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RESUMO

As intervengdes no globo ocular geram dor e, apesar do grande avango nas
técnicas operatérias oftalmicas, a maioria dos pacientes submetidos a
intervencdes oculares apresentam inflamagcao pos-operatéria, que pode durar
semanas ou meses. As técnicas anestésicas de bloqueios locais e regionais
tém sido amplamente utilizadas na pratica anestesiolégica moderna, e quando
opidides sdao administrados nestas, proporcionam diminuicdo das doses dos
farmacos requeridos, analgesia preemptiva, menor dor pds-operatéria e uma
melhor recuperacdo, com maior poténcia e duragdo, menor necessidade diaria,
menor depressao do sistema nervoso central e menos efeitos colaterais do que
os opidides sistémicos. Esta dissertacdo estd composta por quatro trabalhos
abordando a tematica do uso de analgésicos periorbitais. As técnicas
anestésicas e analgésicas empregadas nas intervengdes intraoculares é
assunto do primeiro artigo. O segundo artigo promove uma comparagao entre
os colirios anestésicos de tetracaina e proparacaina, comparando seus efeitos
oftalmicos e analgésicos em caes, estabelecendo alguns parametros do colirio
comercial de tetracaina nestes animais. O terceiro trabalho aborda um estudo
clinico do uso de morfina peribulbar em caes, comparado a aplicagdo sistémica
deste opidide, avaliando os efeitos oftalmicos e analgésicos da aplicacdo deste
analgésico na periérbita. Por fim, o quarto artigo promove um estudo
histol6gico por meio da técnica de imuno-histoquimica na tentativa de verificar
a presenca de receptores opidides nos tecidos perioculares e quantificar seus

subtipos em cées saudaveis.

Palavras-chave: anestesia intraocular, analgesia oftalmica, periérbita,

imunoquimica, analgésicos opiodides.



ABSTRACT

Interventions in the eyeball cause pain and, despite the great advances in
ophthalmic surgical techniques, most patients undergoing eye operations have
postoperative inflammation, which can last weeks or months. Anesthetic
techniques for local and regional blocks have been widely used in modern
anesthesiology, and when opioids are administered, provide reduced doses of
drugs required, preemptive analgesia, less postoperative pain and better
recovery, with greater potency and duration, lower daily requirement, lower
central nervous system depression and fewer side effects than systemic
opioids. This dissertation is composed of four papers addressing the theme of
the periorbital use of analgesics. The anesthetic and analgesic techniques used
for intraocular interventions is the issue of the first article. The second article
promotes a comparison between the anesthetic drops of tetracaine and
proparacaine, comparing their ophthalmic and analgesic effects in dogs, setting
some parameters of commercial tetracaine drops in these animals. The third
paper deals with a clinical study of peribulbar morphine in dogs compared to
systemic application of opioids, evaluating the analgesic and ophthalmic effects
of application of morphine in the periorbital area. Finally, the fourth article
promotes a histological study using the technique of immunohistochemistry in
an attempt to verify the presence of opioid receptors in periocular tissues and

quantify its subtypes in healthy dogs.

Keywords: intraocular anesthesia, ophthalmic analgesia, periorbital

immunochemistry, opioids analgesics.
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1. INTRODUCAO

As intervencbes no globo ocular geram dor, desconforto, irritacdo e
inflamacéao ocular, fatores que implicam tanto na dificuldade cirurgica quanto na
cicatrizagdo e recuperacao poés-operatoria. Um bom exemplo sdao as
ceratectomias fototerapéuticas, as quais sdo acompanhadas de dor intensa
que se torna muito evidente 24 horas apds a intervencao cirurgica,
acompanhada de congestao nasal, lacrimejamento e fotofobia. Mesmo em
pacientes humanos submetidos a cirurgia de remocéao de catarata, em que todo
procedimento € realizado sob anestesia locorregional, ha relato de dor e
desconforto quando a caneta de facoemulsificacdo € inserida na camara
anterior do olho.

Apesar do grande avanco nas técnicas operatérias oftalmicas,
particularmente na cirurgia corretiva de catarata, tais como o emprego de
incisbes menores e uso de facoemulsificacdo, a maioria dos pacientes
submetidos a intervencgdes oculares apresentam inflamacao poés-operatéria. O
trauma cirdrgico pode alterar a dindmica fisiolégica do olho, levando a
inflamacao e dor. A dor pés-operatdria pode persistir durante semanas ou
meses.

As técnicas anestésicas de bloqueios locais e regionais tém sido
amplamente utilizadas na pratica anestesiolégica moderna. A anestesia local
constitui uma alternativa a anestesia geral ou um sinergismo promovendo
diminuicdo das doses dos anestésicos gerais (maior segurancga), inibicao de
estimulos nocivos, balanceamento da anestesia e analgesia trans e pds-
operatéria.

A associacao dos opidides nas técnicas anestésicas locorregionais €
utilizada desde 1898. Seu uso proporciona diminuicdo das doses dos farmacos
requeridos, analgesia preemptiva, menor dor poés-operatéria e uma melhor
recuperacdo. A deposicdo de opidides neuroaxial tem maior poténcia e
duragdo, menor necessidade diaria, menor depressdo do sistema nervoso
central e menos efeitos colaterais do que os opidides sistémicos.

Os opidides promovem seus efeitos apds ligacdo com receptores
especificos, localizados principalmente no sistema nervoso central (encéfalo e

meninges), nervos periféricos, sistema nervoso autbnomo e articulagdes.



Existe apenas um ensaio clinico na literatura de opioide administrado no
espacgo retrobulbar, porém devido a subjetividade da avaliagdo da dor e
inflamacdo, ndo houve resultado diferente quando comparado a sua
administracao sistémica.

Até o presente momento, ndo ha qualquer estudo disponivel na literatura
por meio dos sites de busca Pubmed, Scielo ou Google sobre a presenca de
receptores opidides ao redor do bulbo ocular. Sabe-se que o nervo éptico €
envolto por meninges e que as meninges albergam receptores opibides, além
de que a cornea possui receptores e d.

A confirmacao da existéncia de receptores opiodides, além da deteccéo
de seus subtipos, no espaco peribulbar, permitird a aplicacdo clinica desta
classe de farmacos diretamente neste sitio de acdo. Desta forma, a utilizacao
de morfina nesta via de administragdao devera promover um incremento na sua

poténcia e duracao analgésica.

1.1. OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem como objetivo geral estudar o uso de opioide por via
retrobulbar para aumentar a poténcia e duragao analgésica.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) revisar as técnicas de analgesia e anestesia para procedimentos
intraoculares;

b) promover um estudo comparativo de eficacia anestésica e efeitos
oftalmicos das preparagdes comerciais de tetracaina e proparacaina em caes;

c) avaliacdo da resposta a estimulos nociceptivos no bulbo ocular apés a
administracdo de morfina por via peribulbar em caes.

d) deteccao de receptores opidides e seus subtipos no bulbo ocular e

tecidos adjacentes;



2. ANESTESIA LOCORREGIONAL PARA PROCEDIMENTOS
INTRAOCULARES

2.1. RESUMO:

As intervengdes no globo ocular geram dor, desconforto, irritacdo e inflamacao
ocular. O trauma cirurgico pode alterar a dindmica fisiol6gica do olho, levando a
inflamacdo e dor. Na oftalmologia, a anestesia é amplamente utilizada e
consagrada por meio das técnicas topica, peribulbar e retrobulbar. O emprego
das técnicas locais em oftalmologia permite dispensar a anestesia geral ou
manter o paciente em planos mais superficiais. O objetivo desta revisdo é
demonstrar as técnicas de anestesia local mais utilizadas na oftalmologia,
elucidar suas vantagens e desvantagens e, quando possivel, correlacionar com

0s conhecimentos e estudos realizados em animais.

Palavras Chave: facoemulsificacdo, bloqueio anestésico, anestesia tdpica,
oftalmologia.

2.2. ABSTRACT:

Interventions in the eyeball generate pain, discomfort, irritation and eye
inflammation. Surgical trauma can alter the physiological dynamics of the eye,
leading to inflammation and pain. In ophthalmology, anesthesia is widely used
and consecrated by the techniques topical, peribulbar and retrobulbar. The use
of local techniques in ophthalmology allows to dispense general anesthesia or
maintain the patient in more superficial plans. The aim of this review is to
demonstrate the techniques of local anesthetic commonly used in
ophthalmology, to elucidate its advantages and disadvantages and, where
possible, to correlate with the knowledge and studies made with animals.

Key Words: phacoemulsification, anesthetic block, topical anesthesia,
ophthalmology.



2.3. INTRODUCAO

Cirurgias intraoculares sdo amplamente realizadas. As intervengcdes no
globo ocular geram dor, desconforto, irritacdo e inflamacéo ocular, fatores que
implicam tanto na dificuldade cirlrgica quanto na cicatrizacao e recuperacao
pds-operatoria (Katz et al., 2000).

Mesmo com um grande avang¢o nas técnicas operatérias oftalmica, tais
como emprego de incisdes menores € o emprego da facoemulsificacao para
correcdo de catarata, a grande maioria dos pacientes submetidos a
intervencgdes oculares apresentam inflamagéao pés-operatéria (Korenfeld et al.,
2009). O trauma cirargico, destacadamente em caes, pode alterar a dinamica
fisiolégica do olho, levando a inflamacao e dor.

As técnicas anestésicas de bloqueios locais e regionais tém sido
amplamente utilizadas na pratica anestesiolégica moderna. A anestesia local
constitui uma alternativa a anestesia geral ou um sinergismo promovendo
diminuicdo das doses dos anestésicos gerais (maior segurancga), inibicao de
estimulos nocivos, balanceamento da anestesia e analgesia trans e poés-
operatéria (Intelizano et al., 2006).

Em seres humanos, a anestesia € amplamente utilizada e consagrada
por meio das técnicas tdpica, peribulbar e retrobulbar, além do bloqueio do
ramo oftalmico do nervo trigémio (Chalam et al.,, 2009). Seu uso permite
atender requisitos essenciais para cirurgias oftalmicas, principalmente as
intraoculares, tais como controle do reflexo 6culo-cardiaco, controle da presséo
intraocular, imobilidade do globo ocular (acinesia), pouco sangramento e
despertar tranquilo (Vanetti, 1996; Kubitz e Motsch, 2003; Gutiérrez-Ortiz et al.,
2007).

O objetivo desta revisdo € demonstrar as técnicas de anestesia
locorregional mais utilizadas na oftalmologia, destacar suas vantagens e
desvantagens e, quando possivel, correlacionar com os conhecimentos e

estudos realizados em animais.



2.4. ANESTESIA TOPICA

Os anestésicos tdpicos utilizados em oftalmologia sdo ésteres de
benzoato, produzindo seu efeito por meio da estabilizacdo dos canais ibnicos
de soOdio voltagem-dependentes, diminuindo assim sua permeabilidade ao
sodio e bloqueando, desta forma a condugdo do estimulo sensorial para a
medula espinhal e tronco encefalico (Almubrad e Ogbuehi, 2007). Entre os
colirios anestésicos utilizados estao a tetracaina 1%, a oxibuprocaina 0,4% € a
proparacaina 0,5%, sendo este Ultimo o mais empregado tanto na medicina
guanto na veterinaria (Stiles et al., 2001).

O uso dos colirios anestésicos (Figura 2.1.) na medicina veterinaria é
consagrado para procedimentos como a tonometria, citologia da cornea,
remocao de corpo-estranho, injecbes subconjuntivais e intracameral e

procedimentos cirurgicos (Binder e Herring, 2006).

Figura 2.1 — Desenho representativo da instilagéo de colirio anestésico na cérnea.

Nas cirurgias de catarata minimamente invasivas (facoemulsificacao)
elimina a necessidade de anestesias invasivas, as quais possuem um risco
consideravelmente maior que a instilacdo de colirios anestésicos (Amiel e

Koch, 2007). A anestesia tépica corneal perioperatéria pode levar a lesdes



involuntarias da cornea, abrasdes e danos a lesao cirurgica provocadas pelo
préprio paciente devido a sensibilidade ocular alterada (Anninger et al., 2007).

A instilacdo de duas gotas de proparacaina em caes, com intervalo de
um minuto entre gotas, gera uma anestesia da cérnea com duracdo
aproximada de 25 minutos e tempo de laténcia de 1 minuto (Herring et al.,
2005). Caes braquicefalicos possuem sensibilidade corneal menos eficaz que
caes dolicocefalicos, sendo que caes mesocefalicos possuem sensibilidade
intermediaria entre os dois tipos anteriores (Barett et al., 1991).

Em pessoas, o tempo de duracdo tanto da proparacaina quanto da
tetracaina é de, aproximadamente, 15 minutos, com periodo de laténcia menor
que 1 minuto apds a instilagdo (Nomura et al., 2001).

A duracédo da acao da proparacaina em gatos € de aproximadamente 25
minutos, com laténcia de um minuto e efeito maximo apds cinco minutos da
instilacdo (Binder e Herring, 2006). Gatos braquicefalicos possuem
sensibilidade da cérnea significativamente menor quando comparados com
gatos dolicocefélicos (Blocker e Woerdt, 2001).

Em cavalos, o tempo de duracdo da proparacaina é de 25 minutos, com
pico de acado ocorrendo aos cinco minutos apdés a instilacdo, apesar da
sensibilidade corneal, na avaliagdo estesiométrica, nunca ser nula, como
ocorre em caes e gatos (Kalf et al., 2008).

A instilagdo de colirios anestésicos estd associada a dor ocular. Isto
ocorre devido ao pH das solugbes comerciais. A lagrima possui pH 7,4.
Solugbes instiladas com pH menor que 6.8 causam dor, lacrimejamento e
edema (Weaver et al., 2003). A solucdo de proparacaina, por exemplo possui
pH 4,64; ja a da tetracaina um pH de 4,54 (Bartfield et al. 1994).

A tetracaina, em solucdo oftadlmica, tem grande uso na medicina
veterinaria brasileira, porém poucos estudos elucidam seu tempo de acao e
eficacia anestésica em animais. Seus efeitos oculares foram bem estabelecidos
apenas em seres humanos, em que apresenta duragao anestésica ligeiramente
inferior a proparacaina, além de estar associada a desconforto a aplicagdo
(Bartfield et al., 1994). Uma desvantagem da proparacaina € a necessidade de
conservacao em 4°C. Porém Stiles et al. (2001) evidenciaram eficacia de acao

deste colirio mantido em temperatura ambiente por até 2 semanas.



O uso de colirios anestésicos, especialmente a tetracaina, esta
associado a reacgOes alérgicas, especialmente a dermatite de contato e
quemose, um frequente efeito adverso (Dannaker et al., 2002). Outros
possiveis efeitos adversos do uso de colirios topicos incluem reducado da
estabilidade da lagrima, alteracao de secrecdes lacrimais, toxicidade epitelial e
endotelial, contaminagéo bacteriana e reagdes alérgicas (Ghose et al., 2001). O
colirio de proparacaina ndo promove diferenca na producao lacrimal em caes
independente da raca (Hamor et al., 2000).

O uso crdnico de colirios anestésicos esta associado a ceratite puntual e
perda do epitélio na area central da cornea. O edema de estroma da cérnea e
infiltrado estromal também sao evidentes (Grant e Acosta, 1994).

2.5. ANESTESIA INTRACAMERAL

Recentemente, a anestesia intracameral (deposicdo de
anestésico na camara anterior do olho) (Figura 2.2), principalmente de
lidocaina, ganhou aceitacdo mundial para procedimentos de catarata em seres
humanos, uma vez que reduz a dor de estimulacdo da iris, que normalmente
ocorre quando a anestesia topica € utilizada de maneira isolada (Behndig,
2007).

Apesar dos colirios tépicos promoverem anestesia da cérnea, durante a
cirurgia de catarata € comum o desconforto e dor gerados pela manipulacao de
estruturas intraoculares (Ezra et al., 2008).

O anestésico intracameral atua diretamente na iris e corpo ciliar, desta
forma diminuindo significativamente a dor e desconforto durante os
procedimentos intraoculares da operacdo de catarata, incrementando a
anestesia tépica (Monenstam et al., 2001).

O grupo de pacientes que mais pode se beneficiar da anestesia
intracameral sao aqueles que possuem miopia avancada, visto que, nestes
casos, as zbnulas altamente esticadas e o corpo ciliar subdesenvolvido levam a
luxacdo anterior do cristalino durante a infusdo da camara anterior na cirurgia
de catarata, ocorrendo maior estimulo doloroso na iris (Lofoco et al., 2008).
Judge et al. (1997) alertam para o potencial de injuria as células endoteliais

quando anestésicos locais sdo depositados intracameralmente ou quando



penetram o olho através da ferida cirirgica. Ha uma correlacao entre edema de
cérnea persistente e acéo citotoxica dos colirios anestésicos sobre o epitélio,
estroma e endotélio da cérnea quando estes adentram a camara anterior (Diaz-
Rey et al., 2009).

Cimara anterior

Cimara anterior

Vitreo

Figura 2.2 — Desenho representativo da anestesia intracameral. A) Ponto de vista do cirurgido.
B) Esquema em corte trasversal do olho.

Schellini et al. (2007), em estudo com coelhos, constataram que a

aplicacdo de lidocaina 2% intracameral promoveu pouca alteracoes



histopatolégicas nas estruturas intraoculares destes animais, recomendando a
utilizacdo desta forma de anestesia em operacdes de catarata.

Em céaes beagles, foi evidenciado um excelente efeito analgésico com a
aplicagdo de lidocaina 2% intracameral, com significativa reducdo da
concentracao alveolar minima (CAM) de isoflurano requerida para anestesia
geral destes animais (Park et al., 2010).

2.6. BLOQUEIO SUBTENONIANO

A capsula de Tenon € uma membrana que forma uma bainha fibrosa
envolvendo a parte escleral do globo ocular, da qual estd separada por um
espaco célulo-adiposo, o espaco de Tenon. Possui apenas um hiato, para a
passagem do nervo 6tico (Khan et al., 2009).

A técnica consiste de, apds anestesia geral ou tdpica e posicionamento
de blefarostato, apreensdo, com pin¢a anatémica, da conjuntiva e da capsula
de Tenon de 3 a 5 mm distante do limbo no quadrante infero-nasal do olho
(Figura 2.3).

Espago de Tenon

Figura 2.3 — Desenho representativo do bloqueio subtenoniano.
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Uma pequena inciséo € realizada nestas camadas, utilizando tesoura de
ponta romba, expondo a esclera. Na sequéncia, é inserida uma céanula
especifica para este blogueio, a qual possui uma curvatura e ponta romba, a
uma profundidade aproximada de 4 cm, depositando entdo o anestésico no
espaco de Tenon (Kumar et al., 2005).

Este bloqueio atua nos nervos ciliares curtos, causando bloqueio
sensorial e motor por acdo direta nos nervos dos musculos oculomotores.
Também pode apresentar agéao direta no nervo 6tico (Sohn et al., 2008).

O bloqueio subtenoniano é considerado uma técnica muito segura, pois
reduz ao maximo os riscos de perfuracdo do globo ocular, hemorragia
retrobulbar, lesdo direta do nervo 6tico ou aumento subito de pressao, que
podem ocorrer em técnicas como a peribulbar ou retrobulbar (Budd et al.,
2009).

Mesmo sendo uma técnica muito segura, nao esta desprovida de riscos.
Quemose, celulite orbital severa, trauma do musculo reto € mesmo a

perfuracao do olho sédo os efeitos adversos mais relatados (Studholme, 2008).

2.7. BLOQUEIO RETROBULBAR

A técnica retrobulbar € uma ferramenta efetiva para promover proptose
ocular, centralizacdo do globo, maior exposicdo da superficie da cérnea e
estabilidade ocular para a cirurgia, além de diminuir o reflexo oculocardiaco
(Gellat e Gellat, 2001).

O bloqueio retrobulbar proporciona excelente acinesia muscular e possui
a vantagem de prover analgesia intraocular, reduzindo assim a necessidade de
analgésicos perioperatérios e dispensando a necessidade do uso de
bloqueadores neuromusculares (Hazra et al., 2008).

Este bloqueio também é denominado de ‘“intraconal’, uma vez que
adentra o cone formado pela musculatura acesséria do globo ocular. A
deposicao de anestésicos neste espaco proporciona um rapido bloqueio motor
e sensitivo, atuando diretamente no ganglio ciliar, nervos oftalmicos, nervo
6tico e na maioria dos nervos orbitais craniais (Gayer e Kumar, 2007).

Na técnica retrobulbar mais efetiva em caes, realiza-se a inser¢ao de

uma agulha de 7 mm no canto infero-temporal palpebral do olho (Figura 2.4.).
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A agulha passa entre o globo ocular e a 6rbita em direcdo a mandibula
contralateral, ao ponto em que se toca, com a ponta da agulha, na parede
medial da 6rbita (Accola et al., 2006).

a0 aewo‘i”‘

Figura 2.4 — Desenho esquematico da anestesia retrobulbar.

Na espécie bovina, a avaliacao por ressonancia magnética mostra que o
blogueio retrobulbar com aplicagcdo em quatro pontos de pungéo, nos cantos
medial e lateral da 6rbita e nos pontos médios superior e inferior do globo
ocular, utilizando agulha de 1,2 cm com injecdao de 10 ml em cada ponto,
apresenta excelente difusao no retrobulbo e periérbita (Pearce et al, 2003).

Em seres humanos, a melhor op¢éo para realizar o bloqueio retrobulbar
€ através de Unica puncado no canto infero-lateral do olho, com uso de agulha
de 7 mm e injecao de baixo volume de anestésico, para evitar aumento subito
da pressao intraocular (Carneiro et al., 2008).

Varias sdo as desvantagens se o bloqueio for realizado de forma
inadvertida. Estas incluem perfuracdo do globo ocular, hemorragia retrobulbar,
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injurias diretas no nervo éptico e anestesia do tronco cerebral, podendo levar a
morte (Navaleza et al., 2006).

2.8. BLOQUEIO PERIBULBAR

A técnica de bloqueio peribulbar (Figura 2.5) é uma alternativa mais
segura e que minimiza os riscos, além de ser um procedimento
comprovadamente mais facil de ser realizado, quando comparado ao
retrobulbar (Athanikar e Agrawal, 1991; Wong, 1993). Neste ultimo, existe um
maior risco de injecado intraocular acidental, ou ainda, intradural (podendo
proporcionar uma difusdo do anestésico via liquor, anestesiando assim o tronco
encefalico). Em adicdo, hemorragias e lesdo direta do nervo Oéptico sao
evitados (Davis e Mandel, 1989).

Estudos mostram que a eficacia analgésica, anestesia e acinesia sao
iguais em ambas as técnicas (Saunders et al., 2003; Gus et al., 2004; Alhassan
et al., 2008). Segundo Rizzo et al. (2005), pelo fato de a insercdo da agulha,
nesta técnica de bloqueio, ser limitada a orbita anterior, o risco de injarias ao
nervo 6tico ou a artéria oftdlmica séo raros.

O volume de anestésico utilizado no bloqueio € fundamental para sua
efetividade. O anestésico depositado extraconal deve percorrer maior caminho
para bloquear todos os nervos responsaveis pela motricidade e sensibilidade
do olho. O aumento no volume administrado fara com que esse objetivo seja
alcancado (Ripart et al., 2001).

A velocidade de aplicagcdo do anestésico peribulbar esta diretamente
relacionada ao grau de acinesia ocular. Quanto menor a velocidade de
administracdo, menor € a qualidade da acinesia obtida, e quanto maior o
volume aplicado, melhor a qualidade anestésica. Apesar de haver um aumento
maior na pressdo intraocular com grandes volumes de anestésicos, ndo ha
significancia clinica (Gillart et al., 1998).

Em seres humanos, o blogueio peribulbar com u(nica pungdo no
quadrante inferotemporal, usando agulha curta de 1,25 cm, margeando a érbita
e repousando a agulha no assoalho do osso orbital, é adequada para a
realizacao de cirurgias de facoemulsificacao (Riad et al., 2009). O mesmo grau

de acinesia é alcancado quando seu utiliza agulhas longas (3,75 cm) ou curtas
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(1,5 cm), com a vantagem de minimizagao de riscos quando utiliza-se a agulha
menor (Van Der Berg, 2004).

O bloqueio peribulbar € uma excelente técnica para se obter 6tima
analgesia no periodo pés-operatério imediato (Giuliano, 2008). Lista-se como
complicagdes da administragédo peribulbar de anestésicos, em seres humanos,
a oclusdo da artéria central da retina, levando a isquemia retiniana, e a possivel
ocorréncia de quemose, quando a administracdo é feita muito superficial
(Vinerovsky et al., 2004).

Figura 2.5 — Desenho esquematico da anestesia peribulbar.

2.9. CONSIDERACOES FINAIS

As técnicas de anestesia locorregional para procedimentos cirldrgicos

intraoculares sdo amplamente estudadas e atualizadas constantemente. Desta
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forma, seu uso é altamente recomendado em pacientes veterinarios, visando,
além da analgesia intraoperatoria, o conforto e bem estar no periodo péds-
operatério, fato este essencial para o sucesso cirurgico.

A aplicacao das técnicas anestésicas propiciam, além da centralizacao
do olho, analgesia e acinesia, bem como diminuicdo da ocorréncia de reflexo
oculo-cardiaco; fatos estes nado ofertados pelos bloqueadores neuro-
musculares, que exigem a ventilacdo controlada (dependendo da dose
empregada) e apresentam efeitos adversos.

A anestesia intracameral vem mostrando forte crescimento e
aceitabilidade na medicina, pois, além de proporcionar anestesia e analgesia,
produz um excelente efeito midriatico necessario as cirurgias intraoculares.
Mais estudos clinicos com animais sao necessarios para avaliar o potencial uso
na medicina veterinaria.

O bloqueio sub-tenoniano apresenta uma série de vantagens e uma
otima eficicia. Sua aplicabilidade vem crescendo em seres humanos, porém a
falta de estudos ainda impede seu uso em animais.

A escolha da técnica esta atrelada a preferéncia do anestesiologista.
Porém constata-se que o bloqueio peribulbar é a técnica que mais apresenta
vantagens para os pacientes veterinarios, com menor risco de complicagdes.
Além de ser uma técnica de facil realizagéo.

Independente da técnica, o pré-requisito € o estudo, conhecimento
técnico, a atualizacao e pratica para que o anestesiologista possa realizar estas
técnicas de anestesia local e aumente a eficacia e o conforto dos pacientes

submetidos a cirurgias oculares.
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3. AVALIACAO ANESTESICA E OFTALMICA NA ADMINISTRACAO DE
COLIRIO DE TETRACAINA 1% E PROPARACAINA 0,5% EM CAES

3.1. RESUMO

Na pratica da anestesia topica ocular, a proparacaina € a droga mais utilizada,
porém, na medicina veterinaria brasileira ha preferéncia pelo uso da tetracaina.
Poucos estudos elucidam o tempo de acao e eficacia anestésica do colirio de
tetracaina em animais. O objetivo deste estudo foi estabelecer a acao do colirio
de tetracaina 1%, em associacdo com a fenilefrina 0,1% em duas posologias
diferenciadas, bem como seus efeitos oculares, comparando com o colirio de
proparacaina 0,5% em caes. Vinte e dois animais foram separados em dois
grupos: GT (n=11), recebeu colirio de tetracaina 1% associada a fenilefrina
0,1%, sendo uma gota instilada no olho esquerdo e duas gotas, com intervalo
de um minuto entre cada, instiladas no olho direito; GP (n=11), recebeu colirio
de proparacaina 0,5% seguindo a mesma posologia. A média de duracdo da
acao anestésica observada foi de 25 minutos para a tetracaina e 15 minutos
para a proparacaina. A instilagdo de duas gotas aumentou o tempo anestésico
em 5 minutos. Nao ocorreram alteracées na pressao intra-ocular, no didmetro
pupilar e na producgéo lacrimal. O colirio de tetracaina desencadeou quemose
em grande parte dos animais. A anestesia tépica do olho com proparacaina
mostrou auséncia de reagdes adversas, sendo assim recomendado
preferencialmente.

Palavras-chave: anestesia topica, olho, estesiometria, Cochet-Bonnet.

3.2. ABSTRACT

In the practice of topical ocular anesthesia, proparacaine is the most widely
used drug, However, in veterinary medicine in Brazil there is a preference for
the use of tetracaine.Few studies elucidate the time of action and efficacy of
tetracaine anesthetic eye drops in animals. The aim of this study was to
establish the action of 1% tetracaine eye drops in combination with 0.1%
phenylephrine in two different posologies and their effects on the eye compared
to the 0.5% proparacaine drops in dogs. 22 animals were divided into two
groups: TG (11 animals), received 1% tetracaine associated with 0.1%

phenylephrine eye drops, one drop instilled in the left eye and two drops, with
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one-minute interval between each, instilled in the right eye; PG (11 animals)
received 0.5% proparacaine eye drops following the same dosage. The average
duration of anesthetic action observed was 25 minutes for tetracaine and 15
minutes to proparacaine. The instillation of two drops increased anesthetic time
in five minutes. No changes in intraocular pressure, pupil diameter and tear
production was observed. The drops of tetracaine triggered chemosis in most
animals. Topical anesthesia with proparacaine eye drops showed no adverse
reactions and is thus recommended preferentially.

Key words: topical anesthesia, eye, aesthesiometry, Cochet-Bonnet.

3.3. INTRODUCAO

Atualmente, na pratica da anestesia ocular, a proparacaina (também
denominada proximetacaina) é a droga mais utilizada (Stiles et al., 2001). Seu
uso & amplamente consagrado para procedimentos como a tonometria,
citologia da coérnea, remocao de corpo-estranho, inje¢cdes subconjuntivais e
intracameral e procedimentos cirdrgicos (Lawrenson et al., 2008). Estudos
demonstram e estabelecem sua eficacia e tempo de acdo em caes (Herring et
al., 2005), gatos (Binder e Herring, 2006), coelhos (Seabaugh et al., 1993),
cavalos (Kalf et al., 2008) e no homem (Ezra e Allan, 2007).

Além da formulacdo de proparacaina 0,5%, encontra-se disponivel
comercialmente o colirio de tetracaina 1% associado a fenilefrina 0,1%, um
vasoconstritor que tem como objetivo prolongar o efeito anestésico. A
tetracaina, em solugdo oftalmica, tem grande uso na medicina veterinaria
brasileira, porém poucos estudos elucidam seu tempo de acdo e eficacia
anestésica em animais. Seus efeitos oculares foram bem estabelecidos apenas
em seres humanos, em que apresenta duragcado anestésica ligeiramente inferior
a proparacaina, além de estar associada a desconforto a aplicacao (Bartfield et
al., 1994). A comparacao dos efeitos analgésicos e oftalmicos, bem como das
reacOes adversas, dessas duas formulagdes comerciais disponiveis de colirio
anestésico em caes permitirdo estabelecer as indicacdes de cada droga para a
espécie.

O objetivo deste estudo foi estabelecer e comparar a acao anestésica,

bem como os efeitos oculares das duas principais formulacdes comerciais, 0
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colirio de tetracaina 1%, em associacdo com a fenilefrina 0,1%, e o colirio de

proparacaina 0,5%, em duas posologias diferenciadas em cées.

3.5. MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 22 cdes saudaveis, machos e fémeas de diferentes
racas, divididos aleatoriamente em dois grupos: GT (n=11), que recebeu colirio
oftalmico de tetracaina 1% associada a fenilefrina 0,1% (Colirio Anestésico®,
Allergan Prod. Farm. LTDA, Sao Paulo, Brasil), sendo uma gota instilada no
olho esquerdo (OS) e duas gotas, com intervalo de um minuto entre cada,
instiladas no olho direito (OD); e GP, o qual recebeu colirio de proparacaina
0,5% (Anestalcon®, Alcon Lab. do Brasil LTDA, Sao Paulo, Brasil), sendo
instilada uma gota no OS e duas gotas, com intervalo de um minuto entre cada,
no OD.

Antes das aplicacées (T0), foi mensurado em ambos os olhos a
sensibilidade corneal utilizando estesiobmetro de Cochet-Bonnet (Luneau
Ophtalmologie, Chartres, Franca), anotando o valor do maior comprimento que
desencadeava resposta de retracdo do globo ocular ou movimento de piscar, a
pressao intraocular, usando tonémetro de Schiotz (Miltex, Tuttlingen,
Alemanha), reflexos consensual e fotomotor e o didmetro pupilar com
paquimetro digital (Vonder Ferramentas, Sdo Paulo, Brasil). As mensuragdes
continuaram apoés a instilagao dos colirios, sendo anotadas com intervalos de 5
minutos até completar 60 minutos (T60).

O teste lacrimal de Schirmer (Ophthalmos Farmacéutica, Sdo Paulo,
Brasil) foi realizado em TO e repetido em T60, a fim de detectar alteracbes na
producao lacrimal. Atentou-se para a ocorréncia de reacdes da conjuntiva e
cérnea, como efeitos adversos a aplicacdo dos colirios.

A andlise estatistica se deu através do teste t para as comparacdes
entre posologias e entre 0s grupos, exceto para os dados relativos aos reflexos
e ocorréncia de reagdes adversas, para os quais foi empregado o teste qui-
quadrado.
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3.5. RESULTADOS

No GT, foram avaliados 5 machos e 6 fémeas, ja para GP foram
estudados 7 machos e 4 fémeas, com peso aproximado de 19,28+7,5 kg,

A média de duracido da acao anestésica observada foi de 25 minutos
para a tetracaina e 15 minutos para a proparacaina, ambos os tempos para a
posologia utilizando uma unica gota (Figura 3.1).

No GT, comparando ambos os olhos, apesar de haver tendéncia de a
posologia com duas gotas aumentar o efeito anestésico em 5 minutos, nao
houve diferenca significativa. Ja para o GP, houve diferenca estatistica entre as
duas posologias (aos 25min, p<0,05), com aumento de 5 minutos no tempo de
acao para a instilagao de duas gotas.

O GP teve inicio de atividade anestésica mais rapida (T5 — p<0,05),
apresentando pico anestésico ja na primeira avaliagdo aos 5 minutos,
independente da posologia, enquanto GT apresentou pico de agcdo aos 10 e 15
minutos (OD e OS, respectivamente), porém uma ag¢do mais fugaz, tanto
quando foram utilizadas duas gotas (de 35 a 45 min — p<0,05), quanto com
uma unica gota (de 25 a 40 — p<0,05).

A presséo intra-ocular ndo apresentou divergéncias entre as posologias
em ambos os grupos (Figura 3.2). Quando comparado os dois colirios, foi
observada diferenca significativa, com menor pressao ocular no olho esquerdo
(de 30 aos 40 min — p<0,05) e no olho direito no GT (de 50 a 55 minutos —
p<0,05).

Os grupos nao apresentaram homogeneidade no tamanho do diametro
pupilar antes da experimentacao (T0), porém nao foi observado discrepancias
no didmetro ocular (Figura 3.3) e no teste lacrimal de Schirmer (Figura 3.4),
tanto entre grupos quanto entre posologias.
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Figura 3.1 — Valores da sensibilidade da cérnea de caes aferidos por estesiometro de Cochet-
Bonnet para animais tratados com o colirio de tetracaina 1% associada a fenilefrina 0,1%, na
posologia de uma gota (GT-OS) e na posologia de duas gotas, com intervalo de 1 min entre
gotas (GT-OD) e para animais tratados com colirio de proparacaina 0,5%, na posologia de uma
gota (GP-OS) e na posologia de duas gotas, com pausa de 1 min entre instilacées (GP-OD). O
momento 0 corresponde a avaliagdo antes da instilacdo. + acima dos momentos evidencia
diferenca estatistica (p<0,05) entre GT e GP. # acima dos momentos evidencia diferenca
significativa (p<0,05) entre GT-OS e GP-OS. * acima dos momentos evidencia diferenca
significativa (p<0,05) entre GT-OD e GP-OD.
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Figura 3. 2 — Presséo intra-ocular de caes aferida usando tondmetro de Schiotz para animais
tratados com o colirio de tetracaina 1% associada a fenilefrina 0,1%, na posologia de uma gota
(GT-OS) e na posologia de duas gotas, com intervalo de 1 min entre gotas (GT-OD) e para
animais tratados com colirio de proparacaina 0,5%, na posologia de uma gota (GP-OS) e na
posologia de duas gotas, com pausa de 1 min entre instilagbes (GP-OD). O momento 0
corresponde a avaliagdo antes da instilacdo. # acima dos momentos evidencia diferenga
significativa (p<0,05) entre GT-OS e GP-OS. * acima dos momentos evidencia diferenca
significativa (p<0,05) entre GT-OD e GP-OD.
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Figura 3.3 — Diametro ocular observado em cades mensurados por paquimetro digital em
animais tratados com o colirio de tetracaina 1% associada a fenilefrina 0,1%, na posologia de
uma gota (GT-OS) e na posologia de duas gotas, com intervalo de 1 min entre gotas (GT-OD)
e para animais tratados com colirio de proparacaina 0,5%, na posologia de uma gota (GP-OS)
e na posologia de duas gotas, com pausa de 1 min entre instilagbes (GP-OD). O momento 0
corresponde a avaliagao antes da instilagao.
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Figura 3.4 — Teste lacrimal de Schirmer em caes tratados com o colirio de tetracaina 1%
associada a fenilefrina 0,1%, na posologia de uma gota (GT-OS) e na posologia de duas gotas,
com intervalo de 1 min entre gotas (GT-OD) e para animais tratados com colirio de
proparacaina 0,5%, na posologia de uma gota (GP-OS) e na posologia de duas gotas, com
pausa de 1 min entre instilagbes (GP-OD). O momento 0 corresponde a avaliagdo antes da
instilagdo e o momento 60 ao término das avaliages.

Ocorreu diminuicao do reflexo fotomotor no GT, em trés animais em
ambos os olhos e em um animal apenas no olho direito, de 5 aos 20 min
(p<0,05), porém sem diferenga entre as posologias. Nao foi observado
diminuicéao de reflexo fotomotor no GP.

A quemose foi evidenciada como reacao adversa no GT em trés animais
bilateralmente e em um animal apenas no olho direito, sem diferenca entre as
posologias, mas com significancia entre os grupos (p<0,01). No GP nenhum
cao apresentou quemose.

3.6. DISCUSSAO

O rapido inicio de acao e a auséncia de reacao tecidual tornaram a
proparacaina o anestésico local mais utilizado na oftalmologia. O tempo de
laténcia da proparacaina em cées é de aproximadamente 30 a 60 segundos,
perdurando seus efeitos entre 10 a 20 minutos (Stiles et al,, 2001). A instilacao
de duas gotas de proparacaina 0,1%, com intervalo de um minuto entre cada
gota, aumentou o tempo de acao para 25 minutos (Herring et al., 2005). Estes
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resultados sdo semelhantes com os deste experimento, com um tempo médio
de acdo de 15 minutos com a instilagdo de uma gota e 20 minutos com duas
gotas. O aumento no tempo de anestesia da cérnea com a instilacdo de uma
gota adicional deve-se, provavelmente, a simples aumento da concentracao da
droga na cérnea e tecidos adjacentes.

Em pesquisas com outras espécies, a proparacaina apresentou duragéo
média de 10 minutos (Bartfield et al., 1994) e 11 minutos (Weiss e Goren,
1991) em seres humanos, 10 minutos em coelhos (Seabaugh et al., 1993), 25
minutos em gatos (Binder e Herring, 2006) e 25 minutos em cavalos (Kalf et al.,
2008).

Em um estudo clinico prospectivo, randomizado e duplo-cego
comparando colirios de proparacaina e tetracaina a 0,5% em pessoas, o efeito
anestésico da proparacaina durou 1,3 minutos a mais que a tetracaina
(Bartfield et al. 1994). Neste estudo, de maneira contraria, a comparacao entre
as duas formulacdes comerciais de colirio anestésico mais utilizadas mostrou
que a tetracaina apresentou uma agao com durag¢ao aproximada de 5 minutos
a mais que a proparacaina. Este fato deve-se a presenca da fenilefrina
associada a tetracaina no colirio comercial, um simpatomimético que induz
vasoconstricdo local, aumentando o tempo de acdo do anestésico local
(Fukuda et. al., 1994). Como no Brasil existe apenas a solugdo comercial
contendo tetracaina 1% associada a fenilefrina 0,1%, nao houve interesse em
observar os efeitos da tetracaina isoladamente.

Os anestésicos locais dessensibilizam a cérnea, bloqueando o
componente aferente do reflexo normal, prevenindo a secrecao reflexa das
glandulas lacrimais e da terceira palpebra, diminuindo assim a producao
lacrimal (Hamor et al., 2000). De acordo com Patton e Robinson (1974), a
diminuicdo da producéo lacrimal proporcionada pela acdo dos anestésicos
locais é responsavel por aumentar a biodisponibilidade da droga nos tecidos da
cérnea. Desta forma, essa seria uma possivel explicacdo para o aumento no
tempo de acdo anestésica encontrado na posologia de duas gotas. Nao foi
detectado, porém, a diminuicdo da produc¢éo lacrimal em nenhum dos grupos,
apesar de que foi comparado o teste de Schirmer antes da instilacao e ap6s 60

minutos, quando ndo havia mais atividade dos anestésicos locais.
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Existe uma tendéncia a diminuicdo na pressao intraocular promovida por
anestésicos locais provavelmente pela reducdo na tensao das pélpebras e
musculos auxiliares do globo ocular (Ehongo et al., 2009). Diferente do estudo
realizado por Almubrad e Ogbuehi (2007) em seres humanos, no qual foi
constatado uma reducéo significativa da pressao intraocular de 0,9 mmHg apés
dois minutos da instilacdo da proparacaina e de 0,8 mmHg apéds a instilagdo de
oxibuprocaina, foi constatado um aumento de 0,9 mmHg com o uso da
proparacaina e 0,5 mmHg com a tetracaina na presséo intraocular nos caes
apdés 5 minutos, sem significativa estatistica, porém, com o valor basal. Este
resultado também diverge dos obtidos em pessoas com outros dois
anestésicos locais, a oxibuprocaina e betoxicaina, no qual se verificou
diminuicao significativa da pressao intraocular (Baudouin e Gastaud, 1994).

O aumento da espessura da cérnea pode levar a uma leitura tonométrica
maior que a real (Ko et al., 2005). A instilacdo de uma gota de proparacaina
0,5% € capaz de aumentar, de maneira transitéria, a espessura da cornea
(Herse e Siu, 1992; Nam et al., 2006), de maneira que pode-se esperar uma
leitura de presséo intra-ocular maior.

A menor pressao intra-ocular observada com o uso de tetracaina,
quando comparada a proparacaina, logo apos o fim da agéo terapéutica das
drogas pode ter ocorrido pelo maior tempo de acéo da tetracaina, promovendo
maior tempo de recuperagao do tdbnus de palpebras e musculos acessérios do
globo ocular.

N&o ocorreu midriase nem alteracdo na pressao intraocular devido a
fenilefrina neste estudo, visto que sua concentracdo quando associada a
tetracaina € de 0,1%. A fenilefrina é amplamente utilizada como midriatico na
rotina hospitalar formulada a 10%, 100 vezes maior do que a presente no
colirio anestésico. Mesmo nessa maior concentragdo, porém, pode nao
promover dilatacdo pupilar adequada. A concentragdo de 10% nao foi
suficiente para promover midriase nos gatos (Trinavarat e Pituksung, 2009).

O colirio de fenilefrina na concentracao de 10% nao altera também a
pressao intraocular de pessoas sem alteracdes oftalmicas e naquelas com
glaucoma de angulo aberto (Marchini et al., 2003), também em gatos
clinicamente sadios (Stadtbaumer et al., 2006).
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A fenilefrina, porém, mesmo em concentracées baixas, como 0,1%, é
uma droga potencialmente alérgica que pode desencadear blefaroconjuntivites
tanto de maneira imediata quanto tardia. Além disso, em seres humanos a
tetracaina promove mais dor ou desconforto que a proparacaina (Bartfield et al.
1994; Shafi e Koay, 1998).

Quanto maior o contraste de pH do colirio anestésico com 7,4 (pH
fisioldgico), maior é a irritacdo dos tecidos oculares (Lawrenson et al, 1998). A
proparacaina apresenta um pH médio de 4,8 (Garcia-Arumi et al., 2007), ja o
da tetracaina é de 4,54 (Weaver et al., 2003), fato que gera maior dor ocular e
reacdes adversas.

Existem pequenas diferengas estruturais entre as duas drogas. A
tetracaina é um éster para-aminobenzdico, ja a proparacaina é um éster meta-
aminobenzdico. A implicagdo dessa sutil diferenca ndo € bem definida, mas
sabe-se que a tipo de estrutura éster pode estar ligado ao desenvolvimento de
reacbes alérgicas (Lawrenson et al., 1998). Tanto a capacidade alergogénica
da fenilefrina e da tetracaina, como a maior acidez da tetracaina podem
explicar a alta ocorréncia de quemose nos animais deste grupo.

Existe uma tendéncia ao uso da solugcdo comercial de tetracaina na
medicina veterinaria brasileira. Um motivo pode ser a necessidade de
conservacao resfriada da proparacaina. Esta pesquisa, porém, demonstra que
a proparacaina apresenta menor reacao tecidual ocular, devendo ser indicada
tanto em procedimentos diagnésticos como cirurgicos.

O colirio de tetracaina associado com a fenilefrina promove uma acao
dez minutos mais longa que o de proparacaina e a aplicacdo de duas gotas
com intervalo de um minuto entre gotas aumenta o tempo de acdo do
anestésico em 5 minutos com a proparacaina, mas ndo com a tetracaina. A
anestesia tépica da cdérnea com proparacaina mostrou menor reacdes

adversas.
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4. AVALIACAO CLINICA DO USO DE MORFINA PERIBULBAR EM CAES
4.1. RESUMO

A maioria dos pacientes submetidos a intervengdes oculares apresentam
inflamacdo e dor pds-operatéria. Existem raros dados de literatura sobre
opidides na perio6rbita, porém seu uso pode contribuir no controle da dor ocular.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a resposta a estimulos nociceptivos no
bulbo ocular apés a administracdo de morfina por via peribulbar em caes. Vinte
e dois animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: Grupo Morfina
(GM), ao qual foi administrado morfina (10 mg/ml) por via peribulbar
exclusivamente no olho direito na dose de 0,2 mg/kg e 0,2 ml/kg de solugcao de
NaCl 0,9% por via intramuscular; e Grupo Controle (GC), o qual recebeu 0,2
mg/kg de morfina por via intramuscular e 0,2 ml/kg de solug&o salina peribulbar
no olho direito. Para a realizacdo da injecdo peribulbar, os animais foram
anestesiados com propofol (5mg/kg). Foram mensurados, em ambos os olhos,
a sensibilidade corneal utilizando estesiometro de Cochet-Bonnet, pressao
intraocular, reflexos consensual e fotomotor e o didmetro pupilar. Também
foram avaliadas frequéncias cardiaca e respiratdria e pressao arterial nao
invasiva. As avaliacGes foram realizadas antes da inje¢do e prosseguiram com
intervalo de 15 minutos até completar 4 horas, exceto a estesiometria que foi
mensurada por 24 horas. O teste lacrimal de Schirmer foi realizado antes da
injecdo, duas e quatro horas apds. A analise estatistica se deu por meio do
teste t para comparagcao entre grupos, ANOVA para comparacdo dentro do
mesmo grupo, empregando teste post-hoc de Tukey-Kramer, exceto para os
dados de reflexos, em que foi empregado o teste qui-quadrado. N&o foi
evidenciada diferenga significativa para os valores de pressao intraocular,
frequéncias cardiaca e respiratéria, pressao arterial, diametro pupilar, producao
lacrimal e reflexos. No grupo morfina, no olho direito, foi observado incremento
na reducdo da sensibilidade corneal induzida pelo propofol. Na auséncia de
dor, a injegdo peribulbar de morfina ndo promoveu maiores efeitos que a
aplicacao intramuscular da mesma.

Palavras chave: estesiometria, opioide, periorbita
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4.2. ABSTRACT

Most patients have undergone eye operations inflammation and postoperative
pain. There are few published data on the periorbital opioids, but their use can
contribute to the control of ocular pain. This study aimed to evaluate the
response to noxious stimulation in the eyeball after administration of peribulbar
morphine in dogs. Twenty-two animals were randomly divided into two groups:
morphine (GM), which was administered morphine (10 mg/ml) by peribulbar
exclusively in the right eye at a dose of 0.2 mg / kg and 0.2 ml/kg 0.9% NaCl
intramuscularly and a Control Group (CG), which received 0.2 mg / kg of
morphine intramuscularly and 0.2 ml / kg saline peribulbar the right eye. To
perform a peribulbar injection, the animals were anesthetized with propofol
(5mg/kg). Were measured in both eyes, corneal sensitivity using a Cochet-
Bonnet esthesiometer, intraocular pressure, and consensual reflexes fotomotor
and pupil diameter. Were also evaluated for heart and respiratory rates and
blood pressure noninvasively. Evaluations were performed before injection and
continued at intervals of 15 minutes until 4 hours, except that esthesiometry
was measured for 24 hours. The Schirmer tear test was performed before the
injection, two and four hours later. Statistical analysis was done by ANOVA for
comparison between groups, t test for comparison within the same group, using
post-hoc Tukey-Kramer, except for data of reflections, which was used in the
chi-square. There was no significant difference in the values of intraocular
pressure, heart and respiratory rates, blood pressure, pupil size, tear production
and reflections. In the morphine group, the right eye, there was an increase in
reducing corneal sensitivity induced by propofol. In the absence of pain,
peribulbar injection of morphine did not cause greater effects than
intramuscular.

Keywords: esthesiometry, opioids, periorbital
4.3. INTRODUCAO
As intervengbes no globo ocular geram dor, desconforto, irritagdo e

inflamacéao, fatores que implicam tanto na dificuldade cirurgica quanto na

cicatrizagdo e recuperacdo poés-operatéria (KATZ et al, 2000). As
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ceratectomias fototerapéuticas, por exemplo, sdo acompanhadas de dor
intensa que se torna muito evidente 24 horas apds a intervengéo cirurgica,
seguida de congestdo nasal, lacrimejamento e fotofobia (GALLAE et al., 2007).
Mesmo em pacientes humanos submetidos a remocédo de catarata, em que
todo procedimento € realizado sob anestesia local ou locorregional, ha relato
de dor e desconforto quando a caneta de facoemulsificacdo é inserida na
camara anterior do olho (LAFOCO et al., 2008).

Apesar do grande avanco nas técnicas operatérias oftalmicas,
particularmente na cirurgia corretiva de catarata, tais como o emprego de
incisbes menores e uso de facoemulsificagcdo, a maioria dos pacientes
submetidos a intervengdes oculares apresentam inflamacao pés-operatéria
(KORENFELD et al., 2009). O trauma cirdrgico pode alterar a dinamica
fisiolégica do olho, levando a inflamacao e dor. A dor pdés-operatéria pode
persistir durante semanas ou meses (GALLAE et al., 2007).

As técnicas anestésicas de bloqueios locais e regionais tém sido
amplamente utilizadas na pratica anestesiolégica moderna. A anestesia local
constitui uma alternativa a anestesia geral ou um sinergismo promovendo
diminuicado das doses dos anestésicos gerais (maior seguranca), inibicao de
estimulos nocivos, balanceamento da anestesia e analgesia trans e pds-
operatoria (INTELIZANO et al., 2006).

A associacao dos opidides nas técnicas anestésicas locais proporciona
diminuicdo das doses dos farmacos requeridos, analgesia preemptiva, menor
dor pos-operatoria e melhor recuperagao (JIN e CHUNG, 2001; BRILL et al.,
2003). A deposicdo neuroaxial de opidides tem maior poténcia e duracao,
menor necessidade diaria, menor depressao do sistema nervoso central e
menos efeitos colaterais do que os opidides sistémicos (SKARDA e
TRANQUILLI, 2007).

Os opidides promovem seus efeitos apds ligacdo com receptores
especificos, localizados principalmente no sistema nervoso central (encéfalo e
meninges), nervos periféricos, sistema nervoso autébnomo e articulagbes
(STEIN et. al. 1993).

Baseado no trabalho de TAO et al. (2000), HEMMERLING et al. (2000)
realizaram um trabalho com o uso de opidides retrobulbares em pessoas.

Neste trabalho, utilizaram morfina aplicada por via retrobulbar através de
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cateter em comparacao com morfina aplicada por via subcutanea em 36
pacientes submetidos a cirurgias oculares. Nao foi evidenciada nenhuma
diferenca entre os dois grupos, tanto para a dor pés-operatéria quanto para os
efeitos anti-inflamatérios da morfina. Porém, este estudo usou apenas padroes
de avaliacao clinicos e subjetivos, além de extrapolar que ha a presenca de
receptores opidides no espaco retrobulbar.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a resposta a estimulos nociceptivos no
bulbo ocular ap6s a administragdo de morfina por via peribulbar ou sistémica em caes.

4.4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética de uso de animais do
Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana, por meio do
protocolo numero 022/2009.

Vinte e dois animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos:
Grupo Morfina (GM), ao qual foi administrado morfina 0,1% por via peribulbar
exclusivamente no olho direito, na dose de 0,2 mg/kg e 0,2 ml/kg de solucao de
NaCl 0,9% por via intramuscular; e Grupo Controle (GC), o qual recebeu 0,2
mg/kg de morfina por via intramuscular e 0,2 ml/kg de solug&o salina peribulbar
no olho direito. Tanto o aplicador como os examinadores desconheciam a qual
grupo pertencia o cao estudado. Para a realizagcdo da injecao peribulbar, os
animais foram anestesiados com propofol (5mg/kg) e receberam Unica puncao
com agulha hipodérmica 25 x 7 junto a borda infero-externa da 6rbita, proximo
ao canto temporal do globo ocular.

Foi mensurado em ambos os olhos a sensibilidade corneal utilizando
estesibmetro de Cochet-Bonnet (Luneau Ophtalmologie, Franga), o valor do
maior comprimento que desencadeava resposta de retracdo do globo ocular ou
movimento de piscar, a pressao intraocular, usando tonémetro de Schiotz
(Miltex, Alemanha), reflexos consensual e fotomotor e o didmetro pupilar com
paquimetro digital (Vonder Ferramentas, Brasil).

Também foram avaliadas as frequéncias cardiaca e respiratéria e a
pressao arterial ndo invasiva pelo método oscilométrico, utilizando monitor
multiparamétrico (PM 8000 - Mindray, China).
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As avaliacdes foram realizadas antes daadministragdo e prosseguiram
com intervalo de 15 minutos até 4 horas, exceto a sensibilidade corneal que foi
mensurada de 5 em 5 minutos até 1 hora, passando para intervalos de 15
minutos até 4 horas e terminando com avaliacdes 6, 12 e 24 horas apés a
aplicacao. O teste lacrimal de Schirmer (Ophthalmos Farmacéutica, Brasil) foi
realizado antes da injecao, 2 e 4h apds.

A andlise estatistica se deu por meio da ANOVA para comparagao entre
diferentes momentos dentro do mesmo grupo empregando teste post-hoc de
Tukey-Kramer, e teste t para comparacao entre os dois grupos, exceto para os
dados de reflexos, em que foi empregado o teste qui-quadrado.

4.5. RESULTADOS

Nao foi evidenciada diferenca significativa para os valores de pressao
intraocular (Figura 4.1), frequéncias cardiaca (Figura 4.2) e respiratéria (Figura
4.3), pressbes arterial sistélica (Figura 4.4), diastélica (Figura 4.5) e média
(Figura 4.6), diametro pupilar (Figura 4.7), producao lacrimal (Figura 4.8) e
reflexos.

No olho em que ocorreu a aplicagao da injecao peribulbar foi observado
diminuicado significativa (P<0,05) da sensibilidade da cérnea no GM, quando
comparado aos demais grupos, até 15 minutos apdés a aplicacdo. Nao foi
observada diferenca estatistica entre os grupos ap6s 20 minutos da aplicacao
(Figura 4.9).
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Figura 4.1 — Valores encontrados na avaliagdo tonométrica, com uso do tonémetro de Schiotz,
em caes apods a aplicacdo de solucao salina peribulbar (GC-OD) ou morfina peribulbar (GM-
OD) e no olho contralateral (esquerdo) - GC-OS e GM-OS. Os animais foram anestesiados com
propofol (5 mg/kg) para realizacao da injecao.
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Figura 4.2 — Valores de frequéncia cardiaca de cides apds a aplicacdo de solucdo salina
peribulbar (GC) ou morfina peribulbar (GM). Os animais foram anestesiados com propofol (5
mg/kg) para realizagéo da injecéo.
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Figura 4.3 — Valores de frequéncia respiratéria de cdes ap6s a aplicagdo de solugdo salina
peribulbar (GC) ou morfina peribulbar (GM). Os animais foram anestesiados com propofol (5
mg/kg) para realizagao da injecao.
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Figura 4.4 — Valores de pressdo arterial sistdlica em cades, com uso de monitor
multiparamétrico, apés a aplicagao de solugdo salina peribulbar (GC) ou morfina peribulbar
(GM). Os animais foram anestesiados com propofol (5 mg/kg) para realizagao da injegao.
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Figura 4.5 — Valores de pressdo arterial diastélica em caes, com uso de monitor
multiparamétrico, apds a aplicagdo de solugado salina peribulbar (GC) ou morfina peribulbar
(GM). Os animais foram anestesiados com propofol (5 mg/kg) para realizagédo da injegao.
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Figura 4.6 — Valores de presséo arterial media em caes, com uso de monitor multiparamétrico,
apods a aplicagdo de solugdo salina peribulbar (GC) ou morfina peribulbar (GM). Os animais
foram anestesiados com propofol (5 mg/kg) para realizacao da injegéo.
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Figura 4.7 — Valores de didmetro pupilar de caes, avaliados com paquimetro digital, apds a
aplicacdo de solugédo salina peribulbar (GC-OD) ou morfina peribulbar (GM-OD) e no olho
contralateral (esquerdo) - GC-OS e GM-OS. Os animais foram anestesiados com propofol (5
mg/kg) para realizagao da injecao.
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Figura 4.8 — Producéo lacrimal no teste de Schirmer de caes apds a aplicagdo de solugao
salina peribulbar (GC-OD) ou morfina peribulbar (GM-OD) e no olho contralateral (esquerdo) -
GC-0OS e GM-0OS. Os animais foram anestesiados com propofol (5 mg/kg) para realizagdo da
injecao.
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Figura 4.9 — Valores de sensibilidade corneal de caes, com uso de estesiémetro de Couchet-
Bonnet, apds a aplicagao de solugdo salina peribulbar (GC-OD) ou morfina peribulbar (GM-OD)
e no olho contralateral (esquerdo) - GC-OS e GM-OS. Os animais foram anestesiados com
propofol (5 mg/kg) para realizagdo da injecdo. # acima dos momentos indica significancia
estatistica (p<0,05), comparando GM—-OS com os demais grupos.

4.6. DISCUSSAO

Injecées peribulbares notadamente aumentam a press&o intraocular
(OLMEZ et al., 2004). Este aumento esta intimamente ligado ao volume
injetado, uma vez que volumes maiores induzem maior aumento de pressao
(LUNG et al., 2006). O aumento na pressao é proveniente de compressao
mecanica promovida pelo liquido injetado no espaco periorbital (SANDFORD et
al, 1998). Neste estudo néo foi observado incremento significativo na pressao
intraocular. Este resultado também corrobora com os encontrados por
WATKINS et al. (2001), no qual, mesmo usando altos volumes para a injecao
peribulbar (10 ml), ndo foram encontradas elevacbes na pressao intraocular.
Isto usualmente é explicado pela administracdo de anestésicos locais, que
relaxam a musculatura e colaboram para evitar o aumento da pressao
intraocular. O presente estudo em céaes, porém, mesmo utilizando apenas
morfina na dose de 0,2 mg/kg ou solucdo salina 0,2ml/kg, ndo evidenciou
nenhum aumento significativo na presséo intraocular. A dose utilizada foi
escolhida devido ao fato de que, quando opidides sao administrados
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diretamente em seu sitio de agdo, como na analgesia epidural, por exemplo,
estas drogas possuem a habilidade de promover um efeito mais duradouro e
com menores efeitos colaterais com uma dosagem de 40 a 60% menor que
aquelas tipicamente utilizadas pelas vias intravenosa ou intramuscular
(PACHARINSAK et al., 2003). A deposicao de opidides neuroaxial tem maior
poténcia e duragdo, menor necessidade didria, menor depressdo do sistema
nervoso central e menos efeitos colaterais do que os opidides sistémicos
(SKARDA e TRANQUILLI, 2007).

A anestesia com propofol para a realizacdo de bloqueio peribulbar
permite @ manutencdo e estabilidade dos parametros hemodinamicos, sem
elevar a presséao intraocular (DAL et al., 2005), da mesma forma, ndo houve
alteracdes nas frequéncias cardiacas e respiratéria, na pressao arterial e tao
pouco na pressao intraocular durante o periodo de sedacao com propofol.

Dois diferentes estudos utilizando coelhos (BONFIGLIO et al., 2006;
DORTCH-CARNES e RUSSEL, 2006) mostraram que a instilacdo tépica de
100 pg morfina produziu diminuicdo da pressao intraocular e promoveu miose
nestes animais. Estes efeitos estdo ligados a ativacdo de receptores p
intraoculares, os quais desencadeiam a inibicdo da sintese de oxido nitrico,
substancia fundamental na regulacdo do fluxo sanguineo intraocular. Neste
estudo, ndo foi observada alteragdes nesses parametros, com o uso de morfina
tanto peribulbar quanto intramuscular, possivelmente pela menor concentracao
ocular atingida do farmaco quando administrada por estas vias.

O uso de bolus de 5mg/kg de propofol promoveu auséncia de resposta
ao estimulo corneal, perdurando até 10 minutos ap6s a administracdo da
injecao peribulbar e correspondente ao tempo de recuperacdao da anestesia
pelo propofol. A administragédo da morfina no peribulbo prolongou a redugéo da
sensibilidade corneal induzida pelo propofol.

A aplicagao retrobulbar de morfina na dose total de 2 mg nédo evidencia
diferencas na analgesia, quando comparada a administracdo de morfina
subcutanea em pessoas submetidas a cirurgias intraoculares (HEMMERLING
et al., 2000), Todavia, outro estudo evidenciou uma diferenca significativa no
alivio da dor p6s-operatéria em pessoas, com o efeito perdurando por até 24h
na associacao de 4 mg de morfina a lidocaina administrada peribulbar para
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cirurgias de catarata, quando comparada apenas com a inje¢ao de lidocaina
(WISHAW et al., 2000).

No presente estudo, apesar da breve analgesia inicial, nao foi
evidenciado diferenca na sensibilidade da coérnea apdés 20 minutos da
aplicacao. A ativacao de receptores opidides no nervo e quiasma 6tico gerando
analgesia ocular pode ser uma justificativa pra esse prolongamento da
insensibilidade. Todos os tipos de receptores opidides sdo encontrados no
nucleo o6ptico de ratos, sendo que hd um aumento de receptores do tipo u
quando estes animais sofrem enucleagao unilateral, levantando a hipétese que
0s opidides estdo intimamente ligados a modulagdo da dor e inflamacao
periférica durante as cirurgias oculares (GIOLLI et al., 1990),.

A ligacdo de uma molécula opiocide em seu receptor promove
hiperpolarizacéao, inibicdo da deflagracdo do potencial de acao e inibicao pré-
sindptica de neurotransmissores (GORNIAK, 2002). Além do efeito de
modulacdo da dor, estudos apontam que os opidides possuem acgado anti-
inflamatoria nos tecidos e neurénios periféricos, tanto mediados por acao direta
no sistema nervoso central quanto por acao em receptores periféricos (STEIN,
1993; KAPITZKE et al., 2005).

Ha uma forte evidéncia de que os opidides atuam de maneira periférica,
ao contrario da tradicional crenca de funcionamento exclusivo no sistema
nervoso central (STEIN, 1993). A localizacao precisa dos receptores que fazem
a mediacao dos efeitos analgésicos periféricos € desconhecida, e além disso
0s opidides ndo conseguem atuar em alguns tecidos sadios, por exemplo, na
cérnea intacta. Duas explicacées vidveis sdo que os opidides possuem um
acesso facilitado aos receptores na presenca de inflamacao (ANTONIJEVIC et
al., 1995) e que receptores opidides sao transportados através do axonio para
o local inflamado (HASSAN et al., 1993).

Sugere-se, portanto, que o estimulo nociceptivo inerente a aplicacao
peribulbar pode ter contribuido para uma curta acao prolongadora na
diminuicdo da resposta corneal promovida pelo propofol, porém, a
indisponibilidade de receptores opiodes pela inexisténcia de inflamagcédo ou
estimulo nociceptivo continuo no peribulbo sadio de cdes nao permitiu a

percepcao dos efeitos analgésicos da morfina nesta via. Assim, clinicamente, a
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morfina peribulbar ndo promoveu efeitos mais acentuados que por via

intramuscular.
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5. ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO DE RECEPTORES OPIOIDES
PERIBULBAR EM CAES

5.1. RESUMO

N&o ha qualquer estudo disponivel na literatura sobre a presencga de receptores
opibides ao redor do bulbo ocular. Sabe-se que o nervo éptico é envolto por
meninges e estas albergam receptores opidides, além de que a cérnea possui
receptores p e 6. A confirmacao da existéncia de receptores opiodides, além da
detecgcdo de seus subtipos, no espago peribulbar, permitird a aplicagao clinica
desta classe de farmacos diretamente neste sitio de acdo. Desta forma, a
utiizacdo de morfina nesta via de administracdo devera promover um
incremento na sua poténcia e duracdo analgésica. Este trabalho tem como
objetivo detectar receptores opidides e seus subtipos no bulbo ocular e tecidos
adjacentes. Foram utilizados olhos de 15 caes. Além do bulbo ocular, foi
coletado o nervo éptico e todo tecido adjacente. O material colhido foi fixado
em formolaldeido 10% por 24 horas, para entdo ser processado para histologia
com microtomia por parafina. Realizou-se incubacdo no anticorpo primario
overnight. Foram utilizados trés diferentes anticorpos primarios a saber:
Anticorpo Policlonal de Coelho Anti Receptor mu-Opioide em diluicdo 1:10000,
Anticorpo Policlonal de Coelho Anti Receptor delta-Opioide em diluicdo 1:1000
e Anticorpo Policlonal de Coelho Anti Receptor kappa-Opioide em diluicao
1:5000. O cromogeno utilizado foi o DAB. Apds analise das laminas
histoldégicas, nado foi evidenciada a presenca de receptores opidides no
peribulbo e tecidos adjacentes de caes. Este fato pode ter ocorrido
principalmente pelo uso de microtomia por parafina, método inferior ao uso de
tecido fresco congelado e pela prépria especificidade dos anticorpos primarios.
nao pode confirmar ou descartar a presenca de receptores opidides no tecido
peribulbar de caes com este estudo.

Palavras chave: avidina-biotina-peroxidase, DOR, MOR, periorbita.
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5.2. ABSTRACT

There is no study available in the literature about the presence of opioid
receptors around the eyeball. It is known that the optic nerve is surrounded by
meninges and home to these opioid receptors, and that the cornea has p and &
receptors. The confirmation of the existence of opioid receptors, in addition to
detection of its subtypes, peribulbar space, will allow clinical application of this
class of drugs directly on this site of action. Thus, the use of morphine in this
route of administration should promote an increase in their potency and duration
of analgesia. This work aims to detect opioid receptors and their subtypes in the
eyeball and surrounding tissues. We used eyes of 15 dogs. Besides the eye,
was collected throughout the optic nerve and adjacent tissue. The material was
fixed in 10% formolaldeido for 24 hours, to then be processed for histology with
paraffin for microtomy. Held overnight incubation in primary antibody. We used
three different primary antibodies as follows: rabbit polyclonal anti mu-opioid
receptors in 1:10000 dilution, polyclonal rabbit anti-delta opioid receptor diluted
1:1000, rabbit polyclonal anti kappa-opioid receptor in dilution 1:5000. The
chromogen used was DAB. After review of histological slides, it has not shown
the presence of opioid receptors in the peribulbar and adjacent tissues of dogs.
This might have occurred primarily through the use of paraffin for microtomy,
inferior method to using fresh frozen tissue and the specificity of primary
antibodies. can not confirm or rule out the presence of opioid receptors in
peribulbar tissue of dogs with this study.

Keywords: avidin-biotin-peroxidase, DOR, MOR, periorbit.

5.3. INTRODUCAO

Tradicionalmente, o0s analgésicos opidides sado administrados
sistemicamente. Indicios, porém, apontam que 0Ss mesmos podem ser
aplicados de forma periférica, produzindo efeitos analgésicos consideraveis
(STEIN, 1993; STEIN e LANG, 2009).

Nao ha qualquer estudo disponivel na literatura por meio dos sites de

busca Pubmed, Scielo ou Google sobre a presenca de receptores opidides ao
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redor do bulbo ocular. Sabe-se que o nervo Optico € envolto por meninges
(GETTY, 1986) e que as meninges albergam receptores opidides, além de que
a cornea possui receptores p e & (STILES et al. 2003).

Diversos trabalhos utilizando imuno-histoquimica para deteccdo de
receptores opidides no sistema nervoso central de ratos, cobaias e galinhas
foram realizados (PERT et al., 1976; TAO et al., 2000; ERLANGUNG, 2005;
HENRIKSEN e WILLOCH, 2008), mas nenhum estudou a presenca de
receptores no nervo optico.

Segundo GIOLLI et. al. (1990), todos os tipos de receptores opidides sdo
encontrados no nucleo 6ptico de ratos, sendo que ha um aumento de
receptores do tipo g quando estes animais sofrem enucleacao unilateral,
levantando a hip6tese que os opidides estdo intimamente ligados a modulacao
da dor e inflamacéo periférica durante as cirurgias oculares.

As técnicas e rotinas para a identificacdo e quantificacao de receptores
opidides por imuno-histoquimica sdo consagradas e bem estudadas. Alguns
autores realizaram ensaios, principalmente utilizando o sistema nervoso central
de ratos (PERT et al., 1976; UHL et al., 1977; TAO et al., 1988; TAO et al.,
2000), mas também na popa dentaria de pessoas (TEIXEIRA e FISCHER,
2007), coragao de caes (DEO et al., 2008), oviduto de éguas (DESANTIS et al.,
2008), entre outros. Porém nenhum estudo imuno-histoquimico foi realizado
para identificacao de receptores opidides em nervo 6tico.

Estudos imuno-histoquimicos do nervo éptico aparecem na literatura,
mas sempre relacionados a oncologia e analise de neoplasias (CUTARELLI et
al., 1991; SCARAVILLI et al., 1992).

Este trabalho teve como objetivo a deteccdo de receptores opidides e

seus subtipos no bulbo ocular e tecidos adjacentes em caes.

5.4. MATERIAL E METODOS

Os ensaios imuno-histoquimicos em bulbo ocular e tecidos adjacentes
de cées foram realizados usando método do complexo da avidina-biotina-
peroxidase (ABC) descrito por HSU et. al. (1981).

Foram utilizados olhos de 15 caes obtidos ap6s exame necroscoépico.

Em um periodo maximo de uma hora apds a morte, olhos de animais mortos
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sem qualquer alteracdo oftalmica prévia foram obtidos por enucleacdo e
imediatamente lavados e imersos em solugdo salina tamponada com fosfato
gelado (PBS, pH 7,2). Além do bulbo ocular, foi coletado o nervo éptico e todo
tecido adjacente, isto é, toda a peridrbita. O material colhido foi fixado em
formolaldeido 10% por 24 horas, para entdo ser processado para histologia
através da microtomia por parafina.

Os cortes, ap6s desparafinagcdo e hidratacdo, foram lavados por 5
minutos em agua corrente. Seguiu-se com incubacao por 30 minutos em H>O,
0,3% e enxague em tampéao fosfato 0,1 M.

Foram empregados trés diferentes anticorpos primarios a saber:
Anticorpo Policlonal de Coelho Anti Receptor mu-Opioide em diluicdo 1:1000
(AB5511 Chemicon International EUA), Anticorpo Policlonal de Coelho Anti
Receptor delta-Opioide em diluicdo 1:1000 (AB1560 Chemicon International
EUA) e Anticorpo Policlonal de Coelho Anti Receptor kappa-Opioide em
diluicdo 1:1000 (AB5507 Chemicon International EUA). A incubagdo com
anticorpo primario foi feita overnight em geladeira.

Apoés incubagéo, o tecido foi novamente lavado em tampéo fosfato 0,1
M e na sequéncia incubados por 60 minutos com anticorpos secundarios
(Vectastein Elite ABC Kit, Vector LAB, EUA) e novamente lavados com tampé&o.
Ocorreu nova incubacgao, agora com o reagente enzimatico (Vectastein Elite
ABC Reagent, Vector LAB, EUA) e nova lavagem com tampdo. A ultima
incubacao foi feita com cromégeno DAB (Vector VIP, Vector LAB, EUA) até se
obter a coloragdo desejada. Finalizou-se com lavagem em agua corrente,
contracorando e montando as laminas para analise em microscoépio.

O mesmo procedimento foi realizado para amostras de cérebro de rato e
cao (controle positivo). Para confecgdo do controle negativo, utilizou-se o
mesmo procedimento em tecido peribulbar de cédo, porém sem a adicao do
anticorpo primario, a fim de evitar a ligacdo do anticorpo secundario e,

consequentemente, do cromégeno.

5.5. RESULTADOS

Nao foi possivel evidenciar a presenca de receptores opidides nas

preparacoes histolégicas avaliadas (Figuras 5.1, 5.2 e 5.3). Para comparacao,
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foi empregada a técnica de HE para melhor identificagdo dos tecidos (Figura

5.4).

Figura 5.1 — Corte histol6gico de tecido peribulbar de cao, processado por imunohistoquimica
de receptores opiodides (receptor mu, diluicdo 1:1000), corado com DAB e contracorado com
hematoxilina de Mayer. Nao se evidencia coloracdo e marcacdo de antigeno. A area com
coloragao marrom corresponde a pigmentagao por melanina. Aumento = 50x.

Figura 5.2 — Corte histol6gico de tecido peribulbar de cao, processado por imunohistoquimica
de receptores opidides (receptor delta, diluicdo 1:1000), corado com DAB e contracorado com
hematoxilina de Mayer. Nao se evidencia coloracdo e marcagdo de antigeno. A area com
coloragdo marrom corresponde a pigmentacédo por melanina. Aumento = 50x
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Figura 5.3 — Corte histologico de tecido peribulbar de cao, processado por imunohistoquimica
de receptores opidides (receptor kappa, diluicdo 1:1000), corado com DAB e contracorado com
hematoxilina de Mayer. Nao se evidencia coloracdo e marcagéo de antigeno. A area com
coloragdo marrom corresponde a pigmentagédo por melanina. Aumento = 50x.

Figura 5.4 — Corte histoldgico de tecido peribulbar de céo, corado com Hematoxilina e Eosina.
A area com coloragdo marrom corresponde a pigmentacao por melanina. Aumento = 50x.
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5.6. DISCUSSAO

Os opidides promovem seus efeitos apds ligacdo com receptores
especificos, localizados principalmente no sistema nervoso central (encéfalo e
meninges), nervos periféricos, sistema nervoso autébnomo e articulagbes
(STEIN et. al. 1993). Existe apenas um ensaio clinico na literatura de opioide
administrado no espaco retrobulbar, porém devido a subjetividade da avaliacao
da dor e inflamacao, ndo houve resultado diferente quando comparado a sua
administragao sistémica (HAMMERLING et al., 2000).

A ligagdo de uma molécula opiocide em seu receptor promove
hiperpolarizacéao, inibicdo da deflagracdo do potencial de acéo e inibicao pré-
sinaptica de neurotransmissores (GORNIAK, 2002). Além do efeito de
modulacdo da dor, estudos apontam que os opidides possuem acao anti-
inflamatoria nos tecidos e neurénios periféricos, tanto mediados por acao direta
no sistema nervoso central quanto por acao em receptores periféricos (STEIN,
1993; KAPITZKE et al., 2005). Sabe-se que os varios tipos de receptores
opibdides podem estar presentes em uma unica célula (WOOD, 1988).

Um estudo clinico observando o efeito da acdo da morfina na iris de
coelhos, in vivo, concluiu que existem receptores opidides nesta estrutura e
que os mesmos estdo intimamente ligados ao mecanismo de midriase/miose
(DRAGO et al. 1980). PENG et al. (2009) encontraram receptores opidides em
seus trés subtipos em retina de ratos. Ao contrario do presente estudo, estes
autores utilizaram anticorpos espécie-especificos e criotomia para preparagao
das laminas.

Receptores & e y foram encontrados na cérnea intacta de caes (STILES
et al.,, 2003). Os autores citados, apesar de também utilizarem formaldeido
como conservante, empregaram a criotomia para obtencao dos cortes e
cromdgeno fluorescente para observacao da marcagao.

O estabelecimento de técnicas de imuno-histoquimica em modelos
animais representa uma grande dificuldade. Por exemplo, diversas porcdes das
proteinas que compdem os receptores opidides diferem entre as espécies
(KUHAR e UHL, 1979). Também, os anticorpos sao espécie-especificos,
podendo n&o funcionar em animais que nao sao modelos experimentais . Neste

trabalho, evidenciou-se correta marcacao antigénica no controle positivo de
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rato, mas no controle positivo de cdo, a técnica mostrou-se inadequada,
produzindo resultados inconsistentes.

O uso de anticorpos monoclonais é superior aos anticorpos policlonais,
uma vez que 0s primeiros possuem alta afinidade e especificidade ao antigeno,
quando comparado aos policlonais, que podem marcar proteinas nao
especificas (LEONG et al., 2010). No presente estudo, por exemplo, ocorreu
forte marcacao de vasos sanguineos no tecido de sistema nervoso central de
caes, fato este atribuido @ marcagéo inespecifica.

Apesar de ser o método mais utilizado, ha grande importancia da
adequacao e padronizagao da fixagdo ideal em formol 10% a fim de se obter
laminas com qualidade para a realizacdo do exame imuno-histoquimico,
(LARSSON, 1993). Recomenda-se fixacdo minima de 6 a 8h para atingir
resultados concretos, porém fixacbes acima de 24h podem induzir perda e
alteracéo protéica (GOLDSTEIN et al., 2003). E claramente demonstrado que a
qualidade de marcacdo de varios tipos de antigenos €& inversamente
proporcional ao tempo de fixacdo em formol (LEONG e GILHAM, 1989).

Deve haver muita atencao quando se utiliza o corante DAB em regides
pigmentadas pela melanina, uma vez que é muito dificil diferenciar a cor do
cromoégeno e dos granulos melandticos (CAZAL et al. 2007). Recomenda-se
sempre a coloracdo com HE a fim de se ter um controle mais rigido do
experimento. Neste estudo, apoés realizacdo de coloragdo HE dos cortes
histol6gico obtidos dos mesmos blocos utilizados na imuno-histoquimica, foi
observado que a regido de coloragdo marrom-escura € correspondente a
regides pigmentadas por melanina.

Estudos demonstram que a técnica da ABC, utilizando DAB como
cromogeno e contracoloracdo com Giemsa, pode ser utilizada com sucesso
para identificar células melanociticas dispersas em infiltrado linfocitariode
melanomas permitindo clara distingdo entre melanéfagos e células neoplasicas
imunomarcadas (RUITER et al., 2003). A simples substituicao da hematoxilina
de Harris pelo Giemsa, introduzida no final da reacao, foi responsavel pela
eficiéncia do método, corando a melanina em azul-esverdeado e tornando-a
inequivocamente distinta da coloracdo positiva marrom-acastanhada revelada
pelo cromogeno DAB (KAMINO e TAM, 1991).
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Varios fatores envolvidos na preparagcdo do material podem contribuir
para o insucesso do exame imuno-histoquimico. O alcool, o xilol e até mesmo o
tipo de parafina empregada na microtomia podem influir no resultado final
(LARSSON, 1993).

Apesar da grande evolucdo dos anticorpos e dos sistemas de deteccéo,
cada vez mais sensiveis, a capacidade de marcacgao de proteinas dos sistemas
que utilizam fixacdo em formol, seguido de inclusdo em parafina, é
infinitamente inferior ao tecido fresco congelado (SHI et al., 2000).

Sabe-se que os opidides possuem um acesso facilitado aos receptores
na presenca de inflamagdo (ANTONIJEVIC et al., 1995) e que receptores
opidides sao transportados através do axdnio para o local onde ha lesao
tecidual (HASSAN et al., 1993). Este estudo utilizou apenas olhos e tecidos
saudaveis, podendo ser este um dos motivos para a nao visualizagcao de
receptores.

A interpretacdo dos ensaios deve ser sempre feita no contexto da
localizagdo subcelular conhecido ou o padrdo de distribuicdo do antigeno-alvo
(ou seja, membranosa, citoplasmatico, nuclear ou perinuclear). O papel e a
importancia adequada do controle positivo e negativo e os controles de
reagentes é, em ultima instancia, a melhor forma de controle de qualidade dos
ensaios e devem ser revisados constantemente para evitar falso-positivos e
falso-negativos.

A técnica e os anticorpos empregados no presente estudo nao foram
eficazes para comprovar a presenca de receptores opidides no tecido
peribulbar de cées.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A analgesia para cirurgias oftalmicas em caes é fundamental,
principalmente no periodo p6s-operatério. O sucesso cirurgico deve-se, em boa
parte, ao conforto e auséncia de dor no paciente, em especial no periodo
imediatamente e mesmo em longo prazo apds o ato cirurgico.

Desta forma, pesquisas no campo da analgesia e anestesia oftalmica
sao mandatérios para contribuir no avanco dos procedimentos oftalmicas, em
especial nas cirurgias intra-oculares na medicina veterinaria.

Partindo dos poucos dados presentes sobre o colirio comercial de
tetracaina utilizado no Brasil e seus efeitos anestésicos e oftalmicos em caes,
comparando ao colirio de proparacaina, o anestésico oftalmico mais
frequentemente empregado na pratica oftalmolégica mundial, foi possivel
estabelecer alguns parametros desta droga nesta espécie, contribuindo assim
para uma melhor escolha e posologia de administracao dos colirios oftalmicos.

A administracdo de analgésicos opidides peribulbar mostrou-se
teoricamente, uma excelente alternativa ¢para contribuicdo na diminuicao da
dor e inflamagao pos-cirargica. No estudo clinico, em caes saudaveis, nao foi
possivel observar claramento um efeito adjuvante na analgesia e aumento do
limiar nociceptivo. Aludo, portanto, que a dor gerada pela aplicagdo peribulbar
pode ter colaborado para uma curta acao prolongadora na diminuicdo da
resposta corneal promovida pelo propofol, porém, a indisponibilidade de
receptores opiodes pela inexisténcia de inflamacédo ou estimulo nociceptivo
continuo no peribulbo sadio de caes nao permitiu a percepg¢ao dos efeitos
analgésicos da morfina nesta via.

Verificou-se que a técnica usual de imuno-histoquimica padrao para
espécies experimentais, utilizando anticorpos policlonais de coelho, nao
produziu resultados adequados em caes, ndo sendo possivel, desta forma,
confirmar ou descartar a presenca de receptores opibides peribulbares, tao

pouco quantificar a subpopulacao mais freqliente neste espago anatémico.
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