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RESUMO

Esta pesquisa teve por objetivo comparar a eficicia de um tratamento t6pico
convencional, com tobramicina e um novo, com sulfato de condroitina A 0% associado a
tobramicina na cicatrizacao de tlceras corneanas infectadas por Pseudomonas aeruginosa em
coelhos. Utilizaram-se 30 coelhas. das quais 18 sofreram avaliag¢do clinica a cada dois dias e 12
foram destinadas a andlise histopatoldgica aos 14, 21 e 45 dias. Sob anestesia geral, realizou-se
ceratectomia superficial nos olhos direitos e esquerdos, os quais foram subsegiientemente
inoculados com injecdo intraestromal de Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27853). Os olhos
esquerdos constituiram o grupo tratamento 1 (T1) e receberam trés instilagoes didrias de colirio a
base de sulfato de condroitina A 10% e tobramicina; os olhos direitos formaram o grupo
tratamento 2 (T2), tratados com colirio de tobramicina. Na avaliagdo clinica, verificou-se
diferenga significativa para secre¢ao (p= 0,002) e hiperemia conjuntival (p= 0,002), opacidade
(p= 0,0004) e neovascularizagdo corneana (p= 0,001), os quais reduziram-se primeiramente nos
olhos do grupo tratamento 2, além da retencdo de fluoresceina (p= 0,0005) que apresentou
escores menos intensos. Na histopatologia, verificaram-se indicios de melhor organizacio da
fibrilas de coldgeno estromais aos 21 e 45 dias nos olhos tratados com associagdo de sulfato de
condroitina A 10% e tobramicina (T1). Comparando-se os dois grupos, concluiu-se que o colirio
de tobramicina (T2) foi mais efetivo que o colirio de sulfato de condroitina A 10% associado a
tobramicina (T1) no tratamento das ulceras corneanas, produzidas e infectadas,
experimentalmente, em coelhos, entretanto, na histopatologia, melhores resultados foram

observados nos olhos do grupo tratamento 1.

PALAVRAS-CHAVE: dlcera de coérnea, P. aeruginosa, coelhos, sulfato de condroitina,

tobramicina



ABSTRACT

The purpose of this study was to compare the effects of an eye drops association of a new
treatment with condroitin sulfate 10%-tobramicin to convencional with tobramicin alone in an
animal model of Pseudomonas corneal ulcer. Thirty does were intracorneally infected with
Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27853) after superficial keratectomy. Eighteen animals
underwent clinical evaluations even two days and 12 were killed at 14, 21 and 45 days after
infection and these corneas were prepared for histopathological examination. The left eyes rest as
the treatment-1 group and received three times association of condroitin sulfate 10%-tobramicin
eye drops and the rigth eyes were the treatment-2 group and received five times tobramicin eye
drops alone. Clinical evaluations showed significant difference for conjunctival discharge (p=
0,002) and congestion (p= 0,002), corneal cloudiness (p= 0,0004) and pannus (p= 0,001) for the
treatment-2 group. Fluorescein staining had the lowest scores in treatment-2 eyes and treatment- 1
group had the highest escores with significant difference (p= 0,0005). Histopathological findings
revealed evidence of better stromal arrangement of collagen fibrils in treatment-1 group than
treatment-2 group at 21 and 45 days. Clinically, the topical use of tobramicin alone (T2) was
more effective than topical use of association of condroitin sulfate A 10%-tobramicin (T1), and

the histopathological examination revealed better terminal healing in the treatment-1 group.

KEY-WORDS: corneal ulcers, Pseudomonas aeruginosa, rabbits, condroitin sulfate, tobramicin

xi



1 INTRODUCAO

A infecgao bacteriana da cérnea pela Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria gram
negativa, resulta em rdpida e severa degradagio dos proteoglicanos estromais, podendo ocasionar
um importante decréscimo da acuidade visual e até mesmo cegueira (GUPTA et al., 1996; BERK
et al., 2001). Por essa razdo, esta ceratite tem sido extensivamente estudada em modelos de
infec¢do experimental em ratos, coelhos e caes (WYMAN et al., 1983; GUPTA et al., 1996;
O’CALLAGHAN et al., 1996; TWINING et al., 1996; NASSARALLA et al., 1997, ENGEL et
al., 1998; MATSUMOTO, 2000; BERK et al., 2001; MIYAJIMA et al., 2001; NAGANO et al.,
2001; ESCO et al., 2002; PILLAR & HOBDEN, 2002), sendo os primeiros estudos iniciados na
década de 1950. A partir de entdo, muitos pesquisadores tém se dedicado ao tema, no sentido de
elucidar os fatores teciduais e bacterianos envolvidos na patogénese da infec¢do, visando a novas
op¢oes de tratamento que possibilitem a manuten¢do de uma melhor acuidade visual para seres
humanos e animais.

No Brasil, nao existem dados sobre a freqiiéncia da ceratite por P. aeruginosa em cavalos
€, mesmo na auséncia de informacdes precisas acerca da freqii€ncia desta infec¢do em animais no
Brasil, a rotina em clinica de oftalmologia veterindria permite afirmar que ela seja em torno de
5%, considerando-se a casuistica global de cavalos, cédes e gatos (comunicagdo pessoal - A.F.P.F.
WOUK, Universidade Federal do Parand — Parani). Entretanto, em estudo de 63 casos de ceratite
infecciosa eqiiina, realizado nos Estados Unidos, 14 olhos estavam infectados com P. aeruginosa,
representando 46% das bactérias gram negativas isoladas (MOORE, 1995). Em outro estudo, de
38 olhos com ceratite ulcerativa em 37 cavalos, foram comumente encontradas bactérias do tipo
bacilo gram negativo, com predominincia de P. aeruginosa e coliformes fecais (MOORE, 1983).
Em registros recuperados de 65 casos de ceratite ulcerativa bacteriana em cavalos. entre 1991-
2000, na Universidade da Flérida, 22% dos microrganismos isolados eram Pseudomonas
aeruginosa (SAUER et al., 2003).

Nos cavalos, em especial, aqueles que vivem em haras, esta infec¢io corneana ¢
freqlientemente encontrada como secundaria a traumas oculares, devido as caracteristicas de
patégeno oportunista da P. aeruginosa € sua ampla distribui¢do no ambiente em que vivem estes

animais (BARNETT et al.,, 1995; SWEENEY & IRBY, 1996).
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A perda de transparéncia da cérnea, o desconforto e a dor ocular provocados pela infecgio
corneana pela Pseudomonas aeruginosa atingem indiretamente o desempenho dos cavalos
afetados. Esta afec¢do ocular gera grandes perdas econdmicas em fungio do custo e do tempo de
tratamento, porquanto, muitas vezes, oS animais necessitam hospitalizagdo. Além disso, a
necessidade de intensos cuidados de enfermagem na limpeza de secregdes oculares e instilagoes
bastante freqgiientes de colirios, nem sempre ¢ respeitada, levando ao insucesso do tratamento
(HAMOR & WHELAN, 1999).

Em seres humanos, a fregiiéncia da P. aeruginosa foi da ordem de 3,9%, considerando-se
71,7% das amostras negativas, segundo estudo retrospectivo do banco de dados do Laboratério de
Microbiologia da Santa Casa de Sao Paulo (UESUGUI et al., 2002). Apesar da sua baixa
freqiiéncia, a Pseudomonas aeruginosa é um dos microrganismos mais prevalentes na cornea
acometida por doenga bacteriana, sendo ainda a ceratite infecciosa mais comum na espécie
humana.

A infec¢do por Pseudomonas aeruginosa em seres humanos estd relacionada
principalmente aos usudrios de lente de contato e a utilizagdo das solugdes de uso oftalmico,
como fluoresceina e solugbes para higiene das lentes, por funcionarem como meio de cultura para
o crescimento da bactéria (LIMA & BELFORT JR., 1996; KANSKI, 2000).

A ceratopatogenicidade da P. aeruginosa tem sido associada a uma porta de entrada pré-
existente, criando condigdes propicias a colonizagdo do tecido pela bactéria oportunista, e
também a manifestacio dos seus fatores de viruléncia, como a exotoxina A, elastase, protease
alcalina e protease 1V, documentadas na patogénese da ceratite infecciosa (GUPTA et al., 1996;
O’CALLAGHAN et al., 1996; MATSUMOTO, 2000; PILLAR & HOBDEN, 2002). Atualmente,
em seres humanos, a P. aeruginosa também tem sido freqiientemente associada com uma afecgao
denominada olho vermelho agudo do usudrio de lente de contato (CLARE), uma ceratite nao
infecciosa, de pouca gravidade, mas igualmente importante (COLE et al., 1998).

Assim como nos cavalos, os seres humanos. que apresentam sinais clinicos decorrentes
desta ceratite infecciosa, necessitam de intensos cuidados de enfermagem, prejudicando o
rendimento de suas func¢des no trabalho, particularmente, quando o paciente nao € afastado do
mesmo por ordem médica, resultando, desta forma, custos importantes com o tratamento.

Segundo estudo realizado nos Estados Unidos, o custo do tratamento da ceratite bacteriana foi



estimado entre 15 e 30 milhdes de délares por ano, gerando grande impacto médico e econdmico
(Khari apud HAZLETT, 2004).

Outro fator extremamenté importante relacionado a infec¢do por Pseudomonas
aeruginosa, é a crescente resisténcia antibidtica dos isolados clinicos, a qual limita, cada vez
mais, as opgdes entre 0s poucos antimicrobianos ainda capazes de produzir sua morte (FLEISZIG
& EVANS, 2002). Em funcio disso, estudos tém sido conduzidos objetivando o desenvolvimento
de terapias capazes de prevenir os danos a cémea, por meio da inibi¢do de produtos bacterianos
qué diretamente danificam os tecidos oculares ou incitam reacoes inflamatérias exacerbadas
prejudiciais (O’CALLAGHAN et al., 1996) e do bloqueio das intera¢des de adesio bacteriana aos
tecidos do hospedeiro, prevenindo as infecgdes (FLEISZIG & EVANS, 2002).

Resultados animadores foram obtidos, quanto @ minimizagao de cicatrizes corneanas, com
0 uso de colirio a base de sulfato de condroitina A 20%, na cicatrizagao de tlceras experimentais
em cavalos (ZULIAN, 2002) e coelhos (RANZANI et al., 2004). Portanto, a possibilidade da
instilagdo tépica do sulfato de condroitina A 10% promover inibicio da elastase neutrofilica e da
plasmina e de favorecer uma melhor organizagdo das fibras de coldgeno, com minima formagao
cicatricial, teria um grande valor potencial, no tratamento de tlceras corneanas infectadas por P.
aeruginosa em cavalos e seres humanos, ganhando desta forma importante papel social.

Cabe salientar que a infeccdo bacteriana da cornea dos cavalos por Pseudomonas
aeruginosa parece progredir de modo mais agressivo, pois tem sido verificado que o tecido
corneano destes animais parece ter maior sensibilidade a ag¢do das enzimas liticas liberadas por
células do tecido do hospedeiro e pela bacténa, resultando em lésf)es extensas e destrutivas com
liquefagdo corneana (BARNETT et al., 1995). Este dltimo fato, de forma mais marcante e,
juntamente com os citados acima, instigaram a realizacdo deste trabalho experimental, tendo
como principal alvo a possibilidade de transposi¢ao dos resultados para cavalos.

Sendo assim, esta pesquisa teve como objetivo geral: comparar, por meio de estudos
clinico oftalmolégico e histopatolégico, a eficdcia de dois tratamentos tdpicos, um convencional
com tobramicina e um novo com sulfato de condroitina A 10% associado a tobramicina, na
cicatrizagdo de tlceras corneanas, infectadas por Pseudomonas aeruginosa em coelhos. Como
objetivos especificos, pretendeu-se, por meio de estudo clinico, comparar o tempo e a qualidade

da cicatrizacdo (mécula, nébula e leucoma), a evolucdo dos sinais clinicos e possiveis



complicagdes e seqiielas; e, mediante estudo histopatolégico. comparar o grau de organizagao do

estroma, homogeneidade dos extratos epiteliais € eventuais distrofias.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 COMPOSICAO BIOQUIMICA DA CORNEA

A cornea dos animais € formada por trés leitos distintos, o epitélio, o estroma ou
substincia prépria e o endotélio, os quais estdo unidos entre si por duas importantes membranas
basais, a membrana basal do epitélio, localizada entre este dltimo e o estroma, e a membrana de
descemet, encontrada entre a substincia prépria e o endotélio (HASSEL et al, 1983;
SAMUELSON, 1991; BANKS, 1992; BARNETT, 1995; CRISPIN, 1999; SPENCER, 1996;
SLATTER, 2001;: BAZAN & OTTINO, 2002).

O primeiro leito, o epitélio do tipo pavimentoso estratificado ndo queratinizado, ¢
- composto por células superficiais escamosas, células aladas e epiteliais basais. Estas Gltimas
sofrem mitose ativa e estdo aderidas, por meio de hemidesmossomos a membrana basal, uma
camada de matriz extracelular na interface entre o epitélio e o estroma, que serve para ancorar
estes dois ultimos leitos (FUJIIKAWA et al., 1984; ALBERTS et al., 1997, ANDRADE & LAUS,
1998; ABELSON & SLUGG, 1999; CRISPIN, 1999; ANDREW & GELATT, 2001; SLATTER,
2001; BAZAN & OTTINO, 2002). A membrana ou lamina basal é composta principalmente por
colageno tipo 1V, proteoglicano sulfato de heparana, laminina, entactina (ALBERTS et al., 1997;
BAZAN & OTTINO, 2002) e, por fibronectina (SPENCER, 1996). Entretanto, esta dltima ndo foi
detectada na ]ﬁ‘mina basal epitelial de cérneas normais de coelhos e tampouco apés reparagao;
detectou-se fibronectina somente na superficie da cérnea apds escarificacdo ou ceratectomia
(FUJIKAWA et al.,1981; FUJIIKAWA et al., 1984; PHAN et al., 1989a; PHAN et al., 1989b).
Segundo ALBERTS et al. (1997), a lamina basal separa o tecido conjuntivo subjacente ou em
volta das células epiteliais, determina a polaridade das células, influencia no seu metabolismo,
organiza as proteinas nas membranas plasmadticas adjacentes, induz diferenciagdo celular e
fornece uma base para a migraciio das células em regeneragdo. Além disso, na cérnea, a ldmina
basal altera-se quimicamente apds ser danificada, por exemplo, pela adi¢do de fibronectina,
conforme verificado hos estudos de FUHKAWA e colaboradores (1981; 1984).

O segundo leito, o estroma ou substincia prépria, constitui cerca de 90% da espessura da

cornea em humanos e animais. E um tecido conjuntivo avascular, com fibras nervosas



amielinicas, constituido de uma densa matriz extracelular e uma populagdo de poucos ceratdcitos
dispersos entre as suas fibras (Jakus apud HASSELL et al., 1983; BARNETT et al., 1995;
SPENCER, 1996; ANDRADE & LAUS, 1998; CRISPIN, 1999; SLATTER, 2001; BAZAN &
OTTINO, 2002; BIROS et al.,, 2002). Os ceratécitos possuem a capacidade de sintetizar
componentes do estroma e transformarem-se em fibroblastos quando da resposta a lesdo corneana
profunda, formando tecido cicatricial ndo transparente (SAMUELSON, 1991; SLATTER, 2001;
BAZAN & OTTINO, 2002).

A matriz extracelular, por sua vez, consiste de fibrilas de coldgeno de didmetro uniforme,
regularmente espagadas, e de substincia fundamental amorfa, a qual € formada por
glicosaminoglicanos e glicoproteinas (SAMUELSON, 1991; BANKS, 1992; CRISPIN, 1999;
SLATTER, 2001). Dos 19 tipos de coldgenos conhecidos, pelo menos dez sio expressos na
cornea dos mamiferos, incluindo os tipos I, I, 1V, V, VI, VII, VIII, XII, XIII e XVII. Os
glicosaminoglicanos sdo encontrados formando complexos com proteinas, os chamados
proteoglicanos, cujas duas maiores classes possuem sulfato de queratana e sulfato de
dermatana/condroitina  (ZIESKE, 2001). Acredita-se que os proteoglicanos desempenhem
importante papel na manuten¢io da hidratagiio, rigidez e transparéncia da cdémea; que o0s
glicosaminoglicanos que formam os proteoglicanos sejam responsdveis pela manutengio do
espacamento regular entre as fibrilas de coldgeno estromais (HASSELL et al., 1983; CINTRON
& COVINGTON, 1990; GUM, 1991; BANKS, 1992; NAKAZAWA et al, 1997), e que
influenciam na regulagdo do crescimento e desenvolvimento celular, na concentragio dos
componentes da matriz extracelular ¢ na modulagdo das interagdes entre c€lulas (DAVIES et al,,
1999; Nakamura apud BIROS et al., 2002). Além disso, os proteoglicanos possuem alta
capacidade de absor¢do de dgua; contribuem para a estabilidade e suporte proporcionado pelo
tecido conjuntivo, colaborando com a manuten¢do do volume de dgua no tecido (BANKS, 1992).
Desta forma, também desempenham importante papel na manutengio do estado de
deturgescéncia da cérnea, permitindo o eficiente funcionamento das barreiras epitelial e
endotelial (SAMUELSON, 1991). Os proteoglicanos, juntamente com o coldgeno tipo I aparecem
como 0s maiores componentes do estroma da cérnea (NAKAZAWA et al., 1997; HAO et al.,

1999).



Uma importante glicoproteina adesiva, que se encontra como constituinte da matriz
extracelular, ¢ a fibronectina, a qual contribui para uma adequada ligagcdo celular a2 matriz, por
exemplo, permitindo a ligacao dos fibroblastos e vdrias outras células a matriz dos tecidos
conjuntivos (FUJIKAWA et al., 1981; Colvin apud PHAN et al., 1989b; ALBERTS et al., 1997;
FOSTER, 2001; VYGANTAS & WHITLEY, 2003). Estudos realizados mostram que a
fibronectina deposita-se rapidamente na superficie desepitelizada de lesdes epiteliais corneanas
(FUJIKAWA et al., 1981, BERMAN et al., 1983; FUIIKAWA et al., 1984), especificamente, na
margem anterior do estroma desnudo (TERVO et al., 1986). Além disso, ela possui a capacidade
de estimular a migracgdo epitelial corneana em cultura celular (NISHIDA et al., 1983) e in vivo
(Nishida apud NISHIDA et al., 1992). E um proeminente componente do tecido de granulagio e
pode formar uma matriz proviséria por meio de sua ligacdo com fibrinogénio, facilitando deste
modo, a invasio de fibroblastos e adesao dos mesmos ao substrato de fibrina e ao tecido coldgeno
(FUJIKAWA et al., 1981; PHAN et al., 1989b). Entretanto, parece que esta matriz provisoria nao
¢ essencial para a migracdo de células epiteliais em modelos de feridas superficiais por
escarificagdo da cornea. De qualquer forma, sua maior importancia quanto a migracio celular tem
sido sugerida em modelos de feridas com dano tecidual extenso e infiltracdo celular inflamatéria
como: queimaduras quimica e térmica, infecgdes viral e bacteriana da cornea (PHAN et al|
1989b). Além disso, tem sido sugerida também a produgdo enddégena de fibronectina pelas células
corneanas das bordas da lesdo (PHAN et al., 1989a). Outras glicoproteinas, como a laminina e a
tenascina também constituem a matriz extracelular, sio encémradas em cdOrneas normais e
lesadas, respectivamente (BANKS, 1992; ZIESKE, 2001). |

O terceiro e ultimo leito, o endotélio, é formado por uma unica camada de células
escamosas poligonais, as quais contribuem para manutencao da transparéncia corneana, por meio
de um continuo bombeamento de dgua para fora do tecido. Suas células possuem reduzida
capacidade de regeneragdo, a qual pode variar conforme espécie e idade e, ainda, sdo
responsdveis pela secrecdo .da sua membrana basal, a membrana de descemet. Esta dltima ¢
constituida por fibrilas de coldgeno tipo IV e confere resisténcia e elasticidade a hidrélise quimica
e enzimatica (SAMUELSON, 1991; BARNETT et al., 1995; CRISPIN, 1999; SLATTER, 2001;
BAZAN & OTTINO, 2002). Segundo estudo de FUJIIKAWA et al. (1981), a fibronectina foi

detectada nas superficies anterior e posterior da membrana descemet em olhos normats de coelho.



DAVIS et al. (1999) revelaram, em cultura de células endoteliais humanas normais, um padrao do
proteoglicano de sulfato de queratana e um padrio similar a este para os proteoglicanos de sulfato
de heparana e de sulfato de condroitina, embora, os niveis encontrados para estes dois dltimos

proteoglicanos tenham sido muito menores.

2.2 RESPOSTA CORNEANA A LESAO

A transparéncia da cérmea é seu maior atributo e a presenga de opacidade € o indicador
mais 6bvio de afeccdo corneana. Esta opacidade resulta da interrup¢@o no arranjamento regular
das fibrilas de colageno em decorréncia da absor¢io de liquido do filme lacrimal e/ou humor
aquoso pelo estroma adjacente, quando da formacio de edema corneano. Este ultimo ocorre
rapidamente, apds a lesdo do epitélio e/ou endotélio, e pode manifestar-se de modo difuso ou
localizado, estando na dependéncia da extensdo da lesdao corneana. Além da opacidade, a
hidratag@o da cérnea decorrente do edema, promove alteragdo no seu estado de deturgescéncia e
aumento na sua espessura, com comprometimento das suas propriedades 6pticas (WILCOCK,
1993; BARNETT et al., 1995; CRISPIN, 1999; SLATTER, 2001; WILCOCK, 2001). Nos cortes
histolégicos, a coloragdo de um estroma edematoso é menos intensa que o normal, observando-
se, ainda, a separagdo das fibrilas de coldgeno por meio da formagdo de uma fina rede de fibrilas
palidas, decorrentes da excessiva hidratagdo dos proteoglicanos da substincia fundamental
amorfa (WILCOCK, 1993).

Um outro importante atributo da cérnea € sua natureza avascular. Entretanto, neovasos
podem invadir o estroma corneano em resposta a varios processos patolégicos e na reparag¢ao do
processo inflamatério. Além disso, a neovascularizagio, superficial ou profunda, pode tornar-se
um guia Gtil para determinag¢io da cronicidade mais do que da profundidade da lesio corneana.
Os neovasos superficiais ocorrem no ter¢o anterior do estroma e originam-se a partir da
vasculariza¢do conjuntival, podendo ser perfeitamente observados em uma coloragdo vermelho
brilhante. Os neovasos profundos continuam-se com a circulagio ciliar e terminam no limbo,
podendo formar uma borda em toda a circunferéncia da cérnea. Estes vasos sdo geralmente
curtos, retos, menos ramificados e de colora¢do vermelho escura (NASISSE & NELMS, 1992;

BARNETT et al., 1995; CRISPIN, 1999; SLATTER, 2001). Normalmente sua formac¢do ndo ¢



observada durante o processo inflamatério inicial (CARLTON & RENDER, 1990; SPENCER,
1996), mas pode ocorrer durante os trés a seis primeiros dias apos a lesdo (BANKS, 1992). Em
lesdes estromais mais graves, particularmente, quando ha persisténcia da agressao a cornea, pode
ndo ocorrer o colapso dos neovasos e, sim a maior formacgido desses, juntamente com tecido de
granulagdo (SLATTER, 2001).

A formacao de tecido cicatricial € uma outra importante reagdo corneana a lesdo. Uma vez
que a destrui¢do estromal ocorre, na subseqiiente reparacdo tecidual, a deposigdo das fibrilas de
coldgeno € feita de modo irregular e desordenado, resultando em formacdo de tecido cicatricial e,
conseqilientemente, em dispersido da luz (SLATTER, 2001; VYGANTAS & WHITLEY, 2003).
Um achado interessante obtido em determinado estudo, foi o desaparecimento do proteoglicano
de sulfato de queratana do estroma corneano lesionado nas primeiras semanas do processo de
reparagdo e a percep¢do de uma quantidade relativamente mais abundante do proteoglicano de
sulfato de condroitina. Com o tempo, ha uma restauracao da sintese normal de proteoglicanos,
embora os niveis do proteoglicano sulfato de queratana ndo sejam completamente restaurados,
mesmo ap6s um ano (HASSELL et al., 1983). Quanto mais profunda a lesdo inicial, mais densa e
duradoura a cicatriz, com menor possibilidade de retorno da transparéncia corneana (SLATTER,
2001). As cicatrizes da cornea tém sido classificadas histologicamente conforme seu tamanho e
densidade, podendo variar entre uma cicatriz pequena e ténue (nébula), uma levemente maior e
mais densa (mdcula) a uma maior, densa e opaca (leucoma). Na coloragdo de hematoxilina/eosina
sdo observados fibrdcitos grandes, com nicleo intensamente corado e um citoplasma mais
eosinofilico quando comparado a fibras corneanas mais velhas (SPENCER, 1996).

A 1nfiltragdo celular ocorre éspecialmente nos casos de ceratite ulcerativa infecciosa.
Durante o processo inflamatério, polimorfonucleares neutréfilos migfam para o local da lesao,
podendo resultar em uma infiltragcido superficial ou profunda. Surgem no mesmo local macréfagos
e ceratdcitos modificados que fagocitam bactérias, neutréfilos mortos e tecido corneano lesado
(CARLTON & RENDER, 1990). Nas ceratites bacterianas, a presenca dos neutrofilos
polimorfonucleares e linfécitos é observada clinicamente como uma infiltragdo estromal de
coloragdo branco-amarelada, podendo estar associada a ulcerag¢do da cérnea ou edema (LIMA &
BELFORT JR., 1996). Ao exame, .na lampada de fenda, as infiltracdes celulares aparecem como

opacidades focais granulosas (KANSKI, 2000). A infiltracdo de polimorfonucleares leucécitos,



como neutréfilos e linfécitos em localizagdo interlamelar, e macréfagos ou fagéceitos podem
ocorrer associados a presen¢a de edema (WILCOCK, 1993; BARNETT et al., 1995; SPENCER,
1996; LIMA & BELFORT JR., 1996).

A pigmentacdo € uma resposta inespecifica decorrente da inflamagio cronica da cémea,
resultante do depésito de pigmentos como células melanociticas, advindos do limbo e regido
perilimbal, a partir de neovasos (BROOKS, 1991; WILCOCK, 1993; ANDRADE & LAUS,
1998; SLATTER, 2001). A melanina pode ser depositada tanto no leito de células epiteliais
basais do epitélio quanto no estroma superficial durante uma reacdo inflamatéria deste tecido
(BROOKS, 1991; WILCOCK, 1993; SLATTER, 2001). A pigmenta¢io freqiientemente
acompanha outros sinais clinicos de ceratite ulcerativa como neovascularizacdo, infiltracao
~ celular inflamatéria do estroma e formagio de tecido de granulacio (BROOKS, 1991). E
observada menos freqiientemente em cavalos e, no entanto, especialmente nesta espécie, pode-se
verificar, associada a neovascularizagdo e a inflamacdo severa da cérnea, uma pigmentagio
estromal mais intensa (SLATTER, 2001), a qual pode permanecer como uma marca de afecc¢do
corneana prévia (BARNETT et al., 1995).

O depésito de substincias anormais ou aparecimento de alteracdes degenerativas, como
calcificagdo e deposigiao lipidica, sdo respostas passiveis de serem observadas subsegiientemente
ao desenvolvimento de reacio inflamatdria da cérnea (CRISPIN, 1999; SLATTER, 2001). A
deposi¢cdo mineral ocorre primariamente na membrana basal do epitélio e estroma anterior,
enquanto que a deposi¢do lipidica ocorre no estroma somente. Esta dltima é verificada também
em coelhos com dietas ricas em colesterol e a neovascularizagdo estd freqiientemente presente

(WILCOCK, 1993).

2.3 CICATRIZACAO CORNEANA

A cicatriza¢do de feridas corneanas é um processo dindmico, no qual hd envolvimento de
uma resposta inflamatoria rapida, seguida de uma fase de reparagio e remodelagio (ABELSON &
SLUGG, 1999; BAZAN & OTTINO, 2002). Entretanto, este processo pode sofrer variagdes de
acordo com o local e profundidade da lesdo, envolvimento da 1amina basal, presenga de infecgdo

corneana ou corpos estranhos (WILCOCK, 1993; BARNETT et al., 1995). Nas tlceras corneanas



superficiais, com envolvimento somente do epitélio ou estroma superficial, a cicatrizagdo ocorre
por meio de migracdo e mitose das células epiteliais. A migragdo € realizada pelo epitélio
adjacente a lesio, o qual inicialmente promove o fechamento do defeito e apds, entra em mitose
para restabelecer o nimero de células e a espessura corneana original (LAFORGE, 1993,
WILCOCK, 1993; ABELSON & SLUGG, 1999; CRISPIN, 1999; SLATTER, 2001; WILCOCK,
2001; VYGANTAS & WHITLEY, 2003). Esta migracao ¢ grandemente aumentada pela
deposi¢do de fibronectina, pelo epitélio adjacente, conforme demonstrado em vianos estudos
(FUJIKAWA et al., 1981; BERMAN et al., 1983; NISHIDA et al., 1983; TERVO et al., 1986;
FUJIKAWA et al., 1992; Nishida apud NISHIDA et al., 1992).

Entretanto, nas lesdes profundas da cérnea, que estendem-se até o estroma, afetando a
membrana basal e, especialmente naquelas que se tornam infectadas, o processo cicatricial torna-
se mais complicado e prolongado (NASISSE & NELMS, 1992; NISHIDA et al., 1992
WILCOCK, 2001; VYGANTAS & WHITLEY, 2003). Envolve migracdo e mitose, combinadas
com fibroplasia estromal (WILCOCK, 1993) e, geralmente depende de neovascularizagdo
adequada (ANDRADE & LAUS, 1998). A apoptose dos ceratécitos adjacentes a drea de
debridamento epitelial, deixa uma regido desprovida de células, e desencadeia a resposta
cicatricial, conforme sugerido por MOHAN et al. (2000). Esta exposi¢do do estroma promove
quimiotaxia de polimorfonucleares leucécitos, oriundos dos vasos conjuntivais ou do filme
lacrimal. Esta atracdo celular é seguida da transformagdao de ceratécitos quiescentes em
fibroblastos, os quais sofrem mitose ripida e migram até o local da lesio (ANDRADE & LAUS,
1998; VYGANTAS & WHITLEY, 2003). Histiocitos que se -acumulam neste local podem
eventualmente assumir caracteristicas de fibroblastos (WILCOCK, 1993). Estes fibroblastos
sintetizam e depositam grandes quantidades de coldgeno e glicosaminoglicanos sulfatados,
particularmente sulfato de condroitina, sobre uma matriz proviséria (WILCOCK, 1993; ZIESKE,
2001), provavelmente formada por uma variedade de componentes da matriz extracelular, como
fibronectina, fibrina e tenascina, pois estes mesmos ja foram encontrados no estroma corneano
ap6s lesao (ZIESKE, 2001). A formagio de uma matriz de fibronectina € essencial para a
subseqiiente deposi¢io de fibrina (FUIIKAWA et al., 1981; PHAN et al., 1989b). A composi¢ao
da matriz extracelular durante a cicatrizacio influencia a motilidade dos fibroblastos da cérnea

em humanos, evidenciando que a matriz proviséria, formada por fibronectina e proteoglicano de



sulfato de condroitina, facilita a entrada de fibroblastos em migracio na drea ferida, quando
comparada com outros componentes (ANDRESEN et al., 2000). A deposi¢ao de coldgeno e
proteoglicanos no estroma ocorre de modo aleatério, resultando em perda de transparéncia e
formacdo de tecido cicatricial (BARNETT et al, 1995, ANDRADE & LAUS, 1998;
VYGANTAS & WHITLEY, 2003). Durante o processo, também pode ocorrer a transformagio de
fibroblastos em miofibroblastos, os quais estdo envolvidos na contracdo da drea da ferida.
Entretanto, a extensao desta transformagdo parece estar na dependéncia do tipo de lesdo e ocorre
particularmente naquelas em que hd envolvimento da membrana basal (WILCOCK, 1993;
KNOTTENBELT & PASCOE, 1997; Moller-Pedersen apud ZIESKE, 2001; AHMADI &
JAKOBIEC, 2002; BAZAN & OTTINO, 2002). Segundo NAKAMURA (2003), a diferenciacao
dos miofibroblastos, a partir de ceratdcitos, nio € induzida somente por lesdo estromal, mas
requer lesdao de ambos, estroma e epitélio da cérnea. A fase final da reparagdo de lesdes estromais
envolve o remodelamento com orientagdo das fibrilas de coldgeno, préximas da organizagdo
- normal, e gradual substitui¢do do proteoglicano de sulfato de condroitina pelo proteoglicano de
sulfato de queratana. No entanto, a restituicdo completa normal do estroma nunca ocorre
(HESSELL et al., 1983; WILCOCK, 1993; ZIESKE, 2001).

Nas lesdes corneanas com envolvimento da membrana de descemet, esta tltima se retrai e
enrola-se em direcao a cimara anterior, com subseqiiente exposi¢io de uma pequena drea de
estroma. A partir de entiio, as células endoteliais vizinhas deslizam para cobrir a drea afetada e
uma nova membrana é produzida e depositada, podendo formar uma dupla camada de membrana
descemet ou incorporar-se a esta ultima. As lesdes endoteliais corneanas cicatrizam
primariamente mediante alongamento e migragao das suas células (WILCOCK, 1993; CRISPIN,
1999; SLATTER, 2001), com uma contribui¢do relativamente pequena de atividade mitética
celular, o que limita, em muito, sua capacidade de regeneragio e resulta em opacidade persistente
da cémea (SCHILLING-SCHON et al., 2000). Embora, resultados de estudos com cultura celular
humana tenham demonstrado que as células endoteliais da periferia da cérnea sofreram mitose, a
uma baixa taxa, a capacidade mitética das células endoteliais humanas € muito mais limitada in
vivo (Bednarz apud AHMADI & JAKOBIEC, 2002). Recentemente investigou-se a distribui¢io e
fungdo dos proteoglicanos de sulfato de heparana, sulfato de queratana e sulfato de condroitina,

durante a cicatrizacdo de lesdes endoteliais em cdrneas humanas. DAVIES et al. (1999)



verificaram niveis reduzidos do proteoglicano de sulfato de queratana e, em contraste, niveis
aumentados para os proteoglicanos de sulfato de heparana e de sulfato de condroitina em células
endoteliais migrando para o local da lesdo. Parece providvel que esta migragio celular esteja
ligada a troca da expressdao de sulfato de queratana por sulfato de heparana e sulfato de
condroitina, o que sugere que estes glicosaminoglicanos tenham diferentes fungdes neste
processo. Mesmo que o papel destes proteoglicanos ainda ndo tenha sido estabelecido, evidéncias
sugerem que esses complexos estejam envolvidos tanto na manuten¢do normal do endotélio

quanto no seu processo de migragdo celular (DAVIES et al., 1999).

2.3.1 Metaloproteases (MMPs) e serinoproteases na cicatrizagao

O processo normal de cicatrizacdo das feridas corneanas conta com o auxilio de duas
importantes classes de enzimas proteoliticas, as metaloproteases (MMPs) e as serinoproteases, as
quais tém sido atribuidas importantes fun¢des no remodelamento tecidual (ZIESKE, 2001), e
também, estdo envolvidas na cascata proteolitica durante a degradagao, ulceragio e cicatriza¢do
da cérmea (BERMAN et al., 1983; YE et al., 2000; SIVAK & FINI, 2002).

As MMPs sio endoproteinases secretadas na sua forma inativa como pr6-MMPs, cuja
atividade depende de uma ligagdo com célcio ou zinco (ALBERTS et al., 1997) e da sua ativagido
no meio extracelular (SIVAK & FINI, 2002; TERSARIOL et al., 2002). Das 17 diferentes MMPs
expressas em humanos, trés grupos principais podem ser categorizados: gelatinases (MMP-2 e
MMP-9) que degradam componentes da membrana basal e coldgeno tipo IV; colagenases (MMP-
1, MMP-8 e MMP-13) que reconhecem coldgeno tipos I, 1I e III, e estromelisinas (MMP-3,
MMP-10 e MMP-11) que reconhecem uma variedade de coldgeno e proteoglicanos. Além disso,
esses grupos ativam outras MMPs (KIESEIER et al., 1999; SIVAK & FINI, 2002; TERSARIOL
et al., 2002). Acredita-se que, durante a cicatrizacdo, as MMPs tenham atividade no
remodelamento da membrana basal, na contra¢do da ferida, na limpeza de restos celulares, na
neovascularizagdo e na deposicao de tecido fibrético de reparagido, sendo muitas as fontes
celulares destas enzimas (WILCOCK, 1993; BARNETT et al., 1995; SIVAK & FINI, 2002),
como por exemplo: neutréfilos polimorfonucleares e células corneanas (NASISSE & NELMS,

1992; Li et al., 2001; WILCOCK, 2001; TERSARIOL et al., 2002; VYGANTAS & WHITLEY,



2003). Recente descoberta mostra que as células epiteliais da cérnea secretam as enzimas MMP-2
(gelatinase A) e MMP-9 (gelatinase B) (Matsubara apud MATSUMOTO, 2000), as quais estdo
diretamente envolvidas na neovascularizagio e no remodelamento da membrana basal,
respectivamente (KVANTA et al., 2000). Os ceratécitos produzem tipos variados de
metaloproteases, como MMP-1, MMP-2, MMP-3 ¢ MMP-9, na sua forma latente (Berman apud
HAO et al., 1999).

Na classe das serinoproteases, tém-se duas importantes enzimas, quais sejam: elastase
neutrofilica (NE) e a plasmina. A NE ¢é liberada por polimorfonucleares neutréfilos e possui a
capacidade de degradar componentes da matriz extracelular, incluindo a elastina, coligeno
intersticial, fibronectina, proteoglicanos e laminina (TERSARIOL et al., 2002). O ativador de
plasminogénio tipo uroquinase (u-PA) atua como um ativador especifico de uma cascata
proteolitica, por meio da transformagdo de plasminogénio em uma protease ativa, a plasmina,
uma enzima capaz de degradar vdrias proteinas como a fibrina, fibronectina e laminina,
componenteé da ldmina basal e matriz extracelular do estroma, (ALBERTS et al., 1997;
ROBERTS, 1999; BAZAN & OTTINO, 2002) e de ativar outras MMPs, como colagenases
latentes (Werb apud BERMAN et al., 1980; BAZAN & OTTINO, 2002). Um estudo prévio
demostrou a presenca de quantidades elevadas de plasmina tanto no fluido lacrimal de pacientes
humanos com dlceras corneanas causadas por bactérias, virus, fungos e queimaduras (SALONEN
et al., 1987), quanto no de coelhos utilizados como modelos experimentais de dlceras por
gueimaduras alcalinas, sendo que neste estudo ainda sugeriu-se que ceratocitos, células epiteliais
e polimorfonucleares neutréfilos também sejam fontes de liberagio de ativador de plasminogénio
(BERMAN et al., 1980). A fibrina depositada sobre o estroma lesado é capaz de ativar o u-PA.
Assim sendo, foi sugerido que, em condi¢des normais, o sistema plasmina/ativador de
plasminogénio pode prevenir a deposi¢io excessiva e permanente de fibrina apdés exsudagdo da
ferida, uma vez que foi observado que a fibrina e fibronectina subepiteliais sdo reabsorvidas em
regides da cérnea onde o PA estd localizado (BERMAN et al., 1983).

Virios mecanismos operam para assegurar que a degradagido dos componentes da matriz
extracelular seja rigorosamente controlada, como a secre¢do das proteases COmo precursores
inativos, os quais somente sdo ativados localmente; o confinamento da agiio das proteases a dreas

especificas por seus inibidores especificos, como os inibidores das metaloproteases teciduais



(TIMPs), os inibidores das serinoproteases, denominados serpinas, e os inibidores do ativador de
plasminogénio (PAI) e a restri¢do das enzimas a somente locais onde sua presenca é necessdria,
por meio de receptores na superficie das células (ALBERTS et al., 1997; TERSARIOL et al..
2002). O delicado equilibrio existente entre as proteases ativas e seus inibidores é um pré-
requisito 1mportante na modulagio normal da cicatrizagiio das feridas (BAZAN & OTTINO,
2002). Nestas condigdes, as proteinases, acima citadas, exercem um importante papel na
cicatrizacao normal da cérnea e, mesmo desta forma, a cémea do cavalo parece ter maior
sensibilidade a acdo destas enzimas, podendo sua liberacdo resultar em lesdes extensas e
destrutivas com liquificacio corneana (BARNETT et al., 1995).

Por outro lado, um desequilibrio entre a sintese de MMPs e u-PA e a quantidade funcional
dos seus inibidores presentes no tecido corneano. no sentido de maior sintese das enzimas,
somado a persisténcia do estimulo danoso, como por exemplo, a colonizagdo do tecido corneano
por Pseudomonas aeruginosa, permite o desencadeamento de uma excessiva destrui¢cdo da matriz
extracelular e da membrana basal, resultando em ulceragio do estroma (BERMAN et al., 1980;
MATSUMOTO, 2000; HAFFNER et al., 2003) e no impedimento do processo cicatricial,
apresentando, desta forma, um maior significado na patofisiologia das afec¢Oes corneanas
(BERMAN et al., 1980; BAZAN & OTTINO, 2002). Em estudo realizado em ratos imunes € nio
imunes, a expressio do gen para u-PA foi detectada em cérneas infectadas por Pseudomonas
aeruginosa nestes ultimos, sugerindo um importante papel do sistema plasmina/ativador de
plasminogénio na persisténcia da ulceracio, resultado de uma maior degradacdo dos componentes
da matriz extracelular do estroma da cérnea (BERK et al., 2001). Verificou-se também que em
modelos de queimaduras corneanas por alcali, a degradagio da membrana basal precede a
ulceracio da cérnea (MATSUBARA et al., 1991).

Acredita-se que a eventual persisténcia da ulceragio possa ser resultado da
neovascularizagio do estroma em resposta ao ativador do plasminogénio, o qual possui agio
angiogénica (BERMAN et al., 1982). A angiogénese envolve a degradagdo e o remodelamento da
lamina basal e da matriz extracelular, com subseqiiente proliferagio e migracio de células
endoteliais vasculares aos tecidos a serem vascularizados. Durante este evento, que ¢ regulado
por MMPs (KVANTA, et al., 2000), especialmente MMP-2 (SIVAK & FINI, 2002), as células

endoteliais quiescentes migram e degradam a membrana basal subjacente, formando um himen



para os neovasos (Patan apud GABISON et al., 2004). Em geral, a neovascularizagio é benéfica,
entretanto, resulta na redugio da transparéncia, no influxo de pigmento, e no transporte de
anticorpos € de c€lulas inflamatdrias que contribuem ainda mais para a opacidade da cérnea
(SLATTER, 2001), sendo, por isso, considerada uma ameaca a acuidade visual. Usualmente esta
associada com infecgOes corneanas, lesdes quimicas e apds ceratoplastias (KVANTA et al., 2000;
CHANG et al, 2001). Resultados obtidos em estudo com modelo experimental de
neovascularizagdo corneana em ratos, sugerem que a MMP-2 e o fator de crescimento endotelial
vascular podem estar envolvidos no estimulo pelo qual ela é desencadeada (KVANTA et al.,
2000). Esta MMP-2 ¢ secretada por células endoteliais vasculares e fibroblastos do estroma no
local da lesao (KARELINA et al., 1995). Pesquisas na drea da angiogénese do cédncer tém
mostrado a existéncia de um equilibrio entre os fatores angiogénicos e moléculas anti-
angiogénicas e, portanto, vdrias desordens traumadticas, degenerativas, infecciosas e inflamatérias
estdo associadas com a sua neovascularizagdo, na qual o equilibrio pende para a angiogénese.
Estes mesmos fatores angiogénicos e anti-angiogénicos podem inibir ou estimular o crescimento

das células endoteliais, as quais estdo sob estreita regulagdo (CHANG, 2001).

2.3.2 Citocinas e fator ativador de plaquetas na cicatrizagdo corneana

Sabe-se, hoje, que todo este processo cicatricial recebe interferéncia de vdrias citocinas e
do fator ativador de plaquetas, oriundos do fluido lacrimal e produzidos por células epiteliais e/ou
fibroblastos do estroma (NAKAZAWA et al., 1997, Affonso apud BEVANS-NELSON et al.,
2001; NAKAMURA et al,, 2001; BAZAN & OTTINO, 2002).

Em estudo in vitro, NAKAMURA et al. (2001) demonstraram que os receptores para fator
de crescimento epidermal (EFG) foram ativados minutos apds o debridamento epitelial e que a
inibi¢do dos mesmos reduziu a cicatrizagiio em quase 50%. Além disso, também verificou-se que
a adi¢do topica do EFG conjugado com fluoresceina ndo penetrou o epitélio intacto, sugenndo
que este fator de crescimento ndo desempenhe nenhum papel na homeostasia da cérnea, a menos
que a barreira epitelial esteja comprometida (ZIESKE et al., 2000). A avaliagdo in vivo mostrou
que o EFG, ligado ao receptor do fator de crescimento epidermal, tem importante papel na

proliferacdo celular (NAKAMURA et al., 2001). Em cultura de células corneanas de coelho, foi



demonstrado que o EGF aumentou o nimero de células aderidas 2 matriz de ﬁbroneétina,
sugerindo que o EFG estimula a migragio epitelial, nio somente por meio do aumento da mitose
celular, mas também pelo aumento da expressio de receptores para fibronectina (NISHIDA et al.,
1992).

Outros estudos demostraram que o fator ativador de plaquetas (PAF) acumula-se
rapidamente na cérnea apds lesdo (BAZAN et al., 1991), estimula colagenase MMP-1, gelatinase
MMP-9 (TAO et al., 1995) e uPA (TAO et al., 1996). Descobriu-se também que o PAF induz a
expressao de inibidores de metaloproteases teciduais, TIMP-1 e TIMP-2 em cultura de células
cormeanas de coelho e, mais uma vez, comprovou-se que ele induz a expressdao de MMP-1
(OTTINO et al., 2002). Também em cultura de células, as cérneas incubadas com PAF
mostraram um atraso significativo na taxa de cicatrizagio epitelial, quando comparada as corneas
controle, e um aumento na apoptose dos ceratécitos (CHANDRASEKHER et al., 2002). O PAF é
capaz de inibir a agdo dos fatores de crescimento epidermal, fator de crescimento de hepatdcito e
fator de crescimento de ceratécito durante a cicatrizacio epitelial (BAZAN & OTTINO, 2002) e a
adesdo de células epiteliais da cérnea em presenca de coldgeno tipo 1 e IV, laminina e
fibronectina (ZIESKE et al., 1987). Além do mais, o desequilibrio entre a expressdo de MMP-9 e
TIMP-1, induzido pelo PAF, pode aumentar a degradacdo de vdrios componentes da membrana
basal, necessdria para adesio das células epiteliais (OTTINO et al., 2002). Durante a resposta
inflamatéria ha um aumento na sintese do PAF nas células estromais (Sheng apud BAZAN &
OTTINO, 2002) e a inibicdo parcial da expressdo dos receptores de PAF no estroma pode ser um
mecanismo para evitar-se excessiva degradagao da matriz extracélular. Conforme a gravidade da
lesdo, ha infiltracdo de células inflamatérias na cérnea, as quais liberam PAF que, por sua vez,
por meio da ligagdo com seu receptor, pode desencadear respostas celulares especificas. A
regulacio da expressao desses receptores nas células epiteliais pode ser determinante chave na
inflamacdo e na cicatrizagiio da cérnea, mediadas pelo PAF (BAZAN & OTTINO, 2002).

As interleucinas também tém sido envolvidas no processo cicatricial da cérnea. O que se
sabe até o momento € que, apés uma lesido corneana, as células epiteliais danificadas liberam
interleucinas, IL-1a e IL-1b, as quais difundem-se até o estroma, onde sua elevada concentracido
desencadeia uma seqiiéncia de eventos celulares (WILSON et al., 1996; ABELSON & SLUGG,

1999). Recentes publica¢des demostraram que a producdo de MMP-9 nas afec¢bes corneanas em



humanos estd associada com a presenca de IL-1a no fluido lacrimal. Este achado permitiu pensar-
se que este mediador pré-inflamatério € um importante indutor da sintese de MMP-9 (Barton
apud BEVANS-NELSON et al., 2001; Affonso apud BEVANS-NELSON et al., 2001), MMP-1,
MMP-2 ¢ MMP-3 na superficie ocular (Fini apud HAO et al., 1999). A interleucina-la (IL-1)
foi identificada, apds teste com virios inibidores, como a maior molécula capaz de bloquear a
inducio de colagenase (MMP-1) por fibroblastos em cultura (Fini apud SIVAK & FINI, 2002) e
como um mediador na regulacio do processo de apoptose dos ceratdcitos estromais. Além disso,
resultados de pesquisa demonstram que a morte celular in vitro dos fibroblastos do estroma da
cérnea e da derme em resposta a exposicao 2 interleucina-1o e interleucina-1f foi associada com
fragmentacio do DNA, consistente com apoptose celular. Isto sugere que, na homeostasia
normal, a libera¢do controlada de interleucina-1, durante a maturacdo e a morte epitelial, pode
manter a organizacdo tecidual por meio de apoptose e, possivelmente, de efeito quimiotdxico
negativo nos ceratdcitos adjacentes a lesdo (WILSON et al., 1996; ABELSON & SLUGG, 1999).

O fator transformador de crescimento (TGF-B1), em modelo de reconstrugdo corneana
com intera¢do ceraticito-epitélio de células epiteliais bovina, organizou a estrutura lamelar do
epitélio e induziu a diferenciagio deste ultimo, o qual encontrava-se em um estado pré-
diferenciado, devido ao estimulo de proliferacio. Somado a isto, também promoveu a
proliferaciio de ceratocitos e induziu hipertrofia celular, fazendo-se acreditar que 0 mesmo ativa
os ceratécitos e facilita a secrecio de fatores de crescimento conhecidos e desconhecidos,
promovendo a diferenciagdo e proliferacdo das células epiteliais (NISHIMURA et al., 1998).
Outra funcdo atribuida ao TGF-B1 é a sua capacidade de inibir a sintese de MMP-1 e MMP-3
(Fini apud HAO et al., 1999). '

Outros importantes resultados do mesmo trabalho realizado por NISHIMURA e
colaboradores (1998), mostraram que o fator de crescimento de hepatécito (HGF) promoveu
aumento da espessura da estrutura lamelar epitelial e induziu levemente a diferencia¢ao lamelar
epitelial, entretanto, foi incapaz de produzir proliferacio epitelial significativa.

Atuando como um estimulante da proliferacio e migragio das células endoteliais
vasculares, estd o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), cuja expressio do RNAm foi

correlacionada com o desenvolvimento de novos vasos, em modelo de neovascularizagdo em



ratos, sugerindo seu papel no processo inflamatério associado com a angiogénese cormeana
(KVANTA et al.. 2000).

O fator de necrose tumoral (TNF-ot) também apresenta importante fungio neste processo,
atuando como um potente indutor da sintese de MMP-9 pelas células corneanas de coelhos,
estimulando significativamente o aumento da sintese de MMP-9, de modo dose-dependente. A
partir disso, e juntamente com outras descobertas, acredita-se que a expressio do gen de MMP-9
nas cé€lulas epiteliais seja responsiva ao TNF-a, produzido por células mononucleares
acumuladas no local da lesdo, € que esta enzima seja produzida apés infiltragdo leucocitdria
dentro do tecido corneano inflamado, podendo participar da repara¢cio da membrana basal e
contribuir para a restauracdo da integridade corneana (BEVANS-NELSON et al., 2001).

O fator de crescimento de fibroblasto (FGF) é uma substincia moduladora e, dentre os
seus varios subtipos existentes, sabe-se que o FGF-2 ou também chamado fator de crescimento de
fibroblasto bdsico (bFGF) é capaz de estimular mitose, quimiotaxia e migracdo das células
epiteliais em humanos e outros mamiferos. Além disso, ele pode ser expresso por células
epiteliais, ceratécitos e pela glandula lacrimal, podendo exercer tanto efeito autécrino como
pardcrino sobre as células epiteliais (Hoppenteya apud AHMADI & JAKOBIEC, 2002).

O fator de crescimento de ceratécito (KGF) é uma citocina de efeito paricrino cldssico,
expressa por ceratocitos estromais e pela glandula lacrimal, exercendo seu efeito sobre as células
epiteliais da cormea. Em estudos de cultura de células humanas, o KGF estimula a proliferagao
celular (Wilson apud AHMADI & JAKOBIEC, 2002) e sua aplicacdo tépica sobre feridas
epiteliais corneanas de coelhos acelera a cicatrizagdo (Imanishi apud AHMADI & JAKOBIEC,
2002).

Quanto 3 cicatrizacio endotelial, demonstrou-se que a adi¢do exdgena do fator de
crescimento de fibroblasto basico (bFGF) (CHOLLET et al., 1993; SCHILLING-SCHON et al.,
2000) e EGF (SCHILLING-SCHON et al., 2000), diretamente sobre a ferida, estimulou a
migracdo de células endoteliais bovina e o aumento do nimero de células no local da lesdao em
teste de cultura celular in vitro. Neste mesmo estudo, revelaram-se evidéncias de que os fatores
de crescimento intracelulares, presentes nos restos celulares e células lisadas, modulam a

cicatrizagdo de lesdes iniciadas por dano celular.
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CHOLLET et al. (1993) apresentaram a primeira evidéncia da presenca de receptores
funcionais, envolvidos na migracio e mitose celular, para endotelina-1 (ET1) em células
endoteliais de bovino. Neste mesmo estudo, verificou-se que a adi¢do exdgena de endotelina-1
(ET1) estimulou a migragdo e mitose de células endoteliais de bovino em cultura celular in vitro;
entretanto, a adi¢do exdgena de ambos, PFGF e ETI, resultou em um efeito aditivo sobre a
migracdo de células endoteliais, sendo esta significativamente maior do que aquela promovida
por um ou outro fator isoladamente, o que sugere diferentes caminhos de atuacdo sobre estas

células.

2.4 CERATITE ULCERATIVA BACTERIANA POR Pseudomonas aeruginosa

A ceratite ulcerativa bacteriana é considerada comum nos cavalos (SAUER et al., 2003) e
relativamente rara em seres humanos (MATSUMOTO, 2000; FLEISZIG & EVANS, 2002),
porquanto, é uma das afec¢bes oculares mais graves em oftalmologia veterindria e humana,
requerendo terapia médica efetiva rapida, devido a potencial ameaga a visao (WYMAN et al.,
1983;: MATSUMOTO, 2000; EVANS et al., 2002; FLEISZIG & EVANS, 2002). Em animais, as .
bactérias comumente isoladas diferem daquelas da flora conjuntival normal, sendo que os
microrganismos mais freqiientemente encontrados sdo bactérias gram-negativas, principalmente
da familia das Enterobacteriaciae (Enterobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella spp.),
Pseudomonas aeruginosa ¢ Proteus spp. (MOORE, 1983; DAVIDSON, 1991. NASISSE &
NELMS, 1992; BARNETT et al., 1995; SAUER et al., 2003). Entretanto, bactérias gram-
positivas como Streptococcus spp e Staphylococcus spp também jia foram isoladas
(McLAUGHLIN et al., 1983; MOORE et al., 1983; MOORE et al., 1988; SAUER et al., 2003).
Em seres humanos, os microrganismos encontrados com maior freqiiéncia, na cérmea acometida
por afecciio bacteriana, sio bactérias gram-positivas e negativas como Streplococcus Spp.,
Staphylococcus spp. e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente (FLEISZIG & EVANS. 2002;
UESUGUI et al., 2002). Dentre as trés bactérias mais frequentemente isoladas destas afecgoes,
estd a Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria gram-negativa, amplamente distribuida no
ambiente e encontrada na dgua, no solo, nas plantas, nas membranas mucosas e na pele (Sabath

apud GYLES, 1993; TODAR, 2001) e, também, nas fezes de animais sadios (CARTER &
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CHENGAPPA. 1991; QUINN et al., 1994: GILLIGAN, 1995; HIRSH, 1999). E encontrada,
ainda, em uma variedade de solugdes aquosas, como os colirios ou solugdes para uso oftalmico e

cosméticos (GILLIGAN, 1995: LIMA & BELFORT JR., 1996).

2.4.1 Patogénese da Ceratite Bacteriana

Como um patégeno oportunista, a P. aeruginosa tipicamente requer uma porta de entrada,
ou por uma lesdo prévia ou por uma “quebra” nos mecanismos normais de defesa, para que a
subseqiiente invasio corneana possa ocorrer (TODAR, 2001). Um leito epitelial intacto,
firmemente aderido a sua lamina basal subjacente, cria uma barreira essencial para a manutengio
da homeostasia corneana. Esta barreira epitelial, juntamente com elementos advindos do filme
lacrimal, apresenta grande importincia na prevencao da adesdo, colonizagdo e infectividade
bacteriana na superficie da cérnea e na dispersido da bactéria no estroma (TODAR, 2001; ESCO
et al., 2002). Para que a infecg¢do ocular se instale, € necessdrio que haja aderéncia, penetracdo,
invasao, persisténcia e replicacio do microrganismo, independente dos mecanismos locais de
defesa (UESUGUI et al., 2002). Portanto, o rompimento desta barreira epitelial, freqlientemente
causado por trauma, permite a entrada da P. aeruginosa e de outras bactérias, comensais ou
patogénicas, e sua multiplicacio no estroma (MOORE, 1987; DAVIDSON, 1991; SWEENEY &
IRBY, 1996; STADES et al., 1999; HAMOR & WHELAN, 1999; HAO et al., 1999; KANSKI,
2000), resultando em uma ceratite ulcerativa como conseqiiéncia da evolugao do processo
bacteriano na cérnea (HAO et al., 1999). Em modelos experimentais de ceratite bacteriana por
Pseudomonas aeruginosa em coelhos, a inoculagio intraestromal permite abortar as trés etapas
iniciais do processo de instalagiio da bactéria, uma vez que a mesma € introduzida diretamente no
estroma, facilitando a infec¢do (O’CALLAGHAN et al., 1996), entretanto, observam-se varlagoes
na frequiéncia e severidade da infec¢io produzida com relagdo a ceratopatogenicidade da cepa
utilizada (HYNDIUK et al., 1983; ARISTOTELI & WILLCOX, 2001). Virias concentracdes
bacterianas t&m sido utilizadas nestes modelos e, geralmente o inéculo é preparado em unidades
formadoras de colonias/ml em fase logaritmica da Pseudomonas (HOBDEN et al., 1993;
O’CALLAGHAN et al., 1996; NASSARALLA et al., 1997, MATSUMOTO, 2000). Estes

modelos de inoculacdo, através de injecdo intraestromal, diferem das condi¢des em que a
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infec¢@o naturalmente ocorre em cavalos e seres humanos (PRIMBS et al., 1961; FLEISZIG &
EVANS, 2002), entretanto, continuam extremamente vilidos para seu estudo.

A habilidade da Pseudomonas aeruginosa aderir as células dos mamiferos, aos tecidos e
aos biomateriais, como as lentes de contato, parece ser modulada por vérias moléculas préoprias,
incluindo pili, flagelo, proteinas externas da membrana e lipopolissacarideo (LPS) (Fletcher apud
FLEISZIG & EVANS, 2002), o qual também influencia na adesido bacteriana as células epiteliais
(Fletcher apud EVANS et al., 2002). Acredita-se que a bactéria seja capaz de modular sua prépria
adesdo, por meio de adesinas de superficie, as quais interagem com receptores na superficie das
células epiteliais do hospedeiro (GUPTA et al., 1996). Segundo TODAR (2001), no trato
respiratério, as fimbrias da Pseudomonas aeruginosa aderem as células epiteliais por meio de
adesinas, que parecem ligar-se a receptores especificos para o dcido sidlico nas células epiteliais.
Além disso, a colonizagio do trato respiratério requer aderéncia das fimbrias, a qual pode ser
auxiliada pela produgido de proteases que degradam a fibronectina, expondo, desta forma, os
receptores subjacentes das fimbrias nas células epiteliais. Segundo estudo realizado por
ARISTOTELI & WILLCOX (2001), diferentes cepas de P. aeruginosa sdo capazes de aderirem-
se & mucina em um modelo experimental com mucina gdstrica de suino. Foi sugerido que a
mucina ocular pode funcionar como uma barreira de protecido do epitélio subjacente da cornea
contra a coloniza¢io pela bactéria e, por isso, o uso de agentes mucoliticos, como N-
acetilcisteina, para a remoc¢io da mucina ocular pode aumentar a aderéncia da Pseudomonas
aeruginosa. Entretanto, a mesma jd foi sugerida como um receptor especifico para este
microrganismo nas superficies epiteliais (GYLES, 1993). Para ESCO et al. (2002), um outro fator
que pode contribuir para a ligacdo da P. aeruginosa as células epiteliais é a composi¢do da matriz
extracelular, de forma que, em condi¢des de hipoxia, menos laminina é incorporada a matriz,
resultando em aumento da ligacdo da bactéria. Além disso, a P. aeruginosa pode aderir-se
prontamente aos componentes da lamina basal, incluindo laminina, fibronectina e coldgeno tipo
IV (PLOTKOWSKI et al., 1996). Essa adesao as células do hospedeiro pode ser facilitada por
dois dos seus exoprodutos, a protease alcalina e a elastase (GUPTA et al., 1996).

A capacidade da Pseudomonas aeruginosa invadir os tecidos estd diretamente relacionada
a sua resisténcia a fagocitose e as defesas imunoldgicas do hospedeiro e, também, a producio dos

seus fatores de viruléncia, que contribuem para invasdo e persisténcia nos tecidos (TODAR,



2001; FLEISZIG & EVANS, 2002). Sua capsula bacteriana e um biofilme (alginale Vi$COS0)
protegem-na efetivamente da opsonizagio pelos anticorpos, da deposi¢do de complemento e da
fagocitose (TODAR, 2001). O LPS, considerado um dos fatores de viruléncia essenciais no
desenvolvimento da afec¢lio corneana, contribui para a ocultagdo da bactéria das defesas do
hospedeiro, como atividade do complemento, anticorpos e fagocitose (GYLES, 1993; TODAR,
2001) e, ainda, contra medicagdes antimicrobianas como aminoglicosideos e B-lactamicos. Além
disso, atua influenciando na aderéncia, invasido e sobrevivéncia da P. aeruginosa nas células
epiteliais (EVANS et al., 2002). As células corneanas permanecem como as unicas células nas
quais a invasao pela Pseudomonas aeruginosa foi demonstrada in vivo (FLEISZIG et al., 1994).
Duas proteases extracelulares tém sido associadas com a capacidade de viruléncia, exercida no
estdgio de invasdo bacteriana, a elastase e a protease alcalina (TODAR, 2001). Em estudo in
vitro, sobre a invasio e multiplicacdo da P. aeruginosa nas células epiteliais da cérnea, verificou-
se influéncias do tempo de interagdo da bactéria com as células corneanas, da presenca de lesdo e
da temperatura de incubagdo. Além disso, neste mesmo, ficou demonstrado com uso de testes de
sobrevivéncia a gentamicina, que a P. aeruginosa pode invadir e sobreviver dentro dessas células
em vdrios modelos in vitro em ratos, coelhos e camundongos, apés lesdo da cérnea (FLEISZIG et
al.,, 1995). Uma importante descoberta feita por NI et al. (2004), em recente pesquisa, foi a
detec¢io de uma proteina-D surfactante no fluido lacrimal de humanos e de ratos. Verificou-se
que esta proteina é capaz de proteger as células epiteliais corneanas da invasiao pela P.
aeruginosa, entretanto, nio se detectou atividade bacteriostitica.

Segundo estudo in vitro, utilizando-se células epiteliais corneanas de coelho, a P.
aeruginosa foi capaz de multiplicar-se dentro dessas células, sendo que a taxa de replicagdao em
quatro horas foi de 10 campos e, em 24 horas, o nimero de bactérias foi reduzido aos niveis
iniciais, provavelmente devido & fracdo de células epiteliais mortas contendo bacténa (FLEISZIG
et al., 1995). A Pseudomonas aeruginosa produz e libera vérios fatores de viruléncia, capazes de
danificar direta e indiretamente os tecidos corneanos, por meio de suas proprias enzimas
proteoliticas ou por degradagio do coligeno mediada pelos ceratécitos (HAO et al., 1999;
MIYAJIMA et al., 2001; NAGANO et al., 2001). Algumas das suas proteases sdo capazes de

degradar vérios componentes da matriz extracelular, incluindo proteoglicanos, coldageno tipo 1l e
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1V, e laminina. Destas, conforme afirmou MATSUMOTO (2000), a elastase e a protease alcalina
sdo responsdveis pela necrose estromal liquefativa na cérea de coelhos. A elastase também foi
atribuida a capacidade de ativagdo de metaloproteases (HAO et al., 1999), como MMP-1, MMP-3
(NAGANO et al., 2001), MMP-2 e MMP-9 (MIYAJIMA et al., 2001) e degradagio de colageno,
fibronectina, IgA, 1gG e complemento (TODAR, 2001). A exotoxina A tem sido associada i
viruléncia ocular, conforme PILLAR & HOBDEN (2002) mostraram em estudo, no qual
verificou-se que a auséncia de exotoxina A nas cepas mutantes de Pseudomonas aeruginosa
afetou sua capacidade de persistir e causar doenca em modelos de ceratite bacteriana em ratos
murine. A protease IV, uma exoproteina, também demonstrou atividade na viruléncia corneana
em modelos experimentats de infec¢do com escarificagdo da cérnea de camundongos, entretanto,
ndo se percebeu diferencas entre os escores em modelos de inoculacao intraestromal em coelhos
com cepas mutantes, deficientes em protease 1V e nao mutantes (O'CALLAGHAN et al., 1996).
Em outro estudo, esta mesma exoproteina degradou fibrinogénio, fibrina, plasminogénio e C3 e,
degradou parcialmente plasmina e 1gG, mas permanece desconhecida sua habilidade de degradar
proteinas estruturais e ativar proteases corneanas do hospedeiro (ENGEL et al., 1998). Tanto a
protease alcalina como a elastase e o lipopolissacarideo, conforme demonstrado em pesquisa in
vitro, foram capazes de aumentar a liberagio de MMP-2 e promover sintese e liberagao de MMP-
9 (MIYAIJIMA et al,, 2001). A Pseudomonas aeruginosa ¢ um patdégeno oportunista inico por
seus fatores de viruléncia e, além dos citados acima, muito outros sdo produzidos pela bactéria,
entretanto, o conhecimento acerca do envolvimento dos demais na patogénese da ceratite
bacteriana ainda permanece limitado (TODAR, 2001).

Antigos e recentes relatos indicam que a combinagdo dos fatores patogénicos derivados
dos tecidos do hospedeiro com os fatores da viruléncia da P. aeruginosa sio responsaveis pela
destrui¢do corneana, durante esta infeccio (VAN HORN et al,, 1981; DONG et al., 2000;
MIYAIJIMA et al., 2001; VYGANTAS & WHITLEY, 2003; HAZLETT, 2004). Acredita-se que
as proteases que contribuem para a ulceragdo da cérnea no estagio inicial da infec¢do sejam
provenientes da prépria bactéria. Entretanto, num estigio mais avancado do processo, as
proteases que predominam como fatores patogénicos da destrui¢do tecidual sdao oriundas dos
polimorfonucleares leucécitos, os quais se acumulam no tecido do hospedeiro e substituem as

proteases bacterianas 24-48 horas apds a infec¢io (WILCOCK, 1993; MATSUMOTO, 2000;
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Steuhl apud MIY AJIMA et al., 2001). Como prova disso, verificou-se uma clara associagao entre
infiltragdo prolongada de polimorfonucleares na cérnea e a destruigdao da cérnea (FLEISZIG &
EVANS, 2002). Estas células, que se infiltram no estroma, podem contribuir para a ulceragéo, por
meio da secrecdo de elastases, colagenases, gelatinases (WILCOCK, 1993; MATSUMOTO,
2000; TERSARIOL et al., 2002) e citocinas, as quais, por sua vez, estimulam a produgdo de
metaloproteases pelos ceratocitos (HAO et al, 1999), que num primeiro momento sao
importantes na limpeza do tecido afetado. Os ceratécitos produzem metaloprotease-1 (MMP-1,
colagenase), MMP-2 (gelatinase A), MMP-3 (estromelisina 1) e MMP-9 (gelatinase B) (FINI et
al., 1990). A MMP-1 degrada coldgeno intersticial tipo 1, 11 e 1Il e as formas ativadas de MMP-2 e
MMP-9 podem degradar coldgeno tipo IV, V e VII, laminina e fibronectina, assim como coldgeno
denaturado e sua liberagdo aumentada pode contribuir para a destrui¢do da membrana basal e
ulceragido corneana (MIYAJIMA et al., 2001). Em recente estudo, verificou-se a indugédo de altos
niveis da expressao do RNAm de metaloprotease de membrana tipo-1 nas cOmneas de ratos
infectadas com P. aeruginosa, os quais permaneceram altos do segundo ao 11° dia. Isto pode
significar que estas metaloproteases também sejam responsdveis pelo dano a comea causado por
outras MMPs, devido a sua dupla fungdo no remodelamento da matriz extracelular, por meio da
ativagio de pr6-MMP-2 e degradagdo direta de suas proteinas (DONG et al., 2000). As
metaloproteases sdo liberadas como zimogénios inativos e ativadas extracelularmente por uma
serinoprotease, a plasmina, a qual é capaz de desencadear uma cascata proteolitica por meio da
degradacdo de proteinas da matriz extracelular e pela ativacdo de outras metaloproteases
(BERMAN et al., 1983; RICHIERT & IRELAND, 1999), lrevando a destruicdo estromal
(BERMAN et al, 1983). O fator responsdvel pela ativacio da plasmina, o ativador de
plasminogénio, é liberado por polimorfonucleares leucécitos (BERMAN et al., 1930) e
macféfagos, principais células a infiltrar a cérnea infectada. Em estudo realizado por BERK et al.
(2001), verificou-se um forte aumento na expressio do ativador do plasminogénio em ratos com
ceratite ulcerativa por Pseudomonas aeruginosa, o qual assim permaneceu até o 11° dia pos-
infec¢do. Além disso, ocorreu também liberagdio de fator ativador de plaquetas. citocinas e
metabdlitos do dcido aracdénico (KERNAKI & BERK, 1994). O fator de crescimento de
hepatécito (HGF) aumentou a susceptibilidade de células epiteliais a aderéncia, invasio e

citotoxicidade pela Pseudomonas aeruginosa (FLEISZIG et al., 1998). Sabe-se que a



26

interleucina-6 (IL-6) atua como um importante fator de protecio da cérnea durante a infecgio por
esta bactéria gram-negativa (WILLCOX et al., 1998) e, segundo COLE et al. (2001), a
administragao t6pica de IL-6 na cérnea infectada por P. aeruginosa de dois tipos de ratos resultou
em efetivo recrutamento de neutréfilos polimorfonucleares para a cérnea; verificando-se, ainda,
que o aumento precoce dos niveis de IL-6 podem ser protetores na infeccdo corneana. A
interleucina-12 (IL-12), produzida pelos macréfagos, induz a secre¢io de IL-2 e de interferon-y
(INF-y) e potencializa a proliferacdo e citotoxicidade das células T (TIZARD, 1998). HAZLETT
et al. (2002) detectaram, mediante reacdo em cadeia da polimerase, IL-12 na cérnea infectada por
P. aeruginosa de ratos susceptiveis, desde 12 horas apds a infec¢do até o sétimo dia. Neste
mesmo estudo, niveis de produ¢do de RNAm do INF-y foram maiores em ratos susceptiveis. A
partir disso, foi sugerido que um desequilibrio na regulacio positiva do INF-y pela IL-12 leva a
uma excessiva producgio da citocina e toxicidade. Mesmo com o importante papel da IL-12 na
inducgdo de IFN;y, segundo pesquisa realizada por LIGHVANI et al. (2004), a maior fonte desta
tltima citocina sdo as células natural killer (NK), as quais sio necessdrias durante a infecgao
experimental por P. aeruginosa para regularem efetivamente a morte bacteriana € o nimero de
polimorfonucleares na cérnea de ratos susceptiveis. Além disso, KERNAKI & BERK (1994)
observaram, em homogeneizados oculares. a indugio do fator de necrose tumoral (TNF-o) acima
dos niveis basais entre um e trés dias pés-infec¢do com P. aeruginosa. Seu papel na infecg¢do
corneana ainda ndo estd definido, entretanto, sabe-se que o TNF-a é liberado em resposta a
endotoxina bacteriana no choque séptico (TIZARD, 1998) e, deste modo, pode apresentar
importante papel nesta infeccao corneana.

O resultado, em cavalos e seres humanos, da associagao dos fatores patogénicos da P.
aeruginosa com os do hospedeiro no tecido corneano, é uma tipica ceratite bacteriana,
caracterizada por uma opacidade gelatinosa acinzentada adjacente i dlcera chamada “melting”
(KANSKI, 2000; SAUER et al, 2003) e caracterizada por necrose estromal liquefativa
(BARNETT et al., 1995), ambas decorrente da rdpida liquefacdo dos proteoglicanos da substincia
fundamental da cérnea (SWEENEY & IRBY, 1996). Na histopatologia, esta lesdo € visualizada
como um codgulo eosinofilico caracteristico, com neutréfilos adjacentes, formando uma parede

espessa de células vivas e fragmentadas, podendo resultar em um abscesso na forma de anel
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(WILCOCK, 1993). Em coelhos, observa-se extensa infiltracdo de polimorfonucleares leucécitos
(KESSLER et al., 1977), os quais aparecem principalmente degranulados (VAN HORN et al.,
1981). Nas lesoes experimentais de infec¢do corneana por Pseudomonas aeruginosa, apés 24
horas da inoculagido, observa-se infiltragdo macica de polimorfonucleares, dispostos ao redor da

lesdao da cormea (MIYAJIMA et al., 2001).

2.4.2 Sinais Clinicos

Em cavalos, os sinais clinicos da infec¢do bacteriana da cérmea incluem dor ocular
pronunciada, secre¢ao ocular mucopurulenta, opacidade corneana extensa, ceratite intersticial
com influxo de células inflamatdrias para o tecido, neovascularizacdo extensa, perda estromal
progressiva, necrose do estroma e liquificagio (DAVIDSON, 1991). Blefarospasmo, fotofobia,
hiperemia conjuntival marcada e quemose também sdo observadas (BARNETT et al., 1995).
Uveite anterior freqiientemente acompanha a ceratite ulcerativa e é mediada por caminhos
reflexos, originados nos nervos sensoriais da cérnea. O estimulo reflexo axonal resulta em
vasodilatagdo dos capilares da iris, alteracdo da permeabilidade e quimiotaxia por leucdcitos
polimorfonucleares (NASISSE & NELMS, 1992; HAMOR & WHELAN, 1999; SLATTER,
2001). Nas 24 horas seguintes as infec¢des experimentais em coelhos, observa-se hiperemia
conjuntival e secre¢do ocular mais severas, uma drea oval de edema e infiltragao celular, as quais
evoluem em 48 horas para um infiltrado celular centralmente mais denso, incluindo quase todo o
didmetro da cérnea. Infiltrados periféricos, na forma de anel e hipépio, hiperemia conjuntival e
bulbar severa com grande quantidade de secre¢do purulenta também podem ser constatados.
(KESSLER et al., 1977; VAN HORN et al., 1981; HYNDIUK et al., 1983; NASSARALLA et al,,
1997). Edema palpebral também é um dos sinais clinicos visualizados em seres humanos e
coelhos (LIMA & BELFORT JR., 1997; NASSARALLA et al., 1997). A descemetocele é uma
complicacio decorrente da progressiao da ulcera corneana, pois uma vez atingida a membrana de
descemet, poderd ocorrer sua protrusio, devido a influéncia da pressao intra-ocular (WILCOCK,
1993; BARNETT et al., 1995; SLATTER, 2001). No estudo realizado por SWEENEY & IRBY
(1996), as descemetoceles foram observadas em oito olhos dos 70 casos observados. Segundo

KESSLER et al. (1977), a descemetocele ocorreu somente na segunda semana da inoculagao,
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enquanto, NASSARALLA et al. (1997) verificaram descemetoceles no terceiro dia do
experimento, mesmo em olhos de coelhos tratados com colirio de gentamicina e, no estudo de
WYMAN et al. (1983), esta tiltima foi observada ji no periodo de 48 horas pds-infec¢ao em caes.

Conforme ocorre a progressdo da destrui¢dio da cérmea e das terminagdes nervosas
subepiteliais, hd redugio da dor ocular e, em num periodo de 12-18 horas, pode ser evidenciada

uma borda perilimbal de neovascularizagio profunda (BARNETT et al., 1995).

2.4.3 Diagnéstico

A ceratite ulcerativa bacteriana, na grande maioria dos casos, pode ser diagnosticada com
exames clinicos, incluindo iluminagdo difusa, oftalmoscopias direta e indireta, biomicroscopia e
teste de retencdo de fluoresceina (NASISSE & NELMS, 1992; BARNETT et al., 1995; HAMOR
& WHELAN, 1999), o qual também ¢ util na diferencia¢io entre abscesso estromal e tlcera de
cornea (HAMOR & WHELAN, 1999). Cémeas extremamente edemaciadas podem resultar em
testes falso-negativos, uma vez que o estroma torna-se incapaz de maior absor¢io de fluido
(NASISSE & NELMS, 1992). Para um diagndstico mais preciso pode-se realizar exame
citolégico com coloracio de Gram e Giemsa e, testes de cultura e antibiograma de amostras de
origem corneana (MOORE, 1987; BARNETT et al., 1995; BISTNER, 1995;: HAMOR &
WHELAN, 1999; WHITLEY, 2000; SAUER et al., 2003).

2.4.4 Tratamento

A terapia inicial requer antibioticoterapia agressiva nas concentracdes normais ou com
solugdes fortificadas, sendo a eleicio do antibiético conforme os resultados da cultura e do
antibiograma (BARNETT et al., 1995; HAMOR & WHELAN, 1999; SLATTER. 2001). Em
geral, as cepas de Pseudomonas aeruginosa apresentam sensibilidade aos aminoglicosideos,
como tobramicina, gentamicina ou amicacina (MOORE, 1987; NASISSE & NELMS. 1992;
GYLES , 1993; BARNETT et al., 1995), no entanto, eles devem ser utilizados com cautela
devido a sua acdo toxica sobre o epitélio corneano (LIMA & BELFORT JR., 1996; KANSKI,
2000). Demonstrou-se que a terapia tépica com tobramicina na ceratite experimental por P.

aeruginosa foi significativamente melhorada pela remogdo do epitélio corneano, sendo eficaz a
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concentragiio antibiética mais baixa (3mg/ml) (DAVIS et al., 1978). Segundo estudo realizado
por SWEENEY & IRBY (1996), os testes de sensibilidade para P. aeruginosa isolada de dlceras
corneanas em cavalos, revelaram maior sensibilidade a amicacina (93%) comparada a
‘tobramicina (87%) e, em contraste, uma resisténcia bacteriana a estes antibidticos j4 foi verificada
em estudo retrospectivo (SAUER et al., 2003). A freqiiéncia de instilacdes normalmente é maior
durante o primeiro e/ou segundo dias e, apds a mesma € reduzida para cinco ou quatro vezes,
diariamente (MOORE, 1987; NASISSE & NELMS, 1992; HAMOR & WHELAN, 1999).

Na presenca concomitante de miose e espasmo ciliar, a atropina tépica é indicada para
alivio do desconforto ocular, estabilizagdo da barreira hematouveal e prevencido de sinéquias
(NASISSE & NELMS, 1992; VYGANTAS & WHITLEY, 2003). Em alguns casos, pode ser
utilizada juntamente com fenilefrina tépica (BARNETT et al., 1995).

O uso de agentes anticolagenoliticos também sdo indicados em todos os casos de necrose
estromal liquefativa e, especialmente na infec¢io da cérnea por P. aeruginosa. Diversos autores
recomendam o uso de inimeros agentes: acetilcisteina, EDTA, plasma, solu¢dao de heparina,
toxoide tetdnico (MOORE, 1983: LAFORGE, 1993; BARNETT et al., 1995; SWEENEY &
IRBY, 1996; HAMOR & WHELAN, 1999; SLATTER, 2001). Conforme mencionado
anteriormente, a acetilcisteina pode facilitar a adesdo da P. aeruginosa por afetar a integridade do
filme lacrimal (HAMOR & WHELAN, 1999; ARISTOTELI & WILLCOX, 2001). Atividade
anticolagenolitica foi verificada em estudos in vitro para o soro, acetilcisteina, toxéide tetanico
(HAFFNER et al., 2003), ao contririo do que foi observado para a heparina (SALONEN et al.,
1987). A eficicia destes agentes é controvertida (LAUS & ANDRADE, 1998) e, em geral, eles
falham durante o tratamento clinico (HAO et al., 1999a). A apronitina nio inibiu a degradacao de
coldgeno in virro (HAO et al., 1999b) nem quando utilizada na terapia da ceratite experimental
por P. aeruginosa em coelhos (STUART et al., 1991), diferentemente do obtido por SALONEN
et al. (1987) no tratamento de afeccdes corneanas em seres humanos. Além desta, verificou-se
que a galardina é capaz de diminuir, de modo significativo, a agdo direta e indireta da P.
aeruginosa sobre a degradaciio de colidgeno em cultura celular (HAO et al., 1999). Em outro
estudo, a inibicdo da elastase, oriunda de leucécitos humanos, foi alcancada com o uso de
glicosaminoglicano polissulfatado, cuja mdxima capacidade foi cerca de 60-70% (BAICI et al.,

1980).
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Antiinflamatérios ndo esteroidais também tém sido indicados no tratamento destas
ceratites bacterianas para alivio da dor ocular, estabilizacio da barreira hemato-aquosa
(BARNETT et al., 1995) e inibi¢io dos metabdlitos do dcido aracddnico, de forma a reduzir a
reacdo inflamatéria e minimizar os danos provenientes de uma resposta exacerbada. Entretanto,
estes agentes podem retardar o processo de cicatrizagdo (LIMA et al., 1995), assim como os
analgésicos opidides (ZIESKE, 2001).

KRISHNAN et al. (2004) testaram um 4cido graxo identificado no pepino do mar, o 12-
metiltetradecanéico, como inibidor da angiogénese em cdémeas de rato infectadas com P.
aeruginosa e verificaram que a neovascularizagdo foi significativamente menor no grupo tratado
(cerca de 72% dos animais) quando comparado ao grupo controle, aos 7 e 14 dias, ap6s o desafio.

O tratamento cirdrgico das tlceras bacterianas por P. aeruginosa € indicado para a
redugdo da drea necrotica ou na reparacio de lesdes profundas. Vdrias técnicas estdo disponiveis,
entretanto, no cavalo, normalmente utilizam-se transposicdo lamelar cérneo-escleral, flaps de
membrana nictitante, ceratoplastia conjuntival livre ou pediculada, ceratoplastia lamelar
(HACKER et al., 1990; HAMOR & WHELAN, 1999) ou tarsorrafia tempordria (BARNETT et
al,, 1995). Otimos resultados foram obtidos com transplante de membrana amnidtica no
tratamento cirdrgico, nas ulceras infectadas por P. aeruginosa em coelhos e foram indicadas
especialmente, naqueles casos de liquefagio estromal e perda estromal extensa, sendo necessario,
nesse caso, controle prévio da infec¢do (CHEN et al., 2002). Estes efeitos benéficos t€m sido
atribuidos a presenca de fatores de crescimento encontrados em vdrias amostras de membranas
amnidticas frescas e congeladas (CHARTERS, 2001). A cauterizagdo da ulcera corneana com
tintura de iodo 5-7% é uma outra opgiio disponivel e pode ser associada ao tratamento Cirdrgico
(BARNETT et al., 1995), conforme realizado em um estudo de dois casos de ceratite ulcerativa
colagenolitica (HACKER et al., 1990).

A despeito da terapia antimicrobiana apropriada, a ceratite infecciosa persiste como
resultado das proteases ji liberadas, da ativacio de pr6-MMPs e da degrada¢io da matriz
extracelular (NASISSE & NELMS, 1992; ENGEL et al., 1998; NAGANO et al.. 2001). Esta
ceratite é fregiientemente dificil de ser tratada, podendo progredir rapidamente para perfuragio ou
resultar em cicatriza¢do exuberante, com danos a acuidade visual (BARNETT et al., 1995;

Laibson apud GUPTA et al., 1996; SAUER et al., 2003). A phthisis bulbi pode seguir-se a
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ulceragdo da cérnea, especialmente quando esta leva a perfuracio com aumento da reagio
inflamatéria, produzindo oftalmite (CARLTON & RENDER, 1990). Em estudo retrospectivo
realizado por SWEENEY & IRBY (1996), os resultados clinicos obtidos em 70 olhos de cavalos
com esta afeccao incluiram: visao excelente com leucoma minimo (73%), enucleacao (19%). olho

phthisico (4%) e cegueira frontal (3%).

2.4.4.1 Glicosaminoglicanos monossulfatados (GAGMS)

Os glicosaminoglicanos sdo polissacarideos de alto peso molecular, predominantes na
substincia fundamental da cérnea, que podem se apresentar como polimeros monossulfatados tal
como o sulfato de condroitina, polimeros polissulfatados e polimeros ndo sulfatados (BANKS,
1991; ALBERTS et al., 1997). Os glicosaminoglicanos formam complexos com proteinas,
chamados proteoglicanos, os quais contribuem para a estabilidade e suporte do tecido conjuntivo,
além da transparéncia da cérnea (SAMUELSON, 1991; ALBERTS et al.,, 1997; SLATTER,
2001). Estudos clinicos t¢ém mostrado que o sulfato de condroitina reduz a dor em pacientes com
osteoartrite (MORREALE et al., 1996), devido a sua possivel agcdo antiinflamatéria (PIPITONE,
1991; CASALS & DAMBIELLE, 1995; DAVIDSON, 2000). Esta dltima agdo, atribuida aos
glicosaminoglicanos sulfatados, pode ser resultado da inibi¢do competitiva de enzimas liticas, do
influxo leucocitdrio, sintese de prostaglandina E, e interleucina-1, e formaciao de complemento
(RASHMIR-RAVEN, 1994; GAUGHAN, 1994; ALVES, 1998). O sulfato de condroitina é capaz
de levar ao aumento nas sinteses de RNAm pelos condrécitos, b que pode estar relacionado ao
aumento na sintese de proteoglicanos, coldgeno tipo II (CASALS & DAMBIELLE, 1995;
Knénfelt apud MORREALE et al., 1996) e 4cido hialurdnico (Hutadilok apud CONTE et al.,
1995). Além disso, CONTE et al. (1995) observaram que cinco dias de administraciio oral de
sulfato de condroitina levou a um aumento significativo da concentragdo e massa molecular do
acido hialurdnico e diminui¢do de uma enzima lisossomal. O uso do sulfato de condroitina em
pacientes com osteoartrite, também reduziu significativamente a dor ocasionada por esta doenga
6sseo-articular (MORREALE et al., 1996), na qual, assim como nas afec¢des corneanas, as
metaloproteases e serinoproteases como colagenase e elastase, respectivamente, exercem fungdes

liticas sobre a cartilagem (CASALS & DAMBIELLE, 1995; Ali apud MORREALE et al., 1996).
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A inibigao das serinoproteases pode ser alcancada com o uso dos glicosaminoglicanos sulfatados
(Verbruggen apud RASHMIR-RAVEN, 1994), que além desta, também possuem agdo anti-
oxidante, excercendo, desta forma, uma acdo reparadora da cartilagem (CASALS &
DAMBIELLE, 1995). Aos glicosaminoglicanos polissulfatados também sdo atribuidas todas
essas funcoes (BAICI et al., 1980; ROBERTS, 1999), além da inibi¢cdo da agregacdo plaquetdria
(McNAMARA et al.,, 1996). Importantes resultados foram obtidos na cicatrizagdo de tlceras
corneanas refratdrias em caes e cavalos com o uso tépico de uma solucdo de glicosaminoglicano
polissulfatado a 5% (MILLER, 1996; WOUK et al., 1998) e, mais recentemente, o uso de uma
solugdo de sulfato de condroitina 20%, associada com ciprofloxacina, resultou em cicatrizagio
mais rdpida, sem formagdo de tecido cicatricial, de tlceras de cérneas, experimentalmente,
produzidas em cavalos (ZULIAN, 2002). Resultados clinicos similares a estes ultimos também
foram obtidos no tratamento de dlceras corneanas experimentais em coelhos, com estudo
histopatolégico adicional, que revelou um arranjamento mais regular das fibras de coldgeno,
resultando em menor formacdo de tecido cicatricial (RANZANI et al., 2004). Boas respostas
também foram alcancadas com o uso intra-ocular de sulfato de condroitina 20% como protetor
endotelial e como substituto lacrimal em pacientes com ceratoconjuntivite seca (HARRISON et
al., 1982; RAE et al., 1983; LIMBERG et al., 1987). Entretanto, o emprego tépico do sulfato de
condroitina 5% ndo favoreceu a cicatrizagio de tlceras corneanas induzidas por dlcali em coelhos
(TALIER], 2000). Em decorréncia das pesquisas, os glicosaminoglicanos sulfatados por via
topica estdo sendo indicados no tratamento de erosdes corneanas persistentes em cies (ANDREW

& GELATT, 2001).
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3 METODOLOGIA

3.1 LOCAL E PERIODO

Todo o projeto foi desenvolvido nas dependéncias do Hospital Veterindrio da
Universidade Federal do Parani. O Laboratério de Microbiologia Veterindria da mesma
Universidade e o Laboratério de Patologia Veterindria da Pontificia Universidade Catdlica do
Parand foram utilizados para a preparacio do material microbiolégico e do material de
histopatologia, respectivamente. O periodo para a realizagdo da pesquisa foi de 15 meses, iniciado

em setembro de 2002 e finalizado em novembro de 2003.

3.2 OBTENCAO DE Pseudomonas aeruginosa PARA INOCULACAO

A cepa de Pseudomonas czefuginosa utilizada foi do tipo *“American Type Culture
Collection” (ATCC - 27853), adquirida na Newprov, empresa de Curitiba-PR. Esta cepa é
produtora de exotoxina A, elastase e protease alcalina, conforme descrito por OCALLAGHAN
et al. (1996), e apresenta: sensibilidade a tobramicina e colistina, resisténcia a cefalotina,
kanamicina, nitrofurantoina e penicilina. A ATCC 27853 tem sido utilizada como cepa padrao
em testes de sensibilidade antimicrobiana (RELLER et al., 1974) e em estudos experimentais de
ceratites bacterianas por P. aeruginosa em coelhos, ratos e porcos da Guinea (HOBDEN ét al.,

1992; HOBDEN et al., 1993b; OCALLAGHAN et al., 1996).

3.3 INOCULACAO EXPERIMENTAL DE Pseudomonas aeruginosa NA CORNEA DE
COELHOS ‘
3.3.1 Suspensido Bacteriana

Para preparagio da suspensdo bacteriana utilizaram-se as bactérias do tipo ATCC,
objetivando-se obter concentracdes de 10° UFC (Unidades formadoras de coldnias)/ml e 10°
UFC/ml para serem testadas em um pré-experimento. As mesmas foram semeadas em 4gar
sangue e cetrimide e incubadas por 24 horas a 37°C. Apés, as colonias destas culturas foram
suspensas em tubo de ensaio com solugdo salina estéril e refrigeradas por 24 horas. A partir de

entao, esta suspensio bacteriana foi preparada por meio de diluicdes decimais em solugio NaCl
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0,9% estéril, 10" a 10'%, semeada e incubada, a fim de verificar-se em qual diluicdo seria
possivel a contagem das colonias, considerando-se entre 30 e 300 UFCs. Passadas 24 horas da
incubacgio, procedeu-se a contagem nas dilui¢des 10° e 107 e o descarte das demais placas. A

- . e~ -5 . 7 -
cada preparacdo do indculo, semearam-se as diluigoes 107, 10 % 107, por questdes de seguranga.

3.3.2 Animais

Utilizaram-se 39 coelhos fémeas Nova Zeldndia branco (Orvctolagus cuniculus), albinos,
com idade aproximada de 120 dias e peso médio de trés quilos, todos adquiridos de um mesmo
criador. Apds a chegada, os animais foram submetidos a exames fisico, oftalmoldgico,
coproparasitolégico, hematoldgico e ultra-sonogrifico gestacional e, uma vez constatada higidez,
auséncia de afec¢do ocular e de prenhez, os mesmos ainda foram medicados com doses de
15mg/kg de sulfadoxina e trimetoprin', SID, por trés dias e, 0,02 ml/kg de ivermectina®, ambos
pela via subcutanea, para a prevengao de coccidiose e de infestagdo por dcaros. Estes coelhos
foram mantidos em gaiolas individuais, alimentados com racio comercial® e dgua ad libitum e,
hortali¢as por um periodo de 15 dias para adaptagcdo, antes de serem iniciados os protocolos
experimentais.

O projeto desta pesquisa foi encaminhado para a Universidade Federal de Santa Maria-RS
para andlise em Comissio de Etica, devido a auséncia desta no curso de mestrado em Medicina

Veterinaria da UFPR.

3.4 PROTOCOLO CIRURGICO
3.4.1 Pré-experimental

Para o teste de patogenicidade da Pseudomonas aeruginosa, inicialmente duas coelhas
foram utilizadas e sorteadas ao acaso para receber uma ou outra concentragio bacteriana. Feito
jejum solido e liquido prévio, as mesmas foram anestesiadas com associa¢do de 30mg/kg de

.4 . .5 . . .
quetamina® e 3 mg/kg de xilazina’, por via intramuscular e, tiveram os fundos de saco

| Borgal — Hoerchst do Brasil Quimica ¢ Farmacéutica S. A.

2 Ivermectina Ouro fino - Ouro Fino S. A.

3 Ragdo para coelhos - Supra Alisul Alimentos S.A. ¢ Nuvital Nutrientes S. A.
4 Vetanarcol — Laboratérios Konig S. A.

5 Kensol — Laboratérios Konig S. A.
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conjuntivais de ambos os olhos limpos com cotonete embebido em uma concentragdo de 0,06%
de 10dopovidine. Apds colocagio de campo cirurgico oftdlmico e blefarostato estéreis, procedeu-
se a ceratectomia superficial bilateral, no eixo pupilar, padronizada pelo uso de uma trefina de
6mm de diimetro (Figura 1). Em seguida, injetaram-se as suspensdes bacterianas, 10 pl de 10°
UFC/ml ou 10 pl de 10°UFC/ml, com uma seringa estéril de vidro de 100 microlitros e agulha
estéril de calibre 30 e 0,5 polegada de comprimento. Esta ultima foi direcionada e introduzida do
centro da cérnea para a periferia, onde se depositou a suspensdo bacteriana, com cuidado de
evitar-se o refluxo desta (comunicacdo pessoal — B. A. NASSARALLA, Instituto de Olhos de
Goiania, Goias). Com sorteio ao acaso, os olhos esquerdos foram inoculados e, os olhos direitos
somente sofreram ceratectomia como controle, a fim de verificar-se a possibilidade de
contaminagdo pela P. aeruginosa inoculada no olho adelfo. Anestesia tépica da cérnea nao foi
realizada em nenhum dos animais devido ao efeito antimicrobiano destes agentes, procedimento
que poderia interferir no crescimento bacteriano. Vinte e quatro horas apds a inoculagio,
verificou-se o sucesso da infecgdo experimental em ambos os olhos esquerdos, sendo mais grave
naquele da coelha que recebeu I1x 10’ UFCs. A partir disso, esses animais foram tratados e
descartados do experimento por meio de doacio e, entdo a dose desafio de 10.000 UFCs foi
escolhida para ser utilizada nos demais coelhos do experimento. Esta infec¢io foi importante, no
entanto, nao produziu efeito colagenolitico maci¢o, o que inviabilizaria qualquer forma de
tratamento pela liquefagio corneana. Com o objetivo de consolidar o protocolo a ser seguido,
mais duas coelhas tiveram seus olhos esquerdos inoculados com ‘10 ul de 10° UFC/ml.

Todos os animais receberam doses de 10mg/kg de dipironé", BID, durante trés dias, com a
finalidade de obter-se analgesia, -sem interferéncia no processo cicatricial. Além disso,
objetivando o isolamento da P. aeruginosa, swabs conjuntivais foram realizados nos olhos

infectados em 12, 24 e 30 horas e, raspados de c6rnea em 18 e 24 horas, ap6s a inoculagio.

3.4.2 Experimental
Para este estudo utilizaram-se 35 coelhos, dos quais 23 fizeram parte do grupo da

avaliacdo clinica e 12 do grupo da histopatologia. Nestes animais, utilizou-se 0 mesmo protocolo

6 D-500 — Fort Dodge Satide Animal Lida.
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cirdrgico, no entanto, a injeciio intraestromal de 10.000 UFC:s foi feita em ambos os olhos (Figura
2), ap6s ceratectomia prévia, conforme citado acima. Estes dois grupos, histopatolégico e de
avaliacoes clinicas, foram operados e inoculados em momentos diferentes, sendo este dltimo
realizado primeiramente, devido ao insuficiente nimero de gaiolas. A infec¢do experimental foi
novamente confirmada pelo exame oftalmolégico (STRUBBE & GELATT, 2003), 24 horas apés
a inoculagdo da bactéria. Nestes animais foi empregado, um outro protocolo de anestesia,
composto por 0,05mg/kg de midazolan’ e 15mg/kg de quetamina como pré-anestésicos e 8mg/kg
de propofol®, ou a anestesia dissociativa com quetamina e xilazina, conforme a disponibilidade
dos agentes anestésicos. O protocolo cirtrgico foi realizado conforme descrito para o estudo pré-
experimental. Perfuracdo corneana iatrogénica ou auséncia de infecgdo, verificada no pés-

operatorio foram critérios de exclusio.

3.5 PROTOCOLO TERAPEUTICO

Conforme sorteio a0 acaso realizado inicialmente, os olhos esquerdos foram nomeados
grupo tratamento 1 e receberam trés instilagoes didrias (8h, 14h e 20h) de uma associagio, no
mesmo frasco, de sulfato de condroitina a 10% e tobramicina’ 0,3% apés prévia limpeza com
gaze umedecida em NaCl 0,9% estéril; os olhos direitos formaram o grupo tratamento 2 e
receberam cinco instilagdes didrias (8h, 11h, 14h, 17h e 20h) de colirio de tobramicina'® 0.3%,
ap6s limpeza com gaze'' umedecida em solugdo NaCl 0,9% estéril. Ambos tratamentos somente
foram iniciados 24 horas da inoculagiio experimental (Figuras 3 e 4). A fregiiéncia dos colirios
acima foi determinada com base na recomendagio de posologia minima de cada um dos
laboratérios. O hordrio das instilagdes seguiu aquele normalmente prescrito por ocasiio de

tratamentos clinicos.

7 Dormonid — Produtos Roche quimicos e farmacéuticos s/a.
8 Diprivan 1% - Zeneca Farmacéutica do Brasit Lida.

9 Tobramax — Labyes Industria Argentina.

10 Tobrex — Alcon Laboratérios do Brasil Lida.

11 MB Téxtil Cinirgica Ltda.
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FIGURA 1 — IMAGEM FOTOGRAFICA DE TREFINACAO DA CORNEA DE COELHA ADULTA,
REALIZADA PREVIAMENTE A INJECAO INTRAESTROMAL DE SUSPENSAO
BACTERIANA DE P. aeruginosa, CONTENDO 1 X 10* UNIDADES FORMADORAS
DE COLONIAS.

FIGURA 2 — IMAGEM FOTOGRAFICA DA PEQUENA BOLHA (SETA) NA CORNEA DO OLHO
ESQUERDO DE UMA COELHA, APOS INJECAO INTRAESTROMAL DE DEZ
MICROLITROS DE UMA SUSPENCAO BACTERIANA DE Pseudomonas aeruginosa
NA CONCENTRACAO DE 1 X 10* UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS.
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FIGURA 3 - IMAGEM FOTOGRAFICA DA CERATITE POR Pseudomonas aeruginosa. OLHO
ESQUERDO, GRUPO TRATAMENTO 1, DE COELHA ADULTA, NO SEGUNDO
DIA POS-OPERATORIO.

FIGURA 4 — IMAGEM FOTOGRAFICA DA CERATITE ULCERATIVA POR P. aeruginosa EM
OLHO DIREITO, GRUPO TRATAMENTO 2, COELHA ADULTA, NO SEGUNDO DIA
POS-OPERATORIO.
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Com excegdo dos trés primeiros dias de pés-operatério, nos quais necessitou-se da
aplicagdo intramuscular de dipirona, todas as coelhas permitiram sua manipulagao, inclusive para
a realizac@o de todas as avaliagbes. Percebeu-se que apés a instilagdo das medicagoes, elas faziam
auto-higiene das pdlpebras e, mesmo assim, optou-se pela nio utilizacdo de colares do tipo
Elizabetano, a fim de evitar estresse desnecessdrio. Mesmo estando estes animais alojados em
gaiolas individuais, dependuradas em baias, dentro de uma mesma drea, nao foi possivel evitar-se
a ocorréncia de sons e ruidos altos, origem de estresse. A manipulagdo e alimentacdo foram

realizadas sempre pelas mesmas duas pessoas.

3.6 PROTOCOLOS DE AVALIACAO
3.6.1 Avaliagdo Oftédlmica

Devido ao prolongado periodo de tratamento das ceratites infecciosas, os olhos das
coelhas foram avaliados a cada dois dias, sempre pelo mesmo examinador, com prova de retengio
de fluoresceina'’ - bastio diluido em 0,5ml de NaCl 0,9%, transiluminador e oftalmoscopia
direta. Utilizou-se para isto, a classificagdo do Sistema de Escore Ocular de Hackett-McDonald,
descrito por MUNGER (2002), a qual foi adaptada para a disponibilidade dos instrumentos, e
considerou-se os seguintes parimetros: hiperemia conjuntival, quemose, secre¢dao conjuntival,
severidade da opacidade corneana, neovascularizagdo da cOrnea e a intensidade da retengdo da
fluoresceina. Foi avaliada a opacidade corneana e ndo o edema, pois especificamente nesta
afeccdo ocular, a primeira ocorre como resultado tanto do edema quanto da infiltragdo celular
inflamatéria da cérmea. Além disso, blefarospasmo, fotofobia e edema de palpebra foram
classificados subjetivamente conforme o que se segue: (0) auséncia de sinal clinico, (1) sinal
discreto, (2) sinal moderado e (3) sinal intenso. As ulceras corneanas foram consideradas
cicatrizadas quando do resultado negativo da prova de retengio da fluoresceina, momento em que
foram verificadas as possiveis seqiielas resultantes da infec¢do corneana.

Cabe ressaltar que a primeira avaliagdo ocorreu previamente a instilagdao dos colirios para
verificar o desenvolvimento da ceratite bacteriana, decorrente da infec¢do corneana pela

Pseudomonas aeruginosa inoculada em todos os olhos, sendo que, a mesma correspondeu ao

12 Bastio de fluoresceina Ophthalmos — Ophthalmos Indistria € Comércio de Produtos Farmacéuticos Litda.
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primeiro dia do tratamento. As demais se seguiram a cada dois dias com o objetivo de
acompanhar a evolucdo dos tratamentos e se seguiram até o 14" exame oftalmico,
correspondendo, a cada dois dias, com o quarto, sétimo, 10°, 13°, 16°, 19°, 22°, 25°, 28°, 31°, 34°,

37° e 40° dias de tratamento.

3.6.2 Histopatologia

Para este estudo, quatro coelhas foram mortas com injecdo intravenosa letal de
pentobarbital sédico e, posteriormente, os olhos enucleados, em cada um dos intervalos de 14, 21
e 45 dias de tratamento, totalizando 12 animais. A colheita de matenial para histopatologia
conforme descrito acima, propositadamente recaiu naqueles periodos criticos do processo
cicatricial (THOMSON, 1983; BARNETT et al., 1995). Finda a colheita dos olhos, injetou-se
pequena quantidade intra-ocular de fixador de Bouin, liquido no qual os mesmos permaneceram
imersos por periodo maximo de quatro horas. Apés este procedimento, os olhos foram
acondicionados em frascos pldsticos individuais, devidamente identificados e contendo solugdo
neutra de formol 10%, e armazenados em local apropriado para posterior realiza¢do da técnica
histopatolégica de rotina, seguida conforme descri¢dio de BACHA JR. & WOOD (1990). Ap6s os
olhos terem sido emblocados em parafina, realizaram-se cortes histoldgicos de seis micrometros
de espessura.

Na seqii€ncia, as amostras oculares foram coradas com os corantes hematoxilina/eosina
(HE) e tricrdmicas de Mallory e Shorr (LEESON & LEESON, 1970; BACHA JR & WOOD,
1990) .e interpretadas, também as cegas, ao microscopico Optico, verificando-se o grau de
organizagdo do estroma, homogeneidade dos extratos epiteliais e eventuais distrofias. A HE ¢
amplamente utilizada como corante de rotina em vdrios tecidos e, o Mallory e o Shorr sdo
coloracdes especificas para visualizagdao de tecido fibroso, justificando-se estas escolhas. As
denominagodes dos tipos celulares encontrados na leitura microscépica do epitélio corneano foram
seguidas conforme SLATTER (2001). Imagem de cérnea de coelha adulta, Nova Zelandia, foi

utilizada para comparaciio dos resultados da histopatologia (Figura 17).
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3.6.3 Avaliacdo estatistica

Os escores de intensidade dos parimetros da avaliagdo clinica foram submetidos ao teste
de Wilcoxon, indicado para comparagio de duas amostras dependentes com varidvel aleatéria ndo
paramétrica (CURI, 1998; MONTIANI-FERREIRA et al., 2004). Para a varidvel tempo de
cicatrizagdo, assimétrica, utilizou-se também o teste de Wilcoxon. Calcularam-se as medianas, 0s
primeiros e segundos quartis ¢ a amplitude de variagdo para ambos os grupos. Nenhum teste
estatistico foi utilizado para andlise das seqiielas e complicagdes observadas durante e ao final do
estudo, devido ao seu pequeno nimero, entretanto, percebeu-se a importincia de informar-se as
suas respectivas porcentagens. Além disso, conforme fins demonstrativos a que o estudo
histopatolégico foi destinado, o mesmo foi submetido a andlise estatistica. O nivel de

significancia utilizado foi de 5%.
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4 RESULTADOS

Na fase pré-experimental, falhou a tentativa de isolamento da P. aeruginosa a partir de
swabs conjuntivais. Entretanto, a mesma foi isolada com sucesso de amostras de raspados de
cérnea apés a infecgdo experimental. Todas as coelhas utilizadas na pré-experimentac¢do foram
tratadas e doadas ao término dos tratamentos, quando da cicatrizagdo de todos os olhos dos
animais. Durante a inje¢do intraestromal do indculo bacteriano, verificou-se dificuldade no
controle do refluxo do in6culo e no controle do volume injetado no estroma, proposto neste
estudo. Dos 23 animais inoculados para a avaliagdo clinica, cinco foram excluidos em detrimento
dos critérios utilizados. Apés a cicatrizagao ter se completado nos olhos de todas as fémeas do
grupo de avaliagoes clinicas, estas coelhas retornaram para o criador para serem utilizadas como

matrizes da criagdo de coelhos.

4.1 AVALIACAO CLINICA
4.1.1Quemose

No primeiro dia que se seguiu apds as 24 horas da inocula¢do experimental, 0 exame
oftdlmico nas coelhas permitiu constatar, nos olhos de ambos os grupos, a presen¢a de quemose
de intensidade leve a severa, com predominio desta iltima. A quemose minima foi verificada na
maioria dos olhos dos grupos T1 e T2, do quarto ao sétimo dia apds o desafio, com excegao de
dois olhos de cada um dos grupos que apresentaram quemose leve do sétimo ao 10° dia. Neste
dia, os demais ndo apresentaram mais este sinal clinico. Em dois olhos de cada grupo observou-se
quemose leve até o 19° dia e, minima até o 22° dia de tratamento. E, em outros dois olhos dos
grupos T1 e T2 verificou-se quemose minima do 13° até o 16° dia; quemose leve no 19° e
quemose minima novamente no 22°. Apds o 22° dia pds-operatério, quemose ndo mais foi
constatada. A andlise de Wilcoxon ndo demonstrou diferenca estatistica significativa entre as

intensidades observadas nos olhos dos dois grupos (Figura 5).
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4.1.2 Secre¢io Conjuntival

Todos os olhos de ambos os grupos apresentaram secrecdo ocular mucopurulenta de
moderada a severa no primeiro dia. Do quarto ao 13° dia pés-operatdrio, observou-se secre¢ao do
tipo mucéide, nas intensidades leve a moderada, predominando esta dltima na maioria dos olhos
do grupo tratamento 1. A partir do 16° ao 25° dia, neste mesmo grupo, predominou a intensidade
leve, a qual persistiu e foi unica do 28° ao 40° dia. Nos olhos do grupo tratamento 2, secre¢do
ocular mucéide leve e moderada foi observada do quarto ao 19° dia pés-operatério; entretanto
esta dltima intensidade s6 foi predominante no quarto dia. Do 22° ao 31° dia de tratamento,
unicamente secre¢do ocular leve foi constatada nos olhos do grupo tratamento 2. Na anilise
estatistica observou-se diferenca significativa entre as intensidades obtidas nos olhos dos dois

grupos, indicando que o tratamento 2 foi mais eficiente (Figura 6).

4.1.3 Hiperemia conjuntival

Observou-se hiperemia conjuntival severa em todos os olhos dos dois grupos até o quarto
dia pds-operatdrio, com exce¢io de uma coelha que apresentou intensidade moderada no primeiro
dia, em ambos os olhos. Do sétimo até 10° dia, este sinal clinico foi verificado na intensidade
moderada nos olhos do grupo tratamento 2 e, até o 13° dia nos olhos do grupo tratamento 1. Do
13° dia ao 16° dia, a intensidade leve ja foi observada em alguns olhos do grupo tratamento 2,
entretanto, ainda predominando a hiperemia conjuntival moderada. A partir do 16° dia, nos olhos
do grupo tratamento 2 foram visualizadas as intensidades moderada e leve, predominando esta
dltima até o 28° dia e, permanecendo unica até o 34° dia de tratamento. Nos olhos do grupo
tratamento 1, observou-se hiperemia conjuntival leve e moderada, sendo que esta Gltima
intensidade apresentou-se na maioria dos olhos até o 22° dia pés-operatério. Do 25° dia até o 28°
dia, predominou a intensidade leve e, até o 40° dia somente esta ultima foi verificada. Também
para este sinal clinico, observou-se diferenca estatistica significativa entre as intensidades

observadas nos olhos de ambos os grupos, indicando que o tratamento 2 foi mais eficiente (Figura

7).
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FIGURA 5 - EFEITO DE DOIS DIFERENTES TRATAMENTOS, UM CONVENCIONAL COM
TOBRAMICINA (T2) E UM NOVO COM ASSOCIACAO DE SULFATO DE
CONDROITINA A E TOBRAMICINA (T1), NA QUEMOSE DE OLHOS DE DEZOITO
COELHAS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS COM P. aeruginosa.
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Teste de Wilcoxon (p= 0,57) para comparagao entre T1 e T2, do 1° ao 22° dia pds-operatdrio.
Grau 0: auséncia de sinal clinico; grau 1: leve; grau 2: moderada; grau 3: intenso.

FIGURA 6 - EFEITO DE DOIS DIFERENTES TRATAMENTOS, UM CONVENCIONAL COM
TOBRAMICINA (T2) E UM NOVO COM ASSOCIACAO DE SULFATO DE
CONDROITINA A E TOBRAMICINA (T1), NA SECRECAO CONJUNTIVAL DE
OLHOS DE DEZOITO COELHAS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS COM P.

aeruginosa.
Secrecio Conjuntival @ Tratamento 1
31 9 O Tratamento 2
Graude 2]
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Teste de Wilcoxon (p= 0,002) para comparagdo entre T1 e T2, do 1° ao 31° dia pés-operatério.
Grau 0: auséncia de sinal clinico; grau 1: leve; grau 2: moderada; grau 3: intenso.
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FIGURA 7 - EFEITO DE DOIS DIFERENTES TRATAMENTOS, UM CONVENCIONAL COM
TOBRAMICINA (T2) E UM NOVO COM ASSOCIACAO DE SULFATO DE
CONDROITINA A E TOBRAMICINA (T1), NA HIPEREMIA CONJUNTIVAL DE
OLHOS DE DEZOITO COELHAS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS COM P.

aeruginosa.
Hiperemia Conjuntival Tratamento 1
3 O Tratamento 2
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Teste de Wilcoxon (p = 0,002) para comparagao entre T1 e T2, do 1° ao 31° dia p6s-operatério.
Grau 0: auséncia de sinal clinico; grau 1: leve; grau 2: moderada; grau 3: intenso.

FIGURA 8 - EFEITO DE DOIS DIFERENTES TRATAMENTOS, UM CONVENCIONAL COM
TOBRAMICINA (T2) E UM NOVO COM ASSOCIACAO DE SULFATO DE
CONDROITINA A E TOBRAMICINA (T1), NA OPACIDADE CORNEANA DE
OLHOS DE DEZOITO COELHAS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS COM P.

aeruginosa.
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Teste de Wilcoxon (p= 0,0004) para comparagao entre T1 e T2, do 1° ao 31° dia p6s-operatério.
Grau 0: auséncia de sinal clinico; grau 1: ténue; grau 2: leve; grau 3: moderada; grau 4: intenso.
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4.1.4 Opacidade corneana

No primeiro dia, a opacidade corneana foi verificada de minima a severa, predominando a
intensidade leve nos olhos dos dois grupos. A partir do quarto até o 10° dia, este sinal clinico foi
moderado e, predominantemente severo nos olhos de ambos os grupos, com exce¢ao de um olho
de cada um dos grupos, que era leve no quarto e 10° dia, respectivamente. No 13° dia, verificou-
se maior predomindncia de opacidade moderada nos olhos do grupo tratamento 2, a qual reduziu-
se para leve na grande maioria dos olhos no 16° dia e, assim permaneceu até o 25° dia pés-
operatério. Do 28° ao 34° dia, verificaram-se as intensidades leve, moderada, e severa em um
animal. Nos olhos do grupo T1, a opacidade corneana severa predominou ainda do 10° ao 25° dia
pos-operatorio, entretanto, a partir do 28° dia, as intensidades leve e moderada foram observadas
até o0 43° dia de tratamento. Conforme andlise estatistica, verificou-se diferenga significativa entre

as intensidades dos escores dos dois grupos, indicando que o T2 foi mais eficiente (Figura 8).

4.1.5 Neovascularizag¢io corneana

Este sinal clinico ndo foi constatado em nenhum dos olhos dos dois grupos no primeiro
dia poés-operatério. A partir do quarto dia, a neovascularizagcdo local e neovascularizagdo da
circunferéncia total da cérnea foram observadas nos olhos de ambos os grupos, predominando o
primeiro tipo. Apés, do sétimo ao 43° dia pds-operatério, neovasos penetrando além de dois
milimetros na cérnea ou invadindo a circunferéncia corneana total foram observados tanto nos
olhos dos grupos T1 e T2 (Figura 9). A andlise de Wilcoxon revelou diferenca estatisticamente
significativa para as intensidades dos escores dos olhos de ambos os grupos (Figura 10),

indicando que o T2 foi mais eficiente.
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FIGURA 9 - IMAGEM FOTOGRAFICA DE CERATITE ULCETATIVA POR P. aeruginosa EM
COELHA ADULTA, NO QUARTO DIA ~POS-OPERAT(3RIO. NOTAR O PADRAO
PERILIMBAL DE NEOVASCULARIZACAO PROFUNDA (SETA) E A OPACIDADE

CORNEANA SEVERA.

FIGURA 10 - EFEITO DE DOIS DIFERENTES TRATAMENTOS, UM COM COLIRIO DE
TOBRAMICINA (T2) E UM COM ASSOCIACAO DE SULFATO DE
CONDROITINA A E TOBRAMICINA (T1), NA NEOVASCULARIZACAO
CORNEANA DE DEZOITO COELHAS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

COM P. aeruginosa.

Neovas culariza¢ao Corneana
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Teste de Wilcoxon (p= 0,001) para comparagio entre T1 e T2, do 4° ao 31° dia pés-operatério.
Grau 1: neovascularizagao corneana local; grau 2: neovascularizagdo da circunferéncia total. cérnea
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4.1.6 Retencao de fluoresceina

No primeiro dia, observou-se retencao de fluoresceina de t€nue a intensa nos olhos de
ambos os grupos, predominando a intensidade leve. Do quarto ao 34° dia pds-operatério,
verificaram-se retengdes ténue a leve nos olhos do grupo tratamento 2, sendo que a retengio
intensa foi constatada em dois olhos deste mesmo grupo, no qharto e sétimo dia de tratamento..
Nos olhos do grupo tratamento 1, as retengoes ténue, leve € intensa foram observadas do quarto
ao 13° dia, com predomindncia da intensidade leve até o 10° dia. Do 13° ao 22° dia, retengéo
ténue de fluoresceina foi verificada na maioria dos olhos deste grupo; do 25° ao 28° dia
predominou novamente retengao leve e, apds houve retengao t€nue até o 37° dia nos olhos do
grupo tratamento 1. O teste de retengdo de fluoresceina foi realizado até o 43° dia p6s-operatorio,
quando da cicatrizagdo dos dltimos trés olhos do grupo tratamento 1. Verificou-se diferenga
estatisticamente significativa nas intensidades dos escores para este parametro entre os dois

grupos, indicando que o tratamento 2 foi mais eficiente (Figura 11).

4.1.7 Edema palpebral

No primeiro dia predominou edema palpebral intenso na maioria dos olhos dos dois
grupos, entretanto, as intensidades leve e moderada também foram constatadas em algumas
coelhas e, uma redugdo significativa foi verificada na maioria dos olhos de ambos os grupos até o
13° dia. Do quarto ao 16° dia pés—operat(’)rio, edema de palpebra leve e moderado foi observado
nos olhos de ambos os grupos, com exce¢do de dois olhos, um de cada grupo, os quais
permaneceram com edema palpebral intenso também no quarto dia. No 19° dia, somente edema
leve foi verificado em dois olhos de cada um dos grupos. Na andlise de Wilcoxon, realizada para
a intensidade dos escores, observou-se somente uma tendéncia do tratamento 2 ser mais eficiente

que o tratamento 1 (Figura 12).
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FIGURA 11 - EFEITO DE DOIS DIFERENTES TRATAMENTOS, UM CONVENCIONAL COM
TOBRAMICINA (T2) E UM NOVO COM ASSOCIACAO DE SULFATO DE
CONDROITINA A E TOBRAMICINA (T1), NA RETENCAO DE FLUORESCEINA
NOS OLHOS DE DEZOITO COELHAS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

COM P. aeruginosa.

Retencao de Fluoresceina Tratamento 1

O Tratamento 2

Grau de
Resposta

Teste de Wilcoxon (p= 0,0005) para comparagdo entre T1 e T2, do 1° ao 28° dia p6s-operatdério.
Grau 0: auséncia de sinal clinico; grau 1: ténue; grau 2: leve; grau 3: moderada; grau 4: intenso.

FIGURA 12 - EFEITO DE DOIS DIFERENTES TRATAMENTOS, UM CONVENCIONAL COM
TOBRAMICINA (T2) E UM NOVO COM ASSOCIACAO DE SULFATO DE
CONDROITINA A E TOBRAMICINA (T1), NO EDEMA PALPEBRAL DE OLHOS
DE DEZOITO COELHAS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS COM P.

aeruginosa.
Edema Palpebral Tratamento 1
3 O Tratamento 2
Grau de
Resposta 1

Dias

Teste de Wilcoxon (p= 0,08) para comparacdo entre T1 e T2, do 1° ao 19° dia p6s-operatdrio.
Grau 0: auséncia de sinal clinico; grau 1: leve; grau 2: moderado; grau 3: intenso.
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4.1.8 Fotofobia e Blefarospasmo

No primeiro dia, blefarospasmo e fotofobia moderados e, principalmente, intensos, foram
observados nos olhos dos dois grupos. No quarto e dltimo dia de constatagdo destes sinais
clinicos, os mesmos foram verificados nas intensidades leve, na maioria dos olhos dos dois
grupos €, moderado em dois olhos do grupo tratamento 2 e cinco do tratamento 1. Para a
intensidade dos escores destes sinais clinicos, a andlise de Wilcoxon nao revelou diferencas

estatisticas (Figuras 13 e 14), indicando igualdade entre os dois tratamentos.

4.1.9 Complicagoes e Seqiielas

A ocorréncia de descemetocele foi observada no 13° e 16° dia pés-operatério, sendo em
trés olhos tratamento 1 e um tratamento 2 e, dois olhos tratamento I, respectivamente.
Totalizando, cinco olhos do grupo tratamento | apresentaram descemetocele (28%) comparando-
se a somente uma nos olhos do grupo tratamento 2 (5,55%). Outras seqiielas, constatadas em seis
coelhas, foram: phithisis bulbi em dois olhos, um do grupo tratamento 2 (5,55%) e um do
tratamento 1 (5,55%), verificados no 19° dia de tratamento; sinéquia anterior em quatro olhos do
grupo tratamento 1 (22,2%) e dois olhos do grupo tratamento 2 (11,1%); cegueira foi percebida
em um animal, sendo em um olho do tratamento 1 (5,55%) e um do grupo tratamento 2 (5,55%).
Leucoma foi constatado em todas as coelhas, abrangendo 100% dos olhos de ambos os grupos
(Figuras 15 e 16), seguindo-se a classificacdo de SLATTER (2001).

A variacdo do tempo total de cicatrizagdo dos olhos dos grupos tratamento 1 e tratamento
2, assim como os respectivos valores das medianas, primeiros e segundos quartis sdo
apresentados na Tabela 1. Na andlise estatistica para esta varidvel, constatou-se diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos, mostrando que o tratamento convencional com
colirto de tobramicina 0,3% (T2) foi mais eficaz quanto a redugdo do tempo de cicatrizagdo (p=
0.0025) que o tratamento testado com associaciio de sulfato de condroitina 10% e tobramicina

(T1).
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FIGURA 13 - EFEITO DE DOIS DIFERENTES TRATAMENTOS, UM CONVENCIONAL COM
TOBRAMICINA (T2) E UM NOVO COM ASSOCIACAO DE SULFATO DE
CONDROITINA A E TOBRAMICINA (Tl), NA FOTOFOBIA DE OLHOS DE
DEZOITO COELHAS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS COM P. aeruginosa.
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Teste de Wilcoxon (p= 0,46) para comparagao entre T1 e T2, do 1° ao 4° dia p6s-operatério.
Grau 0: auséncia de sinal clfnico; grau 1: leve; grau 2: moderado; grau 3: intenso.

FIGURA 14 - EFEITO DE DOIS DIFERENTES TRATAMENTOS, UM CONVENCIONAL COM
TOBRAMICINA (T2) E UM NOVO COM ASSOCIACAO DE SULFATO DE
CONDROITINA A E TOBRAMICINA (T1), NO BLEFAROSPASMO DE OLHOS DE
DEZOITO COELHAS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS COM P. aeruginosa.
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Teste de Wilcoxon (p= 0,31) para comparagdo entre T1 e T2, do 1° ao 4° dia pés-operatério.
Grau 0: auséncia de sinal clinico; grau 1: leve; grau 2: moderado; grau 3: intenso.
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TABELA 1 - EFEITO DE DOIS DIFERENTES TRATAMENTOS (T1 E T2) NO TEMPO DE
CICATRIZACAO DE CORNEAS DE DEZOITO COELHAS INFECTADAS COM P.
aeruginosa. VALORES DAS MEDIANAS, VARIACAO INTERQUARTIL E
AMPLITUDE DE VARIACAO PARA A VARIAVEL NOS DOIS TRATAMENTOS.
TESTE DE WILCOXON PARA COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS.

Varidvel Tempo de Cicatrizagdo (dias)

Grupos Tratamento 1 Tratamento 2
Medianas 26,5 22
Variagao Interquartil 22,7-31 19,7 - 25
Amplitude de Variagao 30 21

*Teste de Wilcoxon (p= 0,0025)

FIGURA 15 — IMAGEM DE CERATITE ULCERATIVA POR P. aeruginosa NO OLHO ESQUERDO,
GRUPO TRATAMENTO 1, DE COELHA ADULTA, NO 25° DIA POS-TRATAMENTO.
LEUCOMA DENSO APOS A CICATRIZACAO (SETA).
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FIGURA 16 - IMAGEM DA CERATITE ULCERATIVA POR P. aeruginosa NO OLHO DIREITO,
GRUPO TRATAMENTO 2, COELHA ADULTA, NO 22° DIA POS-OPERATORIO.
LEUCOMA MENOS DENSO APOS CICATRIZACAO (SETA).

FIGURA 17 - CORTE SAGITAL DE CORNEA NORMAL DE COELHA DA RACA NOVA
ZELANDIA ADULTA. COLORACAO DE SHORR. 10X.
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4.2 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA
4.2.1 Catorze dias

Em dois olhos do grupo tratamento 1 observou-se drea com perda epitelial, cujo epitélio
adjacente era composto por uma a duas camadas de células alares, sendo algumas delas
vacuolizadas. Na drea ulcerada existia edema e infiltracdo linfoplasmocitiria e neutrofilica,
neoformacgdo vascular com endotélio jovem e fibroblastos. Nos demais olhos, dois do grupo
tratamento 1 e quatro do tratamento 2, o epitélio apresentava-se integro e composto por uma
camada de células epiteliais basais e uma a duas camadas de células alares e superficiais
escamosas. O endotélio dos vasos neoformados era maduro. Fibroplasia evidente foi observada

em trés olhos, dois do grupo tratamento 2 e um do tratamento | (Figuras 18 e 19).

4.2.2 Vinte € um dias

Em todos os olhos dos grupos tratamento | e tratamento 2, verificou-se integridade do
epitélio, composto por uma camada de células epiteliais basais e duas a trés camadas de células
alares. Ainda, em dois olhos do grupo tratamento | e um do grupo tratamento 2, duas a trés
camadas de células superficiais escamosas estavam presentes. Em dois olhos do grupo tratamento
1 e trés do grupo tratamento 2 havia infiltracdo linfoplasmocitdria com raros neutréfilos presentes
no estroma, na regido subepitelial difusa ou no estroma médio (Figuras 20 e 21). Nas dreas com
fibroplasia, em dois olhos de cada grupo, tratamento 1 e tratamento 2, observou-se organizagiao

das fibras coldgenas e poucos vasos neoformados com endotélio maduro.

4.2.3 Quarenta e cinco dias

O epitélio corneano dos olhos de ambos os grupos era composto por uma camada de
células epiteliais basais, duas a trés camadas de células alares e, duas a trés camadas de células
superficiais escamosas (Figuras 22 e 23). Em um olho do grupo tratamento 2 persistia fibroplasia
estromal e, em um olho do tratamento 1 persistia infiltracdo linfoplasmocitdna e neutrofilica e,
em outro do mesmo grupo, havia hiperplasia epitelial focal com drea de fibroplasia adjacente e

sinéquia anterior, sendo que ambos apresentavam retragdo da membrana de descemet.
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FIGURA 18 - CORTE SAGITAL DE OLHO DIREITO, TRATAMENTO 2, COELHA ADULTA, AOS
14 DIAS. NA IMAGEM, EPITELIO COMPOSTO POR UMA CAMADA DE CELULAS
EPITELIAIS BASAIS E, DUAS A TRES CAMADAS DE CELULAS SUPERFICIAIS
ESCAMOSAS. AREA COM FIBROPLASIA (SETA) E FIBRAS COLAGENAS
ADJACENTES NORMAIS. SHORR. 40X.

FIGURA 19 - CORTE SAGITAL DE OLHO ESQUERDO, TRATAMENTO 1, DE COELHA ADULTA,
AOS 14 DIAS. EPITELIO COMPOSTO POR UMA CAMADA DE CELULAS
EPITELIAIS BASAIS E, DUAS A TRES CAMADAS DE CELULAS SUPERFICIAIS
ESCAMOSAS. AREA COM FIBROPLASIA (SETA) E FIBRAS COLAGENAS
ADJACENTES NORMAIS. SHORR. 40X.
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FIGURA 20 - CORTE SAGITAL DE OLHO ESQUERDO, TRATAMENTO 1, COELHA ADULTA,
AOS 21 DIAS DE TRATAMENTO. EPITELIO E FIBRAS COLAGENAS DO
ESTROMA NORMAIS E PRESENCA DE INFILTRACAO LEUCOCITARIA ESCASSA
NO ESTROMA DA CORNEA. SHORR. 10X.

FIGURA 21 — CORTE SAGITAL DE OLHO DIREITO, TRATAMENTO 2, COELHA ADULTA, AOS
21 DIAS DE TRATAMENTO. IMAGEM DO EPITELIO CORNEANO NORMAL E,
NO ESTROMA, AREA DE FIBROPLASIA (SETA) E FIBRAS COLAGENAS
ADJACENTES NORMAIS COM INFILTRACAO LEUCOCITARIA. SHORR. 10X.
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FIGURA 22 - CORTE SAGITAL DE OLHO ESQUERDO, TRATAMENTO 1, COELHA ADULTA,
AOS 45 DIAS DE TRATAMENTO. IMAGEM DO EPITELIO E ESTROMA
CORNEANOS NORMAIS. HEMATOXILINA/EOSINA. 40X.

FIGURA 23 - CORTE SAGITAL DE OLHO DIREITO, TRATAMENTO 2, COELHA ADULTA, AOS
45 DIAS DE TRATAMENTO. IMAGEM DO EPITELIO CORNEANO COM UMA
CAMADA DE CELULAS EPITELIAIS BASAIS E, UMA A DUAS CAMADAS DE
CELULAS SUPERFICIAIS ESCAMOSAS. AREA DE FIBROPLASIA (SETA) E
ESTROMA ADJACENTE NORMAL. HEMATOXILINA/EOSINA. 40X.
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5 DISCUSSAO

A Pseudomonas aeruginosa causa um tipo de ceratite infecciosa de evolugio rapida e
fulminante, podendo resultar em perfura¢do da cérnea em 48 horas e em importantes prejuizos a
acuidade visual em seres humanos e cavalos, mesmo sob terapia adequada (BARNETT et al,,
1995; Laibson apud GUPTA et al., 1996; KANSKI, 2000; SAUER et al., 2003). Por esta razio,
hé aproximadamente quatro décadas, o modelo experimental desta ceratite bacteriana, produzido
através da injecdo intraestromal em coelhos, ratos e porcos-da-india, foi introduzido na pesquisa
e, a partir de entdo, vem sendo utilizado para o estudo desta afec¢do ocular em seres humanos. A
consolidagdo deste modelo e o desenvolvimento, pelo coelho, de uma lesdo corneana semelhante
aquela observada em cavalos e seres humanos, com necrose estromal liquefativa (KESSLER et
al.,, 1977, VAN HORN et al., 1981; HYNDIUK et al., 1983; BARNETT et al., 1995; KANSKI,
2000; MATSUMOTO, 2000), associado a ficil disponibilidade, ao manuseio deste animal e a sua
conveniéncia como animal de laboratério (PRIMBS et al., 1961), levou-nos a sua escolha como
rﬁodelo animal para esta experimentagdo. Embora este modelo ndo represente as reais condi¢des
em que a infec¢do ocorre nestas espécies (PRIMBS et al., 1961) porque aborta duas importantes
fases do processo infeccioso, a adesio e a penetraciio bacteriana (O'CALLAGHAN et al., 1996),
0 mesmo revelou-se um modelo experimental fiel & lesdo observada em cavalos.

A associagdo das duas técnicas, ceratectomia prévia e subsegiiente injecdo intraestromal
da suspensio bacteriana de P. aeruginosa, para a produgio das tlceras corneanas nas coelhas, foi
utilizada com intuito de avaliar os efeitos do sulfato de condroitina A 10% sobre a cicatrizacdo da
cérnea apés um grande desafio, promovido pela interacdo das duas técnicas, e de mimetizar a
lesdo corneana provocada pela Pseudomonas aeruginosa na cérmea dos cavalos, uma vez que
nestes animais, a mesma parece manifestar-se de forma mais agressiva, devido a uma
sensibilidade possivelmente maior da cérnea i agdo das enzimas liticas liberadas durante a
infeccdo (BARNETT et al., 1995).

Durante o procedimento de inje¢do intraestromal, percebeu-se como dificuldades, evitar-
se o refluxo do inéculo e assegurar o volume do mesmo injetado no estroma, conforme proposto

neste estudo. Isto corrobora os achados de PRIMBS et al. (1961) e NASSARALLA et al. (1997),
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0s quais também verificaram a dificuldade de controlar precisamente a inoculagio intraestromal
neste mesmo modelo e, ainda, que variagdes na técnica podem grandemente influenciar na
infec¢io produzida.

As viérias concentragdes bacterianas de in6culo que tém sido utilizadas, normalmente sio
preparadas em caldo de soja rrypticase (TSB), permitindo que a bactéria continue sua
multiplicaciio, denominada como fase logaritmica de crescimento (HOBDEN et al., 1993b;
O'CALLAGHAN et al., 1996; NASSARALLA et al., 1997; DONG et al., 2000; MATSUMOTO,
2000). Entretanto, no presente estudo, realizou-se a prepara¢do dos inéculos em solugdo NaCl
0,9% estéril por acreditar-se que, deixando a bactéria em uma fase de crescimento estacionado,
haveria uma maior precisdo da quantidade de bactérias a ser inoculada, mesmo com alguma
morte bacteriana. Conforme verificado apdés a inoculagdo da bactéria, a lesdo produzida
apresentou sinais e evolugdo clinicos oftalmolégicos homogéneos.

O isolamento da Pseudomonas aeruginosa conseguido somente a partir das amostras
obtidas dos raspados corneanos, verificados neste estudo, vem confirmar que quando necessita-se
realizar o diagnéstico de uma ceratite infecciosa, a cultura para isolamento e identificacdo do
agente causal deve ser feita a partir de amostras colhidas do tecido corneano, por meio de
raspados.

VariagOes na intensidade dos sinais clinicos podem ser verificadas em alguns animais. Isto
decorre ou da concentracio bacteriana do in6culo (DAVIS et al, 1975) ou da
ceratopatogenicidade da P. aeruginosa, a qual depende da viruléncia intrinseca de cada cepa e
pode afetar a severidade da lesdo corneana (HYNDIUK et al., 1983; HOBDEN et al., 1993;
ARISTOTELI & WILLCOX, 2001). A cepa de Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853,
utilizada neste estudo, é capaz de produzir protease alcalina, elastase e exotoxina A
(O'CALLAGHAN et al., 1996), enzimas que colaboram com as proteases teciduais, direta ou
indiretamente, na destruicdio do tecido corneano, conforme pode ser observado pela intensidade
dos escores obtidos para opacidade corneana da lesdo apresentada pelas coelhas deste estudo.
Considera-se ainda que a severidade das ulceragdes resulte também da resposta inflamatoéria do
hospedeiro, conforme citado por vérios autores (VAN HORN et al., 1981; DONG et al., 2000;
MIYAJIMA et al,, 2001; VYGANTAS & WHITLEY, 2003; HAZLETT, 2004). Esta resposta

poderia explicar por que algumas coelhas do grupo de avaliagdes clinicas apresentaram escores
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menos intensos para os sinais clinicos, especialmente opacidade corneana. do que outras. Além
disso. ndo se testou a imunidade dos animais para P. aeruginosa, fator que também deve ser
considerado, uma vez que, conforme demonstrado em alguns estudos, ratos imunizados contra P.
aeruginosa apresentaram lesdes menos severas quando comparados com ratos susceptiveis
(DONG et al., 2000; HAZLETT et al., 2002).

A ectasia corneana tipica decorrente da infec¢do por Pseudomonas aeruginosa nao foi
observada nos animais desta pesquisa, provavelmente devido ao inicio precoce do tratamento dos
olhos, o que correspondeu as 24 horas seguintes a inoculagio, pois, segundo VAN HORN et al.
(1981), esta alteragiio € tipicamente verificada no periodo de 56-96 horas da progressio da lesio.
Entretanto, os sinais clinicos observados nas 24 horas seguintes a inoculacdo experimental foram
compativeis com a infec¢do corneana por Pseudomonas aeruginosa, concordando com VAN
HORN et al. (1981) e NASSARALLA et al. (1997).

O aumento da intensidade dos escores para opacidade corneana e neovascularizagdo da
cormea e o escore severo mantido para hiperemia conjuntival, verificado no quarto dia pos-
operatério‘nos olhos de ambos os grupos, provavelmente, seja resultado da reacgio inflamatoria e
da acdo das enzimas liticas liberadas pela P. aeruginosa, por células epiteliais, fibroblastos
estromais ¢ polimorfonucleares leucécitos degranulados (VAN HORN et al., 1981; HYNDIUK et
al., 1983). Entretanto, a metodologia utilizada neste estudo ndo permitiu a determinagio das
enzimas presentes, apenas sabe-se da literatura quais estdo envolvidas nesta afec¢iio ocular e que
a cepa ATCC-27853, utilizada neste estudo, é capaz de produzir protease alcalina, elastase e
exotoxina A (O'CALLAGHAN et al., 1996), que devem ter atuado juntamente na destruigdo da
cornea destas coelhas.

Os sinais clinicos, observados em quase todas as coelhas nas 24 horas apés infeccio,
como opacidade corneana moderada, blefarospasmo, fotofobia, secrecdo conjuntival
mucopurulenta e hiperemia conjuntival, concordam com os citados na literatura (DAVIDSON,
1991; BARNETT et al., 1995). A reducdo da secregdo conjuntival, hiperemia conjuntival,
opacidade corneana e neovascularizaclo da cérnea, e o menor tempo de cicatrizagio, verificados
primeiramente nos olhos do grupo tratamento 2 comparados aos do grupo tratamento 1, pode ser
resultado de um prévio controle da infec¢do bacteriana nos olhos do primeiro grupo. resultado da

maior freqii€ncia de instilagdes do colirio, comparada ao grupo tratamento 1, que serd discutida
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posteriormente. Somado a isto, segundo alguns autores (NASISSE & NELMS, 1992; ENGEL et
al., 1998; NAGANO et al., 2001), mesmo apos a morte bacteriana mediante antibioticoterapia
apropriada, a acao bacteriana e das proteases jd ativadas e, em conseqiiéncia, a degradagio do
coldgeno podem persistir, resultando em importante perda tecidual (NASISSE & NELMS, 1992;
ENGEL et al., 1998; NAGANO et al., 2001). E possivel que a menor fregiiéncia de instila¢des de
colirio nos ofhos do grupo tratamento 1 tenha permitido um maior tempo de agdo das metalo e
serinoproteases, em virtude de uma esterilizacdo corneana mais tardia e, por 1sso, a redugdo dos
sinais clinicos tenha ocorrido mais lentamente, assim como o tempo de cicatrizag¢do tenha sido
mais prolongado.

Os escores mais intensos para a retencao de fluoresceina, conforme obtido nos olhos do
grupo tratafnento 1 sdo, provavelmente, resultado do contraste do corante com uma cornea
severamente mais opacificada, ji que, segundo NASISSE & NELMS (1992), cémeas
extremamente edemaciadas podem tornar-se incapazes de absorver fluido adicional (a
fluoresceina, por exemplo), resultando em retencio falso-negativa.

A fotofobia e o blefarospasmo sdo resultado da dor ocular ocasionada pela lesdo e
infec¢do bacteriana da cérnea e foram observados somente até o quarto dia pés-operatério e,
provavelmente, isso ocorreu devido a dois fatores: o uso da dipirona, administrada as coelhas até
o segundo dia de tratamento, e a evolugdo do processo infeccioso na cérnea, pois uma vez que as
terminagdes nervosas subepiteliais sao destruidas, com a progressao da ulceragdo, os sinais de dor
ocular também sdo reduzidos (BARNETT et al., 1995).

A quemose também ¢ citada como um dos sinais clinicos presentes nesta afec¢do ocular
(DAVIDSON, 1991; BARNETT et al., 1995). entretanto, os escores mais intensos, conforme
observados na grande maioria das coelhas 24 horas apds a cirurgia, sdo provavelmente resultado
do traumatismo decorrente da utilizagdo da pinga de Von Graeffe, na conjuntiva bulbar para a
contencdo do bulbo ocular e realizagdo dos procedimentos de trefinacio e inje¢do intraestromal.
Apesar da delicadeza da pinga utilizada, a conjuntiva bulbar dos coelhos ¢ muito sensivel, e
sujeita facilmente a rompimento em caso de leve aumento na intensidade da apreensdo. A
quemose desapareceu na maioria dos olhos, igualmente nos grupos tratamento | e tratamento 2
no sétimo dia, semelhante ao obtido no estudo de NASSARALLA et al. (1997), no qual este sinal

clinico nao foi mais observado no oitavo dia. Entretanto, dois animais desta pesquisa ainda



permaneceram com quemose leve até o 22° dia, a qual provavelmente acompanhou uma evolugao
mats lenta do processo cicatricial nestes dois animais, ocorrido somente apds o 25° dia de
tratamento. |

O edema palpebral apresentou-se com menores escores ao longo dos tratamentos nos
olhos de ambos os grupos. com uma redug¢do mais significativa até o 13° dia p6s-operatério,
diferentemente do observado por NASSARALLA et al. (1997), os quais verificaram o
desaparecimento deste sinal no oitavo dia e sem diferencas quanto aos colirios de antibiético
associado ou nio ao diclofenaco de sédio, o que também foi visto entre as medicagdes utilizadas
neste estudo. O edema palpebral verificado em dois olhos de cada um dos grupos até€ o 19° dia de
tratamento pode ter sido conseqiiéncia de contaminagdo bacteriana advinda das patas das coelhas
pela auto-higienizagdo, resultando em blefarite e uma resolugao mais tardia do edema.

A infiltragdo celular inflamatéria € uma importante resposta da cdrnea nesta infecgio
bacteriana, conforme citado (KESSLER et al., 1977; VAN HORN et al.,, 1981; HYNDIUK et al.,
1983; NASSARALA et al., 1997, MIYAJIMA et al., 2001). Juntamente com o edema, a
infiltragdo celular produz opacidade corneana, a qual torna-se mais intensa com a progressao da
lesao (KESSLER et al., 1977, HYNDIUK et al., 1983). Entretanto, ela ndo foi utilizada como
pardmetro de avaliagdo clinica principalmente por falta de equipamento, no caso, o
biomicroscépio em limpada de fenda, e por ndo ser sugerido na referéncia utilizada para a
avaliacao dos sinais clinicos (MUNGER, 2002).

A neovascularizagdo corneana foi observada a partir do quatro dia pds-operatério,
concordando com BANKS (1992) e discordando do observado por BARNETT et al. (1995) em
cavalos, nos quais a mesma parece ser observada em 12-18 horas apds a infecgdo, e por
WYAMAN et al. (1983) que verificou neovascularizacio em 48 horas. E possivel que neste
gltimo periodo, a neovascularizagio jd estivesse presente na cérnea das coelhas deste
experimento. no entanto, realizando-se as avalia¢des clinicas conforme o previsto, estas foram
feitas no primeiro e quarto dias de tratamento e, por isso os neovasos $6 foram constatados apés
96 horas. E, considerando-se o padrio dos neovasos observados nas cérneas das coelhas, o
mesmo pdde ser evidenciado, na maioria dos animais, como uma borda perilimbal de
neovascularizagdo profunda (BARNETT et al., 1995). A reducdo nos escores, visualizada

primeiramente no grupo tratamento 2, deve-se ao controle da infec¢do, previamente ocorrido
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neste grupo, o que favoreceu a resolucdo do processo de cicatrizagdo e redugdo na
neovascularizagao.

A descemetocele € uma complicagdo que pode resultar da ceratite bacteriana pof P.
aeruginosa (NASSARALLA et al., 1997). Nos modelos experimentais realizados com cies,
coelhos e porcos-da-india, a descemetocele foi observada em 48 horas (WYMAN et al., 1983), no
terceiro dia (NASSARALLA et al., 1997) e na segunda semana, apds a infec¢do (KESSLER et
al., 1977). No presente estudo, obteve-se resultado semelhante ao deste dltimo autor, pois
verificou-se descemetocele nos olhos dos dois grupos no 16° e 19° dia de tratamento. Uma vez
que a evolucdo da cicatrizagdo era aparente nestes olhos, acredita-se que a descemetocele possa
ter resultado da pequena freqiiéncia de instilagdes, especialmente nos olhos do grupo tratamento
1.

Diferentemente do observado em vdrios estudos com infec¢do experimental em porcos-
da-india e coelhos (KESSLER et al., 1977; VAN HORN et al., 1981) e concordando com os
resultados obtidos por NASSARALLA et al. (1997), em todos os animais, a perfuracio corneana
nao foi observada em nenhum dos animais deste estudo, nem mesmo nos que apresentaram
descemetocele.

A uveite anterior é uma complicacdo comum deste tipo de ceratite € pode resultar da
estimulacdo nervosa reflexa e/ou da quebra na barreira hemato-aquosa, permitindo a ocorréncia
de efeito tyndall ou aquous flare ou mesmo formacdo de hipépio (NASISSE & NELMS, 1992;
HAMOR & WHELAN, 1999; SLATTER, 2001). Estes pardmetros, no entanto, também nao
foram utilizados como critérios da avaliagdo clinica pela dificuldade de avaliacdo a partir do
quarto dia de pés-operatério, em virtude de uma opacidade corneana severa na maioria das
coelhas, evitando-se assim que fosse realizada uma avaliagao confidvel deste efeito durante todo
o periodo de sua existéncia. Mas, devido as sinéquias anteriores constatadas nos olhos dos grupos
tratamento 1 e tratamento 2, conclui-se que alguns animais desenvolveram uveite anterior
secunddria.

Sinéquias anteriores sio resultado da inflamagdo uveal nio tratada e da ndo utilizagao de
agentes midridticos. Como se sabe, o colirio de antibidtico ndio possui acao antiinflamatéria para

controle desta complicagdo e, mesmo considerando a acdo antiinflamatéria (PIPITONE, 1991,
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CASALS & DAMBIELLE, 1995; DAVIDSON, 2000) do colirio de sulfato de Condroitina 10%,
associado ao antibidtico, é provavel que esta capacidade antiinflamatéria nao tenha sido
suficiente para controle adequado da inflamacio e, além disso, também nao foi feito uso de
agentes midridticos e cicloplégicos. Nos estudos realizados, utilizando-se sulfato de condroitina
20%, associado a ciprofloxacina, no tratamento de dlceras corneanas superficiais experimentais
em coelhos e cavalos, a a¢ao antiinflamaténa tépica ndo pode ser avaliada devido a estas lesoes
serem muito superficiais e resultarem em inflamac¢io muito leve (ZULIAN, 2002; RANZANI et
al., 2004). Diferentemente destes experimentos, a afeccdo ocular induzida no presente trabalho
resultou em reagao inflamatéria intensa, no entanto, ndo se observou diferenca significativa
quanto a redug¢do do edema de pélpebra, quemose, fotofobia e blefarospasmo entre os grupos
tratamento 2 e tratamento 1. Portanto, a agdo antiinflamatéria verificada no tratamento de
osteoartrites com sulfato de condroitina pela via sisttémica (MORREALE et al., 1996), ndo foi
constatada pela via tépica. Isto pode estar associado a reducdo na concentragdo do sulfato de
condroitina associado a tobramicina, necessdria para a estabilizagdo da associagdo destas
medicagdes (comunicacdo pessoal — A. F. P. F. WOUK, Universidade Federal do Paranj,
Curitiba-PR) e na menor fregii€ncia de instilagdes utilizada, que serd discutida mais adiante.
Além disso, como nio se observou efeito antiinflamatério do sulfato de condroitina durante o
tratamento, concordando com RANZANI et al. (2004), na presenca de uveite anterior secundaria,
0 uso concomitante de agentes antiinflamatérios nio esteroidais, midridticos e cicloplégicos pode
minimizar complicagOes e seqiielas observadas em algumas coelhas deste estudo e controlar a
inflamagdo e a dor ocular.

Mesmo com uma freqii€ncia minima de instilagdes do colirio tratamento 1, a phthisis
bulbi, as sinéquias anteriores e a evolugdo cicatricial observadas, durante o experimento, foram
similares para ambos os grupos, o que pode ter resultado da associagdo dos efeitos antimicrobiano
da tobramicina com o efeito inibidor da serinoprotease elastase neutrofilica pelo sulfato de
condroitina 10% (Verbruggen apud RASHMIR-RAVEN, 1994), conforme verificado nas
osteoartrites, e para os glicosaminoglicanos polissulfatados (BAICI et al. 1980). Também pode-se
pensar na possivel inibicio de outra serinoprotease, a plasmina que, juntamente com o
plasminogénio, forma uma via proteolitica de degradagao de fibrina e fibronectina (BERMAN et

al., 1983; BERK, 2001), as quais depositam-se sobre o estroma lesado, formando uma matriz
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proviséria para a adesdo celular e cicatrizagio (FUJIKAWA et al., 1981; PHAN et al., 1989b;
WOUK et al., 1998). A via proteolitica, quando em desequilibrio com seus inibidores, contribui
para a destruicido do tecido corneano, conforme verificado em estudos (BERMAN et al., 1980;
MATSUMOTO, 2000; HAFFNER et al., 2003). Entretanto, mediante a metodologia utilizada
neste estudo, 1sto ndo pode ser constatado.

A phthisis bulbi pode ocorrer como seqiiela de oftalmite, decorrente de ulceracio
corneana e perfuracido ocular (CARLTON & RENDER, 1990). No presente estudo, a phthisis
bulbi foi constatada em duas coelhas, em um olho de cada um dos grupos, e provavelmente tenha
resultado da inflama¢do ocular ndao debelada, pois nenhum destes olhos apresentaram
descemetocele. A porcentagem verificada, 5,55% dos olhos em cada um dos grupos, foi
semelhante a verificada por SWEENEY & IRBY (1996), em cavalos com tlcera de cérnea por P.
aeruginosa, em torno de 4%.

Conforme indicado na literatura consultada, a freqgiiéncia de instilagoes do colino
antibi6tico para o tratamento das ulceras corneanas, infectadas por Pseudomonas aeruginosa em
cavalos € a cada 1-2 horas no primeiro ou até o segundo dias, quando a mesma € reduzida para 4-
5 vezes ao dia (MOORE, 1987; NASISSE & NELMS, 1992; HAMOR & WHELAN, 1999).
Nesta pesquisa, entretanto, optou-se pela utilizagdo da posologia minima indicada, a fim de
submeter a medicagdo testada a um desafio maior e, de acordo com o verificado nas coelhas, esta
menor freqiiéncia influenciou grandemente na evolugio dos sinais clinicos dos olhos do grupo
tratamento 1. Portanto, € possivel que um aumento na posologia da instilagdo do colirio com
sulfato de condroitina, associado a tobramicina, produza melhores resultados, considerando-se
ainda que a infec¢io natural € menos severa quando comparada a da infecgdo experimental
(HYNDIUK et al., 1983).

Uma outra complicacdo que pode resultar da infec¢do bacteriana da cérnea por P.
aeruginosa € a formacdo de cicatriz densa e exuberante, a ponto de causar danos a acuidade
visual em cavalos (SAUER et al., 2003) e em seres humanos (Laibson apud GUPTA et al., 1996).
No presente estudo, a cicatriz, na forma de leucoma, foi observada em todas as coelhas,
concordando com o obtido por KESSLER et al. (1977), em intensidades varidveis entre os olhos
dos grupos tratamento 1 e tratamento 2. Em alguns olhos do grupo tratamento 1, verificou-se

ainda uma cicatriz exuberante, com deposi¢do de tecido de granulagdo. Diferentemente do
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observado na cicatrizagiio de tlceras corneanas superficiais em coelhos (RANZANI et al., 2004) e
cavalos (ZULIAN, 2002), nos quais ndo se verificou a ocorréncia de cicatriz, nesta pesquisa
constatou-se a formagdao de leucoma ao final do tratamento de todos os olhos dos grupos
tratamento 2 e tratamento 1. Um outro fator que pode ter influenciado no resultado da cicatriz foi
a concentragdo do sulfato de condroitina associado a tobramicina, ou seja, metade daquela
utilizada nos estudos feitos por RANZANI et al. (2004) e ZULIAN (2002). Conforme verificado
na literatura, o sulfato de condroitina é o glicosaminoglicano predominantemente sintetizado na
segunda semana de cicatrizacdo das lesGes comeanas e ap6s quatro meses, niveis de sulfato de
queratana ja sio detectados e vao gradualmente substituindo o sulfato de condroitina (HASSEL et
al., 1983). Uma vez que o glicosaminoglicano sulfato de condroitina foi provido na forma de
colirio, a sua sintese pelos fibroblastos pode ter sido cessada e a concentragdo utilizada pode nio
ter fornecido suficiente quantidade para uma melhor qualidade cicatricial, conforme observado
em avaliagdo histopatolégica (RANZANI et al., 2004). Ainda, o fato das feridas superficiais e
sem comprometimento da membrana basal evoluirem sem formagdo de cicatriz, somado aos
efeitos do sulfato de condroitina podem produzir melhores resultados conforme observados em
cavalos e coelhos.

Um fator que poderia ser considerado para explicar a variagcio no tempo de cicatrizacio
nos olhos das coelhas do grupo de avaliagdes clinicas é a flutuaciio hormonal. Entretanto,
conforme verificado na literatura, a atividade ovariana das coelhas diminui nos dias curtos,
resultando em uma queda na atividade sexual com a proximidade dos meses de inverno
(HARKNESS & WAGNER, 1993). Como os procedimentos e as avalia¢des clinicas nesse grupo
foram conduzidas nos meses de inverno, é improvivel que tenham ocorrido flutuagdes
hormonais. Somado a isso, o tecido corneano é efetivamente tratado somente quando do uso de
medicagdes pela via t6pica, pois os medicamentos utilizados pela via sistémica ndo conseguem
atingir o tecido corneano ou quando o fazem, nio atingem niveis terapéuticos.

Quanto a histopatologia, um aspecto que chamou atencio nos olhos dos animais utilizados
foi o curso das infecgdes corneanas experimentais produzidas pela P. aeruginosa. Observou-se
que, especialmente nos othos do grupo tratamento 2, o curso da lesio foi um tanto menos severo e
benigno em relac@o ao verificado nos olhos direitos e esquerdos dos animais utilizados para as

avalia¢Oes clinicas, pois aos 14 dias, a maioria das cérneas ja se encontravam cicatrizadas nos
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primeiros animais. Como ja mencionado na literatura, é possivel que isso tenha decorrido da
técnica '(PR]MBS et al.,, 1961; NASSARALLA et al., 1997) ou tenha sofrido interferéncia da
imunidade das coelhas, uma vez que, embora os dois grupos de individuos tenham sido
conduzidos em . momentos diferentes, as condigdes climdticas, que poderiam influenciar nos
resultados, foram muito semelhantes, conforme as anotagdes realizadas durante a condugdo dos
dots grupos.

A histopatologia prestou-se muito bem ao propésito a que foi destinada, corroborando
com os achados das avaliagOes clinicas quanto aos processos inflamatério e cicatricial e
assemelhando-se aos achados em outros estudos em coelhos e caes (VAN HORN et al., 1981;
WYMAN et al., 1983). Além disso, forneceu informagdes acerca da organizacdo das fibras de
coldgeno e fibroplasia no estroma, mostrando indicios de uma melhor organizag¢do das fibras
coldgenas nos olhos do grupo tratamento 1 aos 21 e 45 dias. Sabe-se que, em lesdes corneanas
atingindo membrana basal, estroma e, em algumas vezes, membrana de descemet, a evolugdo
normal do processo cicatricial se dd com a formagao de fibroplasia estromal (WILCOCK, 1993),
a qual fo1 observada nesta pesquisa. No entanto, um maior nimero de olhos para esta avaliagdo
permitiriam uma afirmagdo mais precisa sobre a qualidade cicatricial, comparando-se os dois
grupos.

Como escolha mais adequada, optou-se pela utilizacdo do teste de Wilcoxon para andlise
estatistica tanto das varidveis medidas na avaliagcao clinica quanto para a vandvel tempo de
cicatrizagio, pois no primeiro caso, utilizou-se escalas ordinais, medidas por escores; no segundo
caso, apesar de se ter uma varidvel cardinal, esta se comporta de modo assimétrico (CURI, 1998;
MONTIANI-FERREIRA et al., 2004). Por este motivo, a média ndo é a melhor indicagdo da
tendéncia central da amostra, uma vez que ela € grandemente influenciada por valores extremos,
sendo atraida no sentido destes ultimos, dando uma falsa idéia de tendéncia central.
Conseqiientemente, utilizaram-se os primeiros e segundos quartis e as amplitudes de variagdo
como medidas de dispersdo ou variabilidade desta varidvel, as quais demonstraram a assimetria e
a variabilidade do tempo de cicatrizagdo observado nos olhos de ambos os grupos, mas
especialmente no grupo tratamento 1. Mesmo tentando obter uma amostra homogénea, com
coelhas da mesma idade, compradas do mesmo criador, e alojando-as no mesmo local, nas

mesmas condi¢cOes ambientais e de alimentacao, estas coelhas nio eram filhas dos mesmos pais e,
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¢ possivel que algumas tenham vindo de outros criadores, fatores que podem ter contribuido para
esta variabilidade.

Em Medicina Veterindria, hi de se considerar, no entanto, que a menor freqiiéncia de
instilagdes é mais comoda para a realizacio dos cuidados de enfermagem pelos proprietédrios para
com seus animais, o que contribui grandemente para uma adesdo facilitada dos mesmos ao
tratamento destas afeccdes oculares. A relagcdo custo-beneficio entre cada um dos colirios
utilizados também deve ser considerada, pois mesmo que o colirio de sulfato de condroitina 10%
associado a tobramicina (T1) tenha um custo maior comparado ao colirio de tobramicina (T2), a
menor freqiiéncia de instilacdes permite a utilizacdo de um frasco por um periodo mais
prolongado, equivalendo-se o custo das duas medicagoes. Por dltimo, diferentemente do
verificado em Oftalmologia humana, a ocorréncia de cicatriz residual ndo € tdao prejudicial a
quahdade de vida dos animais quanto o € em seres humanos, em virtude do astigmatismo
resultante, uma vez que os animais ndo realizam determinadas atividades que competem somente
aos seres humanos, como ler e dingir.

Uma importante questdo a ser discutida ainda, diz respeito a extrapolacio dos resultados
obtidos no modelo experimental em coelhos para uso em cavalos. Sabe-se que, desde hd muito, o
coelho vem sendo utilizado como fiel modelo experimental para estudos de afec¢des oculares de
seres humanos, devido as similaridades oculares entre estas duas espécies. Observou-se nesta
pesquisa que também este modelo experimental em coelhos foi fiel as alteracdes oculares
observadas em cavalos, uma vez que ambos desenvolvem necrose estromal liquefativa apds
infec¢do corneana pela Pseudomonas aeruginosa (BARNETT et al., 1995; MATSUMOTO,
2000). O que dificulta ainda a discussio € a absoluta auséncia de trabalhos experimentais desta
afec¢@o ocular em cavalos, sendo encontrados somente estudos retrospectivos e relatos de caso e,
por 1ss0, a mesma foi ancorada em estudos realizados em outras espécies animais. Sendo assim e,
considerando-se também que o curso da infec¢iio experimental em coelhos é muito mais severo
quando comparado & infec¢do natural (PRIMBS et al., 1961; HYNDIUK et al., 1983; FLEISZIG
& EVANS, 2000), seria admissivel pensar-se na extrapolagdo dos resultados obtidos em coelhos
para o tratamento da afeccdo ocular em cavalos.

Pelo exposto acima, € necessdrio que novas pesquisas sejam realizadas com a utilizacdo

de uma freqiiéncia maior do colirio de sulfato de condroitina A 10% associado a tobramicina no
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tratamento das ulceras corneanas infectadas por P. aeruginosa, ja que as medicagdes formuladas
como colirios sdo recomendadas para instilacdes freqiientes, diferente do que ocorre com as
pomadas oftdlmicas. Esta ultima poderia eventualmente permitir o uso de uma maior
concentracdo do sulfato de condroitina A associado a tobramicina, entretanto, devido a sua
interferéncia no metabolismo da cérnea, ndo recomenda-se seu uso freqiiente.

Além disso, € importante ressaltar que, algumas inferéncias feitas nesta discussdao néo
puderam ser comprovadas com a metodologia utilizada na pesquisa, porém, as mesmas poderao
futuramente ser corroboradas a partir de outros estudos com metodologias mais especificas e
apropriadas. Para isto, € necessdrio que outros estudos sejam conduzidos a fim de obter-se uma
informag@o mais precisa acerca do real beneficio do uso do sulfato de condroitina no tratamento

das ulceras corneanas infectadas por Pseudomonas aeruginosa.
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6 CONCLUSAO

Nos moldes em que a pesquisa foi conduzida, comparando-se o tratamento 1 e o

tratamento 2, pdde-se concluir que:

conforme as avaliagOes clinicas, o tratamento tdpico a base de tobramicina (T2) foil mais
eficiente que o tratamento tépico a base de sulfato de condroitina 10% associado a
tobramicina (T1) no tratamento das ulceras corneanas produzidas e infectadas
experimentalmente por Pseudomonas aeruginosa em coelhos;

conforme os achados da histopatologia, verificaram-se indicios de uma melhor cicatrizagao

devido a organiza¢do mais regular das fibras de coldgeno aos 21 e 45 dias de pos-operatério

dos olhos esquerdos, tratados com sulfato de condroitina 10% e tobramicina (T1).

Em virtude dos resultados obtidos, € necessario que estudos ulteriores histoquimicos e

utilizando-se uma freqii€ncia maior de instilagcdes do colirio de sulfato de condroitina A 10%

associado a tobramicina sejam realizados para a melhor caracterizagdo do papel do sulfato de

condroitina A na cicatrizagio da cérnea ulcerada e infectada por Pseudomonas aeruginosa.
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ANEXO

CERTIFICADO DE ANALISE DO PRODUTO

NOME DO PRODUTO: PSEUDOMONAS AERUGINOSA DERIVADO DO ATCC 27853

(microrganismo padriio estabilizado)

DATA DE FABRICACAO: FEV/03

LOTE: 1150 VALIDADE: FEV/05

APRESENTACAO: Bactéria derivada da "American Type Culture Collection” sob a

forma de discos de gelatina dessecados (frascos com 5 unidadcs).

TESTE DE VIABILIDADE:

Mecio de propagacio: Agar para comtagem em placa (Plate Count agar).
Temperatura de incubagio: 35 - 37°C
Tempo de incubagiio: 24 horas.

Comtagem de células viidveis/mL: Superior a 100 000 UFC/mL

TESTE DE PUREZA:

Microscopia: bacilos retos gram-ncgativos.
Cultura: inoculagdo em dgar-sangue de carnciro c dgar Mac Conkey: coldnias tipicas.

Tobramicina 4mecg: S Colistina 4meg: S Nitrofurantoina 64mcg: R

TESTES FENOTIPICOS:

Oxidasce: +
Provas bioquimicas realizadas em aparclho automatizado Walkaway (Dade Behring):

Glicosc: - Rafinosc: - Inositol: - Urcia: - Lisina: - TDA: - Indol: -

Citrato: + Sacarosc: - Ramnosc: - Adonitol: - H2S: - Arginina: +  Malonato: +
Sorbitol: +  Arabinosc: - Mclibiose: - Ornitina: - VP:-  Esculina: - ONPG: -
Oxidasc: - Acctamida: + Nitrato: + Cetrimide: + Tartarato: +  OFghicosc: +

Colistina 4mcg: S Ccfalotina 8mcg: R Kanamicina 4mcg: R Penicilina 4 mcg: R

PARECER TECNICO: O produto encontra-sc dentro das especificagdes exigidas.

Ref. Bibliogr.: MURRAY . P.R. Manual of Clinical Microbiology. 7th I'd. Washir

DATA: 10/12/03

{on, ASM Press. 1999,
KONEMAN. E.W_ et al. Color Atlas and Texthook of Diagnastic NMjcrohiology. Sth Ed. Philadelphia.
Lippincott. 1997.
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