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Figura 20 - Fotomicrografia de cérnea de coelho, macho, adulto, da raca Nova
Zelandia Branca, ap0s 55 horas de tratamento com solugédo salina 0,9%, mostrando
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Figura 24 — Eletronmicrografia de varredura de cornea de coelho macho, adulto, da
raca Nova Zelandia, 55 horas ap6s abrasédo quimica com NaOH a 1 mol/L. Em A e B,
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EFEITOS DO CETOROLACO DE TROMETAMINA 0,5%, SEM CONS ERVANTE,
SOBRE A RESPOSTA INFLAMATORIA, A SENSIBILIDADE E RE -EPITELIZACAO
CORNEAL EM COELHOS SUBMETIDOS A ULCERACAO QUIMICA D A CORNEA.

RESUMO: Estudou-se os efeitos do cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante,
sobre a inflamacé&o ocular, avaliando-se a reparacao epitelial e a sensibilidade corneal,
em coelhos submetidos a ulceracdo corneal quimica com hidréxido de sodio (NaOH) 1
mol/L. Constituiram-se dois grupos (n=12). O primeiro grupo recebeu 30 ul de cetorolaco
de tometamina 0,5%, sem conservante (OT), a cada seis horas, em uma das coérneas
ulceradas e 30 pl de solucéo salina fisiologica 0.9% (OC) na cérnea adelfa, totalizando 4
aplicacdes diarias, por um periodo de 24 horas. O limiar de sensibilidade corneal foi
avaliado por estesiometria antes e posteriormente a lesdo ser realizada, a intervalos
regulares de quatro horas. Avaliou-se ainda o edema corneal, a hiperemia conjuntival, o
blefarospasmo e o didmetro das Ulceras, empregando-se, biomicroscopio com lampada
em fenda, teste do tingimento pela fluoresceina, imagem digitalizada para posterior
avaliacdo em programa Image J, até a reepitelizacdo completa. Decorridas 24 horas da
abrasdo nos animais do primeiro grupo (n=6) e 55 horas nos animais do segundo grupo
(n=6), estes foram submetidos a eutanasia. Ambas as corneas (OT e OC) foram avaliadas
histologicamente e a microscopia eletronica de varredura. Utilizou-se Analise de Variancia
para Medidas Repetidas, considerando significativos os valores de p < 0,05. Conclui-se
gue mesmo sem a adicdo de conservantes e a despeito do bom efeito analgésico, o
cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem conservante, retarda a reparagdo cicatricial do
epitélio corneal em coelhos submetidos a abrasdes com hidroxido de sédio 1 mol/L.
Palavras chave : coelho, cérnea, cetorolaco de trometamina, sensibilidade corneal,

inflamacao, re-epitelizagdo corneal.
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EFFECTS OF KETOROLAC TROMETHAMINE 0.5%, WITHOUT PRE SERVATIVES, ON
THE INFLAMMATORY RESPONSE, SENSITIVITY AND RE-EPITHELIALIZATION
CORNEAL ULCERATION IN RABBITS SUBMITTED CHEMISTRY O F CORNEA.
ABSTRACT: Studied the effects of ketorolac tromethamine 0.5% without preservatives on
ocular inflammation, evaluating the sensitivity and corneal epithelial repair in rabbits
subjected to chemical corneal ulceration with sodium hydroxide (NaOH) 1 mol / L.
Constituted two groups (n = 12). The first group received 30 pl of tometamine ketorolac
0.5%, without preservative (OT) every six hours in one of ulcerated corneas and 30 pul of
saline solution 0.9% (OC) in the other cornea a total of four applications daily for a period of
24 hours. The threshold of corneal sensitivity was assessed by esthesiometry before and
after the injury to be held at regular intervals of four hours. It was also evaluated corneal
edema, conjunctival hyperemia, blepharospasm and the diameter of the ulcers, using,
biomicroscopy with slit lamp, the fluorescein dye test, the scanned image for further
evaluation in program Image J, until complete reepithelialization. After 24 hours of abrasion
in the animals of first group (n = 6) and 55 hours in animals of the second group (n = 6), they
were euthanized. Both corneas (OT and OC) were evaluated histologically and scanning
electron microscopy. We used ANOVA for repeated measures, considering significant p
values < 0.05. We conclude that even without the added preservatives and despite the good
analgesic effect of ketorolac tromethamine 0.5%, without preservative, slowing the repair of
corneal epithelium wound healing in rabbits subjected to abrasion with sodium hydroxide 1
mol/L.

Key words: rabbit, cornea, ketorolac tromethamine, corneal sensitivity, inflammation,

corneal re-epithelialization.
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1 - INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

A cornea constitui-se em um tecido ricamente inervado. Participam axdnios
nociceptivos eferentes (MARFURT, MURPHY & FLORCKZAC, 2001; BENTLEY &
MURPHY, 2004) provindos dos nervos ciliares longos, uma divisao do nervo trigémeo
(SAMUELSON, 1999). Estima-se que um unico neur6nio sensitivo possua, em média, de
2000 a 3000 terminacdes nervosas (MULLER et al., 2003). Em coelhos e em gatos, 10 a
15% de toda a inervagdo corneal € simpatica, advinda do ganglio cervical superior
(MULLER et al., 2003). Estudos sugerem que as fibras axonais dos neurdnios corneais
sdo funcionalmente heterogéneas, e que apenas 20% delas respondam as forcas
mecanicas. Algumas fibras nociceptoras polimodais pertencem ao grupo de fibras
pobremente mielinizadas. A maioria delas é do tipo C (BELMONTE, ACOSTA &
GALLAR, 2004).

Nociceptores polimodais respondem a estimulos com descarga continua e irregular
de impulsos, que persistirdo enquanto eles forem mantidos. A sua ativacdo é
diretamente proporcional a intensidade do estimulo. Impulsos elétricos gerados por
nociceptores polimodais, ndo apenas sinalizam para a presenca de um estimulo
doloroso, como também codificam a sua intensidade e duracdo (BELMONTE, ACOSTA
& GALLAR, 2004).

Aproximadamente, 70% das fibras sensoriais da cornea sdo de origem polimodal,
sendo sensibilizaveis pelo calor, irritantes externos e por mediadores quimicos
endogenos, como protons, ions de potassio, prostaglandinas e outros metabdlitos do
acido aracdonico, citocinas, aminas e fatores de crescimento (BELMONTE, ACOSTA &

GALLAR, 2004).
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Ceratites ulcerativas acometem o homem e os animais e podem ser de génese
traumatica, cirdrgica, infecciosa, auto-imune ou por acdo direta de agentes quimicos,
além de outras causas (SZUCS, MASHED & ALLEGRA, 2000; ALBERTI, BOUAT &
ALLAIRE, 2001; MURPHY, MARFURT & McDERMOTT, 2001; LEDBETTER et al.,
2006). Tratam-se de condi¢cOes que ensejam grande desconforto, conquanto a inervagao
nociceptora da cérnea é, predominantemente, de superficie. A dor associada com as
ulceracdes corneais €, ainda, de dificil controle (STILES, HONDA & KROHNE, 2003).

Ulceras indolentes ou defeitos corneo-epiteliais espontaneos cronicos sdo afeccdes
corneais comuns em cédes, que, ndo raro, obrigam a mudltiplos episédios de
desbridamento e a ceratotomias (WHITLEY & GILGER, 1999; MURPHY, MARFURT &
McDERMOTT, 2001; LEDBETTER et al., 2006). A dor perdura por semanas ou por
meses (STILES, HONDA & KROHNE, 2003; LEDBETTER et al., 2006).

O controle da dor corneal pode ser direto ou indireto. Quando indireto, visa a
acelerar a reparacdo corneal, diminuindo o tempo de exposicdo das terminacfes
nervosas (STILES, HONDA & KROHNE, 2003).

Em seres humanos, as abrasdes quimicas compreendem 7 a 10% das afeccdes
gue acometem a superficie ocular. Dentre as mais danosas, destacam-se as
gueimaduras por alcali por penetrarem rapidamente as camadas da cornea, induzindo a
intensa reacdo inflamatdria, producdo de enzimas proteoliticas, citocinas e perda da
sensibilidade corneal. Mesmo ap0s epitelizadas, cérneas acometidas por abrasdes
guimicas podem apresentar erosdes recurrentes que culminasm em perfuragcdo ocular
(HE, BAZAN & BAZAN, 2006).

Para preservar a integridade do epitélio corneal e prevenir a ulceracdo estromal,

inUmeras estratégias terapéuticas tém sido investigadas. Dentre elas destacam-se o
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uso topico da fibronectina, do &acido retindico, do hialuronato de sodio, de fatores de
crescimento epidérmico e neuronal, inibidores de metalopreteinases, esterdides,
ascorbato, citrato e do fator ativador de plaquetas. Outrossim, aplicam-se lente de
contato, enxertos conjuntivais, transplante de células tronco e de cdérnea tém sido
utlizados. Todavia, o protocolo ideal ainda ndo foi encontrado (STILES, HONDA &
KROHNE, 2003).

Como opcao para o tratamento da dor em abrasfes corneais, preconiza-se a
aplicacdo tépica de anti-inflamatoérios ndo esteroides (AINES), que promovem algum
grau de analgesia (SZUCS, MASHED & ALLEGRA, 2000; ALBERTI, BOUAT &
ALLAIRE, 2001). Nao obstante, AINES utilizados como analgésicos nas ceratites
ulcerativas podem retardar a reparagdo e potencializar a degradacdo do estroma
corneal (LINN, RAPUANO & LAISBONP, 2000; GUIDERA, LUCHS & UDEL, 2001).
N&o se indicam os anestésicos, por serem epiteliotoxicos (PEYMAN, RAHIMY &
FERNANDES, 1994; MOREIRA, KASETSUWAN & SANCHEZ, 1999).

A reparacgdo corneal é complexa, envolvendo a acdo conjunta de fatores, como a
proliferacdo e a migragao centripeta do epitélio, aliados a acdo de mediadores quimicos
pre-existentes na matriz extracelular do estroma, a forca mecéanica exercida pelos
movimentos palpebrais (BENTLEY & MURPHY, 2004), a viabilidade da membrana basal
(MURPHY et al.,, 2001) e a integridade do filme pré-corneal (BROOKS & OLLIVER,
2004).

O olho possui mecanismos de barreira para a inflamacédo (barreira hemato-ocular,
presenca protetora das palpebras, filme lacrimal, ossos da orbita, tolerancia imune intra-
ocular). A funcéo visual é facilmente prejudicada por inflamacéo. Ocorre, também, que

mediadores inflamatorios ndo séo facilmente dissipados ou inativados no olho, como o
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sdo em outros tecidos, por se tratar de um sistema fechado. Por essas razfes, a
inflamacao ocular é, quase sempre, difusa tornando-se dificil precisar o local por onde se
iniciou (SLATTER, 2005).

A inflamacé&o ocular ocorre em resposta a danos celulares, por injlrias mecanica,
guimica e térmica ou por influéncia endégena de origem celular ou humoral secundaria a
causas infecciosas ou imunemediadas (GIULIANO, 2004). Procedimentos cirirgicos sao
também causais (WATERBURY & FLACH, 2006). A destruicdo tecidual pode ocorrer
secundariamente ao processo inflamatorio, pela acdo de mediadores liberados por
células inflamatorias ou pelo préprio tecido aviltado (GIULIANO, 2004). Apés o dano a
membrana celular, fosfolipideos s&o liberados e hidrolisados pela fosfolipase A2,
resultando na formacéo do acido araquidonico (AA). O metabolismo do AA ocorre pelas
vias da cicloxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX) (VANDER WOERDT, 2001;
GIULIANO, 2004; SLATTER, 2005; FITZGERALD, BRONSTEIN & FLOOD, 2006).
Cicloxigenases foram identificadas em diversas células, com excecdo dos eritrocitos
(RIBEIRO, 2007). A COX converte o AA em tromboxano A2, prostaglandina E2, PGE2,
PGF2q, e producdo de prostaciclina (PGI2), enquanto que a atividade lipoxigenase
converte o &cido araquidénico em leucotrienos (LTs) (VANDER WOERDT, 2001;
GIULIANO, 2004; SELLERS et al, 2004; CLARK, 2006; FITZGERALD et al, 2006),
hidroperéxido e acido hidroxieicosatetraenodico (VAN DER WOERDT, 2001).

Ward et al. (1992) investigaram um inibidor de 5-lipoxigenase especifico, o PF5901,
na quebra da barreira sangue-humor aquoso de cées, utilizando a fluorofotometria da
camara anterior, em modelo de paracentese unilateral. Os resultados do estudo

demonstraram que os LTs ndo sdo mediadores importantes na quebra da barreira
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hemato-aquosa e que os inibidores de LTs podem exacerbar a quebra, pois interrompem
0 metabolismo de araquidonato em COX ou em epoxigenase.

Trés isoformas da COX ja foram identificadas (SELLERS, SILVERMAN & KHAN,
2004). A isoenzima COX-1 é uma enzima constitutiva expressa no reticulo
endoplasmatico de todas as células, incluindo as plaquetas, as da mucosa
gastrointestinal, do endotélio vascular, dos ductos coletores medulares renais, do
intestino e dos sitios pulmonar, hepatico e esplénico (GIULIANO, 2004; PAPICH, 2008).
Sua expressao nos tecidos oculares varia segundo a espécie animal (RADI & RENDER,
2008). Prostaglandinas, prostaciclina e o tromboxano sintetizados por essa enzima sao
necessarios para a manutencdo da homeostase do trato gastrointestinal e do sistema
renal, de plaquetas funcionais e do fluxo sanguineo. Em contrapartida, a isoenzima
COX-2, sintetizada por macréfagos e por células inflamatorias estimuladas por citocinas
e por outros mediadores inflamatorios, esta associada a inflamacéo e a dor, fazendo-se
presente também em tecidos normais como no renal, com papel importante na sua
fisiologia (PAPICH, 2000; GIULIANO, 2004; MARSHALL et al., 2004; SELLERS et al,
2004; FITZGERALD et al, 2006; SPINOSA et al, 2006, PAPICH, 2008). A COX-2
geralmente ndo € expressa nos tecidos oculares normais (RADI & RENDER, 2008).

Pesquisas em cdes propuseram a existéncia da isoenzima COX-3, presente no
cérebro (SPINOSA, GORNIAK & BERNARDI, 2006). A COX-3 é uma variante da COX-1,
e ndo um isémero distinto, sendo biologicamente diferente da COX-1. A COX-3 sintetiza
menor quantidade das prostaglandinas e é inibida seletivamente pelo acetaminofeno e
pela dipirona em cdes (CLARK, 2006; PAPICH, 2008). Alguns AINEs que produzem

analgesia, ndo sao seletivos para COX-2, podem ter o seu mecanismo central de acéo
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para a COX-3. A COX-3 é uma enzima importante para cdes, mais que para roedores
de laboratorio ou para o homem (PAPICH, 2008).

A COX-2 é expressa, por exemplo, em todas as camadas da cornea de cdes com
glaucoma, mas nédo o € na de caes saudaveis (RADI & RENDER, 2008). Marshall et al.
(2004) encontraram expressdo da COX-2 ndo somente em todas as camadas corneais,
mas na esclera, na trama trabecular do angulo de filtracdo, no plexo angular do aquoso
e no corpo ciliar. O estudo refere que, por sua localizacdo anatémica, € possivel que a
COX-2, na esclera e no plexo angular do aquoso, exercam papel na patogénese do
glaucoma, por modulacdo da producéo e drenagem do aquoso. No entanto, ndo se sabe
da funcéo da COX-2 na cérnea de um olho glaucomatoso.

Identificou-se a expressdo de COX-2 em cades com ceratite, condicdo em que ela se
mostrou aumentada na cOrnea, em menor intensidade no estroma da iris, e junto ao
angulo de filtracdo. Na cérnea a expressao se deu no epitélio, no endotélio e nas células
estromais, permitindo comprovar que a expressdao de COX-2 aumenta em todas as
camadas da cornea quando ha inflamacéo (SELLERS, SILVERMAN & KHAN, 2004).

Os AINEs inibem a forma constitutiva da COX, a COX-1, assim como a indutiva, a
COX-2, impedindo a génese das prostaglandinas. O alvo de muitos dos AINEs é a COX-
2. (GIULIANO, 2004; WILKIE & GEMENSKY-METZLER, 2004; KATZUNG, 2005;
DUVALL & KERSHNER, 2006; RIBEIRO, 2007; PAPICH, 2008).

Embora os AINEs utilizados na oftalmologia veterindria variem quanto a
seletividade para a COX-1 e a COX-2, muitosdeles inibem ambas (GIULIANO, 2004;
KATZUNG, 2005; SPINOSA, GORNIAK & BERNARDI, 2006). A atividade inibitéria de
um farmaco para a COX-1 e para a COX-2 pode variar se os testes forem realizados

com enzimas puras, homogeinizados celulares, em células intactas ou de acordo com o0s
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tipos celulares utilizados (PAPICH, 2000). A seletividade para COX-2 versus COX-1 é
expressa como a taxa de COX-1/COX-2 inibitérios. Essa taxa € resultado de um estudo
in vivo no qual o efeito inibitério, usualmente expresso como a concentracao inibitéria
para inibir 50% da atividade, € mensurado pela estimulacdo de células que sdo capazes
de expressar os produtos dessas enzimas. No ensaio, a fonte de produtos da COX-1
(tromboxano ou TXA2) foram as plaquetas, e a dos produtos da COX-2 (PGE2) foram os
leucécitos. Quanto maiores os valores acima de 1.0, mais especificos sdo os farmacos
para a COX-2, comparativamente a COX-1. O valor da magnitude da taxa para
considerar o medicamento como "poupador de COX-1", “COX-2 especifico", "COX-2
preferencial" ou "COX-2 especifico" € subjetivo. O ensaio com o sangue total é o mais
aceito e deve ser utilizado como padrdo para se determinar a especificidade COX-
1/COX-2. A vantagem do ensaio € que ele incorpora os componentes da circulacédo
sanguinea: proteinas, células, plaquetas, e enzimas circulantes, que nao estdo
presentes em células isoladas ou em sistemas enzimaticos utilizados em ensaios menos
recentes. O ensaio com o0 sangue total mede os produtos da COX-2 (PGE2) de
leucécitos estimulados, e produtos da COX-1 (TXA2) de plaquetas estimuladas (PAPICH,
2008).

Ha provas de que os AINEs podem exercer outras acdes anti-inflamatorias, além da
inibicdo de COX. A supressdo de leucdcito polimorfonuclear, locomocdo celular e
guimiotaxia podem ocorrer como um efeito direto sobre os polimorfonucleares. Os AINEs
podem exercer efeito anti-inflamatorio na desativacéo de radicais livres e diminuicdo de
superoxidos (GIULIANO, 2004; KATZUNG, 2005), promovem a infrarregulacdo da
producdo de interleucina-1 e a interferéncia nos eventos intracelulares mediados pelo

calcio (KATZUNG, 2005). Em modelos experimentais de alergia ocular, os AINEs
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diminuiram a expressdo de citocinas inflamatérias, assim como a degranulacdo de
mastocitos. Como acidos orgéanicos, os AINEs acumulam-se nos sitios da inflamagéo,
reduzindo as células inflamatorias no local (GIULIANO, 2004). Os AINEs diminuem a
sensibilidade dos vasos sanguineos a bradicinina e a histamina, afetam a producéo de
linfocinas pelos linfécitos T e revertem a vasodilatacdo (KATZUNG, 2005).

Todos os AINEs sdo, em graus variaveis, analgésicos, anti-inflamatérios e
antipiréticos, a excecao dos farmacos COX-2 seletivos e dos salicilatos ndo acetilados,
inibem a agregacdao plaquetaria (KATZUNG, 2005; CLARK, 2006).

Os AINEs tém sido investigados por varios anos, e o0 seu uso local na oftalmologia
veterinaria vem se implementando. Os AINEs de uso local sdo mais indicados para o
tratamento da inflamacéo ocular e sdo os de escolha quando ha uma doenga ocular
infecciosa concomitante, assim como cerato-uveite ulcerativa ou abscesso estromal
(GIULIANO, 2004). Alguns agentes locais disponiveis, incluem a indometacina, o
diclofenaco, flurbiprofeno, suprofeno e o cetorolaco de trometamina (GIULIANO, 2004;
WILKIE & GEMENSKY-METZLER, 2004). Os AINEs locais reduzem a inflamacéo pos-
operatéria apos facectomias, controlam os sintomas da conjuntivite alérgica e aliviam a
dor ap0s cirurgia refrativa (a laser). Esses agentes tém se mostrado benéficos no pré-
cirdrgico da catarata, para prevenir a inflamacgéo ocular induzida por prostaglandinas e a
miose indesejada durante a cirurgia (GIULIANO, 2004). S&o, usualmente, administrados
imediatamente antes da cirurgia intraocular (WILKIE & GEMENSKY-METZLER, 2004).
Os AINEs topicos sao aplicados de duas a quatro vezes ao dia (BID ou QID),
dependendo da severidade da inflamacéo ocular (GIULIANO, 2004). Os AINEs topicos
agem na supressao do influxo de proteinas para o aquoso, em média, uma hora apés

instilados (RIBEIRO, 2007).
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Fatores que afetam a biodisponibilidade dos AINEs pela via topica, incluem a sua
capacidade de penetragdo na camara anterior, 0 seu metabolismo no estroma corneal e
a sua ligacdo com proteinas estromais. O tamanho das particulas contidas na
formulacdo pode ser determinante para a biodisponibilidade da molécula ativa, na

suspenséo (RIBEIRO, 2007).

O composto de amodnio quaternario, cloreto de benzalcénio (BAK), é um
antisséptico comum em formulagbes oftalmicas. Sua concentracdo varia de 0,004%
para 0,02%. O BAK tem baixo poder de penetracdo corneal, o que o leva a se acumular,
no epitélio da cérnea. Uma vez que o epitélio corneal é uma barreira de protecdo da
superficie ocular, qualquer toxicidade a ele é prejudicial a cérnea. Um dos principais
efeitos da BAK na superficie da cornea é a ruptura dessa barreira funcional. Outros
efeitos nocivos incluem a acelerada descamacao celular, o comprometimento da re-
epitelizacdo corneal em casos de Ulceras e a interrupcdo da mitose celular. Mecanismos
outros nao sao bem elucidados, embora o BAK tenha sido encontrado induzindo a uma
variedade de alteragcOes celulares, tais como danos na membrana celular, deplecéo do
trifosfato de adenosina (ATP), geracédo de estresse oxidativo, ativacdo de AP-1 e NF-kB
e apoptose (YING et al., 2007)

O epitélio corneal passa por continuo processo de autorrenovacao, para se manter
integro. A condicdo envolve continua perda de células superficiais descamadas e
substituicdo celular a partir de camadas mais profundas que ocorre pela atividade
mitética apenas nas células epiteliais basais e porque a diminuicdo das células

superficiais é
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balanceada pela proliferacao celular e por migracao centripeta.
Assim, a descamacédo celular acelerada e a inibicdo da mitose celular ou a inibicdo da
migracdo celular podem levar & perda de células na camada superficial, afetando a
integridade da barreira epitelial (THOFT & FRIEND, 1983).

O cetorolaco de trometamina é um AINE que, a semelhanca dos demais anti-
inflamatdérios de sua categoria, inibe a via cicloxigenase, promovendo supressédo da
liberagéo das prostaglandinas com diminui¢do da inflamagéo e da dor (BERNARDINI &
NASSARALLA, 2001).

Em oftalmologia, sabe-se que o uso local de anti-inflamatérios pode retardar a re-
epitelizacdo corneal em casos de desepitelizacdo mecéanica. Alguns autores, como
Hersh et al. (1990), observaram que os anti-inflamatorios ndo esterdides, como o
diclofenaco e o flurbiprofeno, retardam a reparacao do epitélio da cérnea.

Waterbury, Kunysz e Beuerman (1987), Cohen et al. (1995), publicaram que o
cetorolaco de trometamina, acrescido do conservante cloreto de benzalcénio, pode
retardar a regeneracdo do epitélio corneal, todavia, sem significancia estastistica.
Bernardini e Nassaralla (2001) descreveram efeito hipoestésico em corneas sadias do

homem.
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2 - JUSTIFICATIVA

Queimaduras corneais quimicas suscitam grande desconforto e o uso de anti-
inflamatorios, como parte do tratamento em Ulceras corneais, tem sido controverso. Ha
grupos que defendem o seu uso, tendo em vista, principalmente, seu efeito analgésico.
Ha outros, contudo que, condenam por acreditarem haver retardo na re-epitelizacéo
corneal.

Uma vez que o cloreto de benzalcénio é um anti-séptico comum em formulac¢des
oftdlmicas e sabendo-se dos efeitos nocivos ao epitélio corneal (GUO et al., 2007)
concebeu-se utlizar a formulacdo de cetorolaco de trometamina 0,5%, sem o
conservante. Buscou-se avaliar se 0 seu uso, em Ulceras corneais provocadas por
gueimaduras quimicas com hidroxido de sodio (NaOH) 1 mol/L, implicaria no retardo da

re-epitelizacdo corneal mantendo suas propriedades analgésicas e anti-inflamatorias.
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3 - OBJETIVOS

Avaliaram-se, clinicamente, por métodos quali-quantitativos e & microscopia de luz,
os efeitos do uso local de cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante, sobre a re-
epitelizacdo e sensibilidade de corneas submetidas a abraséo quimica pelo hidréxido de

sédio (NaOH) 1 mol/L.
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4 - MATERIAL E METODOS
4.1 Aspectos Eticos

A pesquisa foi realizada atendendo-se as normas internacionais da Association for
Research in Vision and Ophthalmology — ARVO (National Institutes of Helth Publications
N° 85-23: Revised 1985), de consoante com o codigo de NUREMBERG (GOLDIN,

1995).

4.2 Animais

Utilizaram-se 12 coelhos, machos, da raca Nova Zelandia Branca, com peso
meédio de 3,4 kg e 120 dias de idade os quais, ap0s exame clinico para exclusdo de
alteracbes organicas concorrentes, foram mantidos em gaiolas apropriadas, em
ambiente ventilado, limpo, seco e protegido. Como alimento, forneceu-se racao

comercial® e 4gua potavel ad libitum.

4.3 Grupos Experimentais e Momentos de Avaliacdo

Constituiram-se dois grupos, cada qual com seis animais. Cada animal teve os
olhos submetidos a ulceragdo corneal quimica com NaOH 1 mol/L sendo suas cérneas
colhidas ou 24 horas ap6és a lesdo ou imediatamente a re-epitelizacdo. Os olhos tratados

receberam, imediatamente a lesdo quimica com NaOH 1 mol/L, 30 pl de cetorolaco de

! Ragao Nutri Coelho® (Purina, Brasil
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trometamina 0,5%, sem conservante’ (OT), enquanto olhos controle (OC), receberam,
com iguais critérios, solucao salina 0,9%, ambos a intervalos regulares de 6 horas.

Os OT foram subdivididos em OT 24 horas apos a leséo ter sido confeccionada e
OT imediatamente A re-epitelizacdo das Ulceras. Com iguais critérios os OC também o
foram. As corneas lesionadas foram avaliadas a biomicroscopia com luz em fenda e filtro
azul cobalto, apds instilacdo de fluoresceina, nos mesmos horarios descritos
previamente, pelo mesmo observador, desde o dia da confecgcdo da Ulcera, a sua re-
epitelizacdo a aplicacao da fluoresceina negativa.

Previamente, os animais foram submetidos ao exame oftalmico, no qual se realizou
a biomicroscopia com lampada em fenda®, oftalmoscopia binocular indireta® , o teste de
sensibilidade corneal com estesidmetro de Cochet-Bonnet® , a  tonometria de
aplanacdo®, e a prova da fluoresceina’ para exclusdo de animais com anormalidades

concomitantes com a execugao da pesquisa.

4.4 Procedimento Cirargico

Apb6s inducdo da anestesia, por injecdo intramuscular de 15 mg/kg de cetamina S+2

associada a 0,5 mg/kg de midazolam® (BORKOWISKI & KARAS, 1999), realizou-se

tricotomia periocular. Posteriormente, instilou-se de uma gota de proximetacaina’® , para

2 Acular® - sem conservante, Allergan — Guarulhos, S&o Paulo

% Hawk Eye Slit Lamp (Dioptrix, Franca)

* Oftalmoscépio binocular indireto OHG Eye Tec — S&o Carlos — SP
®Estesiometer CochetBon&ttLunaeu, Franca

®Tono-pen XL (Medtronic, EUA)

"Fluoresceina strips (Ophthalmos, Brasil)

8 Cetamin S¥ Cristéalia, S40 Carlos, S&o Paulo

°Dormire® - Cristéloa, S&o Carlos, Sao Paulo
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uma melhor analgesia e antissepsia da cérnea, do saco conjuntival e da conjuntiva com
solucéo fisioldgica acrescida de polivinil-pirrolidona na proporcéo de 50:1. A anestesia foi
mantida empregando-se méascara com sevofluorano™ , diluido em oxigénio a 100%, em
circuito aberto.

As intervencdes cirlrgicas foram efetuadas empregando-se microscépio cir(rgico™?,
em aumento de 20 vezes. Apés medidas rotineiras de antissepsia, prote¢cdo do campo
operatério e blefarostase, embebeu-se um disco de papel filtro Watman 40, recortado
com o uso de trépano™®, em 6.0 mm, em solucéo de hidréxido de sédio (NaOH) 1 mol/L,
durante 30 segundos (Figura 1A). Ato continuo, o disco foi colocado na regido
paracentral de ambas as coOrneas, durante um minuto (Figura 1B) e, em seguida, 0
excesso de NaOH 1 mol/L foi removido (Figura 1C), apdés o qual realizou-se lavagem

copiosa dos olhos com solucéo salina 0,9%, durante um minuto.

10 Anestalcon®, Alcon, Sao Paulo, Brasil.

1 Sevurane® - Cristélia, Sdo Carlos, Sdo Paulo

12 Mc-M902®, DF Vasconcelos, Séo Paulo, SP

13 Trépano milimetrado (6.0mm) — Steel Inox, Campinas, SP
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Figura 1- Imagem fotogréfica ilustrando etapas de preparacdo e confeccéo das
Ulceras corneais em coelho macho, adulto, da raca Nova Zelandia Branca. A:
embebimento de disco de papel Filtro Watman 40 em solug&o de hidroxido de sodio
(NaOH) 1 mol/L. B: colocacao de disco de 6.0 mm de papel filtro Watman 40 em

regido paracentral da cérnea. C: lesdo corneal (seta). Jaboticabal, 2009.
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4.5 Critérios da Avaliacao

4.5.1 Avaliacao Clinica
Os animais foram avaliados clinicamente quanto ao edema corneal, dor,

blefaroespasmo e hiperemia conjuntival a cada 6 horas.

4.5.1.1 Estesiometria

A sensibilidade corneal foi avaliada a estesiometria, empregando-se o0 estesiometro
de Cochet-Bonnet (STILES et al., 2003) com o filamento de nylon regulado em tamanhos
decrescentes de 6 cm até a ocorréncia ao estimulo doloroso, momento em que o0 nimero
do comprimento do fio era levado a uma tabela de converséo para se obter o valor, em
g/mm?, da pressdo exercida. O exame foi realizado colocando-se o aparelho
perpendicularmente a cornea, exercendo-se uma leve pressdo, com 3 toques, em media,
na regido para-central a lesdo, tomando o cuidado para que o mesmo nao tocasse a

regido palpebral (Figura 2).
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Figura 2- Imagem fotografica ilustrando a avaliacdo do limiar de sensibilidade corneal

por estesiometria, apos queimadura quimica com NaOH 1 mol/L, em coelho macho,
adulto, Nova Zelandia Branca. Notar estesidmetro (seta branca) e filamento de nylon

em contato a cornea (seta preta). Jaboticabal, 2009.

Os valores para o edema corneal, blefarospasmo e hiperemia conjuntival foram
estimados em scores (0 — ausente, 1 — leve, 2 — moderado e 3 - severo). As cérneas
lesionadas foram avaliadas a biomicroscopia com luz em fenda e filtro azul cobalto, apés
instilacdo de fluoresceina e o tamanho das Ulceras corneais o foi utilizando-se o sistema

de andlise de imagem da area corada (Figura 3A e 3B)
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Figura 3 - Em A, Ulceras corneais em coelho macho, adulto, Nova Zelandia

Branca, coradas pela fluoresceina. Em B, biomicroscopia com luz em fenda e

filtro azul cobalto. Jaboticabal, 2009.

Posteriormente a confeccdo das Ulceras, as avaliacdes foram conduzidas 20

minutos apés cada tratamento, por um mesmo examinador, em duplo cego.
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4.5.1.2 Tempo de re-epitelizacao

Para quantificacdo da area ulcerada, os olhos foram fotografados em biomicroscoépio
com luz difusa, acoplado & camera fotografica'®, a uma distancia focal fixa estabelecida para
cada animal. As imagens fotograficas foram avaliadas em software’® para quantificacdo da
area ulcerada (WILLIAMS et al., 2007).

Apés a selecdo das imagens (ferramenta File/Open), a area ulcerada foi circundada
com auxilio da ferramenta free hand selections, para obtencdo do valor da area ulcerada

(Analyze/Measure) (Figura 4).

% 5lit Lamp - Eagle Hawk Eye®, Dioptrix.
'% Image J, disponivel em: http://rsbweb.nih.goviij
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Figura 4 — Imagem fotografica ilustrando o método utilizado para quantificacdo da
area ulcerada, em software, em olho direito de coelho, macho, adulto, da raca Nova
Zelandia Branca. A area ulcerada em verde foi circundada (seta cheia) com auxilio
da ferramenta free hand selections e quantificada (seta pontilhada). Jaboticabal,
20009.

4.5.2 Histologia

4.5.2.1 Histopatologia

Decorridas 24 horas das lesdes iniciais das corneas de ambos os olhos (OC e
OT), seis animais foram submetidos a eutanasia ativa e tiveram seus olhos colhidos para
avaliacdo do tecido corneal. Tal evento se repetiu para 0s outros 6 animais, que tiveram

suas corneas colhidas apdés a re-epitelizacdo corneal. As cérneas foram colhidas e
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separadas em dois hemisférios. Um hemisfério foi mantido em formol tamponado a 10%,
durante 24 horas e, posteriormente, em solucdo de alcool 70%, durante 3 dias. Ato
continuo, o fragmento foi processado (banhos sucessivos em alcool 70°% 90° e 95°e

xilol) e incluido em parafina, e cortado em micrétomo a uma espessura de 5 pm. De
cada amostra, fizeram-se 6 cortes que foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE).
Anotaram-se, especialmente, os eventos referentes ao edema, infiltracdo de leucécitos
polimorfonucleares e de mononucleares, vascularizagdo corneal e fibrose. O outro
hemisfério foi fixado em glutaraldeido 2%, para avaliacdo em microscopia eletrdnica de

varredura.

4.5.2.2 Microscopia eletronica de varredura

Apés serem fixadas em glutaraldeido 2%, por 48 horas, os tecidos corneais foram
tratados com tetradxido de 6smio e transferidas para alcool 70%. Posteriormente, foram
desidratados em concentragcfes crescentes de alcool até atingir 100%. Desidratadas, as
amostras foram secas em camara de CO,, a temperatura de 37° C e pressdo de 1500 PSI
por, aproximandamente, 20 minutos. Os fragmentos foram metalizados com ouro e
montados com auxilio de fita adesiva. As avaliagGes foram feitas com aceleracdes de 15 a
20 kV, em aumentos de 750 a 5000 vezes. As fotografias foram empresas em papel
térmico’® e escaneadas em video impressora'’, para posterior avaliacdo. Cinco a seis
imagens foram capturadas aleatoriamente de cada amostra, na regido central da cornea,

com aumento de 5000 vezes, para quantificacdo da densidade das microvilosidades.

16 papel Térmico Mitsubishi K65 HM.
7 Video Impressora Mitsubishi P9OW.
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A densidade de microvilosidades foi quantificada segundo método descrito por Julio

et al. (2008). ApoOs a selecdo da imagem (ferramenta File/Open), a mesma foi binarizada

(Process/Make binary/watershed). As particulas em preto (Figura 5), representando as

projecdes das microvilosidades, foram quantificadas apés a selecéo da ferramenta (Analyze/

Analyze particles), sendo o tamanho das particllas fixado em 9 megapixels-infinito. Os

valores obtidos foram convertidos, por regra de trés simples, em um?.

¢ Imagel
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Figura 5 — Imagem fotografica do método utilizado para quantificacdo da densidade das

microvilosidades em software, em olho direito de coelho macho adulto da raca Nova

Zelandia Branca. Apés binarizadas, as imagens mostram as microprojecoes como pontos

pretos (seta vermelha). Com auxilio da ferramenta Analyze/ Analyze particles, os pontos

sao quantificados numericamente (seta vasada). Jaboticabal, 2009.




45

4.6 Estatistica

Empregou-se Andlise de Variancia para Medidas Repetidas, com posterior

avaliacao pelo teste Tukey, considerando-se o nivel minimo de significancia p < 0,05.
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5 - RESULTADOS

5.1 Avaliacao Clinica

Os dados avaliados encontram-se expressos em média e erro padrdo da média
(xEP). Os dados relativos aos valores basais de pressao intraocular (mmHg) e de
sensibilidade corneal (g/mm?) encontram-se sumarizados no apéndice.

Relativamente a pressao intraocular e ao limiar de sensibilidade corneal, ndo se
encontrou diferenca significativa antes e apés o uso de solucdo salina (OC), tampouco
em relacdo aos efeitos do cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante (OT)

(p=1,00) em olhos sadios (tempo 0) figuras 6 e 7 e apéndice 1 e 2.



a7

20

 J  J
Basal Controle Cetorolaco

Figura 6 - Média e erro padrdo* da presséao intraocular (mmHg), antes (basal) e 10
minutos apods a instilacdo de 30uL de cetorolaco de trometamina 0,5%, sem
conservante (OT) ou de solucdo salina a 0,9% (OC), em cérnea sadia de coelhos
machos, adultos, Nova Zelandia Branca. Jaboticabal, 2009. *Analise de variancia para

medidas repetidas (p = 1,00). Jaboticabal, 2009.



48

1.1 —_—
1.0
0.9 — —
0.8
N 0.7
0.6
8 E os
e o’
o) 0.4
(E 0.3
0.2
0.1
0.0 | Y
Basal Controle Cetorolaco

Figura 7 - Média e erro padréo* da sensibilidade corneal (g/mm?), antes (basal) e 10
minutos apos a instilacdo de 30uL de cetorolaco de trometamina 0,5%, sem
conservante (OT) ou de solugédo salina a 0,9% (OC), em coérnea sadia de coelhos
machos, adultos, Nova Zelandia Branca. *Andlise de variancia para medidas

repetidas (p = 1,00). Jaboticabal, 2009.

Relativamente ao edema corneal, ele se manifestou de forma severa, na regiao
paracentral da cérnea, com proporcdes compativeis com o diametro (6.0 mm) da leséo
ensejada pelo contato prévio com o disco utilizado para confeccdo das Ulceras (NaOH 1
mol/L), em ambos os olhos (OT e OC) e em todos os momentos (p=1,00). Outrossim,
notou-se edema perilesional moderado, que regrediu, em ambos os olhos (OT e OC) .

Relativamente ao blefarospamo, decorridas 8 horas da cauterizacdo quimica com
NaOH a 1 mol/Lol/L, os olhos tratados com cetorolaco de trometamina 0,5%, sem

conservante, apresentaram resultados quali-quantitativos significativamente inferiores,
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comparativamente aos olhos que receberam solugéo salina 0,9% (p<0,001). Decorridas
20 horas das cirurgias o parametro, elevou-se em 86% nos olhos tratados com
cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante, comparativamente ao atribuido 12
horas anteriormente, no mesmo grupo (p<0,05). As 20 horas de pds-operatdrio, o
blefarospasmo nos olhos tratados com cetorolaco de trometamina 0,5%, sem
conservante, foi 30% maior que o observado nos olhos que receberam solucéo salina
0,9%. Nas avaliacbes conseguintes (24 e 30 horas apés as cirurgias), observou-se do
blefarospasmo em ambos os olhos, sem diferenca significativa entre eles (p>0,05), figura

8 e apéndice 3.



50

3.5+

3.0

--e-- Cetorolaco
—oe— Controle

2.5—:
2.0—:
1.5—:
o]

0.5

Blefarospasmo (porntuacao qualiquantitativa)

0.0

Tempo apos lesdo quimica (horas)

Figura 8 - Média e erro padrao* dos valores de blefarospasmo (resultado quali-
guantitativo), em coérneas tratadas com de cetorolaco de trometamina 0,5%, sem
conservante (OT) ou de solucdo salina a 0,9% (OC), apés cauterizagdo quimica com
NaOH a 1 mol/L, em coelhos machos, adultos, Nova Zelandia. Jaboticabal Branca.

*Teste Tukey (p < 0,001). Jaboticabal, 2009.

Relativamente a hiperemia conjuntival, os olhos tratados com cetorolaco de
trometamina 0,5%, sem conservante (OT), apresentaram valores significativamente
menores que 0s que receberam solucdo salina 0,9% (OC), até a 242 hora de poés-
operatério (p<0,01). Decorridas 30 horas do trauma quimico, os olhos controle
apresentaram reducéo de 69% nos resultados atribuidos a este pardmetro. Ainda as 30
horas de pos-operatério, o resultado quali-quantitativo atribuido aos OC foi 80% maior

gue aos OT, figura 9 e apéndice 4.
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Figura 9 - Média e erro* padrdo dos valores de hiperemia conjuntival
(resultado quali-quantitativo), em corneas tratadas com de cetorolaco de
trometamina 0,5%, sem conservante (OT) ou de solugdo salina a 0,9% (OC),
apos cauterizacdo quimica com NaOH a 1 mol/L, em coelhos machos, adultos,

Nova Zelandia Branca. Teste Tukey (p < 0,001)*, (p < 0,01)*. Jaboticabal, 2009.

Posteriormente a realizacdo das abrasdes, os parametros blefarospasmo e limiar
de sensibilidade corneal se correlacionaram positivamente nos olhos controle (p= 0,02;
r’=0,17). N&o obstante, tais parametros ndo se correlacionaram nos olhos tratados com

cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante (p=0,23; r>=0,05) Figura 10.
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Figura 10 : Curva de regressédo linear entre o blefarospasmo e o limiar de
sensibilidade corneal, em coelhos machos, adultos, raca Nova Zelandia Branca,
apos abrasao quimica com NaOH a 1 mol/L. Nos olhos controle (circulos abertos), os
parametros se correlacionaram positivamente (A)*. Nos olhos tratados (circulos
fechados), ndo se observou correlacdo entre os parametros (B) *. *(p= 0,02; r*=0,17),

*(p=0,23; r?=0,05). Jaboticabal, 2009.

A somatoria dos valores obtidos em todos os periodos avaliados, apos as abrasoes
guimicas, permitiu observar nos olhos tratados com cetorolaco, limiar de sensibilidade
corneal mais elevado que nos controles e os valores basais, havendo diferenca significativa
(p<0,001). Ao se compararem 0s valores basais com os valores obtidos ap0s a cauterizagao
guimica dos olhos controle, embora estes se elevarem em 37%, ndo se observou

significancia estatistica (p>0,05). Figura 11.
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Figura 11. Média (xEPM)* dos valores relativos ao limiar de sensibilidade corneal
(g/mm?), em coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia, Branca, antes
(Basal) e apos abrasdo quimica com NaOH 1 mol/L, nos olhos tratados com
cetorolaco de trometamina 0,5% e nos olhos que receberam solugéo salina 0,9%.

* Teste Tukey (p<0,001). Jaboticabal, 2009.

Decorridas 4 horas das cirurgias, o limiar de sensibilidade corneal elevou-se em
ambos os olhos (OT e OC), relativamente ao aferido previamente as cirurgias (basal).
Entretanto, apenas nos olhos tratados com cetorolaco de trometamina 0,5%, sem
conservante, constatou-se diferenca significativa em relacdo as avaliagbes basais
(p<0,01). Até a re-epitelizacdo das Ulceras, os olhos tratados com cetorolaco de

trometamina 0,5%, sem conservante, apresentaram valores no limiar de sensibilidade
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corneal superiores aos olhos que receberam solucdo salina 0,9%, sem que houvesse,
diferenca significativa entre ambos (p>0,05). Decorridas 30 horas de pos-operatério,
constatou-se reducgédo de 66% no limiar de sensibilidade corneal nos olhos tratados com
cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante, e de 65% nos olhos que receberam

solugéao salina 0,9% (P>0,05), figura 12 e apéndice 5.
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Figura 12 - Média e erro* padrdo dos valores do limiar de sensibilidade
corneal (g/mm?), em cérneas tratadas com de cetorolaco de trometamina 0,5%,
sem conservante (OT) ou de solugcdo salina a 0,9% (OC), ap0s cauterizacao
guimica com NaOH a 1 mol/L, em coelhos machos, adultos, Nova Zelandia Branca.

*Significativo ao Teste Tukey relativamente ao Basal (p < 0,01). Jaboticabal, 2009.

Relativamente ao didametro das areas ulceradas, os olhos tratados com cetorolaco
de trometamina 0,5%, sem conservante (OT), apresentaram valores superiores aos
olhos controle (OC) em todos os periodos avaliados. Houve significancia estatistica as
14 e 20 horas apos a lesdo quimica (p<0,01) (Figuras 13 e 14). O tempo médio para que
o teste do tingimento pela fluoresceina fosse negativo (horas), assim como o velocidade

meédia de re-epitelizacdo (um/hora), diferiram significativamente entre os olhos tratados
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com cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante (OT) e os olhos controle (OC)

(p<0,05). Figuras 15 e 16 e apéndice 6 e 7.
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Figura 13 - Imagens fotograficas ilustrando a progressdo da reepitelizacdo corneal, desde o pés-

operatério imediato, até as 44 horas apds cauterizagdo com NaOH a 1 mol/L, em olhos de coelhos
machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branca, tratados com cetorolaco de trometamina 0,5%, sem

conservante (OT) ou de solucéo salina a 0,9% (OC). Jaboticabal, 2009.
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Figura 14 — Média e erro padrdo* da area corneal ulcerada, de olhos
tratados com cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante (OT) ou com
solucdo salina a 0,9% (OC), no pés-operatorio imediato e demais periodos, até a
re-epitelizacdo corneal (55 horas), apds cauterizacdo com NaOH a 1 mol/L, em
coelhos machos da raca Nova Zelandia Branca. *Teste Tukey (<0,01). *(Image J).

Jaboticabal, 2009.
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Figura 15 - Média e erro padrdo* do tempo de re-epitelizacdo de Ulceras corneais
(horas), de olhos tratados com cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante (OT) ou com
solucdo salina a 0,9% (OC), apOs cauterizacdo com NaOH 1 mol/L, em coelhos machos,

adultos, Nova Zelandia Branca. *Teste T Student pareado (0,010). Jaboticabal, 2009.
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Figura 16 - Meédia e erro* padrdo da velocidade média de re-
epitelizacdo de ulceras corneais (um/hora), em olhos tratados com cetorolaco
de trometamina 0,5%, sem conservante (OT) ou de solucdo salina a 0,9%
(OC), apobs cauterizagdo quimica com NaOH a 1 mol/L, em coelhos machos,
adultos, Nova Zelandia Branca. *Teste T Student pareado (0,016). Jaboticabal,

2009.

5.2 Histologia

Os achados, a histologia, das cOrneas que receberam tratamento com cetorolaco
de trometamina 0,5%, sem conservante, ou solugéo salina a 0,9% apresentaram, nos
dois momentos de avaliacdo (24 e 55 horas), resultados similares quanto as lesdées no

estroma adjacente a lesdo quimica. Outras alteracdes foram observadas quanto ao



61

processo inflamatoério subjacente ao epitélio limbico e ao corneal neoformado sobre a
leséo.
Relativamente ao estroma adjacente, 0 mesmo se apresentava necrético e sem

celularidade. Tal evento se deu nos olhos tratados (Figura 17) e nos olho controles em

ambos os momentos de avaliagéo.
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Figura 17 - Fotomicrografia de cornea de coelho macho, adulto,
da raca Nova Zelandia Branca, apés 24 horas de tratamento com
cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante, mostrando area de
necrose do estroma corneal (asterisco) recoberta por epitélio estratificado

composto por trés camadas (seta). (HE, 10X). Jaboticabal, 2009.
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O epitélio corneal neoformado apresentava caracteristicas diferentes entre os olhos
tratados e os néo tratados. Os olhos tratados com cetorolaco de trometamina 0,5%, sem
conservante, apés 24 horas apresentavam epitélio neoformado com duas a trés
camadas de células epiteliais (Figura 18), porém ndo ocupando a totalidade da superficie
corneal desepitelizada, diferentemente das cérneas controle, que apresentavam um

epitélio novo, porém com estratificagédo Unica (Figura 19).



Figura 18- Fotomicrografia de cornea de coelho macho, adulto, da

raca Nova Zelandia Branca, ap0s 24 horas de tratamento com solugdo
salina 0,9%, mostrando area necrose do estroma corneal (asteristico) e
epitélio recobrindo a area de lesdo constituido por epitélio estratificado

composto por duas a trés camadas (setas). (HE: 20X). Jaboticabal, 2009.
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Decorridas 55 horas do trauma quimico, as cOrneas tratadas e as nao tratadas
mostravam-se praticamente epitelizadas mas com o epitélio solto na &area central da
lesdo, sobre o estroma necrotico, nas corneas nao tratadas (Figura 20). Observou-se,
adjunto, que o epitélio estratificado com degeneracdo balonosa, junto a margem da
lesdo, desaparecendo no sentido do epitélio limbico (distante da lesdo). As cérneas
controles, nesse mesmo periodo, apresentavam o epitélio ainda em estratificacdo Unica
com exsudato neutrofilico de permeio as areas de degeneracdo balonosa envolvendo a
lesdo. Em um animal tratado (animal 4), observou-se, junto ao epitélio estratificado,

exocitose de neutréfilos na sua camada superficial (Figura 19), que, por vezes,

apresentava descamacao de células superficiais.
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Figura 19: Fotomicrografia de coérnea de coelho macho, adulto,
da raca Nova Zelandia Branca, apés 24 horas de tratamento com
cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante mostrando epitélio de
camada unica com degeneracdo balonosa (seta) recobrindo o estroma

corneal. (HE: 20X). Jaboticabal, 2009.

Quanto aos eventos inflamatorios, observou-se que em ambos 0s grupos havia
congestao vascular e inflamacdo aguda, caracterizada pela presenca de
polimorfonucleares subjacentes ao limbo (Figura 21). A reacdo inflamatéria e a

congestao vascular foram mais intensas nos olhos que receberam solucéo salina 0,9%.
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No primeiro momento de avaliacdo (24 horas), as cérneas controles apresentavam
inflamacdo caracterizada por marginacdo e diapedese de polimorfonucleares, raros
mononucleares e discreta exocitose no epitélio limbico. No mesmo periodo de avaliagcéo,
nas coOrneas tratadas observou-se menor componente inflamatério de
polimorfonucleares, em mesma regido (abaixo do epitélio limbico). Decorridas 55 horas,
as corneas controles apresentavam moderada reacao inflamatéria e congestao vascular
abaixo do epitélio limbico quando comparadas as cérneas tratadas (Figura 22), onde tal

reacao foi discreta com raros mononucleares e polimorfonucleares.



Figura 20 - Fotomicrografia de cornea de coelho, macho, adulto, da

raca Nova Zelandia Branca, ap6s 55 horas de tratamento com solucdo salina
0,9%, mostrando area central da lesdo recoberta por uma Unica camada de
células epiteliais parcialmente aderida ao estroma (setas). (HE: 20X).

Jaboticabal, 2009.
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Figura 21 - Fotomicrografia de cdrnea de coelho macho, adulto, da
raca Nova Zelandia Branca, apés 24 horas de tratamento com cetorolaco
de trometamina 0,5%, sem conservante, mostrando inflamacdo aguda de
polimorfonucleados (PMN) e congestdo vascular (HE: 5X). Jaboticabal,

2009.
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Figura 22: Fotomicrografia de cérnea de coelho, macho, adulto, da
raca Nova Zelandia Branca, apos 55 horas de tratamento com solugéo
salina 0,9%, mostrando reacéo inflamatéria moderada e congestao vascular

abaixo do epitélio (HE: 20X). Jaboticabal, 2009.
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5.3 Microscopia eletronica de varredura

Nas primeiras 24 horas, observou-se epitélio migrando sobre a area ulcerada, em
todas as cérneas. Nos controles, a borda epitelial apresentou-se menos descamada,
comparativamente aos tratados (Figura 23). Decorridas 55 horas da abrasdo quimica,
todas as cOrneas apresentaram-se re-epitelizadas formando um mosaico de células
poligonais de tamanhos variados. Nos olhos tratados, observou-se epitélio com grau de
descamacdo mais acentuado e com aspecto menos aveludado, comparativamente aos
controles (Figura 23).

Em maior aumento, foi possivel observar microvilosidades, que se concentraram de
forma mais densa em células mais claras (com menor reflexo de elétrons), em ambos o0s
grupos. Notaram-se, ainda, crateras centrais a maioria das células (Figura 24). A avaliacado
da densidade das microvilosidades entre os olhos tratados e os controles, diferiu

significativamente (p = 0,03), sendo maior nos olhos controle. Figura 25e apéndice 8.
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Figura 23 — Eletronmicrografia de varredura de coérnea de coelho macho, adulto, da
raca Nova Zelandia Branca, 24 horas apos abrasdo quimica com NaOH a 1 mol/L.
Em A, observa-se a migracéo do epitélio sobre o estroma acelular em olho controle
(setas pretas). Em B, nota-se descamacao de células periféricas migrando sobre o
estroma, em olho tratado com cetorolaco de trometamina (setas brancas).

Barra=10um. Jaboticabal, 2009.
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Figura 24 — Eletronmicrografia de varredura de cornea de coelho macho, adulto,
da raca Nova Zelandia, 55 horas ap6s abrasédo quimica com NaOH a 1 mol/L. Em
A e B, observa-se aspecto poligonal das células epiteliais superficiais formando um
mosaico. Em A, superficie corneal de olho controle mostrando aspecto mais
aveludado (setas brancas), comparativamente a cornea de olhos tratados com
cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante (B), que apresenta aspecto

mais liso e descamado (setas pretas). Barra=10um. Jaboticabal, 2009.
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Figura 25 - Média e erro* padrdo dos valores mensurados, relativamente a densidade
das microvilosidades, 55 ap0s cauterizacdo quimica com NaOH a 1 mol/L, em olhos
de coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branca. Teste T Student pareado

(p = 0,03)*. Jaboticabal, 2009.
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Figura 26 — Eletronmicrografia de varredura de cérnea de coelho macho, adulto,
da raca Nova Zelandia Branca, 55 horas apds abrasdo quimica com NaOH a 1
mol/L. Em A, nota-se maior densidade de microvilosidades sobre a superficie das
células epiteliais de olho controle (setas pretas), comparativamente, a olho tratado
(B) com cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante (setas brancas). Em
todos os olhos, observaram-se crateras centrais na maioria das células (setas

vermelhas). Barra=5um. Jaboticabal, 2009.
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6. DISCUSSAO

Optou-se por se estudarem os efeitos do cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem
conservante, em coérneas ulceradas pelo hidroxido de sddio 1 mol/L. Bons resultados
foram obtidos com o farmaco, em olhos acometidos por uveite, ceratites ulcerativas,
conjuntivite alérgica, degeneracdo macular, no pds-operatério de cirurgias refrativas, da
facoemulsificacdo e no da correcdo do estrabismo (WHATERBURY & FACH, 2006,
TRATTLER & MCDONALD, 2007, SCHECHTER, 2008), motivaram fazé-lo.

SolugBes oftalmicas, em sua maioria, sdo dotadas de conservantes, introduzidos
para prevenir a replicacdo de contaminantes que diminuem a meia vida dos agentes e
suscitam infec¢gdes secundarias (EPSTEIN et al., 2009). Na presente pesquisa, utilizou-se
a formulacdo comercial, sem cloreto de benzalconio (preservativo), que apresenta
propriedade epiteliotoxica (GUO et al., 2007; EPSTEIN et al., 2009). Na cornea, o cloreto
de belzalconio enseja perda aguda de adenosina trifosfato, com concomitante
defosforilacdo da miosina de cadeia leve, necessaria a contracdo da actina do
citoesqueleto, responséavel pela manutencdo da integridade da barreira epitelial e da
adesdo e migracdo das células epiteliais (GUO et al., 2007). Evitaram-se os antibioticos
por sua epiteliotoxicidade, notadamente das quinolonas e dos aminoglicosideos (CHO,
COVINGTON & CINTRON, 1990; HENDRIX, WARD & BARRNHILL, 2001; McDERMON,
WHEATER, 2006).

Ling & Combs (1987) demonstraram que, apesar da solucdo de cetorolaco de
trometamina a 0,5% ser absorvida para a grande circulacdo, concentracoes elevadas no

humor aquoso poderiam ser atingidas, comparativamente ao plasma. Outrossim, que
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concentracdes teciduais foram mais elevadas na cérnea e na esclera do que na lente,
decorrida 1 hora das instilagcdes.

Coelhos com corneas desepitelizadas mecanicamente apresentaram reduzida
absorcéo corneal do farmaco, quando tratados com cetorolaco de trometamina acrescido
do preservativo cloreto de benzalconio/EDTA. Animais tratados com o mesmo agente, livre
de preservativo, apresentaram absorcéao corneal significativamente mais elevada (MADHU
et al.,, 1996). Embora se tenha comprovado que concentracao inferior do mesmo agente
(0,1%) logrou o0 mesmo efeito em uveites, utilizou-se a comercial a 0,5%, por ser a Unica
disponivel no Brasil (WHATERBURY & FLACH, 2006).

Os parametros clinicos nao diferiram significativamente antes e apos a instilacdo de
30pL de cetorolaco de trometamina a 0,5%, sem conservante. Relativamente a pressao
ocular (PO), os dados observados divergiram dos descritos por Krohne, Gionfriddo &
Morrison, (1998), que observaram elevagcdo significativa da PO, apos utilizarem,
localmente, o flurbiprofeno (AINE) em cdes. Em coelhos, desconhecem-se publicacfes
gue reportem o efeito de diferentes anti-inflamatorios esteroidais e ndo esteroidais sobre a
PO. Admite-se que ambas as isoformas, cicloxigenase-1 (COX-1) e cicloxigenase-2 (COX-
2) estejam presentes no epitélio secretor ndo pigmentar de seres humanos saudaveis,
justificando a ocorréncia de glaucoma induzido pelo uso local de corticosteréides
(MAIHOFNER et al., 2001).

Isoformas de COX-1 e COX-2 foram encontradas na iris de coelhos saudaveis e
com glaucoma, assim como no corpo ciliar de individuos saudaveis (RADI & RENDER,
2008), tais informacgdes reforcam o interesse pela investigacdo levada a efeito no presente
estudo, relativamente a PO, ap0s o uso de um agente com comprovada acgao inibitéria da

COX. Em seres humanos saudaveis, assim como em glaucomatosos, o uso local ou
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sistémico de cetorolaco de trometamina ndo alterou a presséo intraocular (COSTAGLIOLA

et al., 2008).

Avaliou-se a regido periférica a area ulcerada, pois, apesar da cérnea apresentar
maior sensibilidade na sua regido axial, a regido apresentava-se necrosada devido ao
trauma quimico (GOOD et al., 2003; KAPS, RICHTER & SPIESS, 2003). No que concerne
o limiar de sensibilidade, os resultados ndo se alteraram, antes e apds a instilacdo do
farmaco. Resultados reportados apds o uso local de cetorolaco e de outros AINES, em
seres humanos saudaveis, avaliados com o estesiometro de Cochet-Bonnet, séo
controversos (SEITZ et al., 1996; SUN & GIMBEL, 1997; NARVAEZ et al., 2002; ACOSTA
et al., 2007). Narvaez et al. (2002), ndo observaram alteracao significativa apos utilizarem,
localmente, cetorolaco de trometamina ou diclofenaco sodico. Demonstrou-se existir
reducdo significativa da sensibilidade corneal apds o uso dos mesmos agentes, sendo 0
efeito  significativamente maior em individuos negros da espécie humana,
comparativamente aos brancos (SEITZ et al., 1996). Em outra pesquisa, constatou-se que
instilacdes crescentes dos mesmos farmacos elevam o limiar de sensibilidade corneal,
comparativamente a instilagdes Unicas (SUN & GIMBEL, 1997). Aragona et al. (2000), ao
avaliarem o efeito local da indometacina, do diclofenaco, do flurbiprofeno e do cetoroloaco
de trometamina, sobre o limiar de sensibilidade corneal mecéanico (Cochet-Bonnet),
constaram que apenas o diclofenaco induziu a diminuicéo significativa do parametro.

Em gatos saudaveis tratados com cetorolaco de trometamina ou com outros anti-
inflamatorios nédo esteroides, o limiar de sensibilidade corneal mecanico ndo divergiu
significativamente, antes e apos instilacées de cetorolaco de trometamina (ACOSTA et al.,
2007). Os mesmos autores, todavia, constataram reducdo da conducdo de impulsos

elétricos na cornea, apos estimulo quimico local com gas carbdnico (CO,) (ACOSTA et al.,
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2007). Em seres humanos saudaveis, o uso local de diclofenaco atenuou o limiar de
sensibilidade corneal, apds estimulo mecéanico, térmico e quimico (CO,). Relativamente ao
flurbiprofeno, observou-se discreta diminuicdo do limiar de sensibilidade corneal a
estimulos mecéanico e quimico, mas ndo a estimulos térmicos (ACOSTA et al., 2007). Em
coelhos saudaveis, encontrou-se uma Unica publicacdo quanto ao limiar de sensibilidade
corneal apds o uso local de diclofenaco, em que ndo se observaram diferencas antes e
apos a instilacdo do agente (LOYA et al., 1994).

Em seres humanos, a quantificacdo do limiar de sensibilidade corneal é influenciada
por fatores, como idade, ciclo hormonal, periodo circadiano, umidade relativa, temperatura
ambiente, coloracdo da iris, uso de lentes de contato, farmacos, cirurgias, doencas
oculares como uveite, glaucoma, ceratite herpética, ceratoconjuntivite seca, tipo de
estesidmetro empregado e habilidade do operador (BELMONTE et al., 2004). Em cées,
condicbes como diabetes melitus, ciclofotocoagulacdo a laser e o glaucoma elevam o
limiar de sensibilidade corneal (WEIGT et al., 2002; CULLEN et al., 2005; BLOCKER et al.,
2007; WILLIAMS et al.,, 2007). Considerando-se que todos os coelhos utilizados no
experimento eram machos saudaveis, da mesma raga, que as avaliagcdes foram dadas nos
mesmos periodos e por um mesmo avaliador, admitem-se como factiveis os resultados
encontrados. Entretanto, poder-se-ia considerar periodo de adaptacdo e a metodologia
empregada por dois dias. Periodos de adaptacdo mais prolongados, entretanto, poderiam
oferecer resultados basais diferentes.

Optou-se por se avaliar a regido central da cérnea. Estudos prévios publicados
reportaram-se a ela regido como a mais sensivel em coelhos, em seres humanos, cées,

gatos, cavalos e em cobaias, por sua maior densidade de terminagcfes axonais (ROZSA &
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BEUERMAN, 1992; GOOD et al., 2003; KAPS & RICHTER, 2003; TROST, SKALICKY &
NELL, 2007; KALF, UTTER & WOTMAN, 2008).

Relativamente ao niumero de troncos nervosos presentes no estroma e ao limiar de
sensibilidade, a cornea de seres humanos responde mais intensamente (30 a 80 troncos
nervosos), seguida pela dos gatos (16 a 20 troncos nervosos), dos coelhos (12 a 16
troncos), sendo a dos cdes a menos sensivel (13-14 troncos) (ZAEDER & WEDDELL,
1951; CHA-LING, 1989; ROZSA & BEURMAN, 1982).

Apés abrasao quimica com hidroxido de sédio 1 mol/L, o limiar de sensibilidade
corneal foi mais elevado nos olhos tratados com cetorolaco 1 mol/L, porém, ndo diferiram
significativamente dos controles. Houve quem se reportasse aos mesmos resultados, em
corneas sadias de coelhos e em outras submetidas a ceratectomia lamelar, quando se
usou o diclofenaco sédico (LOYA et al.,, 1994). Phillips et al. (1996) ndo observaram
reducdo significativa na concentragcdo corneal de prostaglandina E, (PGE;) e de
leucotrieno B4, em coelhos submetidos a cirurgia refrativa e tratados com cetorolaco de
trometamina a 0,5%. Em contrapartida, notificaram que os animais tratados com o
diclofenaco a 0,1%, ou com fluorometolona a 0,1%, apresentaram valores de PGE;
substancialmente reduzidos.

Comparativamente a conjuntiva, a cornea, a lente e a retina apresentam
capacidades reduzidas em sintetizar ciclooxigenases e metabdlitos do acido aracdoénico
(RADI & RENDER, 2008). Tal condicdo pode justificar a ndo significancia estatistica dos
resultados nos olhos tratados com cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante. O
limiar de sensibilidade corneal com o estesidbmetro de Cochet-Bonnet € mais dificil de ser
demonstrado em cérneas ulceradas quimicamente, dada a perda significativa da inervacao

nociceptora (LEEUW & CHAN, 1989). Relativamente, a andlise dos resultados mostrou
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coeficientes de variacéo elevados em corneas ulceradas, comparativamente as saudaveis.
A avaliacdo do limiar de sensibilidade corneal para métodos térmico e quimico, poderia,
guem sabe, resgatar valores mais elevados nos olhos tratados com cetorolaco de
trometamina 0,5%, sem conservante, conquanto, aproximadamente, 70% das fibras
sensoriais da cornea sédo de origem polimodal (BELMONTE, ACOSTA & GALLAR, 2004).
A avaliacdo quanto limiar de sensibilidade corneal resultou, nos olhos tratados com
cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante, em acréscimo de 50% reafirmando o
seu bom efeito analgésico. A elevacdo do limiar de sensibilidade corneal em 37%, nos
olhos controle, em comparacédo ao obtido no periodo basal, mesmo que sem significancia
estatistica, justifica-se pela perda substancial de terminagdes nervosas decorrente da
abrasao caustica (Leeuw & Chan, 1989).

Trinta horas apdés as abrasdes, o limiar de sensibilidade corneal de ambos os
grupos, assim como os demais sinais clinicos avaliados, exibiram valores préximos aos
basais 0 que pode ser justificado pela re-epitelizacdo das corneas com consequente re-
inervagdo. Leeuw & Chan (1989) admitiram que a reparacdo da inervacdo corneal se
estabeleca passadas de 2,5 a 4 semanas da injaria por é&lcali, em coelhos. Na sua
pesquisa eles empregaram o estesibmetro de Cochet-Bonnet, com o filamento fixo em
15,9 g/mm?, diferentemente do que fora empregado no presente estudo, em que
utilizaram-se pressées crescentes (g/mm?).

O protocolo empregado para confeccdo das ulceras corneais, hidroxido de sédio 1
mol/L, mostrou-se factivel em 100% dos animais, dados que corroboram com os de outros
autores (SAIKA et al., 1995; CAMPOS et al., 2003; SOSNE et al., 2005, HE et al., 2006,
SHAHRIARI et al., 2008; KAWAMURA et al., 2008). Reconhece-se a acdo do nitrato de

prata, da fucodina e do n-heptanol como agentes quimicos capazes de produzir abraséo
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corneal (MAHONEY & WHATERBURY, 1985; LEEUW & CHAN, 1989; CAMPOS et al.,
2003; WENK & HONDA, 2003; JENSEN et al., 2005;. BRUNELLI et al., 2007).

Embora apenas as 14 e as 20 horas das abrasdes quimicas, o diametro da area
ulcerada tenha diferido significativamente, entre os olhos tratados e os controles, as
cérneas controle re-epitelizaram, em média, 20 por cento mais rapidamente. Constatou-se
0 mesmo ao se avaliar a velocidade média de re-epitelizacdo. Tais dados sugerem que a
substancia, mesmo sem preservativo, € epiteliotoxica por provavel alteracdo em seu
citoesqueleto (AGRAWAL & TSAI, 2003).

A velocidade média de re-epitelizacdo dos olhos controle foi 16 pm/hora mais
rapida, comparativamente a outro estudo em que se utilizaram os mesmos métodos
(SHAHRIARI et al., 2008).

A existéncia de significancia estatistica entre o didmetro da é&rea ulcerada,
observada apenas entre 14 e 20 horas ap0s as abrasfes, pode estar relacionada com
a fase de pico na sintese e incorporacdo de leucina e de glicosaminoglicanos (ZIESKE
& GIPSON, 1986). No presente estudo a velocidade meédia com que as coOrneas
controles (82,47 pm/hora) se re-epitelizaram corrobora com os achados obtidos em
outro estudo (80,00 pm/hora) realizado em coelhos com ulceras com 0,65 mm de
didmetro. Ademais, mostrou-se que o diametro da area ulcerada intefere com a
velocidade de re-epitelizacdo nas primeiras 30 horas (MATSUDA, UBELS &
EDELHAUSER, 1985). A ocorréncia de tal, poderia justificar porque, na presente
pesquisa, a velocidade de re-epitelizacdo dos olhos controle foi, em média, 16 pm/hora
mais rapida, quando comparada com os resultados de outro estudo, onde abrasdes
guimicas com 5 mm de diametro foram realizadas em coelhos (SHAHRIARI et al.,

2008).
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A re-epitelizacdo corneal pode ser dividida em trés fases. Na primeira, 0s
hemidesmossomos séo perdidos, formando-se uma adeséo provisoria, denominada de
contato focal. Durante esta fase, as células epiteliais se achatam e migram como um
folheto intacto para cobrir a 4rea desnuda, sendo ela ndo dependente de proliferacao
celular. Durante a segunda fase, as células distais a margem ulcerada se proliferam,
aproximadamente 5 horas apés o insulto, a uma velocidade média de 60-80 pm/hora,
repovoando a area desnuda, tem-se o inicio da estratificacdo e da diferenciacéo
celulares. Na terceira, os hemidesmossomos e a matriz extracelular séo reconstituidos
(AGRAWAL & TSAI, 2003).

Pereira et al. (2001) estudaram, em coelhos, os efeitos do cetorolaco de
trometamina e do seu preservativo sobre a epitelizacdo de corneas desbridadas
mecanicamente, apo0s queimadura por alcool etilico a 95%. Resultados semelhantes aos
da presente pesquisa foram reportados. Os olhos tratados com o AINE, ainda se
apresentavam ulcerados, decorridas 60 horas das abrasdes, diferentemente dos controles
e daqueles tratados com o preservativo (cloreto de benzalconio 0,01% e associacdes).

Na presente pesquisa, todavia, os olhos tratados apresentaram-se epitelizados 55
horas das abrasfes. Nao ha como saber se o retardo decorreu do maior diametro das
lesbes produzidas por Pereira et al. (2001) (7,5mm) ou da acdo do preservativo
empregado por aqueles autores. Embora Pereira et al. (2001) ndo houvessem observado
retardo na re-epitelizacdo das corneas, houve mais apoptose, no grupo tratado.

A infiltracdo de polimorfonucleares €& necesséaria para re-epitelizacédo-se,
notadamente neutrofilos, que secretem fatores de crescimento (trefonas) capazes de

estimular a fibroplastia. O infiltrado inflamatério influencia as células residentes, pela
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secrecao de citocinas, que modulam a reparacdo tecidual (GAN, FAGERHOLM & KIM,
1999).

Apés abrasdo corneal, a migracdo de netrofilos para o estroma ocorre sob duas
condicdes. A primeira é dependente de moléculas de adesao (P e E-selectina) e de CD18.
A segunda é também dependente de moléculas de adesao, cuja migracdo de leucdcitos
promove a re-epitelizacdo (ZHIJIE, BURNS & SMITH, 2006). Na presente pesquisa,
embora ndo quantificada, a infiltragdo leucocitaria pareceu ser maior em olhos controle.
Achados similares foram descritos apés o uso do cetorolaco de trometamina, com
preservativo, em Ulceras experimentais em coelhos. A inibicdo da infiltracdo leucocitaria
ensejada pelo cetorolaco de trometamina parece atuar sobre a re-epitelizacdo corneal
(Pereira et al., 2001).

A reparacdo cicatricial € complexa e influenciada por proteinas e fatores de
crescimento contidos na matriz extracelular. Na reparacdo de corneas aviltadas por alcalis,
miofibroblastos expressam niveis elevados de colageno do tipo I, de actina alfa de
musculo liso e de metaloproteinases. Admite-se a participacdo de pequenas quantidades
de prostaglandina sintetase-1 em cérneas saudaveis de coelhos e que essas elevam-se
apos abrasfes quimicas. Nao se esclareceu, todavia, se essa substancia exerce papel
importante na reparacao cicatricial (KAWAMURA et al., 2008). Avalia-la poderia esclarecer
as razdes pelas quais o cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante, retardou a re-
epitelizacao.

Embora ao término das avaliagcdes, ambos os grupos tivessem evoluido para re-
epitelizacdo, acredita-se que uma avaliacdo temporal mais prolongada poderia oferecer
dados importantes. Yew et al. (2000) constataram que a expressdo do antigeno

proliferador de nucleo celular (PCNA) atinge o seu méaximo em 48 horas apos
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desbridamento epitelial em corneas de coelhos. Os mesmo autores consideraram que o
deposito do periodo critico, para re-epitelizagédo, seja de 48 horas. Aos 7 dias o epitélio
corneal ainda apresenta sinais de imaturidade, dada a expressao de citoceratina de baixo
peso molecular e a elevada expressao do fator de crescimento epidérmico do limbo (YEM
et al., 2000). Outro estudo demonstrou que, mesmo re-epitelizadas, cérneas de cobaias
submetidas a abrasdes quimicas ndo apresentam a membrana basal em condicdes
otimas, devido a expressao descontinua de laminina e de colageno tipo IV sob o epitélio
recém formado (SAIKA et al, 1995). Frente a assertiva, poder-se-ia especular a
ocorréncia de Ulceras indolentes nos animais aqui estudados, caso periodo superior a 48
horas fosse adotado, notadamente nos olhos tratados com cetorolaco de trometamina
0,5%, sem conservante.

Do inicio ao término das avaliacdes, observou-se perda de transparéncia da regiao
paracentral da cérnea em todos os olhos avaliados, decorrente da necrose de ceratocitos
estromais e da desorganizacdo das lamelas de colageno, como fora confirmado a
histologia. Kato, Saika & Ohnishi (2006) informaram que apos queimadura com alcali, tem-
se a substituicdo de constituintes da membrana basal da cornea de coelhos. A fracdo
alfa-5 do colageno tipo 1V, responsavel por manter a transparéncia corneal é substituida
por fragBes alfa-1 e -2, que ndo se expressam em cérneas saudaveis.

Constatou-se, na maioria dos periodos estudados, reducdo dos parametros
qualitativos (blefarospasmo e hiperemia conjuntival), nos animais tratados localmente com
cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante. A maior manifestacdo do
blefarospasmo, observada 20 horas ap0s as lesdes, nos olhos tratados, se deve,

provavelmente ao término do efeito do farmaco, que fora instilado 12 horas antes. A
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auséncia de blefarospasmo, constatada decorridas 28 horas, ratifica o efeito analgésico da
substancia por, aproximadamente, 8 horas.

No que concerne a hiperemia conjuntival, ndo se notou reducdo decorridas 20
horas, permitindo supor que o desconforto conjuntival ensejado pelas abrasdes nao
manteve correlacdo. Pela natureza vascularizada da conjuntiva e por sua alta capacidade
em sintetizar cicloxigenases e metabdlitos do acido aracdbénico (RADI & RENDER, 2008),
entende-se a acéo inibitéria do cetorolaco de trometamina, reduzindo significativamente a
intensidade de manifestacao dos parametros de blefarospasmo e hiperemia conjuntival.

A avaliacdo, por microscopia eletrbnica de varredura, permitiu verificar, as 24 horas
das abrasbes, que a qualidade das células migrando sobre o estroma acelular foi
prejudicada nos olhos tratados com cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante.
Constatou-se que 48 horas ap6s queimadura por alcali, o fendétipo das células epiteliais de
superficie e das microvilosidades corneais ja estava reconstituido, notadamente nos olhos
controle.

Considerando-se o que fora proposto por Julio et al. (2008), foi possivel quantificar
a densidade de microvilosidades. Observou-se que 0 cetorolaco de trometamina retardou
a reparacgdao significativamente.

A densidade de microprojecdes (um?) das cérneas estudadas foi, respectivamente,
52% e 32% maior nos olhos controles e tratados, em comparacdo a densidade de
microprojecbes (um?) observada em cérneas de coelhos saudaveis, & similitude do que

fora mostrado por Julio et al., 2008.



86

7 — CONCLUSAO

Considerando a maneira como a pesquisa foi concebida e levando-se em conta as
injuncdes do meio onde ela foi conduzida, é possivel admitir que, mesmo sem a adicao de
conservantes e a despeito do bom efeito analgésico, o cetorolaco de trometamina a 0,5%,
sem conservante, retarda a reparacao cicatricial do epitélio corneal em coelhos submetidos

a abrasoes com hidréxido de sédio 1 mol/L.
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APENDICES

Apéndice 1 - Estatistica descritiva da presséo intraocular (mmHg), antes (basal)
e 10 minutos ap6s a instilagdo de 30uL de cetorolaco de trometamina 0,5%, sem
conservante (OT) ou de solucdo salina a 0,9% (OC), em cérneas sadias de

coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branca. Jaboticabal, 2009.

Presséo intraocular (mmHg)

Basal

Média + erro padréo 15,04+0,70
Minimo 8,00
Méximo 22,00
Coeficiente de variacao 22,99%
Controle (olho direito)

Média = erro padréo 15,50+0,71
Minimo 13,00
Méximo 18,00
Coeficiente de variacao 11,36%
Cetorolaco (olho esquerdo)

Média + erro padréo 14,67+1,14
Minimo 12,00
Méximo 19,00
Coeficiente de variacao 19,12%
Valor de p* 1,00

*Andlise de variancia para medidas repetidas
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Apéndice 2 - Estatistica descritiva do limiar de sensibilidade corneal (g/mm?), antes

(basal) e ap6s a instilacdo de 30uL de cetorolaco de trometamina 0,5%, sem

conservante (OT) ou de solucdo salina a 0,9% (OC), em cérnea sadia de coelhos

machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branca. Jaboticabal, 2009.

Limiar de sensibilidade corneal

(9/mm?)
Basal
Média + erro padréo 0,80+0,04
Minimo 0,55
Méaximo 1,00
Coeficiente de variacao 21,15%
Controle
Média = erro padréo 0,86+0,04
Minimo 0,80
Méximo 1,00
Coeficiente de variacao 11,92%
Cetorolaco
Média + erro padréo 0,9410,14
Minimo 0,55
Méximo 1,40
Coeficiente de variacao 38,93%
Valor de p* 1,00

*Andlise de variancia para medidas repetidas



Apéndice 3 -

Estatistica

descritiva

dos valores

qualiquantitativos

98

atribuidos

ao blefarospasmo, em coérneas tratadas com cetorolaco de trometamina 0,5%, sem

conservante (OT) ou de solucdo salina a 0,9% (OC), ap0s cauterizagdo quimica da

com NaOH a 1 mol/L, em coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branca.

Jaboticabal, 2009.

4 horas 8 horas 20 horas 26 horas 30 horas
Controle
Médiax 3,00 2,66+0,21  0,8340,30 0,3340,21 0,00
erro padrao
Minimo 3,00 2,00 0,00 0,00 0,00
Maximo 3,00 3,00 2,00 1,00 0,00
Coeficiente 0.00% 19,36% 90,33% 154,92% 0,00%
de variacdo
Cetorolaco
Médiat 0,16+0,16 0,00 1,1640,54 0,00 0,00
erro padréo
Minimo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Maximo 1,00 0,00 3,00 0,00 0,00
Coeficiente 244,95% 0,00% 113,93% 0,00% 0,00%
de variacao
Valor de p* <0,001 <0,001 >0,05 >0,05 1,00

*Teste Tukey



Apéndice 4 -

99

Estatistica descritiva dos valores do resultado qualiquantitativo atribuido a

hiperemia conjuntival, em coérneas tratadas com de cetorolaco de trometamina 0,5%,

sem conservante (OT) ou de solugdo salina a 0,9% (OC), ap0s cauterizagdo quimica

com NaOH a 1 mol/L, em coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branca.

Jaboticabal, 2009.

4 horas 8 horas 20 horas 26 horas 30 horas
Controle
Médiaz 2,66+0,33 2,5040,22 2,66+0,21 2,00+0,36  0,83+0,40
erro padrao
Minimo 1,00 2,00 1,00 2,00 0,00
Maximo 3,00 3,00 3,00 3,00 2,00
Coeficiente
de variacao 30,62% 21,91% 44,72% 19,36% 117,98%
Cetorolaco
Média + 0,16+0,16 0,00 1,16+0,30 0,1640,16 0,16%0,16
erro padréo
Minimo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Maximo 1,00 0,00 2,00 1,00 1,00
Coeficiente
de variacao  244,95% 0,00% 64,52% 244,95% 244,95%
Valor de p* <0,001 <0,001 <0,01 <0,001 >0,05

*Teste Tukey
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Apéndice 5 - Estatistica descritiva dos valores de limiar de sensibilidade corneal

(g/mm?), em cérneas tratadas com de cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante

(OT) ou de solucdo salina a 0,9% (OC), apds cauterizacdo quimica com NaOH a 1

mol/L, em coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branca. Jaboticabal, 2009.

4 horas 8 horas 20 horas 26 horas 30 horas
Controle
Médiax 4,35+1,37 1,86+0,31 158+0,30 1,3610,34 1,5340,13
erro padrao
Minimo 1,00 1,00 0,70 0,50 1,00
Maximo 10,30 2,80 2,80 2,80 1,80
Coeficiente
de variacdo 77.38% 41.03% 46.65% 61.86% 21.30%
Cetorolaco
Médiat 6,06+1,40 5,35+1,64 5,15+1,73 2,9040,76 2,00+0,69
erro padréo
Minimo 2,80 1,80 1,00 0,70 0,55
Maximo 10,30 10,30 10,30 5,10 5,10
Coeficiente
de variacao 56.65% 75.13% 82.31% 64.92% 84.83%
Valor de p* >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

*Teste Tukey
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Apéndice 6 - Estatistica descritiva quanto tempo de re-epitelizacdo das Ulceras, em

corneas tratadas com cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante (OT) ou de

solugdo salina a 0,9% (OC), apds cauterizagdo com NaOH a 1 mol/L. em cérnea de

coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branca. Jaboticabal, 2009.

Tempo de re-epitelizacdo (horas)

Controle

Média + erro padréo 37,67+3,24
Minimo 30,00
Méaximo 50,00
Coeficiente de variacao 21,08%
Cetorolaco

Média = erro padréo 53,33+1,05
Minimo 50,00
Méximo 55,00
Coeficiente de variacao 4,84%
Valor de p* 0,010

*Teste T Student pareado
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Apéndice 7 - Estatistica descritiva da velocidade média de re-epitelizacdo das

Ulceras

(um/hora), em coOrneas tratadas com cetorolaco de trometamina 0,5%, sem conservante

(OT) ou com solucdo salina a 0,9% (OC), ap06s cauterizacdo quimica com NaOH a 1

mol/L, em coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branca. Jaboticabal, 2009.

Velocidade média de re-epitelizagdo (um/hora)

Controle
Média + erro padréo 82,47+6,64
Minimo 60,00
Maximo 100,00
Coeficiente de variacdo 19,74%
Cetorolaco
Média = erro padréo 56,36%1,15
Minimo 54,54
Méaximo 60,00
Coeficiente de variacdo 5,00%
Valor de p* 0,016

*Teste T Student pareado
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Apéndice 8 - Estatistica descritiva da densidade de microvilosidades (um/hora), em

ambos nos grupos tratados e controle, 48 horas ap0s cauterizacdo quimica com NaOH a 1

mol/L, em coelhos machos, adultos, da raca Nova Zelandia Branca. Jaboticabal, 2009.

Densidade das microvilosidades (um  ©)

Controle

Média + erro padréo 36,44+2,83
Minimo 31,14
Méaximo 45,30
Coeficiente de variacao 17,26%
Cetorolaco

Média + erro padréo 25,77+1,65
Minimo 21,70
Méximo 30,41
Coeficiente de variacao 14,35%
Valor de p* 0,03

*Teste T Student pareado
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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