experimental

ciais de vitamina C e uma inadequada protecao
da cérnea a radiagio ultravioleta foram apresenta-
das como outros mecanismos etiopatogénicos de
QPC.

Objetivo. Pesquisar os efeitos produzidos por di-
ferentes tipos de laser (empregados frequentemen-
te em medicina) na cérnea de cobaias alimentadas
com uma dieta 6tima de vitamina C ou com una
dieta deficiente desse importante nutriente.

Materiais e métodos. Foram experimentados
quatro tipos distintos de laser com diferentes po-
téncias (argonio, didxido de carbono, diodo e Nd-
Yag). Dado que somente o laser de argbnio nao
causou danos no endotélio corneano (estrutura
crucial para a manutengao da integridade deste
6rgao), decidimos continuar a pesquisa utilizando
o laser de uso oftalmoldgico (Novus 2000, Cohe-
rent) localizado sobre uma lAmpada de fenda.

Foram utilizadas cobaias pigmentadas seguindo
as normas para o cuidado de animais da ARVO.
Os animais (n=10) foram divididos em dois gru-
pos: um com doses alta de vitamina C (2 mg/100
g peso/dia) e o outro com dieta deficiente em vi-
tamina C (0,08 mg/100 g peso/dia). O olho es-
querdo de cada animal (n=10) recebeu 15 dispa-
ros focalizados sobre o epitélio corneano central
com uma poténcia de 350 mW, com um tempo
de exposicio e tamanho de disparo constante; no
entanto, o olho direito nio foi tratado (controles,
n=10). As altera¢des corneanas induzidas foram
estudadas nos seguintes tempos depois do comego
do experimento: 1 hora, 18 horas, 6 dias, 8 dias,
15 dias e 21 dias mediante métodos iz vivo: bio-
microscopia (BM, Haag Streit 900) e tomografia
de coeréncia éptica (OCT, Visante y Cirrus, Carl
Zeiss). Apos realizar os estudos, os animais foram
sacrificados, as cOrneas extraidas e estudadas me-
diante microscopia eletronica (ME) a cada um dos
tempos indicados.

Resultados. Nos estudos realizados median-
te BM foi observada a presenca de leucomas, os
quais persistiram até o dia 15. Mediante OCT ob-
servou-se um estreitamento da espessura corneana
nos olhos tratados com laser se comparados com

os controles somente durante a primeira semana.
Mediante ME foram observadas diferencas estru-
turais no epitélio e no estroma corneano entre ani-
mais com dieta rica em vitamina C e aqueles com
dieta deficiente.

Conclusoes. Foi possivel desenvolver lesdes cor-
neanas no epitélio e no estroma anterior de modo
reproduzivel mediante o uso de laser de argénio.
Os estudos 772 vivo demostraram que as cérneas le-
sadas com o laser ndo deixaram sequelas visiveis.
Essas alteracoes ultraestruturais foram diferentes
em animais submetidos a dieta deficiente em 4ci-
do ascérbico.

Estudio de los mecanismos
involucrados en el daio retinal
por exposicion a luz constante
de baja intensidad

Benedetto MM?, Quinteros Quintana ML, Guido ME?,
Contin MA?

* Centro de Investigaciones en Quimica Biolégica de Cérdoba (CI-
QUIBIC)-CONICET, Departamento de Quimica Bioldgica, Fa-
cultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina.

b Laboratorio de Procesamiento de Senales, Facultad de Ciencias
Exactas, Fisicas y Naturales, Universidad Nacional de Cérdoba.
Contacto: mmbenedetto@hotmail.com

La retinitis pigmentosa (RP) comprende un
grupo de distrofias retinales hereditarias, caracte-
rizadas por la degeneracién progresiva de los fo-
torreceptores y, como consecuencia de esto, anor-
malidades en los registros electrorretinogréficos,
reduccién del campo visual y ceguera nocturna.
Ademds, con el avance de la degeneracién se pue-
de producir ceguera total.

La RP es clinica, genéticamente muy heterogé-
nea y tanto su alteracién funcional como el meca-
nismo patoldgico pueden variar seglin cudl sea el
gen afectado. En tal sentido, si la mutacién se en-
cuentra en un componente clave de la fototrans-
duccién se puede producir la activacién continua
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de este mecanismo, como si se estuviera en luz
constante. Es decir, la luz puede imitar los efectos
producidos por estas mutaciones.

Numerosos trabajos de dano retinal por luz han
servido como modelos para el estudio de degene-
raciones retinales que surgen a causa de insultos
ambientales, envejecimiento y desérdenes genéti-
Cos.

Con el objetivo de estudiar el proceso de dege-
neracién retinal (DR) producido por la activacién
constante del mecanismo de fototransduccién,
ratas albinas Wistar hembras de 3 meses de edad
se expusieron a luz blanca fria de 200 lux de in-
tensidad de 1 a 7 dias. Los animales controles se
expusieron a ciclos de luz (200 lux)/oscuridad (0
lux) de 12hs/12hs (LD) o a oscuridad constante
(0 lux) (DD). Nuestros resultados muestran que la
exposicion de ratas albinas Wistar a luz constante
ocasiona la muerte de los fotorreceptores, hecho
que queda demostrado por una reduccién de la
capa nuclear externa con valores estadisticamente
significativos a partir de los 7 dias de exposicién.
Este fenémeno no se observa en los animales man-
tenidos en ciclos LD ni en aquellos mantenidos
en DD. En nuestro modelo experimental la muer-
te de los fotorreceptores resulta més lenta que en
animales expuestos a intensidades mayores a 1000
lux; lo que podria corresponder a mecanismos
de muerte diferentes. Con el fin de dilucidar qué
mecanismos son los responsables de la muerte de
los bastones se evalud la expresién y la actividad
enzimdtica de caspasa 3, proteina implicada en el
proceso de muerte celular programada conocido
como apoptosis. Los resultados revelaron que am-
bos pardmetros estudiados no se modifican a lo
largo de los dias de exposicién a luz, es decir, la
muerte es caspasa 3-independiente.

Ademis de estudiar el mecanismo de muerte, se
analizé la expresién de rodopsina. Los resultados
mostraron que la misma no se encuentra alterada;
sin embargo si hay mds proporcién de rodopsina
fosforilada desde tiempos cortos de estimulacién.
En conclusién, en nuestro modelo experimental,
la exposicién constante a luz blanca fria de 200 lux

de intensidad produce DR como consecuencia de
la muerte de bastones.

Mechanisms involved in retinal injury
induced by constant low-intensity light
exposure

Retinitis pigmentosa (RP) encompasses a set
of hereditary retinal dystrophies characterized by
progressive photoreceptor degeneration, and, con-
sequently, abnormalities in electroretinographic
responses, visual field reduction and night blind-
ness. In addition, with progression of degenera-
tion, total blindness can occur.

RP is clinical, genetically very heterogeneous,
and both its functional alteration and patholo-
gic mechanism can vary according to the gene
affected. In this regard, if the mutation is in a key
component of phototransduction, continuous ac-
tivation of this mechanism can occur, as if in the
presence of constant light, i.e. light can mimic the
effects produced by these mutations.

Many papers on retinal damage caused by light
have been used as models for the study of retinal
degenerations occurring as a consequence of en-
vironmental insults, ageing and genetic disorders.

With the purpose of studying the process of
retinal degeneration (RD) produced by constant
activation of the phototransduction mechanism,
3-month-old female Wistar albino rats were ex-
posed to cold white light of 200 lux of intensity
from 1 to 7 days. Control animals were exposed
to light cycles (200 lux)/dark (0 lux) of 12 h/12
h (LD) or to constant dark (0 lux) (DD). Our
results evidence that exposure of Wistar albino
rats to constant light produces photoreceptor dea-
th, as demonstrated by a reduction in the outer
nuclear layer with statistically significant values
as from 7 days of exposure. This phenomenon
is not observed in animals kept on LD cycles or
in those on DD. In our experimental model of
photoreceptor death this process is slower than in
animals exposed to intensities over 1000 lux and
this might be accounted for by different death me-
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chanisms. With the purpose of elucidating which
the mechanisms responsible for rods death are, the
expression and enzymatic activity of caspase 3, a
protein involved in the process of programmed
cell death known as apoptosis, was evaluated. Re-
sults revealed that both parameters studied remain
unchanged throughout the days of light exposure,
i.e. death is non-caspase 3-dependent.

In addition to studying the mechanism of dea-
th, rhodopsin expression was analyzed. Results
evidenced that it is not altered; however, there is a
higher rate of phosphorylated rhodopsin as from
early stimulation times. It may be concluded that
in our experimental model, constant exposure to
cold white light of 200 lux of intensity produces
RD as a consequence of rods death.

Estudo dos mecanismos envolvidos no
dano retiniano por exposigio a luz
constante de baixa intensidade

A retinite pigmentar (RP) compreende um
grupo de distrofias retinianas hereditdrias, carate-
rizadas pela degeneragao progressiva dos fotorre-
ceptores e, como consequéncia disso, anormali-
dades nos registros eletrorretinograficos, redugio
do campo visual e cegueira noturna. Além disso,
com o avango da degeneragio pode se produzir
cegueira total.

A RP ¢ clinica, geneticamente muito heterogé-
nea e, tanto sua alteragao funcional quanto a me-
canismo patolégico podem variar segundo qual
for o gene afetado. Nesse sentido, se a mutagao
estd em um componente chave da fototransdugio
pode produzir a ativagio continua desse mecanis-
mo, como se estiver em situa¢ao de luz constante.
Isto ¢, a luz pode imitar os efeitos produzidos por
essas mutagoes.

Numerosos trabalhos de dano retiniano por
luz tém servido como modelos para o estudo de
degeneracoes retinianas que surgem por causa de

insultos ambientais, envelhecimento e disttirbios
genéticos.

Com o objetivo de estudar o processo de
degeneracio retiniano (DR) produzido pela
ativagao constante do mecanismo de fototrans-
dugao, fémeas de ratos albinos Wistar de trés
meses de idade foram expostas a luz branca fria
de 200 lux de intensidade de 1 a 7 dias. Os
animais controle foram expostos a ciclos de luz
(200 lux)/escuridiao (0 lux) de 12hs/12hs (LD)
o a escuridio constante (0 lux) (DD). Nossos
resultados mostram que a exposicao de ratos al-
binos Wistar a luz constante produz a morte dos
fotorreceptores, fato que fica demonstrado por
uma reducio da camada nuclear externa com
valores estatisticamente significativos a partir
dos sete dias de exposi¢ao. Esse fenémeno nao ¢é
observado nos animais mantidos em ciclos LD
nem naqueles mantidos em DD. No nosso mo-
delo experimental a morte dos fotorreceptores
resulta mais lenta que em animais expostos a
intensidades maiores a 1000 lux. Isso poderia
corresponder a mecanismos de morte diferen-
tes. Com o fim de dilucidar quais sdo os me-
canismos responsdveis da morte dos bastonetes
foi avaliada a expressio e a atividade enzimdtica
de caspase 3, proteina envolvida no processo
de morte celular programada conhecido como
apoptose. Os resultados revelaram que ambos
os pardmetros estudados nio se modificam ao
longo dos dias de exposi¢do a luz, isto é, a morte
é caspase 3-independente.

Além de estudar o mecanismo de morte, foi
analisada a expressao de rodopsina. Os resultados
mostraram que a mesma nao estd alterada; porém
existe maior propor¢ao de rodopsina fosforilada a
partir de tempos curtos de estimulagio. Concluin-
do, no nosso modelo experimental, a exposi¢iao
constante 2 luz branca fria de 200 lux de intensi-
dade produz DR como consequéncia da morte de
bastonetes.
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Cultivos primarios de retina de
pollo altamente enriquecidos en
células horizontales expresan el
fotopigmento melanopsina X

Morera LP, Diaz NM, Guido ME

Centro de Investigaciones en Quimica Bioldgica de Cérdoba (CI-
QUIBIC)-CONICET, Departamento de Quimica Bioldgica, Fa-
cultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba,
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Antecedentes y objetivos. Las células ganglionares
de la retina (CGR) que expresan el fotopigmento
melanopsina (OPN4) son intrinsecamente foto-
sensibles. En la retina de pollo se describieron dos
genes de OPN4, Opn4x y Opn4m. Se demostrd
que la expresién de Opn4m se limita solo a la capa
de CGRs, mientras que Opn4x cambia a lo largo
del desarrollo: al dia embrionario 8 (E8) se limita a
la capa en formacién de CGRs y al nervio éptico,
mientras que a partir del E15 aparece principal-
mente en células horizontales (HCs). El objetivo
de este trabajo fue purificar las HCs de la retina de
pollo, obtener cultivos primarios altamente enri-
quecidos en estas células y caracterizarlos.

Meérodos. Se disgregaron retinas de embriones de
pollo de E15 y se sometieron a un gradiente dis-
continuo de 1 al 4% de albimina de suero bovino
(BSA). Las células recolectadas de las diferentes
fases se cultivaron durante 4 dias y se caracteriza-
ron por inmunoquimica y morfologia celular. Las
fases se examinaron con anticuerpos especificos
contra Opn4x, marcadores de HCs (PROX-1, Is-
let-1, calretinina) y marcadores para otras pobla-
ciones de células de la retina. Ademds la expresién
de Prox-1 en la retina se determiné por citometria
de flujo. Finalmente los cultivos primarios se ana-
lizaron por RT-PCR.

Resultados. Sélo la fraccién del gradiente co-
rrespondiente al 2,5% de BSA contuvo el mayor
porcentaje de HCs. Basados en un detallado ané-
lisis morfoldgico se encontrd que las células de

esta fraccién se asemejan a HCs tipo H1 y H3.
La inmunoreactividad de Opn4x se observé en los
cultivos de las células provenientes tanto de la fase
2,5 como de la del 3% de BSA. Es de destacar que
la fase 3% contiene células que expresan el fila-
mento neuronal de 200 kDa (NF200) y presentan
procesos que se asemejan morfoldgicamente a los
de las CGRs. El andlisis por citometria de flujo de-
mostré que un 30% de las células en el disgregado
de retina total y un 80% de las células de la fase
2,5% presentan marca Prox-1 (+). El andlisis por
RT-PCR evidencié la presencia de transcriptos co-
rrespondientes a marcadores especificos de HCs.

Conclusiones. Por medio de este método separa-
mos selectivamente HCs y logramos cultivos alta-
mente enriquecidos en estas células que expresan
el fotopigmento OPN4x.

Subsidios. Financiado por ANPCyT-FONCyT
PICT Bicentenario 2010 Nr. 647, PICT, CONI-
CET, SeCyT-UNC, y MinCyT de Cérdoba.

Highly envriched primary cultures of
chicken retinal horizontal cells express the
photopigment melanopsin X

Background and objectives. Retinal ganglion cells
(RGCs) expressing the photopigment melanop-
sin (OPN4) are intrinsically photosensitive. Two
OPN?2 genes, opn4x and Opn4m, have been des-
cribed in the chicken retina. It has been demons-
trated that the expression of Opn4m is restricted
to the RGC layer, while Opn4x changes throu-
ghout development: on embryonic day 8 (E8) it is
limited to the RGC layer in formation and to the
optic nerve, while as from E15 it appears mainly
in horizontal cells (HCs).

The purpose of this paper was to purify HCs
from the chicken retina, obtain highly enriched
primary cultures in these cells and characterize
them.

Methods. Embryonic chicken retinasat E15 were
disaggregated and subjected to a discontinuous
1 to 4% bovine serum albumin (BSA) gradient.
Cells from the different phases were cultured for 4
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days and characterized by immunohistochemistry
and cell morphology. Phases were examined with
Opné4x-specific antibodies, HC markers (Prox-1,
Islet-1, calretinin) and markers for other retinal
cell populations. In addition, Prox-1 expression in
the retina was determined by flow cytometry. Fi-
nally, primary cultures were analyzed by RT-PCR.

Resulzs. Only the 2.5% BSA gradient phase con-
tained the greatest percentage of HCs. Based on a
detailed morphological analysis, it was found that
cells from this fraction are similar to HCs type H1
and H3. Opn4x immunoreactivity was observed
in cultures of cells from both the 2.5 and 3% BSA
gradient phases. Strikingly, the 3% phase contains
cells that express the neuronal filament 200 kDa
(NF200) and present processes that morphologi-
cally resemble those of RGCs. Flow cytometric
analysis revealed that 30% of cells from the who-
le disaggregated retina and 80% from the 2.5%
BSA gradient phase cells were Prox-1(+). RI-PCR
analysis evidenced the presence of transcripts co-
rresponding to HC-specific markers.

Conclusions. By this method we have been able
to selectively separate HCs and to obtain highly
enriched cultures in these cells that express the
OPN4x photopigment.

Culturas primdrias de retina de frango
altamente enriquecidas em células
horizontais expressam o fotopigmento
melanopsina X

Antecedentes e objetivos. As células ganglionares
da retina (CGR) que expressam o fotopigmento
melanopsina (OPN4) sio intrinsecamente fotos-
sensiveis. Na retina de frango foram descritos dois
genes de OPN4, Opn4x e Opn4m. Foi demons-
trado que a expressao de Opn4m se limita apenas
a camada de CGRs, enquanto o Opn4x muda ao
longo do desenvolvimento: no dia embriondrio 8
(E8) se limita a camada em formacio de CGRs e

a0 nervo 6ptico, enquanto a partir do E15 apare-
ce principalmente em células horizontais cultivos
primdrio (HCs). O objetivo desse trabalho foi pu-
rificar as HCs da retina de frango, obter culturas
primdrias altamente enriquecidas nestas células e
caracteriza-las.

Meétodos. Foram desagregadas retinas de em-
brides de frango de E15 e foram submetidas a
um gradiente descontinuo de 1 a 4% albumina
sérica bovina (BSA). As células colhidas das dife-
rentes fases foram cultivadas durante quatro dias
e se caracterizaram por imunoquimica e morfo-
logia celular. As fases foram examinadas com an-
ticorpos especificos contra Opn4x, marcadores
de HCs (PROX-1, Islet-1, calretinina) e marca-
dores para outras populagdes de células da retina.
Além disso, a expressao de Prox-1 na retina foi
determinada por citometria de fluxo. Finalmente
as culturas primdrias foram analisadas por RT-
PCR.

Resultados. Apenas a fragao do gradiente corres-
pondente a 2,5% de BSA conteve a maior per-
centagem de HCs. Baseados em uma detalhada
andlise morfolégica encontramos que as células
desta fracio se assemelham a HCs tipo H1 e H3.
A imunoreatividade de Opn4x foi observada nas
culturas das células provenientes tanto da fase 2,5
quanto da de 3% de BSA. E preciso destacar que a
fase 3% contém células que expressam o filamen-
to neuronal de 200 kDa (NF200) e apresentam
processos que se assemelham morfologicamente
aos das CGRs. A andlise por citometria de fluxo
demostrou que 30% das células na desagregacao
de retina total e 80% das células da fase 2,5%
apresentam marca Prox-1 (+). A andlise por RT-
PCR evidenciou a presenga de transcritos corres-
pondentes a marcadores especificos de HCs.

Conclusoes. Mediante este método separamos
seletivamente HCs e conseguimos culturas alta-
mente enriquecidas nestas células que expressam

o fotopigmento OPN4x.
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Evaluacion in vivo de diversas
plataformas tecnolégicas de
liberacion de farmacos con
potencial utilizacion en el
tratamiento del glaucoma

TArtara I*, Battistini FD, Allemandi D, Palma S.
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Introduccion. Uno de los objetivos principales
del diseno de nuevas plataformas tecnolégicas de
liberacién de fairmacos (PTLF) en oftalmologfa es
aumentar el tiempo de permanencia de la formu-
lacién en el sitio de aplicacién, incrementando el
tiempo de contacto del firmaco con la cérnea u
otro tejido y reduciendo su tasa de eliminacién;
por lo tanto, favoreciendo la absorcién.

En el tratamiento convencional del glaucoma se
utilizan agentes hipotensores que deben permear a
través de la cérnea y actuar (fenémenos de farma-
cocinética y farmacodinamia).

Objetivo. Evaluar in vivo (conejos) la eficacia de
nuevas plataformas para la vehiculizacién de far-
macos utilizados en el glaucoma.

Metodologia. Puesta a punto de protocolos de
estudios de irritacién ocular, tiempo de perma-
nencia de los sistemas en la superficie ocular y me-
dicién de la presién intraocular (PIO) en animales
(conejos). PTLF evaluadas: films de 4cido hialuré-
nico (FAH-TM); film constituido por proteina de
soja entrecruzados con genipina (SPI-TM); gel de
4cido hialurénico (GAH-TM) y microemulsiones
(ME-TM), todos conteniendo maleato de timolol
(TM) como farmaco modelo.

Resultados. Irritacién ocular: no se observa irri-
tacién en GAH-TM ni en SPI-TM. FAH-TM y
ME-TM presentaron irritacién leve a moderada.
El tiempo de permanencia para SPI-TM fue de 72
horas y para FAH-TM, de 24 horas. En el caso de

los geles y microemulsiones se observé un tiempo
de permanencia superior que la solucién control,
pero no superior a una hora. Para la medicién de
la PIO todos los sistemas obtuvieron un descenso
entre el 15 y el 30% y el pico se observé entre las
2y 4 horas de aplicacién.

Conclusién. Las PTLF estudiadas demostraron
ser eficaces como hipotensores, con nula a mo-
derada irritacién en la superficie ocular segtin la
plataforma empleada. Con respecto del tiempo de
permanencia, los films se mantuvieron en el sitio
de aplicacién por mayor tiempo que las formula-
ciones liquidas.

In vivo evaluation of several technological
platforms for drug release with potential

use in gkmcoma treatment

Introduction. One of the main objectives of the
design of new drug delivery technological platfor-
ms (DDTP) in ophthalmology is to increase the
formulation’s retention time into its application
site, thus increasing time of exposure of the cor-
nea or other tissue with the drug and reducing its
elimination rate, with the consequent better ab-
sorption.

Hypotensive agents that must permeate across
the cornea and exert their effect (pharmacokinetic
and pharmacodynamic phenomena) are used in
conventional treatment of glaucoma.

Objective. To evaluate the in vivo (rabbits) effi-
cacy of new platforms for vehiculization of drugs
used in glaucoma.

Methodology. Fine tuning of study protocols of
ocular irritation, system’s retention time on the
ocular surface and intraocular pressure (IOP) me-
asurement in animals (rabbits). DD TP evaluated:
hyaluronic acid films (HAF-TM); films compo-
sed of soybean protein crosslinked with genipin
(SBG-TM), hyaluronic acid gel (HAG-TM) and
microemulsions (ME-TM), all containing timolol
maleate (TM) as the model drug.

Results. Ocular irritation: no irritation was

observed with HAG-TM and SBG-TM, while
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HAF-TM and ME-TM produced mild to mode-
rate irritation. Retention time for SBG-TM was
72 hours and for HAF-TM, 24 hours. In the case
of gels and microemulsions, retention time was
longer than with the control solution, but not lon-
ger than one hour. As regards IOP measurement,
with all systems there was a decrease between 15
and 30%, and the peak was observed between 2
and 4 hours of application.

Conclusion. The DDTP studied demonstra-
ted hypotensive efficacy, with null or moderate
irritation of the ocular surface depending on the
platform used. As regards retention time, films re-
mained in their application site longer than liquid
formulations.

Avaliacdo in vivo de diversas plataformas
tecnoldgicas de liberagio de farmacos com
potencial utiliza¢do no tratamento do
glaucoma

Introducdo. Um dos objetivos principais do
design de novas plataformas tecnoldgicas de libe-
ragao de firmacos (PTLF) em oftalmologia ¢ au-
mentar o tempo de permanéncia da formulagao
no lugar de aplicagio, incrementando o tempo de
contato do firmaco com a cérnea ou outro tecido
e reduzindo sua taxa de eliminagao; por conse-
guinte, favorecendo a absor¢ao.

No tratamento convencional do glaucoma se
utilizam agentes hipotensores que devem permear
através da cornea e agir (fendmenos de farmacoci-
nética e farmacodinimica).

Objetivo. Avaliar in vivo (coelhos) a eficicia de
novas plataformas para a veiculagio de firmacos
utilizados no glaucoma.

Metodologia. Preparacgao de protocolos de estu-
dos de irritagao ocular, tempo de permanéncia dos
sistemas na superficie ocular e medigao da pressao
intraocular (PIO) em animais (coelhos). PTLF
avaliadas: peliculas de 4cido Aialurénico (FAH-
TM); pelicula constituida por proteina de soja
reticuladas com genipina (SPI-TM); gel de 4cido
hialuronico (GAH-TM) e microemulsoes (ME-

TM), todos contendo maleato de timolol (TM)
como fdrmaco modelo.

Resultados. Irritagio ocular: nao se observa irri-
tacdo no caso do GAH-TM nem em SPI-TM.
FAH-TM; e ME-TM apresentaram irritacio leve
a moderada. O tempo de permanéncia para SPI-
TM foi de 72 horas e para FAH-TM, de 24 horas.
No caso dos geles e microemulsoes se observou um
tempo de permanéncia superior que para a so-
lugdo controle, mas nao superior a uma hora. Para
a medi¢ao da PIO todos os sistemas obtiveram um
descenso de entre 15 e 30% e o topo foi observado
entre as duas e quatro horas de aplicagao.

Conclusdo. As PTLF estudadas demostraram
ser eficazes como hipotensores, com uma irritagao
entre nula e moderada na superficie ocular segun-
do a plataforma empregada. Quanto ao tempo de
permanéncia, as peliculas se mantiveram no lugar
de aplicagao por um tempo maior que nas formu-
lagoes liquidas.

Preparacion y evaluacion de
nanoparticulas de albimina sérica
humana estabilizadas con gantrez
ES425 para su potencial uso en

el tratamiento de glaucoma

Boiero C, Tértara I, Allemandi D, Llabot JM

Unidad de Investigacién y Desarrollo en Ciencia y Tecnologfa Far-
macéutica (UNITEFA-CONICET). Departamento de Farmacia,
Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba.
Contacto: caroboicro@grnail.com

Introduccion. La aplicacién tépica sobre la su-
perficie del ojo es una ruta comun de administra-
cién de medicamentos; sin embargo, la fisiologia
del ojo en si hace que sea dificil de lograr concen-
traciones eficaces de fdrmaco durante periodos de
tiempo prolongados. Es por esto que el desarrollo
de nuevos sistemas portadores de firmacos oftal-
micos (SPFO) que puedan superar estas barreras
supone un gran avance en la terapéutica oftdlmica.
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Los sistemas nanométricos (NPs) han surgido
como vehiculos adecuados para la administracién
oftdlmica de firmacos, ya que en muchos casos
se ha observado un aumento significativo de su
biodisponibilidad. Son numerosas las sustancias
(polimeros sintéticos o naturales) que pueden ser
utilizadas como materia prima para la preparacién
de Nps. En este trabajo en particular se utilizé al-
bimina sérica humana (ASH) para la obtencién
de NPs para la administracién tépica de maleato
de timolol (TM) para el tratamiento de glaucoma
y se evalué la utilizacién de un nuevo agente esta-
bilizante de las Nps.

Objetivos. 1) Obtencién de sistemas nanoparti-
culados de ASH con timolol maleato. 2) Utiliza-
cién de un nuevo estabilizante de superficie para
la obtencién de Nps estables.

Metodologia. Las NPs se obtuvieron por el mé-
todo de desolvatacién (simple y escalable) y para
obtener sistemas estables se estabilizaron con un
agente entrecruzante de superficie. En el presente
trabajo se evalué un nuevo agente entrecruzante
(gantrez ES-425) y se compararon los resultados
con Nps estabilizadas con glutaraldehido, agente
utilizado generalmente para la obtencién de Nps
de ASH. La utilizacién de un nuevo agente entre-
cruzante es muy beneficioso debido a las reconoci-
das propiedades irritantes del glutaraldehido. Las
Nps obtenidas con ambos estabilizantes se carac-
terizaron en cuanto a tamano de particula, indice
de polidispersidad (light scattering), potencial zeta,
rendimiento del proceso de fabricacién (gravi-
metrfa, HPLC y UV), eficacia de encapsulacién
(HPLC) y eficacia in vivo mediante la determi-
nacién de la disminucién de presién intraocular
(PIO) en conejos normotensos. A su vez se com-
pararon con la formulacién comercial (Zopirol).

Resultados y discusion. Los sistemas formulados,
estabilizados con gantrez o glutaraldehido (NDs)
presentan tamano (255,31+/-3,30) e indice de po-
lidispersidad (0,133+/-0,015) adecuados y simila-
res. La diferencia es que las Nps estabilizadas con
glutaraldehido presentan potencial zeta positivo
(12,11+/- 3,1), mientras que las Nps con gantrez,

un potencial zeta negativo (-27,87+/-9,55). Am-
bos sistemas son estables en cuanto a variacién de
tamano. Se pudo observar que el rendimiento del
proceso es aproximadamente de un 90% vy la efi-
cacia de encapsulacién de TM de 30%, en ambos
sistemas (16,25+/-1,5 pg/mg proteina). Estudios
en conejos mostraron una disminucién estadisti-
camente significativa del 25% de la PIO durante
las primeras dos horas con una tendencia que se
mantiene luego de 8 horas.

Conclusién. Si bien los resultados obtenidos son
preliminares, indican que las NPs de HSA obte-
nidas entrecruzadas con gantrez son candidatos
promisorios para la administracién tpica de TM
para el tratamiento de glaucoma.

Preparation and evaluation of human
serum albumin nanoparticles stabilized
with gantrez ES425 for potential use in
glaucoma treatment

Introduction. Topical application on the ocu-
lar surface is a common administration route for
drugs; however, the physiology of the eye per se
makes it difficult to achieve efficacious drug con-
centrations over long periods. Therefore, develo-
pment of new ophthalmic drug carrier systems
(ODCS) able to overcome these barriers is a great
advance in ophthalmic therapeutics. Nanometric
systems (NPs) have emerged as adequate vehi-
cles for ophthalmic drug administration, since in
many cases, a significant increase in their bioavai-
lability has been observed. There are many subs-
tances (synthetic or natural polymers) that may be
used as raw material for NP preparation. In this
study specifically, human serum albumin (HSA)
was used for obtainment of NPs for topical admi-
nistration of timolol maleate (TM) for the treat-
ment of glaucoma, and the use of a new NP stabi-
lizing agent was evaluated.

Objectives. 1) Obtainment of HSA nonoparti-
culated systems with timolol maleate. 2) Use of
a new surface stabilizer for obtainment of stable

NPs.
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Methodology. NPs were obtained using a de-
solvation method (simple and scalable) and to
achieve stable systems, they were stabilized with
a surface crosslinking agent. A new surface cross-
linking agent (gantrez ES-425) was evaluated in
this study and results were compared with those of
NPs stabilized with glutaraldehyde, an agent gene-
rally used to obtain HSA NPs. Use of a new cross-
linking agent is highly beneficial because of the
recognized irritating properties of glutaraldehyde.

The NPs obtained with both stabilizers were
characterized in terms of particle size, polydisper-
sity index (light scattering), zeta potential, per-
formance of the fabrication process (gravimetry,
HPLC and UV), encapsulation efficacy (HPLC)
and in vivo efficacy by means of intraocular pres-
sure (IOP) decrease determination in normotensi-
ve rabbits. In addition, they were compared with
the formulation available in the market (Zopirol).

Results and discussion. Formulated systems sta-
bilized with gantrez or glutaraldehyde (NPs) have
adequate and similar size (255.31+/-3.30) and
polydispersity index (0.133+/-0.015). The diffe-
rences lie in the fact that NPs stabilized with glu-
taraldehyde have positive zeta potential (12.11+/-
3.1) while NPs with gantrez, have negative zeta
potential (-27.87+/-9.55). Both systems are stable
in terms of size variation. The process had a per-
formance near 90% and the encapsulation efficacy
of TM was 30% in both systems (16.25+/-1.5 pg/
mg protein). Studies in rabbits evidenced a statis-
tically significant reduction of 25% in IOP during
the first two hours with a trend that is maintained
after 8 hours.

Preparagdo e avaliagio de nanoparticulas
de albumina sérica humana estabilizadas
com gantrez ES425 para potencial uso no
tratamento de glaucoma

Introdugio. A aplicagao tdpica sobre a superfi-
cie do olho é uma via comum de administragao
de medicamentos; porém, a fisiologia do olho faz
com que seja dificil atingir concentragoes eficazes

de firmaco durante periodos de tempo prolon-
gados. E por isso que o desenvolvimento de no-
vos sistemas portadores de firmacos oftdlmicos
(SPFO) que possam superar essas barreiras supoe
um grande avango na terapéutica oftdlmica.

Os sistemas nanométricos (NPs) surgiram como
veiculos adequados para a administragao oftdlmica
de fdrmacos, j4 que em muitos casos observou-se
um aumento significativo de sua biodisponibilida-
de. Sao numerosas as substincias (polimeros sinté-
ticos ou naturais) que podem ser utilizadas como
matéria prima para a preparagio de Nps. Neste
trabalho em particular foi utilizada albumina sé-
rica humana (ASH) para a obten¢io de NPs para
administragio topica de maleato de timolol (TM)
para o tratamento de glaucoma e foi avaliada a uti-
lizagao de um novo agente estabilizante das Nps.

Objetivos. 1) Obtengdo de sistemas nanoparti-
culados de ASH com timolol maleato. 2) Utili-
zagio de um novo estabilizante de superficie para
a obtengao de Nps estdveis.

Metodologia. As NPs foram obtidas pelo méto-
do de dessolvatagio (simples e escaldvel) e para ob-
ter sistemas estdveis foram estabilizados com um
agente entrecruzador de superficie. No presente
trabalho foi avaliado um novo agente entrecruza-
dor (gantrez ES-425) e os resultados foram com-
parados com Nps estabilizadas com glutaraldeido,
agente utilizado geralmente para a obtengao de
Nps de ASH. A utilizagao de um novo agente en-
trecruzador ¢ muito benéfico pelas reconhecidas
propriedades irritantes do guzaraldeido.

As Nps obtidas com ambos os estabilizantes fo-
ram caracterizados conforme o tamanho de parti-
cula, indice de polidispersidade (light scattering),
potencial zeta, rendimento do processo de fabri-
cagao (andlise gravimetrica, HPLC e UV), eficdcia
de encapsulagio (HPLC) e eficicia in vivo me-
diante a determinagio da diminui¢io de pressio
intraocular (PIO) em coelhos normotensos. Ao
mesmo tempo, foram comparados com a formu-
lagdo comercial (Zopirol).

Resultados e discussio. Os sistemas formulados,
estabilizados com gantrez ou gutaraldeido (NPs)
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apresentam tamanho (255,31+/-3,30) e indice de
polidispersidade (0,133+/-0,015) adequados e se-
melhantes. A diferenca é que as Nps estabilizadas
com gutaraldeido apresentam potencial zeta posi-
tivo (12,11+/-3,1), enquanto as Nps com gantrez
tém um potencial zeta negativo (-27,87+/-9,55).
Ambos os sistemas sdo estdveis quanto a varia¢io
de tamanho. Foi possivel observar que o rendi-
mento do processo ¢ aproximadamente de 90%
e a eficdcia de encapsulagio de TM de 30%, em
ambos os sistemas (16,25+/-1,5 pg/mg proteina).
Estudos em coelhos mostraram uma diminuicio
estatisticamente significativa de 25% da PIO du-
rante as primeiras duas horas com uma tendéncia
que se mantém apds 8 horas.

Conclusdo. Embora os resultados obtidos sejam
preliminares, indicam que as NPs de HSA obtidas
da reticulagio com gantrez sao candidatos promis-
sérios para a administragio tépica de TM para o
tratamento de glaucoma.

Efectividad y costos del uso de
anti-VEGF en el tratamiento de la
degeneracion macular asociada con la
edad en la practica clinica argentina

Real JP?, Urrets-Zavalia JA, Luna JD, Judrez CP, Palma SD,
Granero G

“Unidad de Investigacién y Desarrollo en Ciencia y Tecnologfa Far-
macéutica (UNITEFA-CONICET). Departamento de Farmacia,
Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba.
Contacto: jpreal@fcq.unc.edu.ar

Introduccion. La degeneracién macular asocia-
da con la edad (DMAE) es una de las principales
causas de ceguera irreversible en el mundo, siendo
las complicaciones neovasculares sus responsables
en un 90%. A pesar de esto los tratamientos en
base de anticuerpos monoclonales anti-VEGF han
demostrado en ensayos clinicos excelentes resulta-
dos en su tratamiento, logrando que mds del 90%
de los pacientes conserve su vision al cabo de dos
afios. Sin embargo, existen factores como la accesi-

bilidad o la adherencia a las recomendaciones, que
pueden condicionar la efectividad de los mismos,
generando diferencias entre lo observado en los en-
sayos clinicos y lo obtenido en la practica clinica.

Objetivo. Evaluar los costos y la efectividad cli-
nica del uso de ranibizumab (RNB) y bevacizu-
mab (BVZ) en el tratamiento de la DMAE.

Merodologia. Se realizé un estudio longitudi-
nal retrospectivo, valorando la totalidad de casos
(105 ojos, 83 pacientes) que, con un diagndstico
confirmado de DMAE y sin antecedentes de trata-
mientos previos, iniciaron tratamiento con RNB
o BVZ en uno de los tres centros seleccionados,
durante el periodo comprendido entre enero de
2009 y diciembre de 2012. Los cambios de AV a
lo largo del tiempo y la durabilidad de los pacien-
tes en el tratamiento fueron evaluados como varia-
bles de efectividad. Para la determinacién de los
costos se realizd un microcosteo (bortom-up) desde
la perspectiva del financiador.

Resultados. Si bien al afio de tratamiento los pa-
cientes tratados con BVZ obtenian significativa-
mente mejores resultados terapéuticos que los pa-
cientes con RNB (-0,91 vs -8,98 letras de cambio,
respectivamente), esta diferencia se pierde hacia el
segundo afno (-7,9 vs -9,74). La relajacién o falta
de adherencia a los controles poscarga que se ob-
serva en una disminucién progresiva en el nimero
de consultas promedio (de 6 en el primer semestre
a 1,95 en el cuarto). Al utilizar la técnica de su-
pervivencia de Kapplan Meir se observaron dife-
rencias significativas en la durabilidad promedio
de los pacientes de ambas cohortes (740 dias para
BVZ y 440 dias para RNB). El costo promedio
por paciente tras dos afos de seguimiento fue de
$61.956 para el RNB contra $31.321 con BVZ.

Discusion. El uso de BVZ permite conservar la
AV de los pacientes por mds tiempo que el RNB,
consumiendo el 50% de los necesarios para utili-
zar este ltimo. Sin embargo, la falta de adherencia
los controles y las dosis conduce a obtener a largo
plazo los mismos resultados en ambas cohortes,
los cuales son superiores a no intervenir, pero por
debajo de los estindares esperados.
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Effectiveness and costs of anti-VEGF use
in the treatment of age-related macular
degeneration in clinical practice in
Argentina

Introduction. Age-related macular degeneration
(ARMD) is one of the leading causes of irreversi-
ble blindness worldwide, and neovascular compli-
cations are responsible for it in 90% of cases. In
spite of this, therapy based on anti-VEGF mono-
clonal antibodies has evidenced excellent results in
its treatment, with more than 90% of patients pre-
serving their vision after two years. However, the-
re are factors such as accessibility and compliance
with recommendations that may condition their
effectiveness, thus generating differences between
the observations made in clinical trials and results
in clinical practice.

Objective. To evaluate costs and clinical effec-
tiveness of ranibizumab (RNB) and bevacizumab
(BVZ) in the treatment of ARMD.

Methodology. We conducted a retrospective
longitudinal trial evaluating all treatment-naive
(105 eyes, 83 patients) cases with confirmed diag-
nosis of ARMD started on therapy with RNB or
BVZ in one of the three selected centers between
January 2009 and December 2012.

VA changes over time and treatment durability
were evaluated as efficacy outcome measures. For
costs evaluation, bottom-up costing from the pa-
yer’s perspective was used.

Results. Though after one year of therapy pa-
tients on BVZ had derived significantly better
results from treatment than those receiving RNB
(-0.91 vs. -8.98 letters of change, respectively),
this difference had been lost by year two (-7.9
vs. -9.74). Relaxation or failure to comply with
postload visits is reflected by progressive reduction
of the average number of follow-up visits (from 6
during the first semester to 1.95 over the fourth).
Kaplan Meier survival analysis revealed significant
differences in the average durability of patients on
therapy in both cohorts (740 days for BVZ and
440 days for RNB). The average cost per patient

after two years of follow-up was $ 61,956 (Argen-
tine pesos) for RNB vs. $ 31,321 with BVZ.

Discussion. With BVZ patients preserve their
VA longer than with RNB, with an expenditure
of 50% vs. the latter. However, lack of compliance
with follow-up visits and with doses lead to the
same long-term results in both cohorts, which are
superior to non-intervention, but below the ex-
pected standards.

Efetividade e custos do uso de anti-VEGF
no tratamento da degeneracio macular
relacionada com a idade na prdtica
clinica argentina

Introdugdo. A degeneraciao macular relacionada
com a idade (DMRI) ¢ uma das principais causas
de cegueira irreversivel no mundo, sendo as com-
plicagdes neovasculares as responsdveis por 90%
dos casos. Apesar disso, os tratamentos a base de
anticorpos monoclonais anti-VEGF demonstra-
ram excelentes resultados em ensaios clinicos para
seu tratamento, conseguindo que mais de 90%
dos pacientes conserve sua visao ao cabo de dois
anos. No entanto, existem fatores como a aces-
sibilidade ou a aderéncia as recomendagoes, que
podem condicionar a efetividade dos mesmos,
gerando diferencas entre o observado nos ensaios
clinicos e o obtido na pritica clinica.

Objetivo. Avaliar os custos e a efetividade clini-
ca do uso de ranibizumab (RNB) e bevacizumab
(BVZ) no tratamento da DMRI.

Metodologia. Foi realizado um estudo longitu-
dinal retrospectivo, avaliando a totalidade de casos
(105 olhos, 83 pacientes) que, com um diagnds-
tico confirmado de DMRI e sem antecedentes de
tratamentos prévios, iniciaram tratamento com
RNB ou BVZ em um dos trés centros seleciona-
dos, durante o periodo compreendido entre janei-
ro de 2009 e dezembro de 2012.

As alteragoes de AV ao longo do tempo e a
durabilidade dos pacientes no tratamento foram
avaliadas como varidveis de efetividade. Para a de-
terminagao dos custos foi realizada uma estimativa
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de baixo para cima (bortom-up) da perspectiva do
financiador.

Resultados. Embora apés um ano de tratamento
os pacientes tratados com BVZ obtinham signi-
ficativamente melhores resultados terapéuticos do
que os pacientes com RNB (-0,91 vs -8,98 letras
de cAmbio, respectivamente), essa diferenca é per-
dida para o segundo ano (-7,9 vs -9,74). O relaxa-
mento ou falta de aderéncia aos controles pds-car-
ga observada em uma diminuigao progressiva na
média de consultas (de seis no primeiro semestre
para 1,95 no quarto). Ao utilizar a técnica de su-
pervivéncia de Kapplan Meir foram observadas
diferengas significativas na durabilidade média
dos pacientes de ambas as coortes (740 dias para
BVZ e 440 dias para RNB). O custo médio por
paciente depois de dois anos de acompanhamento
foi de $ 61.956 (pesos argentinos) para o RNB vs
$ 31.321 (pesos argentinos) com BVZ.

Discussdo. O uso de BVZ permite conservar a
AV dos pacientes por mais tempo do que o RNB,
consumindo 50% do necessdrio para utilizar este
tltimo. Contudo, a falta de aderéncia aos contro-
les e as doses levam a obter, no longo prazo, os
mesmos resultados em ambas as coortes, superio-
res 4 nao intervengao, mas, abaixo dos padroes es-
perados.

Evaluacion computacional del
aumento de temperatura en tejidos
adyacentes a implante ocular
alimentado inalambricamente

Schaumburg F¢, Guarnieri FA**

* Laboratorio de BioMEMS, Facultad de Ingenieria, Universidad
Nacional de Entre Rios (UNER), Oro Verde, Entre Rios.

b Centro de Investigacién de Métodos Computacionales (CI-
MEC-CONICET), Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe,
Argentina.

Contacto: schaumburg.f@gmail.com

Introduccion. En el marco del tratamiento del
glaucoma se propone un implante activo alimen-

tado de forma inaldmbrica a través de un acople de
radiofrecuencia (RF). Este acople se produce entre
una antena interna al implante y otra incluida en
un dispositivo externo, llamado esciner de RE. La
trasferencia de energfa de forma inaldimbrica im-
plica la exposicién del paciente a un campo elec-
tromagnético (CEM) que puede producir efectos
térmicos (aumento de temperatura AT) y no tér-
micos (ejemplo: estimulos indeseados al sistema
nervioso). A la frecuencia de trabajo del implante
(13.56 MHz), el estudio de la interaccién entre el
CEM vy los tejidos debe realizarse en términos del
indice absorcién especifico (SAR) y AT. Concreta-
mente, se debe cumplir: SAR<2 W/kg y AT<1°C.
En la prictica resulta dificultoso, sino imposible,
cuantificar 77 vivo el SAR. Las mediciones experi-
mentales requieren de instrumental especifico que
s6lo aporta informacién sobre fantomas. Ademds,
es posible cuantificar AT i vivo con relativa facili-
dad en la superficie del sujeto implantado, aunque
no en el interior. Por otro lado, la simulacién com-
putacional brinda informacién de las dos cantida-
des fisicas nombradas, con mayor grado de detalle,
en toda la geometria estudiada y sin necesidad de
instrumental de laboratorio especifico. Como des-
ventaja, para aportar confiabilidad, los resultados
deben ser validados por algiin método. Resulta en-
tonces conveniente modelar computacionalmente
el problema y validar los resultados experimental-
mente en términos de AT.

Objetivos. Evaluar AT y SAR que se produci-
rdn en los tejidos cercanos al implante, mediante
modelado computacional. Contrastar esos valores
con la literatura para determinar si el implante re-
sultard seguro. Simular escenarios intermedios que
puedan ser reproducidos experimentalmente. Ob-
tener resultados experimentales reproduciendo los
escenarios intermedios. Validar todo el conjunto
de simulaciones a partir de los resultados experi-
mentales.

Metodologia. Simulacién computacional: 1) se
modelaron las antenas del implante y del esciner
de RF aisladas, 2) el aumento de temperatura en
una cuba de agua y, 3) el aumento de temperatu-
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ra en tejidos. Para esto se utiliz6 el método de los
elementos finitos en una geometria de revolucién
para una formulacién arménica cuasi-esttica de
las ecuaciones de Maxwell, acopladas con la bio-
heat equation. Mediciones experimentales: se rea-
liz6 la medicién de las antenas aisladas, realizando
un barrido en frecuencia y registrando el pico de
resonancia. A partir de ello, se calculd la inductan-
cia de las antenas.

Resultados. Las mediciones experimentales arro-
jaron valores de 530 [nH] y 9 [pH] para la antena
del implante y del escdner respectivamente, mien-
tras que la simulacién 1) dio valores de 842 [nH]
y 8.4 [pH]. La simulacién 2) predijo un aumento
de 0.2°C en la cuba de agua, mientras que la si-
mulacién 3) predijo SARmax = 14 mW/kg, y un
ATmax = 443x10-6°C en la parte mds externa del
humor vitreo.

Discusién. Se simulé el paciente implantado y
expuesto a un CEM y también escenarios inter-
medios, factibles de ser validados experimental-
mente. La antena del esciner modelada coincide
con las mediciones experimentales, con un error
del 7%. Para la antena del implante el error fue
mayor debido a simplificaciones realizadas duran-
te el modelado. Aun asi, el valor es mayor al real,
lo que impacta en mayores corrientes y mayor AT
en las simulaciones que en la realidad, lo que apor-
ta un factor de seguridad. El pequeno AT obteni-
do en 2) y 3) hace que esas experiencias no sean
factibles de replicar de forma experimental debido
a limitaciones en la resolucién de los equipos de
medicién. Los maximos valores obtenidos de SAR
y AT en 3) se encuentran alejados de los valores
méximos permitidos por la literatura. La valida-
cién experimental parcial que se obtuvo a partir de
la medicién de antenas da un primer respaldo a los
resultados obtenidos en las simulaciones 2) y 3).
En el futuro se proyecta adquirir una fuente de ex-
citacién de mayor potencia para lograr un AT me-
dible y poder concluir la validacién experimental.

Computational evaluation of temperature
rise in tissues adjacent to a wireless ocular

implant

Introduction. Within the framework of glauco-
ma therapy, an active implant powered wireless-
ly via radiofrequency (RF) coupling is proposed.
This coupling is made between an inner antenna
within the implant and another one included in
an external device known as RF scanner. Wire-
less power transfer entails patient exposure to an
electromagnetic field (EMF) that may produce
thermal (temperature rise AT) and non-thermal
effects (e.g. undesired nervous system stimula-
tion). At the operating frequency of the implant
(13.56 MHz), evaluation of the interaction be-
tween the EMF and tissues must be performed in
terms of specific absorption rate (SAR) and AT.
Specifically, the following requirements must be
met: SAR<2 W/kg and AT<1°C. In real practice
it is difficult, if not impossible, to quantitate the
SAR in vivo. Experimental measurements requi-
re specific tools that provide information only on
phantoms. In addition, the AT can be quantita-
ted 77 vivo relatively easily on the surface of the
implanted subject, but not inside. On the other
hand, computational simulation offers more de-
tailed information on both above mentioned phy-
sical quantities throughout the whole geometry
studied and with no need for specific laboratory
tools. The disadvantage is that to provide reliable
data results must be validated by some method.
Therefore, computational modeling of the pro-
blem and experimental validation of results in ter-
ms of AT is convenient.

Objectives. To evaluate the AT and SAR that
will occur in tissues close to the implant by means
of computational modeling; compare these values
with those reported in the literature in order to
determine if the implant will be safe; simulate in-
termediate scenarios that can be reproduced expe-
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rimentally; obtain experimental results by repro-
ducing intermediate scenarios; validate the whole
set of simulations on the basis of experimental
results.

Methodology. Computational simulation: 1)
modeling of the implant and RF scanner anten-
nas was made separately, 2) temperature rise in a
bucket of water, and 3) temperature rise in tissues.
For this purpose, the method of finite elements
was used in a revolution geometry for quasi-sta-
tic harmonic formulation of Maxwell’s equations,
coupled with the bioheat equation. Experimental
measurements: antennas were measured separately
by means of frequency scanning with recording of
the resonance peak. Based on this, inductance of
antennas was calculated.

Results. The experimental measurements yiel-
ded values of 530 [nH] and 9 [pH] for the im-
plant and scanner antennas, respectively, while
simulation 1) yielded values of 842 [nH] and 8.4
[pH]. Simulation 2) predicted a rise of 0.2°C in
the bucket, while simulation 3) predicted a SAR-
max = 14 mW/kg, and a ATmax = 443x10-6°C in
the outermost part of the vitreous humor.

Discussion. The experience simulated an im-
planted patient exposed to an EMF as well as
intermediate scenarios, feasible of experimental
validation. The modeled scanner antenna is con-
sistent with experimental measurements, with an
error of 7%. For the implant antenna the error was
greater due to simplifications performed during
modeling. In spite of this, the value is higher than
the actual one, which results in greater currents
and greater AT in simulations than in real life, and
thereby providing a safety factor. The small AT
obtained in 2) and 3) makes these experiences not
reproducible experimentally due to limitations in
the resolution of measurement devices. The maxi-
mum values obtained for SAR and AT in 3) are
far from the maximum values allowed by the lite-
rature. The partial experimental validations obtai-
ned from measurements of the antennas provide a
first support to the results obtained in simulations
2) and 3). Our project for the future is to acquire

a higher power excitation source to achieve a mea-
surable AT and be able to finish the experimental
validation.

Avaliagdo computacional do aumento
de temperatura em tecidos adjacentes a
implante ocular alimentado sem fio

Introdugdo. No marco do tratamento do glauco-
ma ¢é proposto um implante ativo alimentado sem
fio através de um acoplamento de radiofrequéncia
(RF). Esse acoplamento é produzido entre uma
antena interna do implante e outra incluida em
um dispositivo externo, chamado scanner de RE
A transferéncia de energia sem fio implica a ex-
posi¢ao do paciente a um campo eletromagnético
(CEM) que pode produzir efeitos térmicos (au-
mento da temperatura AT) e nao térmicos (exem-
plo: estimulos indesejados no sistema nervoso). A
frequéncia de trabalho do implante (13.56 MHz),
o estudo da interacio entre o CEM e os tecidos
deve ser realizada em termos do indice de absor¢ao
especifico (SAR) e AT. Concretamente, ¢ preciso
cumprir: SAR<2 W/kg e AT<1°C. Na pritica re-
sulta dificil, senao impossivel, quantificar o SAR
in vivo. As medigoes experimentais exigem instru-
mental especifico que apenas contribui com in-
formacio sobre manequins. Além disso, ¢ possivel
quantificar AT 7z vivo com relativa facilidade na
superficie do sujeito implantado, ainda que nao
no interior. Por outro lado, a simulagio compu-
tacional fornece informacio das duas quantidades
fisicas antes mencionadas, com maior grau de de-
talhe, em toda a geometria estudada e sem neces-
sidade de instrumental de laboratério especifico.
Como desvantagem, para somar confiabilidade, os
resultados devem ser validados por algum método.
Resulta entdo conveniente modelar o problema
computacionalmente e validar os resultados expe-
rimentalmente em termos de AT.

Objetivos. Avaliar AT e SAR que serao produzi-
dos nos tecidos préximos ao implante, mediante
modelado computacional. Contrastar esses valo-
res com a literatura para determinar se o implan-

- 158 .



Oftalmologia Clinica y Experimental

te resultard seguro. Simular cendrios intermédios
que possam ser reproduzidos experimentalmente.
Obter resultados experimentais reproduzindo os
cendrios intermédios. Validar todo o conjunto de
simulagoes a partir dos resultados experimentais.

Metodologia. Simulagao computacional: 1) fo-
ram modeladas as antenas do implante e do scan-
ner de RF isoladamente, 2) o aumento da tem-
peratura em uma cuba de dgua e, 3) o aumento
da temperatura em tecidos. Para isso foi utilizado
o método dos elementos finitos em uma geome-
tria de revolugio para uma formulagio harmonica
quase estdtica das equagoes de Maxwell, acopladas
com a bioheat equation. Medigbes experimentais:
foi realizada a medicao das antenas isoladamente,
realizando um varrido de frequéncia e registrando
pico de ressonincia. A partir disso, foi calculada a
indutincia das antenas.

Resultados. As medigdes experimentais produzi-
ram valores de 530 [nH] e 9 [pH] para a antena
do implante e do scanner respectivamente; en-
quanto a simulagio 1) deu valores de 842 [pH]
e 8.4 [pH]. A simulagao 2) previu um aumento
de 0.2°C na cuba de dgua, enquanto a simulagao
3) previu SARmax = 14 mW/kg, e um ATmax =
443x10-6°C na parte mais externa do humor vi-
treo.

Discussdo. Simularam-se a situa¢do do pacien-
te implantado e exposto a um CEM e também
cendrios intermédios, factiveis de serem validados
experimentalmente. A antena do scanner modela-
da coincide com as medigoes experimentais, com
um erro de 7%. Para a antena do implante o erro
foi maior devido a simplificagoes realizadas duran-
te a modelagem. Mesmo assim, o valor é maior do
que o valor real, o que impacta em maiores corren-
tes e maior AT nas simulagdes que na realidade,
e isso contribui como um fator de seguranca. O
pequeno AT obtido em 2) e 3) faz com que es-
sas experiéncias ndo sejam factiveis de replicar de
forma experimental devido as limitagoes na reso-
lucao dos equipamentos de medi¢io. Os médximos

valores obtidos de SAR e AT em 3) estao longe

dos valores méximos permitidos pela literatura. A
validagao experimental parcial obtida a partir da
medicio de antenas d4 um primeiro respaldo aos
resultados obtidos nas simulagées 2) e 3). No fu-
turo se projeta adquirir uma fonte de excitagao de
maior poténcia para obter um AT mensurdvel e
poder concluir a validagio experimental.

Los polimeros tipo elastina
y su aplicacion en la
liberacion de farmacos
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Introduccion. Los materiales bioldgicos go-
zan de unas propiedades extraordinarias que son
fruto de miles de afios de evolucién durante los
cuales la seleccién natural ha permitido que sélo
los mejores disefios perduren. De ahi que resulte
muy interesante crear materiales artificiales que
mimeticen a los naturales. Ademds, el propdsito
de la ciencia de materiales no es tan sélo copiar
los disenos naturales, sino mejorarlos, creando
compuestos bio-inspirados con propiedades mds
avanzadas que no estdn presentes en la naturaleza.
Un ejemplo muy significativo de esta relacién en-
tre material biolégico y material bio-inspirado lo
constituyen la elastina y los polimeros tipo elasti-
na, respectivamente.

Objetivos. El disefo y la obtencién de polime-
ros tipo elastina de cardcter recombinante, deno-
minados como elastin like recombinamers (ELR) o
recombindmeros tipo elastina, disenados especifi-
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camente para su aplicacién en el drea de la biome-
dicina y concretamente en la liberacién controlada
de fdrmacos oftalmoldgicos.

Metodologia. Para la construccién de los ELR se
emplearon las técnicas estindar de biologfa mole-
cular, que nos permiten obtener productos protei-
cos con un control absoluto de la secuencia ami-
noacidica. La purificacién de dichos materiales se
realizé mediante ciclos de transicién inversa con la
temperatura. Los productos finales se caracteriza-
ron por calorimetria diferencial de barrido, andli-
sis de aminodcidos, maldi-tof y RMN. La capaci-
dad de termo-gelificacién fue testada por reologia
y la liberacién in vitro se realizé en celdas de Franz
utilizando el firmaco acetazolamida.

Resultados y discusion. La similitud a nivel de se-
cuencia entre la elastina y los ELR producidos se
tradujo en una similitud en otra serie de propie-
dades, como las mecdnicas, la biocompatibilidad,
la naturaleza termosensible y el comportamiento
autoensamblable. Estas dos twltimas caracteris-
ticas capacitan al polimero para su organizacién
en hidrogeles fisicos, con potenciales aplicaciones
en biologfa y medicina. Entre tales aplicaciones se
encuentran la liberacién controlada de firmacos.
Concretamente, se han realizado estudios i vitro
de la liberacién controlada del firmaco acetazola-
mida, observandose una liberacién sostenida.

Conclusiones. La capacidad de los ELR desarro-
llados en auto-ensamblaje en respuesta a los cam-
bios ambientales como el pH, la temperatura o el
contenido de sal se los hace muy atractivos para
la construccién de nano-dispositivos para su utili-
zacién en la liberacién controlada de fArmacos asi
como en otras aplicaciones nano-biotecnoldgicas
avanzadas.

Elastin-like polymers and their
application in drug release

Introduction. Biologic materials have extraordi-
nary properties as a result of thousands of years of
evolution over which natural selection has enabled
only those having the best designs to persist. The-

refore, creation of artificial materials mimicking
natural ones is very interesting. In addition, the
purpose of the science of materials does not only
lie in reproducing natural designs but rather in
improving them, thus creating bioinspired com-
pounds with more advanced properties not pre-
sent in nature. A highly significant example of this
relationship between biologic material and bioins-
pired material is elastin and elastin-like polymers,
respectively.

Objectives. Design and obtainment of elastin-li-
ke polymers of recombinant character, known as
elastin-like recombinants (ELR) or elastin-like re-
combinamers, for their specific application in the
area of biomedicine and particularly in controlled
release of ophthalmic drugs.

Methodology. For the construction of ELR, stan-
dard techniques of molecular biology allowing for
creation of protein products with absolute control
of the aminoacid sequence, were used. Purifica-
tion of these materials was performed by means of
inverse (temperature) transition cycling. The end
products were characterized by differential scan-
ning calorimetry, aminoacid analysis, maldi-tof
and MRI. Thermal gelation ability was tested by
theology and iz vitro release was performed in
Franz diffusion cells using acetazolamide.

Results and discussion. The similarity between
elastin and ELR at the sequence level translated
into a similarity in another series of properties,
such as mechanic properties, biocompatibility,
thermosensitive nature and self-assembling beha-
vior. This two latter features provide the polymer
with the ability to organize itself into physical hy-
drogels with potential applications in biology and
medicine. Among these applications we can find
controlled drug release. /2 vitro studies on contro-
lled drug release have been conducted specifically
with acetazolamide, with sustained release obser-
ved.

Conclusions. The ability of the ELR developed
in self-assembly in response to environmental
changes such as pH, temperature or salt content,
makes them very attractive for the creation of na-

. 160 -



Oftalmologia Clinica y Experimental

nodevices to be used in controlled drug release as
well as for other advanced nano-biotechnological
applications.

Os polimeros tipo elastina e sua aplicagio
na liberagdo de farmacos

Introdugdo. Os materiais bioldgicos possuem
propriedades extraordindrias que sio fruto de
milhares de anos de evolugao durante os quais a
selecao natural tem permitido que apenas os mel-
hores desenhos perdurassem. Dai que seja muito
interessante criar materiais artificiais que mimeti-
zem os naturais. Além disso, o propésito da cién-
cia de materiais nio ¢é tao sé copiar os desenhos
naturais, mas melhord-los, criando compostos
bioinspirados com propriedades mais avangadas,
que nio estio presentes na natureza. Um exem-
plo muito significativo desta relacio entre material
biolégico e material bioinspirado ¢ a elastina e os
polimeros tipo elastina, respectivamente.

Objetivos. O desenho e a obten¢ao de polimeros
tipo elastina de cardter recombinante, denomi-
nados como elastin like recombinamers (ELR) ou
recombinantes de #ipo elastina, desenhados espe-
cificamente para sua aplicagao na drea da biome-
dicina e concretamente na liberacio controlada de
fdrmacos oftalmoldgicos.

Metodologia. Para a constru¢ao dos ELR foram
empregadas as técnicas padrao de biologia mo-
lecular, que permitem obter produtos proteicos
com um controle absoluto da sequéncia aminoa-
cidica. A purificacao desses materiais foi realizada
mediante ciclos de transi¢io inversa com a tem-
peratura. Os produtos finais se caracterizaram por
calorimetria diferencial de varrimento, andlise de
aminodcidos, maldi-tof e RMN. A capacidade de
termogelificagao foi testada por reologia e a libe-
racio in vitro foi realizada em células de Franz uti-
lizando o fdrmaco acetazolamida.

Resultados e discussido. A semelhanca no nivel de
sequéncia entre a elastina e os ELR produzidos foi
refletida em uma semelhanga em outra série de
propriedades, como as mecanicas, a biocompati-

bilidade, a natureza termo sensivel ¢ o comporta-
mento autoensambldvel. Estas duas tltimas carate-
risticas capacitam o polimero para sua organizacio
em hidrogeis fisicos, com potenciais aplicacdes em
biologia e medicina. Entre tais aplicagoes estd a li-
beragao controlada de firmacos. Concretamente,
realizaram-se estudos i7 vitro da liberacio contro-
lada do farmaco acetazolamida e se observou uma
liberacio sustentada.

Conclusoes. A capacidade dos ELR desenvol-
vidos em autoensamblagem em resposta as mu-
dangas ambientais como o pH, a temperatura
ou o conteudo de sal, faz com que sejam muito
atraentes para a construgao de nano-dispositivos
para utilizagao na liberagio controlada de firma-
cos, assim como em outras aplicagdes nano-bio-
tecnolégicas avancadas.

El factor de crecimiento insulinico
tipo | (IGF-1) regula la actividad
de MMP-2 en células gliales
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Lorenc V, Sinchez MC.

Centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica e Inmunologfa
(CIBICI-CONICET), Facultad de Ciencias Quimicas, Universi-
dad Nacional de Cérdoba, Argentina.

Contacto: vlorenc@fcq.unc.edu.ar

Introduccion. Retinopatias como la diabética
proliferativa (RDP) y la del prematuro (ROP) son
el resultado de una neovascularizacién patolégica.
Uno de los factores involucrados es el IGF-1. Re-
sultados previos demuestran que células MIO-M1
expresan el receptor de este factor (IGF-1R) y que
bajo estimulo con IGF-1 son capaces de migrar a
través de un mecanismo que involucra la actividad
de la metaloproteinasa MMP-2.

Materiales y métodos. En este trabajo investiga-
mos los mecanismos moleculares que regulan estos
eventos de migracion y su relacién con MMP-2.
Para ello, las células se estimularon con IGF-1 10
nM por 4, 6y 8 horas previa incubacién con inhi-
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bidores farmacolégicos de las vias de senalamiento
MAPK-ERK1/2 o PI3K/Akt o con un anticuerpo
que bloquea la unién ligando-receptor (2IR3) y
tanto los sobrenadantes como los lisados celula-
res fueron analizados por ensayos de zimografia y
Western blot, respectivamente. Ademds, la migra-
cién celular fue evaluada a las 24 horas.
Resultados. Los resultados indican que la inhibi-
cién de la via PI3K/Akt con 1Y294002 restablecié
la actividad de MMP-2 en los sobrenadantes ce-
lulares. También la preincubacién con aIR3 fue
capaz de inhibir no sélo la activacién de las vias de
sefialamiento sino la migracién celular.
Conclusion. Estos resultados indican que el sis-
tema IGF-1/IGF-1R tiene la capacidad de regular
la migracién celular y la activacién de MMP-2 via

PI3K/Akt.

Insulin like growth factor 1 (IGF-1)
regulates MMP-2 activity in Miiller glial
cells via PI3K/Akt

Introduction. Retinopathies, such as prolife-
rative diabetic retinopathy (PDR) and retino-
pathy of prematurity (ROP) occur as a result of
pathologic neovascularization. One of the factors
involved is IGF-1. Previous results demonstrate
that MIO-M1 cells express the receptor of this
factor (IGF-1R) and that under stimulation with
IGF-1 they are capable of migrating through a
mechanism involving matrix metalloproteinase 2
(MMP-2) activity.

Materials and methods. In this paper we have
investigated the molecular mechanisms regulating
these migration events and their relationship with
MMP-2. For such purpose, cells were stimulated
with IGF-1 10 nM for 4, 6 and 8 hours after in-
cubation with MAPK-ERK1/2 or PI3K/Akt sig-
naling pathway inhibitors or with an antibody
blocking ligand-receptor binding («IR3), and
both supernatants and cell lysates were analyzed
by zymographic assays and Western blot, respec-

tively. In addition, cell migration was evaluated
after 24 hours.

Results. Results indicate that PI3K/Akt pathway
inhibition with LY294002 restored MMP-2 acti-
vity on cell supernatants. In addition, preincuba-
tion with «IR3 could inhibit not only activation
of signaling pathways but also cell migration.

Conclusion. These results indicate that the IGE-/
IGF-1R system has the ability of regulating cell
migration and MMP-2 activation via PI3K/Akt.

O fator de crescimento insulinico tipo 1
(IGF-1) regula a atividade de MMP-2 em
células gliais de Miiller via PI3K/Akt

Introdugdo. Retinopatias como a diabética pro-
liferativa (RDP) e da prematuridade (ROP) sio
o resultado de uma neovasculariza¢ao patolégica.
Um dos fatores envolvidos é o IGF-1. Resultados
prévios demostram que células MIO-M1 expres-
sam o receptor desse fator (IGF-1R) e que sob o
estimulo com IGF-1 sdo capazes de migrar através
de um mecanismo que envolve a atividade da me-
taloproteinase MMP-2.

Materiais e métodos. No presente trabalho pes-
quisamos os mecanismos moleculares que regu-
lam esses eventos de migracao e sua relagao com
MMP-2. Para isso, as células foram estimuladas
com IGF-1 10 nM por 4, 6 e 8 horas prévia incu-
bag¢io com inibidores farmacolégicos das vias de
sinalizagilo MAPK-ERK1/2 ou PI3K/Akt ou com
um anticorpo que bloqueia a ligagao ligando-re-
ceptor (¢IR3) e tanto os sobrenadantes como os
lisados celulares foram analisados por ensaios de
zimografia e Western blot, respectivamente. Além
disso, a migra¢ao celular foi avaliada ap6s 24 horas.

Resultados. Os resultados indicam que a inibigao
da via PI3K/Akt com 1Y294002 reestabeleceu a
atividade de MMP-2 nos sobrenadantes celulares.
Também a pré-incubagio com «IR3 foi capaz de
inibir ndo apenas a ativa¢io das vias de sinaliza¢io,
mas também a migragao celular.

Conclusio. Estes resultados indicam que o siste-
ma [IGF-1/IGF-1R tem a capacidade de regular a
migracio celular e a ativagio de MMP-2 via PI3K/
Akt.
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En estudios anteriores hemos demostrado la
presencia de células ganglionares intrinsecamente
fotosensibles (ipRGCs) que expresan el fotopig-
mento melanopsina (OPN4) en retina de pollo.
Ademds, hemos encontrado que la retina interna
de pollo tiene la capacidad de sintesis de 11 - cis
retinal de una manera dependiente de la luz. En
el presente estudio se determiné la capacidad de
los cultivos primarios de células ganglionares de la
retina (RGC) a partir de todo-trans retinal del me-
dio y para isomerizarlos por medio de luz. Los cul-
tivos de RGC se obtuvieron por inmunopanning
de retina embrionaria de pollo de 8 dfas con un
anticuerpo OPN4X para aumentar la cantidad de
ipRGCs. Después de esto, las células se irradiaron
con luz blanca o se mantuvieron en la oscuridad.
Los retinoides se extrajeron y se analizaron por
HPLC. Los cultivos primarios obtenidos expresan
diferentes marcadores neuronales con una morfo-
logia tipica RGC mostrar procesos largos después
de 4 dias. Otros tipos de células de la retina no se
detectaron de manera significativa en los cultivos.
Las células se alimentaron con todo-trans retinal
3 horas y se expone a un pulso de luz de 1 h, se
encontraron niveles detectables de 11 -cis retinal

en los cultivos por HPLC. Como habfamos infor-
mado anteriormente en la retina interna pollo, los
cultivos de RGC exhiben la capacidad de isomeri-
zacion 11 - cis retinal a partir de todo-trans retinal
bajo la estimulacién de luz. Esto sugiere fuerte-
mente la presencia de una actividad fotoisomerasa
en estas células.

Reversal photoisomerization of all-trans
retinal in primary cultures of chicken
retinal ganglion cells

In previous studies we have demonstrated the
presence of intrinsically photosensitive retinal
ganglion cells (ipRGCs) that express the photo-
pigment melanopsin (OPN4) in chicken retinas.
In addition, we have found that the inner retina
of chicken has the ability of synthesizing 11-cis
retinal in a light-dependent fashion. This study
determined the ability of primary cultures of re-
tinal ganglion cells (RGCs) to take up all-trans
retinal from the medium and to isomerize it by
means of light. RGC cultures were obtained by
immunopanning of the retinas of embryo chic-
kens of 8 days with an OPN4X antibody to in-
crease the number of ipRGCs. After this, cells
were irradiated with white light or maintained in
the dark. Retinoids were extracted and analyzed
with HPLC. The primary cultures obtained ex-
press different neuronal markers with the typical
morphology of RGCs and exhibit long processes
after 4 days. Other types of retinal cells failed to be
detected significantly in cultures. After cells were
fed all-trans retinal for 3 hours and exposed to a
1h-light pulse, detectable levels of 11-cis retinal
were found in cultures by HPLC. As previously
reported, in the inner chicken retina, RGC cul-
tures exhibit the ability to isomerize 11-cis retinal
from all-trans retinal under light stimulation. This
strongly suggests the presence of photoisomerase
activity in these cells.
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Reversdo de fotoisomerizagdo de todo-
trans retinal em culturas primdrias de

Vd . .
células ganglionares da retina de frango

Em estudos anteriores temos demonstrado a
presencga de células ganglionares intrinsecamente
fotossensiveis (ipRGCs) que expressam o foto-
pigmento melanopsina (OPN4) em retina de
frango. Além disso, temos encontrado que a reti-
na interna de frango tem a capacidade de sintese
de 11 -cis retinal de uma forma dependente da
luz. No presente estudo se determinou a capaci-
dade das culturas primdrias de células gangliona-
res da retina (RGC) a partir de todo-trans retinal
do meio, para isomerizi-las mediante a luz. As
culturas de RGC foram obtidas por inmuno-
panning de retina embriondria de frango de oito
dias com um anticorpo OPN4X para aumentar

a quantidade de ipRGCs. Depois disso, as célu-
las foram irradiadas com luz branca ou manti-
das na escuridio. Os retinoides foram extraidos
e analisados por HPLC. As culturas primdrias
obtidas expressam diferentes marcadores neuro-
nais com uma morfologia tipica RG para mostrar
processos longos apds quatro dias. Outros tipos
de células da retina niao foram detectados de ma-
neira significativa nas culturas. As células foram
alimentadas com todo-trans retinal durante trés
horas e expostas a um pulso de luz de 1 h, foram
encontrados niveis detectdveis de 11 -cis retinal
nas culturas por HPLC. Como informado antes,
na retina interna do frango, as culturas de RGC
exibem a capacidade de isomeriza¢ao 11 -cis re-
tinal a partir de todo-trans retinal sob a estimu-
lacao de luz. Isso sugere a presen¢a de uma ativi-
dade photoisomerase nessas células.
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